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INTRODUCTION (as) 
--cm-------- 

A - NOTIOTJS GENEBALES - 
Le développement de méthodes d'hydrolyse ou d'analyse 

très sélectives, le développement et la généralisation de mé- 

thodes de séparation possèdant un plus grand pouvoir de réso- 

lution et de méthodes dianalyse pouvant s'appliquer & de fai- 

bles quantités de substrat, ont permis, ces dernières années, 

l'étude du problème de la structure chimique de protéines 

bien caractérisées, avec l'espoir, sinon de pouvoir établir 

leur structure chimique complète,- ce qui devient théorique- 

ment possible dans de nombreux cas mais qui est évidemment 

un travail de longue haleine,- mais au moins de pouvoir pré- 

ciser certains aspects de leur structure. C'est ce que nous 

avons essayé de réaliser pour quelques chromoprot~ides. C'est 

déjà une satisfaction de savoir que chaque petite avance ou 

chaque acquisition, soit dans le domaine technique, soit dans 

une compréhension plus ~oussée de la nature du substrat, ouvre 

de larges perspectives pour les travaux ultérieurs. Parfois, 

c'est le développement d'une technique qui met la protéine 

dans un état physico-chimique plus propice à l'action d'un 

enzyme, parfois c'est llacquisition d'une certitude sur un 

aspect quelconque de la structure qui permet d'orienter les 

recherches dans une voie nouvelle, 

Mous avons choisi, pour étudier leur structure, les 

protéines suivantes : hémoglobine (de Cheval), myoglobine (de 

cheval) et cytochrome c (de Cheval). Lfintérdt de ces subs- 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
(s) - Bibliographie page 8. Les numéros entre parenthèses 

correspondent à l'ordre d'apparition des citations dans 
le texte. 



trats provient à la fois de l'importance de leurs fonctions 

physiolo~iques (transport droxygène, mise en réserve d'oxygène, 

transport d'électrons dans la chafne d'oxydations intra-cellu- 

laires), de la spécificité de leur action, qui est fonction 

de leur structure et de leur appartenance au groupe des pro- 

téines conjuguées. C'est justement cette conjugaison (avec un 

noyau porphyrinique, le protohème, dans les trois cas) qui 

leur donne leur caractère spécial. 

L'explication des particularités de leur comportement 

physiologique doit etre recherchée certainement dans la nature 

du groupement porphyrinique lui-merne, dans la nature de la pro- 

téine (surtout au voisinage de ce groupement prosthétique) et 

dans les interactions entre ce groupement et le reste de la 

molécule. 

Au cours de nos recherches, nous avons aussi étudié 

une autre protéine conjuguée, l'hémérythrine (protéine respi- 

ratoire d'un Ver marin, Sipunculus nudus), Cette protéine con- 

tient aussi du fer, comme les trois précédentes, mais celui- 

ci n'est pas inclus dans un noyau porphyrinique. En effet, le 

fer semble dtre contenu dans (ou lié à) la protéine sans l'in- 

tervention d'un "autre1' groupement prosthétique, Ceci est, 

évidemment, très intéressant sur le plan de la biochimie com- 

parée parce que cette protéine (qui se trouve aussi dans des 

hématies comme l'hémoglobine) joue un r81e dans la respira- 

tion de cet animal tout à fait comparable à celui de l'hémo- 

globine dans le sang des animaux supérieurs, 



Nous n ' a l l o n s  pas aborder  i c i  en d é t a i l  l a  quest iof i  

de l a  d i s t r i b u t i o n  b io log ique  de ces  p r o t é i n e s .  Lthémoglobine 

s e  t rouve  chez l e s  I n v e r t é b r é s  a u s s i  b ien que chez l e s  Verté- 

b r é s .  En géné ra l ,  e l l e  manque chez l e s  i n s e c t e s  a d u l t e s  parce- 

que l e u r  système t r a c h é a l  l e s  d i spense  du beso in  d ' a v o i r  une 

p r o t é i n e  q u i  joue l e  r 8 l e  de l 'hémoglobine dans l e u r  r e s p i r a -  

t i o n ,  m a i s  on l a  t rouve  dans l e u r s  l a rves .  Quant à l a  myoglo- 

b ine ,  on l a  t rouve p a r t o u t  où il y a  un t i s s u  muscula i re  e t  

l e s  cytochromes s o n t  p r é s e n t s  dans pra t iquement  t o u t e s  l e s  

c e l l u l e s  q u i  v i v e n t  en  aé rob iose .  

Avant d ' aborder  l e  c h a p i t r e  de l a  p r é p a r a t i o n  de  c e s  

p r o t é i n e s ,  dans un é t a t  de pu re t é  s u f f i s a n t e  pour  permet t re  

l ' é t u d e  de l e u r  s t r u c t u r e ,  il nous a semblé u t i l e  de p r é c i s e r  

que lques  p o i n t s  de nomemclature e t  de résumer brièvement l e s  

conna issances  acquises  s u r  l a  forme, l a  composit ion e t  l a  

s t r u c t u r e  de ce s  composés e t  de d é f i n i r  l e s  r a p p o r t s  e x i s t a n t  

e n t r e  l a  s t r u c t u r e  de ce s  composés e t  l e u r  f o n c t i o n  physiolo- 

gique.  

La d i f f i c u l t é  de créer une nomemclature chimiquement 

exac t e  e t  u t i l i s a b l e  p r o v i e n t  jus tement  du f a i t  que ces  molé- 

c u l e s  s o n t  d e s  p r o t é i n e s  conjuguées e t  que l e  groupement pros- 

t h é t i q u e  (nous ne pa r lons  i c i  que des  hémoprotéines)  peu t  

f i x e r  un grand nombre de corps  (gaz ,  i ons ,  e tc . )  e t  donner 

na i s sance  à un grand nombre de d é r i v é s .  Le groupement porphy- 

r i n i q u e  o r i g i n e l ,  l e  protohème, peu t  e t r e  remplacé p a r  un au- 

t r e  ( l a  mésohérnatine, p a r  exemple) ou mdme d t r e  modifié - i n  

s i t u  pour former des  p r o t é i n e s  conjuguées q u i  n ' e x i s t e n t  pas - 



dans l a  n a t u r e .  Ces p o s s i b i l i t é s ,  sans  p a r l e r  de s  changements 

que l a  ~ r o t é i n e  elle-méme peu t  s u b i r ,  o n t  amené une c e r t a i n e  

confus ion  dans l a  nomenclature,  P l u s i e u r s  a u t e u r s  o n t  essayé 

d ' a p p o r t e r  de l ' o r d r e  dans ce domaine, I l  e x i s t e  une nomen- 

c l a t u r e  t r è s  d é t a i l l é e  e t  pa r f a i t emen t  s a t i s f a i s a n t e ,  dévelop- 

pée pa r  CLARK e t  c o l l ,  ( 1 )  e t  p a r  DRABKIN ( 2 ), m a i s  son 

a p p l i c a t i o n  aux hémoglobines e t  aux a u t r e s  hémoprotéines 

n ' e s t  guère  b env i sage r  à cause de  l a  complexité  q u ' e l l e  en- 

t r a î n e  . 
T r o i s  nomenclatures p r i n c i p a l e s  o n t  é t é  suggérées .  

La première en d a t e ,  c e l l e  de I Z I L I N  ( 3 ) ,  e s t  une nomenclature 

"mixtet t ,  où l e s  termes  chimiques e t  l e s  termes en  r a p p o r t  avec 

l ' é t a t  physique de l a  p r o t é i n e  s o n t  i n t r i q u é s ,  C e l l e  de  LEPvIBERG 

e t  LEGGE ( 4 )  e s t  une nomenclature " f l ex ionne l l e f l  s i  l ' o n  veu t ,  

don t  l a  p a r t i c u l a r i t é  e s t  l ' u t i l i s a t i o n  de l e t t r e s  i t a l i q u e s  

pour i n d i q u e r  l e  degré  d 'oxyda t ion  du f e r ,  S ' i l  n ' é t a i t  ques- 

t i o n  que de l 'hémoglobine,  on p o u r r a i t  ê t r e  t o u t  de s u i t e  d l a c -  

cord ( l ' u t i l i s a t i o n  des  symboles Hb pour l thémgglobine  e t  H i  

pour l'Hémi,globine, p a r  exemple e s t  s é d u i s a n t e ) ,  mais ce  sys- 

tème s ' a p p l i q u e  d i f f i c i l e m e n t  aux a u t r e s  hémoprotéines e t  l e s  

a u t e u r s  l e  r e c o n n a i s s e n t  eux-memes. 

JvIais c e t t e  nomenclature a évolué  dans  l e  sens  de  l a  

s é l e c t i v i t é  e t ,  en  parcouran t  l a  l i t t é r a t u r e ,  on c o n s t a t e  que 

c ' e s t  c e l l e  proposée p a r  PAULING e t  CORYELL ( 5 ) ,  avec que lques  

changements mineurs,  q u i  semble emporter  l a  f aveu r  de l a  plu- 

p a r t  des  chercheurs ,  saris doute  à cause de  s a  n a t u r e  a n a l y t i q u e  

q u i  l u i  donne une p l u s  grande f l e x i b i l i t é .  CeLte f l e x i b i l i t é  

f a v o r i s e  l ' i n c o r p o r a t i o n  des  nouve l l e s  connaissances ,  don t  un 

exemple e s t  f o u r n i  p a r  l a  découver te  r é c e n t e  de n iveaux dtoxy- 



d a t i o n  du f e r  s u p é r i e u r s  à l ' é t a t  f e r r i q u e  dans l e  groupement 

p r o s t h é t i q u e .  Dans l e  p r o d u i t  d 'oxyda t ion  de l a  fer r imyoglobi-  

ne ,  p a r  exemple, l e  f e r  semble ê t r e  à l ' é t a t  t é t r a v a l e n t  e t  

posséder  l a  s t r u c t u r e  " f e r r y l " .  Pour l a  myoglobinet GEORGE e t  

IItVIlTE ( 6 )  o n t  proposé l e  nom de l ' ferrylmyoglobinelt .  Des 

c o n s t a t a t i o n s  analogues on t  é t é  f a i t e s  pour l a  perox idase  e t  

l a  c a t a l a s e .  Le cytochrome c ne semble pas  donner ce type de 

composé; c e c i  s ' e x p l i q u e ,  sans  dou te ,  pa r  une "adhérence" e t  

un "camouflage" p lu s  prononcé du groupement porphyr inique à 

l ' i n t é r i e u r  de l a  p r o t é i n e  elle-meme, q u i  a s su re  a i n s i  l a  

"p ro t ec t i on"  du f e r ,  

Nous sommes s a t i s f a i t s  de c o n s t a t e r  que l a  dénomina- 

t i o n  "carbonylf l  semble 1 'emporter  s u r  l e s  termes "carboxy-" e t  

"carbone-monoxy-". En e f f e t ,  l e  terme "carbonemonoxyhémoglo- 

bine" e s t  p l u s  long q u ' i l  n ' e s t  beso in  e t  l e  terme wcarbox;y- - 
hémoglobine" peu t  e t r e  confondu avec l e  p r o d u i t  d ' a d d i t i o n  

q u i  s e  forme e n t r e  l e  CO2 e t  l 'hémoglobine. C e r t a i n s  a u t e u r s  

o n t  appe lé  ce d e r n i e r  composé "carbhémoglobine", mais mainte- 

nan t  que l ' o n  s a i t  que l e  CO2 e s t  l i é  sous forme d ' ac ide  car-  

bamique, on peu t  l ' a p p e l e r  'fcarbaminohémo~lobine", 

La dénomination "myohémoglobinefl ou "hémoglobine mus- 

c u l a i r e "  q u i  e s t  encore u t i l i s é e  d e v r a i t  e t r e  d é f i n i t i v e m e n t  

é c a r t é e  en f aveu r  de c e l l e  de "myoglobine", c e c i  p a r  souc i  

de s i m p l i c i t é  e t  a u s s i  parce  que l ' o n  p r é f è r e  l e  terme 

"é ry th roc ruo r ine"  à c e l u i  d'"hémoglobine des  Inver tébrés1 ' ,  

pa r  exemple. On a pensé pendant t r è s  longtemps que l a  molé- 

cu l e  de myoglobine r e p r é s e n t a i t  exactement l e  q u a r t  de c e l l e  

de l 'hémoglobine.  O r ,  b i en  que l e  poids molécu la i re  s o i t  

e f f ec t i vemen t  l e  q u a r t  de c e l u i  de l thémoglobinet  l a  composi- 



tion en acides aminés est nettement différente (ROCIIE et . . 
MOURGUE) (7). Selon KRUGER ( 8 ) ,  la myoglobine correspon- 

drait, du point de vue phylogénétique, plutBt aux hémoglo- 

bines extra-cellulaires des Invertébrés qufaux hémoglobines 

intra-cellulaires des Vertébrés, mais ce fait ne semble pas 

prouvé, Il est intéressant de noter la présence d'une myo- 

globine dans le coeur et dans les muscles adducteurs de cer- 

tains Mollusques, alors que le pigment sanguin est une cu- 

proprotéine, l 'hémocyanine (BALL et irIEYERHOF) (9). 

La nomenclature des cytochromes est également très 

imparfaite. En effet, le nombre de cytochromes découverts 

jusqu'à ce jour est très important (cytochromes aI, a2, a 3 ' 
a4; cytochromes b, bI, b2, bg, b4, b5 ,  b6, cytochromes c, 

cI, c2? c3, c4, c 5 ) .  Plusieurs de ces composés ont des dé- 

nominations très diverses, par exemple le cytochrome b est 5 
identique au cytochrome b1 et au cytochrome m; le cytochro- 

me c est également connu sous le nom de cytochrome 553. 3 
C f  est pour remédier à ces anomalies que l'Union Internatio- 

nale de Biochimie a formé, en 1957, une Sous-Commission qui 

doit s'efforcer d'homogénéiser la nomenclature des cyto- 

chromes. 
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A - POIDS idOLECULAIRES, NOillBItES DE CNAINES PEPTIDI QUES 

a )  - Poids molécu la i re .  - Le poids  molécu la i re  de l ' h é -  

moglobine e s t  remarquablement cons t an t  dans t o u t e s  l e s  espèces  

s u p é r i e u r e s .  Chez l e s  Mammifères e t  mBme chez t o u s  l e s  Verté- 

b r é s ,  - avec seulement une excep t ion  ou deux, - ce  poids  molé- 

c u l a i r e  e s t  de l ' o r d r e  de 66 - 67.000 e t  l a  p r o t é i n e  c o n t i e n t  

t o u j o u r s  4 hèmes : l e  r a p p o r t  d 'une  molécule d'hème pour une 

" u n i t é  p ro t é ique"  d ' env i ron  16.000 e s t  t o u j o u r s  r e s p e c t é .  

C e t t e  c o n s t a t a t i o n  e s t  a s sez  é tonnante  l o r sque  l ' o n  pense que 

c e s  hérfloglobines possèdent  une composit ion sensiblement  d i f f é -  

r e n t e  e t  s u r t o u t  que l e u r  molécule ne semble mbme pas a v o i r  l e  

rnBme nombre de chaînes  pep t id iques .  

b)  - Nombre de cha înes  pep t id iques .  - Les hémoglobines 

s o n t  d e s  molécules p l u r i p e p t i d i q u e s ;  mais l e  nombre de chafnes 

v a r i e  s u i v a n t  l e s  s u b s t r a t s .  

A l ' a i d e  de l a  méthode d e s  dinitr~~hénylamino-acides, 

PORTER e t  SANGER (1 )  o n t ,  en e f f e t ,  déterminé l e s  ac ides  aminés 

N-terminaux s u i v a n t s  : 

- Bémoglobine de Cheval e t  dlAne : 6 r é s i d u s  de v a l i n e  

- Hémoglobine de Boeuf, de ilouton: 2 r é s i d u s  de v a l i n e  

e t  de chèvre . 2 r é s i d u s  de 
méthionine. 

Le nombre de r é s i d u s  terminaux dans l e s  hémoglobines de 

1gHomme a d u l t e  a  é t é  p l u s  d i f f i c i l e  à dé te rminer  avec c e r t i t u d e  

( v o i r  t r a v a u x  de  YORTEB e t  SANGSR ( 2 ) ,  de RHINESMITH e t  a l . ) ( 3 ) .  



Toutefois, à la suite des travaux de IIHSRI et SINGER ( 4 ) ,  de 

RIIINEST,IITH, SCHROEDER et PAULING (5) , on peut admettre que le 
nombre de résidus de valine est de quatre par molécule. Mais, 

d'après RIIINES?:IITH et al, ( 6 ) ,  la molécule est constituée 

de deux types de chaînes différentes (chaînes A et B). Après 

un temps court d'hydrolyse de la DNP-hémoglobine, un peptide 

N-terminal (DNP-val-  eu) (i) est libéré presque quantitative- 
ment des deux chafnes identiques (Chafne A ) ,  tandis que les 

deux radicaux de valine provenant des chafnes B sont libérés 

beaucoup plus lentement et uniquement sous forme de DNP-ami- 

noacides. 

( x )  - du cours de notre travail, pour désigner les acides ami- 
nés et la constitution des enchafnements peptidiques 
nous utiliserons la convention de BI1âND et EDSALL (81  
qui désigne les résidus d'acides aminés par les trois 
premières lettres de leur nom. Exemples t alanine, ala; 
glycocolle, gly. Exceptionnellement, les abréviations 
suivantes sont employées : isoleucine, ileu; hydroxypro- 
line, HO-pro; glutamine? glu-NH2; asparagine, asp-NH2; 
cystéine, cySH; cyS : designation d'un demi-résidu de 
cystine. 

Ces abréviations sont utilisées pour la nomenclature des 
peptides : ainsi le cystéinyl-glycocolle (H N - CH - 

S (C~I~SII) CO - NH - CHZ - COOH) s'écrit $ (cy H-gly). 
Nous voudrions faire remarquer que cet usage est plus 
qu'une convention : c'est une termihologie classique en 
Chimie Organique. En effet, le cystéinyl-glycocolle est 
un glycocolle acy!é (sur son groupement H2N) ou un ac 1- 'Y glycocolle (cysteinyl-glycocolle). Evidemment, un residu 
comportant plusieurs groupements fonctionnels peut etre 
différemment acylé : la sérine, par exemple, forme des 
dérivés O-acylé et N-acylé . 

D'après les règles de SANGER ( 9 ) ,  lorsque l'ordre des 
résidus d'acides aminés est connu dans un peptide, on 
écrit par exemple leu.gly.phe.ser, ou leu-gly-phe-ser, 
Lorsque l'ordre dtenchafnement n'est pas entièrement 
connu, on place les abréviations des acides aminés en- 
tre parenthèses; exemple : le~-(~ly, ~he). 



Dans l e s  hémoglobines humaines f o e t a l e s ,  l e  nombre de  

r é s i d u s  de  v a l i n e  e s t  d i f f é r e n t  ( 2 , 6  pour PORTER e t  SANGER) 

( 7 )  : l e  nombre de chafnes  e s t  donc de deux ou de  t r o i s ) .  

Les r é s u l t a t s  obtenus  p a r  l a  méthode d e s  d in i t r ophé -  

nylaminoacides  s o n t  beaucoup p l u s  v a l a b l e s  que ceux q u i  o n t  

é t é  an t é r i eu remen t  obtenus  p a r  l e s  méthodes de désamina t ion  à 

l ' a c i d e  n i t r e u x .  CHIBNALL ( 1 3 ) ~  p a r  c e t t e  méthode, a v a i t  t rou-  

vé 16 groupes&-aminés l i b r e s  : ce qu i  i m p l i q u e r a i t  l ' e x i s t e n -  

ce  de 16 aminoacides N-terminaux, Ces r é s u l t a t s  anormaux s 'ex-  

p l i q u e n t  p a r  l e s  i n c e r t i t u d e s  de l a  méthode de désaminat ion.  

O - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  

( m )  - s u i t e  de l a  no t e  de  l a  page II. 

Pour BnILEY ( I O ) ,  dans  un po lypep t ide ,  l ' a c i d e  aminé p o r t e u r  
d 'un groupementw-aminé l i b r e  e s t  l e  r é s i d u  N-terminal; c e l u i  
q u i  p o r t e  l e  groupe d - ca rboxy l ique  libr-u C-ter- 
minal .  C e t t e  nomemclature n ' e s t  c e r t e s  pas en t i è r emen t  exac t e ,  - mais e l l e  e s t  commode e t  d e s c r i p t i v e .  FROMAGEOT e t  c o l l .  ( I I )  
o n t  proposé une a u t r e  nomenclatGre : l ' a c i d e  aminé q u i  p o r t e .  
l e  groupe 6-PIH2 l i b r e  e s t  l e  r é s i d u  " i n i t i a l t 1 ,  c e l u i  q u i  por- 
t e  l e  groupe c~-COOH l i b r e  e s t  l e  r é s i d u  " te rmina l" ,  En f in ,  
un r é s i d u  d ' a c i d e  aminé peu t -ê t re  engagé dans une l i a i s o n  pep- 
t i d i q u e  de  deux manières,  s o i t  p a r  son groupement d-carboxy- 
l i q u e ,  s o i t  p a r  son groupement a-aminé. Dans l e  premier  c a s ,  
on a j o u t e  à l ' a b r é v i a t i o n  du nom de l ' a c i d e  aminé : p a r  
exemple, l e s  l i a i s o n s  a r g i g l -  ou l y sy l - ac ide s  aminés 

(..- NH - CH - CO - IH - . O )  

I 

NH2 
Dans l e  second ca s ,  on a j o u t e  - i n e  à l ' a b r é v i a t i o n  du nom de 
l ' a c i d e  aminé ( p a r  exemple l e s  l i a i s o n s  a r g i n k  ou l y s e  : 

(ROVERY, DESNUELLE e t  BONJOUR) (12). Dans ce d e r n i e r  c a s ,  il 
i 

me semble u t i l e  de d i r e  acyl . .  . i ne  : exemple l i a i s o n  acyl- 
l y s i n e .  



a )  - Poids moléculaire.- Le poids  molécu la i re  des  myo- 

g lob ines  semble s e  s i t u e r  e n t r e  16 e t  18.000. E l l e s  con t i ennen t  

t o u t e s  un s e u l  hème. 

La mol6cule de g lob ine  de l a  myoglobine e s t  donc s ens i -  

blement q u a t r e  f o i s  p l u s  p e t i t e  que c e l l e  de l a  g lob ine  de l ' h é -  

moglobine. Toute fo i s ,  il n ' e s t  pas  p o s s i b l e  de cons idé re r  c e t t e  

molécule comme une sous-unité de l 'hémoglobine t c a r  l e s  compo- 

s i t i o n s  en ac ides  aminés des  deux no l écu l e s  d i f f è r e n t  s ens ib l e -  

merit. 

b )  - Nombre de chafnes  pep t id iques .  - La myoglobine d e  

Cheval possède une molécule de g lycoco l l e  comme ac ide  aminé 

N-terminal : e l l e  e s t  donc un ipep t id ique  (PORTER e t  SANGER) (14) .  

Le groupe N-terminal e s t  donc d i f f é r e n t  de c e l u i  de 

l 'hémoglobine de Cheval ( v a l i n e ) .  Ceci c o n s t i t u e  un argument 

supplémentai re  pour d i s t i n g u e r  ne t tement  l e s  deux p ro t é ines .  

La séquence N-terminale de l a  myoglobine de Cheval, 

déterminée pa r  l a  méthode des  phénylthiohydantoTnes de EDLlAN 

(15),  e s t  l a  su ivan t e  r g l y  - leu. .  (INGRA~~) ( I 6 ) ,  

La myoglobine de Baleine e s t  terminée p a r  une molécule 

de v a l i n e  (SCHMID) ( 1 7 ) ~  

a )  - Poids  moléculaires.- Le po ids  molécu la i re  de s  d i f -  

f é r e n t s  t ypes  de cytochromes e s t  f a i b l e  e t  v o i s i n  de  13-15.000. 

Quelques v a l e u r s  obtenues pa r  de s  méthodes de p r inc i -  

pe s  d i f f é r e n t s  s o n t  rassemblées  dans l e  Tableau 1. 

I l  ne semble pas  y a v o i r  de d i f f é r e n c e s  e s s e n t i e l l e s  

e n t r e  l e s  poids  molécu la i res  déterminés  p a r  de s  méthodes iden- 

t i q u e s  d e s  cytochromes c d 'espèces  animales d i f f é r e n t e s .  

Le cytochrome B possède un poids  molécu la i re  légère-  5 
ment supé r i eu r .  



Tableau 1 ---------- 
Po ids  molécu la i re  de d i f f é r e n t s  cytochromes, 

Cytochrome c de  Levure 1 3  .O00 (MBTSUBOBA & c o l 1  ,) (18)  

Cytochrome c d 'un  champignon 18.000 (NEILMJDS) (19)  
( ~ s t i l a g o  sphaerogena)  

Cytochrome c  oeuf) 12.350 + 175 (TINT e t  BEISS) (20)  - 
Cytochrome c (Cheval)  12.270 + 125 (TINT e t  ZEISS) 

Cytochrome c ( p o r c )  13.000 + 125 (TINT e t  XEISS) - 
Cytochrome c (pou l e )  13,270 + 80 (TINT e t  REISS) - 
Cytochrome c   oeuf) 15  .O00 (ATLAS e t  FARBER) (21) 

Cytochrome b (cytochrome 
5 

microsomial  de  STRITT- 
2i lTTE t e t  VELICE) 17,000 (STRITTMATTE;~ e t  

~ L I C K )  (22) .  

I l  y a donc une ana log i e  c e r t a i n e  e n t r e  l e s  d i f f é r e n t s  

t y p e s  de cytochromes. I l  e s t  é v i d e n t  que l a  v é r i f i c a t i o n  de  ce s  

p o i d s  mo lécu l a i r e s  dépendra,  en d e r n i è r e  ana lyse ,  de  l a  connais- 

sance  exac t e  du nombre de r é s i d u s  de  chaque ac ide  aminé dans l a  

molécule. 

Ces a n a l o g i e s  e n t r e  l e s  d i f f é r e n t s  cytochromes s e  re-  

t r o u v e n t ,  d ' a i l l e u r s ,  dans l a  t e n e u r  en f e r  de c e s  molécules  

(cytochrome c de  Boeuf : 0,43 p. IO0 (i); Pou le t  i 0,4I p. 100; 

Saumon : 0,45 p ,  100) (PALEUS) ( 2 3 ) .  

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - O - - - - - .  

(I) - La méthode c l a s s i q u e  de I:EILIN e t  HiùlT3EE (1937) (24)  per- 
m e t t a i t  d ' o b t e n i r  un cytochrome c con tenan t  0 ,34 p. I O 0  de 
f e r ,  L ' u t i l i s a t i o n  de  méthodes p l u s  s é l e c t i v e s  a permis  une 

i p u r i f i c a t i o n  p l u s  poussée d e s  p r é p a r a t i o n s  de I'EILIN e t  
HMTREE , 



De meme, l'activité en~y~natique, rapportée à la teneur 

en fer, est la meme pour les différents cytochromes, et les 

spectres dfabsorption (à  l'état réduit ou oxydé) sont très 

comparables : ce qui permet de penser que ltenvironnement in- 

tramoléculaire groupé autour du groupement prosthétique doit 

aussi etre très comparable, 

Cependant, la façon dont les cytochromes sont "fixésw 

dans la cellule n'est pas obligatoirement identique. On sait 

que le cytochrome c est associé à la partie mitochondriale de 

la cellule (BOGEBOOM et SCHNEIDER) ( 2 5 )  et on pense qu'il fait 

partie d'un complexe protéique dans les mitochondries elles- 

memes, 

Or, les cytochromes c d'origine différente ne sont pas 

toujours extraits d'une façon identique : le cytochrome c du 

coeur de Boeuf est extrait de l'homogénat musculaire par de 

l'acide dilué, tandis que le cytochrome c du champignon Usti- - 
lago sphaerogena est extrait par de la soude diluée (NEIILPWDS) 

( 2 6 ) *  

c) - Nombre de chabes peptidiques,. - A l'aide de la 

méthode des dinitrophényl-aminoacides, la détermination des 

groupes &-aminés terminaux libres de la molécule (cytochrome c 

de Cheval) n'a pas donné, jusqutà présent, de résultats cer- 

tains, Les conclusions de IIARGOLIASH (27) (pésence de deux 

résidus d'histidine) restent très discutables, Nous reviendrons 

plus loin sur cette question que nous avons longuement étudiée. 

La détermination du nombre de groupements M-aminés par 

des méthodes de désamination a conduit à des résultats inac- 

ceptables (10-11 groupes c4-aminés) (THEOPLLL et  ESON ON)(^^), 



a )  - Poids moléculaire .  - Les r é s u l t a t s  obtenus pour 

ce chromoprotéide non porphyrinique son t  assez peu nombreux. 

Le poids  moléculaire du chromoprotéide i s o l é  de Sipunculus 

nudus e s t  de 66.000 (dé te rmina t ion  pa r  osmométrie par  ROCHE e t  - 
ROCHE) ( 2 9 ) ,  c e l u i  du chromoprotéide de Phascolosoma g o u l d i i  

e s t  de 120.000 (LOVE) (30) ,  

b )  - Nombre de chafnes pept id iques .  - Là également, l a  

dé te rmina t ion  du nombre de chafnes pept id iques  e s t  t r è s  dé l i -  

c a t e ,  Nous reviendrons a u s s i  p lus  l o i n  sur  ce d é t a i l  de s t ruc-  

t u r e  que nous avons é tud ié  s u r  l 'hémérythr ine de Sipunculus 

nudus , 

i3 - TRILLE ET FORT/IE: DES IOLECULES, 

Tous ces  composés (hémoglobine, myoglobine, cytochrome) 

son t  des  p ro té ines  g l o b u l a i r e s .  A l ' a i d e  de d i v e r s e s  méthodes 

physiques ( d i f f u s i o n  de l a  lumière,  d i f f u s i o n ,  u l t r a c e n t r i f u -  

ga t ion ,  hydra t a t ion ,  c r i s t a l l o g r a p h i e ,  e tc . )  on a  pu démon- 

t r e r  que ces  molécules ont  à peu p rès  une forme ar rondie ,  tou- 

t e f o i s  légèrement p lus  longue que l a r g e  (BRAGG e t  PERUTZ) ( 3 1 ) .  

Par  l ' é t u d e  de l a  d i s p e r s i o n  des  rayons X, ARNDT e t  

XILEY ( 3 2 )  ont montré que l e s  ac ides  aminés de ces  p ro té ines  

son t  "arrangés" sous l a  forme de l t  h é l i c e  a de PAULING ( s o i t  

3 , 7  radicaux dtarninoacides pa r  tou r  de s p i r e ) .  L ' interpréta-  

t i o n  des  é tudes  c r i s t a l l o g r a p h i q u e s  permet de p r é c i s e r  que l e  



nombre de chaf nes " c r i s t a l l o g r a p h i q u e s "  e s t  de beaucoup supé- 
r i e u r  à c e l u i  que l ' on  peu t  d é c e l e r  p a r  des  méthodes chimi- 

ques  : l e s  c h a h e s  pep t id iques  s o n t  donc r e tou rnées  s u r  e l l e s -  

memes. I l  e s t  p robable ,  d ' a i l l e u r s ,  que ces c h a h e s  q u i  pré- 

s e n t e n t  de nombreuses p l i c a t u r e s  ne s o n t  pas p a r a l l è l e s  (CRICK) 

( 3 3 ) -  

Ces obse rva t ions  o n t  une inc idence  c e r t a i n e  s u r  l e  

fonctionnement physiologique de ces  subs tances ,  c a r  c e t t e  d i s -  

p o s i t i o n  a  pour e f f e t  d'amener dans d e s  p o s i t i o n s  c o r r e c t e s  l e s  

groupements f o n c t i o n n e l s  (noyau i n i d a z o l e ,  pa r  exemple),  

Les hèmes s e r a i e n t  d i sposés  à l a  s u r f a c e  de l a  molécule. 

Pour l 'hémoglobine e t  l a  myoglobine, l ' o r i e n t a t i o n  d e s  

groupements p r o s t h é t i q u e s  e s t  connue (INGRAM e t  KENDREY? ( 3 4 ) ,  

INGRAU, GIBSON e t  PERUTZ (35) .  T o u t e f o i s ,  l e u r  p o s i t i o n  dans 

l a  molécule ne l ' e s t  pas ,  L 'angle  avec l a  s u r f a c e  de l a  pro- 

t é i n e  e s t  de 40-500 dans  l a  myoglobine e t  de 32.362 dans 

l 'hémoglobine. 

Les molécules de c e r t a i n e s  hémoglobines se d i s s o c i e n t  

r éve r s ib l emen t  dans c e r t a i n e s  c o n d i t i o n s  (u rée ,  d i l u t i o n ,  

changement de p H ) .  Récemment, REICHIlIANN e t  COLVIN (36)  o n t  

démontré que l a  molécule de l thémoglobine  de Cheval p e u t  d t r e  

d i s s o c i é e  en  4 sous-uni tés  de masse molécu la i re  approximative- 

ment é g a l e ,  m a i s  don t  2 on t  un comportement é l e c t r o p h o r é t i q u e  

d i f f é r e n t ,  



UNION DU GROUPEliiENT PROSTHETIQUE ET DE LA PROTEINE 

Hémoglobine 

La réaction caractéristique des hémoglobines et des 

myoglobines est leur oxygénation réversible, sans oxydation 

rapide de l'atome de fer qui reste à l'état ferreux. GEORGE 

(37) a pu démontrer que l'exothermicité élevée de la réaction 

d'oxygénation vis-à-vis de la réaction d'oxydation est large- 

ment responsable de ce phénomène, La réaction la moins spéci- 

fique des*hémoprotéines est justement l'oxydation du fer. 

Par contre, dans le cytochrome c, cette réaction devient spéci- 

fique à cause de la position très particulière du groupement 

porphyrinique dans la protéine, 

Dans l'hémoglobine, la liaison hème-globine se fait par 

l'intermédiaire de l'atome de fer. 

L'hémoglobine et la myoglobine (à un degré beaucoup 

moindre) présentent le phénomène décrit sous le nom de lt"ef- - 
fet 30HR" ( 3 6 ) .  Par oxygénation, la protéine devient plus 

"acide" et cet effet a une grande importance au cours du 

fonctionnement physiologique de ces protéines, surtout de 

l'hémoglobine. Cet effet a été lié à la présence d'un résidu 

d'histidine de la protéine, dont le groupement imidazole est 

lié à l'atome de fer. Lorsque la molécule d'eau qui occupe 

normalement la sixième position de coordination est déplacée 

par 1' introduction d'une molécule d'oxygène, cette liaison 

est défaite, et un proton est dissocié. Ceci constitue donc 

un exemple d'interaction entre le groupement prosthétique et 

la protéine. Les - COOH des deux groupements propioniques du 



noyau porphyrinique semblent aussi Qtre iriipliqués dans les in- 

teractions noyau porphyrinique-protéine. On peut envisager, 

en effet, une liaison électrovalentielle avec des groupes for- 

tement basiques de la globine ( -aminé de la 1ysine;guani- 

dique de l'arginine). 

L'union groupe prosthétique-globine se fait donc cer- 

tainement par plusieurs points des molécules en  rése en ce, ce 
qui assure une plus grande solidité et une meilleure spécifi- 

cité à la liaison. 

Le cytochrome c présente aussi l'"effet BOHR" (THEORELL 

et AKESOII) ( 3 9 ) ,  mais en dehors des limites physiologiques de 

PH 

11 existe d'autre part des interactions entre les grou- 

pements prosthétiques eux-memes, et ces interactions seraient 

responsables de la forme sigmoîde de la courbe de dissociation 

de l'oxyhémoglobine. Plusieurs théories ont été proposées pour 

expliquer ce phénomène; il semble qu'il soit accompagné de 

changements de configuration de la protéine, et les travaux 

de GEORGE (40) indiquent qu'il s'agirait d'un resserrement 

des chafnes entre-elles, 

En résumé, dans l'hémoglobine et la myoglobine, la 

porphyrine est associée par son atome de fer avec un = IJII 

d'un résidu d'histidine. Cette liaison est ~erturbée par la 

formation de certains complexes. Des changements de configu- 

ration ont lieu simultanément. 

L'ionisation d'un autre groupement de la protéine, - 



cer ta inement  a u s s i  un r é s i d u  d ' h i s t i d i n e ,  - e s t  également in-  

f  luencée p a r  l a  fo rmat ion  d e s  complexes. l i a i s  à cause de 

l ' o r i e n t a t i o n  des  hèmes, il e s t  t r o p  l o i n  du f e r  pour l u i  

d t r e  l i é  d i rectement .  

Cgtochromes, - 
Dans l e  cytochrome c ,  pa r  con t r e ,  l 'hème semble e t r e  

fo r tement  l i é  e n t r e  deux groupes imidazoles  de  l ' h i s t i d i n e  

e t  l e  f e r  e s t  a i n s i  "protégét '  : l e  f e r  s e r t  donc comme un 

r é s e r v o i r  d ' é l e c t r o n s .  

Mais, dans l e  cytochrome c ,  l e  groupement p r o s t h é t i -  

que e s t  également l i é  à l a  p a r  deux l i a i s o n s  cova- 

l e n t e s  supplémenta i res ,  des  l i a i s o n s  t h io -é the r s  formées en- 

t r e  2 r é s i d u s  de c y s t é i n e  de l a  p r o t é i n e  e t  l e s  2 groupements 

v i n y l i q u e s  de l a  porphyr ine .  Ceci exp l ique  l a  grande s t a b i l i -  

t é  de c e t t e  substance vis-à-vis  des  agen ts  d é n a t u r a n t s ,  des  

a c i d e s ,  e t c . .  En e f f e t ,  pour rompre c e t t e  l i a i s o n ,  il f a u t  

t r a i t e r  l a  ~ r o t é i n e  p a r  de s  s e l s  d ' a r g e n t  ou de mercure, 

dans des  condi t ions  a s s e z  b r u t a l e s .  

L ' ex i s t ence  de ce s  l i a i s o n s  t h i o - é t h e r s  a permis à 

TUPPY e t  RODO (41)  e t  à TUPPY e t  PALEUS ( 4 2 )  de déterminer  

l a  séquence des  1 2  a c i d e s  aminés s i t u é s  au vo i s inage  du 

g r o ~ p e r ~ ~ e n t  p r o s t h é t i q u e  ( v o i r  f i g u r e  1 ) .  Les deux molécules 

de  c y s t é i n e  s o n t  s épa rées  p a r  2 a u t r e s  r é s i d u s  : a l a -g lu  

( N H ~ )  dans l e s  cytochromes de Cheval, de  Boeuf, de Porc e t  

de Saumon, e t  -sereglu ( N H ~ )  dans l e  cytochrome c de Poule t .  

C e t t e  séquence c o n t i e n t  une s e u l e  molécule d ' h i s t i d i n e ,  im-  

médiatement après  l e  deuxième r é s i d u  de cys t é ine .  





li 1' aide de modèles mol6culaires, EHRENBERG et THEORELL 

(43) ont montré que cette structure peptidique était compati- 

ble avec une configuration en hélice a comportant 3,7 résidus 

d'acides aminés par tour de spire. Les deux résidus de cystéine 

se trouvent du meme c6té de l'hélice en position favorable pour 

la formation des liaisons thio-éthers avec l'hème, Enfin, la 

position de l'histidine rend possible aussi la liaison avec le 

fer. 

La deuxième molécule d'histidine provient d'une autre 

partie de la molécule, Selon I'IZlIdGOLIASH (44),  cette histidine 

serait en position N-terminale, Nous discuterons plus loin 

cette éventualité, 

Le mode d'union du métal et de la molécule nf a pas 

encore été précisé d'une façon définitive. Le fer se dissocie 

facilement à l'état ionique à des pH inférieurs à 5 et il est 

certain que le complexe auquel il est fixé dans la molécule 

n'est pas porphyrinique. Selon ELOTZ ( 4 5 ) ,  deux atomes de fer 

sont directement fixés à la protéine par des chalnes latérales 

sulfhydrylées. Nous discuterons plus loin cette hypothèse, 

Le fer passerait à l'état ferrique au cours de lloxy- 

génation. 



La revue rapide de nos connaissances sur les hémopro- 

téines nous en montre 1 étendue, mais aussi les insuffisances. 

Au cours de notre travail, rious avoris cherché à combler quel- 

ques-unes de ces lacunes, Nous avons précisé des points parti- 

culiers de 1s préparation délicate de ces substrats, étudié 

la composition en acides aminés à l'aide de la méthode des 

dinitrophénylaminoacides de LEVY, abordé la question très obs- 

cure des groupes terminaux du cytochrome c et de l'hémérythri- 

ne et indiqué les conditions d'hydrolyse enzymatique spécifi- 

que et ménagée de la myoglobine. 
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De ces protéines, l'hémoglobine est certainement la 

plus facile à isoler, La plupart des méthodes d'isolement 

comportent le lavage des hématies, leur éclatement par hémo- 

lyse et la cristallisation du chromoprotéide, Nous avons suivi 

essentiellement la méthode de FERRY et GREEN ( 1 )  modifiée par 

D U B K I N  (2). 

Selon LE:hBERG et LEGGE ( 3 ) ,  les critères d'une bonne 

préparation d'oxyhémoglobine sont les suivants t "Complete 

solubility in the pH range 5 to 9, freedom from contamination 

by stroma debris, and finally the minimum of hemiglobin", Ces 

critères ont été développés pour l'obtention d'une solution 

d'oxyhémoglobine destinée à des études physiologiques et un 

critère supplémentaire doit &tre exigé pour les études de 

structure chimique : l'absence complète d'autres protéines, 

c'est-à-dire lfhomogénéité protéique. Le contaminant le plus 

habituel des solutions d'hémoglobine est sans doute la cata- 

lase. En effet, cette protéine est préparée à partir d'un 

hémolysat d'érythrocytes r l'hémoglobine est éliminée par dé- 

naturation par EtOH-CHCl3  et la catalase est précipitée s&- 

lectivenerit. Au cours de la cristallisation de l'hémoglobine, 

une partie de la catalasé peut etre précipitée, mais cette 

CO-précipitation varie suivant les espèces et n'est pas con- 

sidérable pour l'hémoglobine de Cheval. De toutes façons, en 

opérant des contr8les spectrophotométriques de nos diverses 

préparations d'hémoglobine, nous n'avons jamais eu la preuve 

qu'elles contenaient de la catalase, 

Pour éviter la formation de ferrihémoglobine qui con- 

duit à la dénaturation, nous avons d'abord fait barboter du 



gaz d ' é c l a i r a g e  dans l a  suspension d 'hémat ies  l a v é e s ,  en  

p résence  de d i t h i o n i t e .  Mais nous avons abandonné ce procédé 

e n  c o n s t a t a n t  que l 'hémoglobine a i n s i  p réparée  ne mon t r a i t  

pas  l e  s p e c t r e  c a r a c t é r i s t i q u e  de l a  carbonylhémoglobine mais 

p l u t 8 t  c e l u i  d r u n e  hémoglobine n i t r é e ,  

Pour l e s  p r é p a r a t i o n s  u l t é r i e u r e s ,  nous avons p r épa ré  

l e  CO à p a r t i r  de l ' a c i d e  s u l f u r i q u e  e t  de  l ' a c i d e  formique,  

I l  e s t  a u s s i  de r é d u i r e  avec l e  r é a c t i f  de STOKES 

( t a r t r a t e  de f e r  e t  d'ammonium) (BAIYE, OSER e t  SUIWRSON) ( 4 )  

p l u t 8 t  qu ' avec  l a  d i t h i o n i t e  q u i  p e u t  donner une c e r t a i n e  

oxydat ion de l a  p r o t é i n e  p a r  r é a c t i o n  seconda i re .  

Le mode o p é r a t o i r e  que nous avons adopté e s t  l e  su i -  

v a n t  : l e  sang e s t  r e c u e i l l i  s u r  o x a l a t e  ( c o n c e n t r a t i o n  f i n a -  

l e  de 3 p. IUO), r e f r o i d i ,  l avé  s i x  f o i s  pa r  c e n t r i f u g a t i o n  

avec une s o l u t i o n  de c h l o r u r e  de sodium (d ' abo rd  à 0,9 p. 100, 

p u i s  à 1 , 2  p ,  100 ) .  On a j o u t e  I volume dfarïimoniaque 0,OI 14 e t  - 
0 , 4  volume de to luène .  On l a i s s e  l 'hémolyse  s e  pou r su iv re  

pendant  p l u s i e u r s  heures  en chambre f r o i d e  sous  a g i t a t i o n ,  

On c e n t r i f u g e ,  La s o l u t i o n  dfhérnoglobine e s t  f i l t r é e  d ' abord  

s u r  de l a  l a i n e  de v e r r e  p u i s  s u r  du p a p i e r  f i l t r e .  B ce  sta- 

d e ,  0x1 s a t u r e  l a  s o l u t i o n  en CO e t  on a j o u t e  un l é g e r  excès  

de  r é a c t i f  de STOECES, On d i a l y s e  c o n t r e  de l ' e a u  s a t u r é e  e n  

oxyde de carbone pendant  p l u s i e u r s  j o u r s ,  Un l é g e r  p r é c i p i t é  

formé au cours  de l a  d i a l y s e  e s t  en levé  p a r  f i l t r a t i o n  e t  

l ~ h é m o g l o b i n e  e s t  p r é c i p i t é e  p a r  l ' a d d i t i o n  de p e t i t e s  quan- 

t i t é s  de s u l f a t e  dfammonium j u s q u f à  env i ron  54 p. I O 0  de  sa- 

t u r a t i o n ,  en a j u s t a n t  constamment l e  pH aux env i rons  de 6,8 

p a r  d e s  a d d i t i o n s  de soude à I O  p,  100, L a  c a t a l a s e  commence 

à p r é c i p i t e r  aux env i rons  de  60 p. IO0 de s a t u r a t i o n .  Le 



p r é c i p i t é  e s t  r e p r i s  dans une q u a n t i t é  d ' e au  permet tan t  

d ' o b t e n i r  une s o l u t i o n  à I O  p. IO0 d'hémoglobine, La préc i -  

p i t a t i o n  e s t  r é p é t é e  deux f o i s .  

Le p r é c i p i t é  f i n a l  e s t  d i s s o u s  dans de l ' e a u  s a t u r é e  

e n  oxyde de carbone pour o b t e n i r  une s o l u t i o n  à environ I O  p.  

IO0 d'hémoglobine, La s o l u t i o n  es* d i a l y s é e  c o n t r e  une solu-  

t i o n  de s u l f a t e  d'ammonium à 90 p  . 100 de s a t u r a t i o n ,  a j u s t é e  

à pH 6,8 e t  s a t u r é e  en oxyde de carbone. 

La s o l u t i o n  de s u l f a t e  d'ammonium est changée plu- 

s i e u r s  f o i s  jusqu 'à  c r i s t a l l i s a t i o n .  U n  p r é c i p i t é  amorphe e s t  

é l iminé .  Les c r i s t a u x  s o n t  l avés  t r o i s  f o i s  p a r  d é c a n t a t i o n  

dans l a  s o l u t i o n  de s u l f a t e  d'ammonium. Une p a r t i e  des  c r i s -  

t a u x  a é t é  gardée a i n s i  en con tac t  avec l e  l i q u i d e  de c r i s -  

t a l l i s a t i o n  e t  une a u t r e  p a r t i e  a  é t é  d i s s o u t e  dans de l ' e a u  

s a t u r é e  en oxyde de carbone e t  t r a i t é e  encore p a r  l e  r é a c t i f  

de  STOKES, pu i s  d i a l y s é e ,  Une p a r t i e  a é t é  congelée e t  une 

a u t r e  p a r t i e  gardée simplement en chambre f r o i d e .  Selon 

D B B K I N  ( 5 ) ,  l 'hémoglobine peu t  t r è s  b i e n  ê t r e  l y o p h i l i s é e ,  

mais nous n'avons pas  eu de succés  avec ce ~ r o c é d é  (manque de  

s o l u b i l i t é  a p r è s  séchage) ,  

La myoglobine de Cheval a  d ' abo rd  é t é  obtenue à 1'6-  

La t  c r i s t a l l i s é  p a r  THEORELL ( 6 ) .  L ' e s s e n t i e l  de s a  méthode 

comprend l e s  é t apes  s u i v a n t e s  : ~ r é c i p i t a t i o n  d e s  a u t r e s  pro- 

t é i n e s  de l ' e x t r a i t  p a r  l r a c é t a t e  de plomb, é l i m i n a t i o n  de 

c e  r é a c t i f  avec du phosphate de sodium, f rac t ionnement  du 

f i l t r a t  avec du s u l f a t e  d'ammonium e t  c r i s t a l l i s a t i o n ,  O r ,  



l ' é l i m i n a t i o n  de l ' a c é t a t e  du plomb e s t  d é l i c a t e  e t  des chan- 

gements de pH peuvent s e  p rodui re .   uss si, nous avons p r é f é r é  

u t i l i s e r  l a  méthode de ROCHE e t  a l .  ( 7 ) ,  en  t e n a n t  compte a u s s i  - 
des  t r avaux  de B O W N  ( 8 ) .  Pour des  é t u d e s  physiologiques  ou 

spectrophotométr iques ,  l e  contaminant p r i n c i p a l  e s t  l'hémo- 

g lob ine  q u i  p rov i en t  du sang r e s t é  dans l e  t i s s u  muscula i re ,  

mais pour des  é tudes  de s t r u c t u r e ,  on d o i t  é l i m i n e r  a u s s i  

d ' a u t r e s  p r o t é i n e s  q u i  ne s o n t  pas des  hémoprotéines,  Heu- 

reusement,  l a  myoglobine e s t  t r è s  s o l u b l e  e t  c e t t e  p r o p r i é t é  

permet l a  p r é c i p i t a t i o n  de l a  presque t o t a l i t é  de s  a u t r e s  

p r o t é i n e s  p ré sen t e s  avan t  d ' en t r ep rend re  l a  c r i s t a l l i s a t i o n  

de l a  myoglobine elle-mdme, 

Les diagrammes de ROCHE e t  a l ,  ( 9 )  f o n t  r e s s o r t i r  

une p l u s  grande s o l u b i l i t é  d e s  p r é p a r a t i o n s  amorphes que d e s  

p r é p a r a t i o n s  c r i s t a l l i s é e s  vis-à-vis d e s  concen t r a t i ons  c r o i s -  

s a n t e s  de s u l f a t e  dfammonium. Nous avons donc modifié l e s  

cond i t i ons  de BOTSEN en  opé ran t  avec des  p r é p a r a t i o n s  amorphes, 

de façon  à t r a n s p o s e r  t o u t  l e  système de f rac t ionnement  à un  

niveau p l u s  concentré  en s e l  neu t r e .  Nous avons a u s s i  gardé 

l a  p r o t é i n e  à l ' é t a t  de  carbonylmyoglobine, comme pour l ' hé -  

moglobine, en s a t u r a n t  l e  premier l i q u i d e  d ' e x t r a c t i o n  avec 

de  l 'oxyde de carbone,  en  rése en ce du r é a c t i f  de STOKES. 

Le problème p r a t i q u e  posé au cou r s  de l a  

de l a  myoglobine e s t  l e  c o n t r a i r e  de c e l u i  r encon t r é  pour 

l thémoglobine ,  où l e  contaminant  e s t  p l u s  s o l u b l e  que l e  

p r o d u i t  cherché.  

S i  un mi l ieu  c o n t i e n t  deux p r o t é i n e s  dont  l e s  courbes 

de  s o l u b i l i t é  chevauchent,  un p r é c i p i t é  de l a  première 



p r o t é i n e ,  l a  moins s o l u b l e ,  con t i end ra  un peu de l a  p r o t é i n e  

l a  p l u s  s o l u b l e  e n t r a f n é e  par  c ~ - ~ r é c i ~ i t a t i o n .  P r a t i q u e m e n t , i l  

e s t d o n c  p l u s  i n t é r e s s a n t ,  s i  c ' e s t  p o s s i b l e ,  d ' é l im ine r  l e s  

impuretés  p a r  p r é c i p i t a t i o n  que d ' o b t e n i r  l a  p r o t é i n e  pure p a r  

c r i s t a l l i s a t i o n ,  en e s sayan t  de ne pas  p r é c i p i t e r  l e s  impure- 

t é s ,  Comme ROCHE e t  a l .  ( IO) ,  nous avons donc p r é f é r é  l a  pu r i -  

f i c a t i o n  s u i v a n t  l a  première modal i t é ,  mais en p a r t a n t  de l a  

~ r é ~ a r a t i o n  s e l o n  BOTiEN e t  en c a l c u l a n t  p a r  des  e s s a i s  témoins 

l e  t i t r e  de l a  s o l u t i o n  de s u l f a t e  d'ammonium n é c e s s a i r e  pour 

l a i s s e r  l a  myoglobine en  s o l u t i o n ,  

Le mode o p é r a t o i r e  adopté e s t  donc l e  suivant :  

Des coeurs  de Cheval s o n t  r e c u e i l l i s  f r a i s  à l ' a b a t -  

t o i r  e t  p e r f u s é s  pa r  vo i e  a r t é r i e l l e  à l ' a i d e  d'une grande 

q u a n t i t é  de sérum physiologique pour e n l e v e r  l e  maximum d'hé- 

moglobine. I l s  s o n t  m i s  dans de l a  g l a c e  pour l e  transport au 

l a b o r a t o i r e .  Le t i s s u  adipeux e t  con j  o ~ i c t i f  e s t  é l iminé.  

Les coeurs  s o n t  d 'abord hachés,  p u i s  l e  t i s s u  a i n s i  haché e s t  

broyé f inement  mécaniquement en présence de deux volumes d ' eau  

r e f r o i d i e  p réa lab lement  s a t u r é e  en oxyde de carbone,  La purée  

t i s s u l a i r e  e s t  abandonnée une n u i t  à OQ C., sous atmosphère 

d'oxyde de  carbone (grands  bocaux, fermés p a r  une f e u i l l e  de 

po lyé thy l ène ) ,  Le lendemain, on c e n t r i f u g e  e t  on décante l e  li- 

quide  surnagean t  auquel  on a j o u t e  un l é g e r  excès  de r é a c t i f  

de STOICES. Après une nouve l l e  s a t u r a t i o n  en oxyde de carbone,  

l e  l i q u i d e  e s t  f i l t r é  s u r  pap i e r  en  f a i s a n t  a t t e n t i o n  que l e  

l i q u i d e  ne mousse pas ,  Evidemment, on enlève l e s  g lobu le s  

g r a i s s e u x  de l a  s o l u t i o n .  



1) - Purification par cristallisation.- 
L'extrait est amené à 50 p. IO0 de saturation en ajou- 

tant du sulfate d'ammonium solide sous agitation, Le pH est 

ajusté à 6,8 par de l'ammoniaque. Après un certain temps de 

repos, le précipité est enlevé par centrifugation, Le surna- 

geant est saturé en sulfate d'ammonium et abandonné une nuit 

en chambre froide. Le précipité rougeatre est recueilli par 

centrifugation, lavé par une solution saturée de sulfate d'am- 

monium et dissous dans un volume d'eau (saturée en CO) égal à 

4/IOèmes du poids de coeur traité. La solution, ajustée à pH 

7,2, est dialysée contre une solution saturée de sulfate d'am- 

monium pendant 3 semaines (avec 3 changements du sulfate d'am- 

monium du milieu extérieur). Au bout de ce temps, le contenu 

du sac à dialyse est centrifugé doucement et le surnageant 

(ainsi que les matières amorphes) enlevés par aspiration. Le 

résidu est mis en suspension dans du sulfate d'ammonium saturé 

et versé dans un récipient cyliridrique, On laisse déposer les 

cristaux par gravité, et on aspire la solution surnageante et 

les matières amorphes plusieurs fois. Le précipité obtenu est 

enfin soumis à un fractionnement selon la technique de ROCHE 

2 )  - Purification par précipitation des impuretés,- 
Le produit obtenu par le procédé de cristallisation 

décrit ci-dessus est redissous et soumis à une purification 

par précipitation des impuretés. Une solution à environ 0,2 

p ,  IO0 de myoglobine est ajustée à une concentration en sulfa- 

te d'ammonium légèrement inférieure à celle qui fait apparaf- 

tre un léger trouble (cette concentration est déterminée au 



p r é a l a b l e  sur  des  échan t i l l ons  de s o l u t i o n ) .  Puis ,  on a j o u t e  

de p e t i t e s  q u a n t i t é s  de s u l f a t e  d'ammonium jusqu'à l t a p p a r i -  

t i o n  d'un t roub le .  On l a i s s e  reposer  2-3 jours ,  pu i s  on f i l t r e  

e t  on continue l ' a d d i t i o n  de s u l f a t e  d'ammonium sa tu ré .  Nous 

avons trouvé deux zones de p r é c i p i t a t i o n  : e n t r e  63 e t  67 p. 

100 de s a t u r a t i o n  e t  e n t r e  79 e t  83 p. IO0 de s a t u r a t i o n .  Le 

p r é c i p i t é  é t a i t  formé d'une p ro té ine  non colorée e t  d'un peu 

de l a  myoglobine en t r a fnée ,  s u r t o u t  dans l a  d e r n i è r e  zone. 

Nous avons e n s u i t e  s a t u r é  complètement l a  s o l u t i o n  par  l ' add i -  

t i o n  de s u l f a t e  d'ammonium so l ide  e t  nous avons r e c u e i l l i  l e  

~ r é c i ~ i t é  de myoglobine q u i  a  é t é  r e p r i s  dans de l'ammoniaque 

0101 - M sa tu rée  en oxyde de carbone e t  t r a i t é e  pa r  l e  r é a c t i f  

de STOKFLS. 

L a  s o l u t i o n  e s t  d i a lysée  con t re  de l ' e a u  sa tu rée  en 

oxyde de carbone. Cet te  s o l u t i o n  a  é t é  f inalement  l y o p h i l i s é e ,  

Au cours de l a  l y o p h i l i s a t i o n  l 'oxyde de carbone s'en va, mais 

c e t t e  méthode é v i t e  l e  danger d'une oxydation de l a  ~ r o t é i n e  

p a r  ltoxygèrie q u i  se  dégage ra i t  de ltoxymyoglobine. 

3 ) - La ques t ion  de l 'homogénéité de l a  myoglobine.- 

En 1946, THEOitELL e t  DE DUVE ( 1 2 ) ,  en opérant  avec l a  

myoglobine humaine, on t  noté l a  préselice d'une p r o t é i n e  jau- 

n % t r e ,  p lus  ac ide  que l a  myoglobine e t  p r é c i p i t a n t  avec c e l l e -  

c i  dans l e  s u l f a t e  d'ammonium, Cet te  p ro té ine  a  é t é  enlevée 

par  é lec t rophorèse  l i b r e  de TISELIUS. Ce t t e  substance a é t é  

déce lée  a u s s i  dans La myoglobine préparée à p a r t i r  d 'ur ine 

(cas  de myoglobinurie). P lus  t a r d ,  TITCORELL e t  EHRENBERG ( 1 3 )  

o n t  déce lé  par é lec t rophorèse  deux f r a c t i o n s  non co lorées  dans 

des  prépara t ions  de myoglobine de Cheval, e t  LEWIS-en é t u d i a n t  



1s s t a b i l i t é  de d i v e r s e s  hémoprotéines vis-à-vis  de s  ac ides  

a  m i s  en évidence t r o i s  f r a c t i o n s ,  dans une p r é p a r a t i o n  à 

94 p. IO0 de pure té  é l e ~ t r o ~ h o r é t i y u e ,  P l u s  t a r d ,  ce mdme au- 

t e u r  ( t r a v a u x  i n e d i t s ,  c i t é s  dans LEVIS e t  SCHI'EIGERT) (15)  

a  s épa ré ,  pa r  é l ec t rophorè se  à pH 8 ,  t r o i s  f r a c t i o n s  co lo rées .  

31  e s t  donc p o s s i b l e  que meme l e s  m e i l l e u r e s  p r é p a r a t i o n s  de 

myoglobine s o i e n t  encore complexes, Toute fo i s ,  n o t r e  prépara- 

t i o n  semble t r è s  pure,  De t o u t e  façon,  e l l e  ne donne qu'un 

s e u l  ac ide  aminé t e rmina l ,  avec seulement que lques  t r a c e s  

d ' a u t r e s  a c i d e s  aminés q u i  proviennent  d'une a d s o r p t i o n  s u r  

l a  .p ro té ine  elle-meme, Le s p e c t r e  d ' a b s o r p t i o n  obtenu ( M ~ C O )  

e s t  i den t ique  à c e l u i  donné par  BOTIEN (16)  (s). Le t aux  de f e r  

de  n o t r e  p r é p a r a t i o n  e s t  de 0,32 p. 100, 

La p l u s  grande d i f f i c u l t é  technique de  l a  p r é p a r a t i o n  

de c e t t e  p r o t é i n e  p r o v i e n t  de s a  f a i b l e  c o n c e n t r a t i o n  dans l e s  

c e l l u l e s ,  Quant  au t r a i t e m e n t  lui-meme, l e  f a i t  que l e  groupe- 

ment porphyr inique s o i t  l i é  à l a  p r o t é i n e  pa r  deux l i a i s o n s  

t h io -é the r s  permet c e r t a i n e s  " l i b e r t é s "  qu'on ne  peu t  prendre  

avec l e s  a u t r e s  hémoprotéines. On d o i t ,  t o u t e f o i s ,  é v i t e r  l e s  

(*) - En ce q u i  concerne l a  s p e c t r o p h o t o m ~ t r i e ,  nous avons 
voulu f a i r e  des  s p e c t r e s  dans l t u l t r a - v i o l e t ,  O r ,  aux 
longueurs  d'onde i n f é r i e u r e s  à 350 mp, l a  p r o t é i n e  e s t  
déna tu rée  e t  un t r o u b l e  se  forme q u i  empeche d e s  lec- 
t u r e s  u l t é r i e u r e s ,  Vraisemblablement l l o x y d e  de carbone 
e s t  remplacé pa r  l 'oxygène de l ' a tmosphère  e t  l a  pro- 
t é i n e  e s t  oxydée en fe r r imyoglob ine ,  Pour e f f e c t u e r  de 
t e l l e s  é tudes ,  il s e r a i t  donc n é c e s s a i r e  d ' u t i l i s e r  une 
c e l l u l e  fermée, comme c e l l e  d é c r i t e  par  THEOIZELL e t  de 

(17). 



t r o p  grandes v a r i a t i o n s  de pH, l e  chauffage,  l e s  c o n t a c t s  pro- 

longés  avec d e s  a c i d e s ,  c a r  t o u t e s  c e s  opé ra t i ons  l u i  f o n t  per- 

d r e  l a  p lu s  grande p a r t i e  de son a c t i v i t é  enzymatique, Nous 

avons donc c h o i s i  des  méthodes de "douceN. 

1) - p r é p a r a t i o n  du cytochrome s u i v a n t  l a  méthode de 

KEILIN e t  HARTIZEE.- 

Le mode o p é r a t o i r e  adopté e s t  l e  s u i v a n t  t Nous avons 

t r a i t é  73 kgs de coeurs  de Cheval p a r  l a  méthode de KEILIN e t  

HARTWE (18) pour a v o i r  8,3 g  de cytochrome c  b r u t ,  contenant  

0 ,34  p. IO0 de f e r .  C e t t e  p r é p a r a t i o n  a  s e r v i  de base pour une 

p u r i f i c a t i o n  s u r  colonne s e lon  l a  t echnique  de MARGOLIASH (I9), 

en  t e n a n t  compte des  obse rva t ions  développées p a r  BOARDMAN e t  

PARTRIDGE (20) s u r  l a  na tu re  des  a t t r a c t i o n s  e x i s t a n t  e n t r e  l a  

p r o t é i n e  e t  l a  r é s i n e  à échange d ' i o n s  à d i f f é r e n t s  pH e t  de- 

g r é s  de s a t u r a t i o n  en c a t i o n s .  

Les coeurs  s o n t  pe r fu sé s  avec du sérum physiologique e t  

ramenés au l a b o r a t o i r e  dans de l a  g l a c e  comme pour l a  prépara-  

t i o n  de l a  myoglobine. Les t i s s u s  adipeux e t  con jonc t i f  s o n t  

en levés .  Le coeur  découpé en morceaux e s t  haché p a r  un hacho i r  

à viande.  La viande hachée e s t  broyée f inement  mécaniquement 

avec une q u a n t i t é  éga l e  d ' ac ide  t r i c h l o r a c é t i q u e  0,145 ajou- 

t é e  pa r  p e t i t e s  po r t i ons .  K E I L I N  e t  HARTREE recommandent de 

l a i s s e r  l a  suspension à l a  température  de l a  p ièce  pendant 

3-4 heures ,  mais nous l ' avons  l a i s s é e  une n u i t  en chambre 

f r o i d e .  La suspension e s t  c e n t r i f u g é e  e t  l e  p r é c i p i t é  e s t  re- 

j e t é .  Le surnagean t  e s t  a j u s t é  à pH 7 , 3  avec de l a  soude di- 

luée .  On a j o u t e  500 g  de s u l f a t e  dtammonium p a r  l i t r e  de f i l -  

t r a t ,  On abandonne l e  mélange une heure  ou deux e t  on f i l t r e .  



Au surnagean t  c l a i r ,  011 a j o u t e  25 m l  d ' a c i d e  t r i c h l o r a c é t i q u e  à 

20 p. I O G  pa r  l i t r e  de f i l t r a t  pour p r é c i p i t e r  l e  cytochrome c. 

C e t t e  o p é r a t i o n  e s t  l a  p l u s  d é l i c a t e  de l a  méthode. En e f f e t ,  

on ne d o i t  l a i s s e r  l a  p r o t é i n e  en c o n t a c t  avec l ' a c i d e  que l e  

minimum de temps. On r e c u e i l l e  l e  p r é c i p i t é  p a r  c e n t r i f u g a t i o n ,  

on l e  l a v e  p a r  du s u l f a t e  d'ammonium s a t u r é  e t  n e u t r a l i s é  (150 m l  

env i ron  p a r  kg de  c o e u r ) ,  On d i s s o u t  l e  p r é c i p i t é  dans l e  m i -  

nimum d 'eau.  La s o l u t i o n  e s t  d i a l y s é e  con t r e  une s o l u t i o n  

0 ,01 - ïvi dtsmmoniaque, pour é v i t e r  l ' a d s o r p t i o n  de l a  p r o t é i n e  

s u r  l a  ce l lophane ,  j u s q u l à  é l i m i n a t i o n  t o t a l e  du s u l f a t e  dlammo- 

nium, U n  l é g e r  p r é c i p i t é  non c o l o r é  s e  forme dans l e  s a c  à dia -  

l y s e .  On a j o u t e  t r o i s  m i l l i l i t r e s  de  chloroforme,  on mélange e t  

on f i l t r e .  La s o l u t i o n  p e u t  e t r e  ga rdée  t e l l e  q u e l l e ,  mais nous 

l ' avons  ~ r é c i p i t é e  en l a  v e r s a n t  dans  6 volumes d ' acé tone  re- 

f r o i d i e .  Le p r é c i p i t é  l a v é  à l ' a c é t o n e  e s t  séché,  

2 ) - Fract ionnement  s u r  colonne (MARGOLIASH) (21 )  ,- 

Une q u a n t i t é  de  r é s i n e  Amberl i te  IRC-50 ( r é s i n e  carboxy- 

l i q u e  f a ib l emen t  a c i d e )  de g r a i n  f i n  ( r é s i n e  tamisée  s u r  un 

t amis  f r a n ç a i s  200) e s t  mise en  susperision dans de  l ' e a u  conte- 

nue dans une é p r o u v e t t e ,  La p a r t i e  t r o p  f i n e  de l a  r é s i n e  e s t  

en levée  p a r  d é c a n t a t i o n ,  Le r é s i d u  e s t  suspendu dans un excès  

de  S04H2 2N - dans un vase  à p r é c i p i t e r  e t  chauf fé  à. 60-80O C., 

l a v é  p l u s i e u r s  f o i s  à l ' e a u ,  suspendu dans de l'ammoniaque 2 N 
.1 

p u i s  l avé  à l ' e a u .  Ce t r a i t e m e n t  e s t  r é p é t é  t r o i s  f o i s ,  L a  ré- 

s i n e  ( sous  forme N H ~ + )  e s t  ve rsée  dans  l a  colonne e t  l a v é e  à 

l ' e a u ,  avan t  d r y  a j o u t e r  l a  s o l u t i o n  de cytochrome c. Les par- 

t i c u l e s  de r é s i n e  é t a n t  t r è s  f i n e s ,  une c e r t a i n e  p r e s s i o n  e s t  

n é c e s s a i r e  pour f a i r e  c o u l e r  l e  l i q u i d e .  

Nous avons é t é  amenés à c o n s t r u i r e  d e s  colonnes schémat i sées  s u r  

l a  Figure 2 .  



Légende de l a  Figure 2 

Schéma de montage des  colonnes dtÂmberl i te  I R C  50 

Le bouchon supé r i eu r  (B.S.) e s t  en caoutchouc m i s  en 
forme, t a i l l é  à l a  meule e t  maintenu s u r  l a  colonne cont re  l a  
p res s ion  hydros ta t ique  pa r  une b a r r e t t e  de bois  (DA) e t  des  
é l a s t i q u e s  ( E L ) .  Le passage d ' a i r  ( P . A . )  e s t  t r è s  u t i l e ,  à l a  
f o i s  pour f a i r e  press ion  s u r  l e  niveau du l i q u i d e  dans l a  co- 
lonne, mais a u s s i  au cours du remplissage de l a  colonne, En 
e f f e t ,  l e  mei l leur  remplissage e s t  f a i t  d'une façon  l ldifféren- 
t i e l l e w ,  en l a i s s a n t  une p a r t i e  des  g r a i n s  en suspension s'é-  
chapper pa r  l a  s o r t i e  d ' a i r ,  t a n d i s  qu'une a u t r e  p a r t i e  descend 
dans l a  colonne. Un remplissage t r è s  homogène en r é s u l t e ,  

La forme du bas de l a  colonne e s t  également importante,  
Le bouchon de l a i n e  de v e r r e  ne d o i t  pas a l l e r  jusqutau  bout ,  
mais l a i s s e r  un p e t i t  volume l i b r e .  La s o r t i e  montante de l a  
colonne e s t  un c a p i l l a i r e  a f i n  de diminuer son volume e t  d'é- 
v i t e r  une t r o p  grande d i f f u s i o n  des  substances  d i s s o u t e s ,  Ces 
deux f a c t e u r s  permettent d ' o b t e n i r  une s é p a r a t i o n  n e t t e  des  
d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s  s o r t a n t  de l a  colonne. La s o r t i e  r é e l l e  
de l a  colonne e s t  p lus  haute  que l e  niveau de l a  r é s i n e  : de 
c e t t e  façon, on peut l a i s s e r  fonc t ionner  l a  colonne l a  n u i t  
pour l e s  lavages,  régénéra t ions ,  e t c , ,  sans  danger de dess i ca -  
t i o n .  





Les colonnes ont  un diamètre i n t é r i e u r  d'environ 2 cm 

e t  une hauteur de 42 cm. 

Le cytochrome c b r u t  e s t  d issous  dans un tampon acé- 

t a t e  d'ammonium 0,025 M de pH 7, ce q u i  correspond à une solu- 
I 

t i o n  d'environ O,O5 p. 100; s i  l a  concentrat ion en ca t ions  e s t  

t r o p  élevée,  l e  cytochrome c e s t  t r o p  fortement absorbé, On 

l a i s s e  passer  l a  s o l u t i o n  jusqu'à formation drune  bande colo- 

r é e  de 1,s à 2 cm. Après affleurement du niveau du l iquide  à 

l a  surface de l a  r é s ine ,  on rempli t  l e  r é s e r v o i r  d'eau e t  on 

lave  pendant l a  n u i t ,  Le lendemain, on développe l a  colonne 

avec l e  tampon a c é t a t e  d'ammonium 0,25 l i  de pH 7. On cons ta te  - 
l ' a p p a r i t i o n  de t r o i s  bandes ; une première bande jaunatre  q u i  

n ' e s t  pas du cytochrome, une deuxième contenant l a  plus  gran- 

de p a r t i e  du cytochrome e t  une t ro is ième bande q u i  r e s t e  en 

hau t  de l a  colonne e t  q u i  représente  du cytochrome c i n a c t i v é  

( c e t t e  bande peut Btre élude par  de l'ammoniaque O , 5  N), La 

deuxième bande e s t  r e c u e i l l i e ,  d i a lysée  e t  chromatographiée 

de nouveau de l a  meme façon, mais avec un tampon acé ta te  d'am- 

monium/ammoniaque 0,25 M de pH 9 , 6 .  K ce s t a d e ?  nous avons 

avons modifié légèrement l a  technique en transformant ent iè-  

rement l a  f r a c t i o n  2 en ferricytochrome c par un l ége r  excès 

de Fe ( c N ~ )  Kg e t  en d ia lysan t .  En e f f e t ,  l e  ferricytochrome c 

s e u l  donne une bande p lus  é t r o i t e  qu'un mélange de f e r r i -  e t  

ferrocytochrome e t ,  de t o u t e  façon, l a  f r a c t i o n  2 mise s u r  l a  

colonne e t  développée à pH 9 ,6  a tendance à s'oxyder sponta- 

nément, Le lavage e t  l ' é l u t i o n  permettent d 'é l iminer  encore 

une f r a c t i o n  q u i  n ' e s t  pas du cytochrome e t  une f r a c t i o n  

i n a c t i v e ,  Ces d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s  ont é t é  d ia lysées  e t  sé- 

parées  encore une f o i s  s u r  une colonne à pH 7, d ia lysées  de 

nouveau e t  lyoph i l i sées ,  Les rendements su ivants  ont  é t é  

obtenus r 



Frac t ion  2 : ferr icytochrome c  ................................................................... 2t8 g 

Frac t ion  2 a  : cytochrome c  enzyrnatique- 
ment a c t i f  mais p a r a i s s a n t  légèrement mo- 
d i f i é  (couleur  saumon p l u t ô t  que rouge) ............................ Ip5  g 

. . . .  s o i t  au t o t a l  : 690 g 

2 , 3  g d' impuretés  on t  é t é  é l iminés .  

3 )  - Contr8le de pure té  de l a  p répa ra t ion  de cyto- 

chrome .- 
Io)  - Teneur en f e r  : 

Le dosage du f e r  par  l a  méthode à 1'0-phénanthroline 

de DRABKIN ( 2 1 )  nous a  donné l e s  r é s u l t a t s  s u i v a n t s  t 

Ferricytochrome c ....................................................................... 0,452 p. I O 0  

F rac t ion  2 a (modif ié)  ........................................................... 0,454 p. IO0 
. # Frac t ion  3 ( inac txve )  ........................................... 0,484 p. I O 0  

La de rn iè re  va leu r ,  q u i  e s t  é levée ,  peut s ' exp l ique r  

par  une absorp t ion  de groupements porphyriniques sur l e  cy- 

tochrome c  i n a c t i v é ,  ces  groupements provenant de l ' a c t i o n  

des  ac ides  s u r  l a  myoglobine, par  exemple. 

2 0 )  - ContrBle enzymatique. 

L ' a c t i v i t é  enzymatique a  é t é  é tudiée  par  l e s  techni-  

ques d e  SCHNEIDER e t  POTTER ( 2 2 )  (+). 
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - . - . I i - . I - - - . -  

( a )  - Rous tenons à remercier  t o u t  pa r t i cu l i è remen t  &Ionsieur 
l e  Professeur  OSTEUX q u i  a  r é a l i s é  ces  e s s a i s .  



Les réactions utilisées sont les suivantes g 

succinate -03 succinodéshydrogénase --3 cytochrome c 9-4 
cytochrome-oxydase ---) O2 

- cytochrome-oxydase : 
ascorbate --+ cytochrome c -3 cytochrome-oxydase 0-9 02. 

Les essais ont été effectués en fioles manométriques 

de WARBURG avec un homogénat de foie de Rat normal (souche 

Wistar) suivant la disposition représentée dans le t ableau 2. 

Activité succinodéshydrasique. 

Des essais préalables ont montré qu'en l'absence de 

succinate la consommation en oxygène des fioles A, B et C 

éf ait négligeable, L'activité succinod~shydrasique s 'exprime 
3 en QO2, c'est-à-dire le nombre de mm d'oxygène consommé par 

10 mg de tissu frais en 20 minutes en présence de cytochrome 

surajouté. 

Si nous représentons par A et B les consommations 

moyennes des quatre premières périodes de dix minutes, nous 

aurons t 

Activité cytochrome-oxydasique. 

Pour éliminer la consommation d'oxygène produite par 



l ' au to -oxyda t ion  du s u b s t r a t ?  i c i  l ' a c i d e  a sco rb ique?  nous Q- 

pérons  avec l e s  t r o i s  d e r n i è r e s  f i o l e s  D, E e t  F  q u i  con t ien-  

n e n t  r e spec t i vemen t  1, I , 5  e t  2  mg de t i s s u  f r a i s  e t  nous ex- 

t r a p o l o n s  à l ' a b s e n c e  de t i s s u  e n  s o u s t r a y a n t  de l a  mesure 

moyenne de l a  p remière ,  l e s  inc réments  d e s  mesures des  deux 

s u i v a n t e s  t 

auto-oxydation = D - ( E  - - (F  - E )  

TABLEAU 2  
-----o.-.-- 

F i o l e s  de Yarburg c l a s s i q u e s  don t  on n ' u t i l i s e  pas 

l ' a n s e  l a t é r a l e  (0,2 m l  NaOH 21J daris l a  c u v e t t e  c e n t r a l e ;  at- - 
mosphère : a i r ;  é q u i l i b r a t i o n  I O  minutes avan t  l e  débu t  de 

1 ' e x p é r i e n c e ) ,  

Dés igna t ion  d e s  f i o l e s  

Tamporr phosphate  0 , I  g pH 7,4  

Succ ina t e  de sodium 0,5 M pH - 
794 
Ascorbate  de sodium 0,114 14 - 
PH ?,O 

Cytochrome c 1 x   IO-^ M 

ft t1 2,4 x Ioc4 hi 
I 

c12ca 4  x IO-3 M - 
~ 1 ~ ~ 1  4  IO-^ 2 
Homogénat de Foie  de R a t  

dans  l ' e a u  à 1 p,  IO0 

à 5 p,  IO0 

Eau b i d i s t i l l é e  (pour  com- 

p l é t e r  l e s  volumes à 3  ml) i 

A B : C  : D E i : F 

j 

1 1 i 1 ; I  1 1  ] j 1 

' O  3  ' O  3  . O  3  /,.- 
i - i ? ; ?  i t  j i L 

i 

: - j - : 0 0 , 3  i I O  j 0  t 3  

r o  4  1 0 4  i t  i ' -  : - i - i - 
i _ j - t I  I I  r I  

0 ,3  . 0 , 3  : O  3  - i rr i t  i 
1 ... 

0 , 3  10,3 .0 ,3  0  3  I o  3 0  3 
i i ? : ?  

: 

; - i - i.i, 1 o , I ~ ' ~ , ~ ~ ~  0,20 ' O , I  10,2 ) 0 , 2  - j .- : - 
f 

i 
i 

0,6 10,5 ;0,9 j 0,3 ! 0 , 251  0,20 

1 



C e t t e  v a l e u r  e s t  a l o r s  s o u s t r a i t e  de t o u t e s  l e s  moyen- 

n e s  des  f i o l e s  D ,  E e t  F e t  on c a l c u l e  a l o r s  comme précédem- 

ment l e s  jl de chaque f i o l e ,  s o i t  l e  c h i f f r e  de mm3 dfoxy- 02 
gène consommé en 20 minutes p a r  IO mg de t i s s u  f ra i s ,  

Les r é s u l t a t s  d 'une expér ience- type s o n t  r a p p o r t é s  

dans  l e  t a b l e a u  3 ,  

Tableau 3 
---...--.Li.- 

3 Moyenne de  consommation d'oxygène, exprimée en mm , de quatre 

p é r i o d e s  consécu t ives  de  d i x  minutes ,  

A c t i v i t é  succino-deshydrogénasique : 

Cytochrome Debaf 

Cytochrome personne l  

C 

a )  - Cytochrome de r é f é r e n c e  : 

b )  - Cytochrome pe r sonne l  : 

A 

18 

I7 ,5  

A c t i v i t é  cytochrome-oxydasique : 

a )  - Cytochrome de r é f é r e n c e  : 

auto-oxydation = D - (E  - D )  - ( F  - C )  = 2 

B 

36 

3 4  

C 

6 

8,5  

D 

28 

E 

40 

F 

54 

7 



b )  - Cytochrome personne l  : 

auto-oxydation = Il - ( E  - D )  - ( F  - C) = 1 

Les v e r s  rnarins SIPUTTCULUS NUDUS o n t  é t é  r é c o l t é s  s u r  

l e s  bancs de s ab l e  au l a r g e  de Concarneau l o r s  d e s  grandes 

marées de  Septembre (+), 

La p r é p a r a t i o n  de l 'hémérythr ine  a  é t é  condui te  sui-  

v a n t  l e s  i n d i c a t i o n s  techniques  de FLORKIN ( 2 3 )  e t  de ROCHE 

( 2 4 ) .  Le mode o p é r a t o i r e  e s t  t r è s  v o i s i n  de c e l u i  q u i  permet 

l a  p r é p a r a t i o n  de l 'hémoglobine. 

P r é p a r a t i o n  de l 'hémérythr ine .  

Les v e r s  marins S ipu~ icu lus  son t  découpés dans l e  s e n s  

de  l e u r  longueur. Le l i q u i d e  coelomique de l e u r  c a v i t é  e s t  

( n )  - Nous tenons à remerc ie r  Monsieur l e  P ro fe s seu r  Jean 
ROCHE q u i  a t r è s  aimablement permis c e t t e  r é c o l t e  au 

Labora to i r e  Océanographique du Collège de France à Concarneau, 
a i n s i  que AIonsieur BOUXOM q u i  l i a  con t ro l ée  e t  Monsieur BI- 
SERTE q u i  a  guidé l a  du s u b s t r a t ,  



r e c u e i l l i  ( s i x  l i t r e s  o n t  é t é  obtenus à p a r t i r  de 500 - 550 

v e r s ) .  Le l i q u i d e  coelomique, q u i  c o n t i e n t  des  hématies nu- 

c l é é e s  e t  d ' a u t r e s  é léments  c e l l u l a i r e s ,  e s t  f i l t r é  dans un 

s ac  à plancton.  Après un repos d'une heure ,  l e  l i q u i d e  e s t  

soigneusement décan té  en é v i t a n t  d 9 e n t r a 2 n e r  l a  couche séd i -  

mentée au fond du r é c i p i e n t ,  q u i  e s t  c o n s t i t u é e  de c e l l u l e s  

j a u n a t r e s  e t  de s a b l e .  Le l i q u i d e  coelomique e s t  c e n t r i f u g é  

20 minutes à v i t e s s e  moyenne e t  l a  couche surnageante  e s t  

é l im inée ,  Les c u l o t s  de g lobules  s o n t  a l o r s  c e n t r i f u g é s  à v i -  

t e s s e  rap ide .  Dans ce s  cond i t i ons ,  l e  t ube  à c e n t r i f u g e r  e s t  

c o n s t i t u é  de hau t  en bas  de 3 couches d i f f é r e n t e s ,  une couche 

l i q u i d e ,  une couche de c e l l u l e s  jaunes e t  une couche de glo- 

bu les  rouges. La couche l i q u i d e  e s t  en levée  à l a  p i p e t t e  e t  

l a  couche de c e l l u l e s  jaunes a s p i r é e  à l a  se r ingue .  Le c u l o t  

de g lobu le s  e s t  l avé  4 à 5 f o i s  à l ' e a u  de mer. A chaque cen- 

t r i f u g a t i o n ,  l a  couche de c e l l u l e s  jaunes  formée e s t  a s p i r é e  

à l a  se r ingue .  On o b t i e n t ,  dans ce s  c o n d i t i o n s ,  200 m l  de glo-  

bules .  On y a j o u t e  400 m l  de sérum physiologique à 9 p. 1000 ,  

Après un c e r t a i n  temps de c o n t a c t ,  pour a s s u r e r  l 'hémolyse,  

l e  mélange e s t  c e n t r i f u g é  a f i n  d ' é l i m i n e r  l e s  stromas ce l l u -  

l a i r e s .  

Le l i q u i d e  brun v i o l a c é  e s t  d i a l y s é  con t r e  l ' e a u  cou- 

r a n t e .  Au bout de 36 heu re s ,  l a  s o l u t i o n  e s t  c e n t r i f u g é e  pour 

é l i m i n e r  un p r é c i p i t é  j auna t r e .  

Le surnageant  e s t  d i a l y s é  a l o r s  c o n t r e  de l ' e a u  d i s -  

t i l l é e  pendant 8 j o u r s ,  Au bout de ce temps, nous n'avons p l u s  

observé de  p r é c i p i t a t i o n  massive de l t héméry th r ine  comme l ' i n -  

d ique  ROCHE dans s a  t echnique ,  Ce t te  s o l u t i o n  e s t  hétérogène 

en é l ec t rophorè se  s u r  p a p i e r  ( ~ i g u r e  3 a ) ;  e l l e  c o n t i e n t  au 

moins t r o i s  composants : l e  composant majeur e s t  s e u l  co lo ré  

e n  brun avan t  t o u t e  r é v é l a t i o n .  



Figure 3 -- -.-11-..1 

Contr8le éle~tro~horétique de la d'hémérythrine 
(électrophorèse sur papier à pH 8 , 9 ) ,  

a) : solution d'hémérythrine brute (après hémolyse) 

b) : précipitation acétonique de la solution d1hdm6rythrine 
brute, 

c )  : précipitation alcool-éther (FLORKIN) de la solution 
d'hémérythrine brute, 

d) : précipitation de 11h6mérythrine à 40 p, IO0 de satura- 
tion en sulfate d'ammonium. 

e) t précipitation de l'hémérythrine à 45 p. IO0 de saturation, 

f) : contrdle de l'homogénéité électr~~horétique de 11h8mé- 
rythrine obtenue après précipitation au sulfate d'ammo- 
nium. 





La précipitation acétonique de cette solution conduit 

à un mélange de deux protéines électrophorétiquement distinc- 

tes (Figure 3 b). 

La précipitation alcoolique suivant la méthode de 

FLORKIN (25) (précipitation à 25 p. IO0 d'alcool en présence 

de 5 p. 100 d'éther sulfurique) conduit également au mélange 

de plusieurs (Figure 3 c ) .  Comme l'indique FLORKIN 

( 26 ) ,  nous avons donc essayé la précipitation au sulfate 

d'ammonium. Les contr8les électrophorétiques des précipita- 

tions à 40 et 45 p, IO0 de saturation en sulfate d'ammonium 

démontrent l'hétérogénéité des fractions (Figures 3 d et 3 e), 

Il ne nous a donc pas semblé utile de modifier les conditions 

expérimentales de FLORKIM (pécipitation à 50 p. IO0 de sa- 

turation), puisque l'abaissement du taux de saturation n'ame- 

nait pas dtaméliorations appréciables. 

Nous avons précipité la solution dï.hémérythrine bru- 

te par le sulfate d'ammonium à 50 p. IO0 de saturation. Le 

précipité recueilli par centrifugation est mis en suspension 

dans l'eau distillée et dialysé à + 3 0  C. contre l'eau cou- 

rante (48 heures), puis contre l'eau distillée (24  heures). 

Au bout de se temps, un précipité jaunatre qui se forme est 

éliminé par centrifugation. La solution est remise en dialyse 

à + 3 0  C. pendant 15 jours. 

 électrophorèse sur papier de cette protéine montre 

son homogénéité (Figure 32)  : les impuretés ne représentent 

que 8 p. IO0 de l'ensemble. 

Après cette dialyse, le précipité cristallin est re- 

cueilli, lavé à l'acétone et séché (hémérgthrine pure cris- 

tallisée). La solution, encore Grès riche en hémér~thrine, 



e s t  t r a i t é e  pa r  v i n g t  volumes d 'acétone.  Le p r é c i p i t é  e s t  

l avé  à l ' a c é t o n e  p u i s  p l u s i e u r s  f o i s  à l ' é t h e r  (hémér-ythrine 

pu re  amorphe), 

Après l e  t r a i t e m e n t  acétonique,  l a  p r o t é i n e  e s t  in- 

s o l u b l e .  Pour o b t e n i r  l 'hémérythr ine  sous forme n a t i v e ,  nous 

avons essayé de p u r i f i e r  l a  s o l u t i o n  par  é l ec t rophorèse  de 

zone s u r  amidon, Ces t e n t a t i v e s  n ' on t  pas é t é  couronnées de  

succès ,  parce  que l a  p r o t é i n e  e s t  for tement  adsorbée s u r  

l 'amidon e t  donne l i e u  à des  e f f e t s  de t r a f n é e  importants .  

Sur c e t t e  p r é p a r a t i o n ,  nous avons déterminé l a  t e -  

neur  en f e r .  E l l e  e s t  de 0,87 p. IO0 : ce q u i  r e p r é s e n t e  en- 

v i r o n  I O  atomes de f e r  pour une molécule de po ids  molécu- 

l a i r e  é g a l  à 66,000, l e  t aux  de f e r  e s t  donc légèrement 

i n f é r i e u r  à ceux q u i  ava i en t  é t é  an té r ieurement  t rouvés  

( 1  pour IO0 environ) .  (ELOTZ) ( 2 7 )  t rouve a u s s i  une t e n e u r  

moyenne de 0 ,8I  p. IO0 pour l l héméry th r ine  de Phascolos.ona 

g o u l d i i ,  

2 )  - p r é p a r a t i o n  de l a  p r o t é i n e  de l ' héméry thr ine  

e t  du groupe pros thé t ique , -  

Pour o b t e n i r  l a  p r o t é i n e  de l ' héméry thr ine  e t  é l imi-  

n e r  l e  f e r ,  il s u f f i t  de met t re  en suspension l 'hémérythr ine  

amorphe dans  de l ' a cé tone  contenant  I O  p. 100 (vo l /vo l )  d ' a -  

c i d e  chlorhydrique N. Après une a g i t a t i o n  vigoureuse  e t  un 

temps de c o n t a c t  de 30 minutes,  l a  p ro t é ine  e s t  récupérée  

pa r  c e n t r i f u g a t i o n ,  lavée à l ' a c é t o n e  chlorhydrique,  à l t a c é -  

%one pure ,  pu i s  à l ' é t h e r  : e l l e  s e  p ré sen te  sous  l a  forme 

d'une poudre blanche, 



Dans le surnageant acétonique, coloré en jaune brun, 

on ajoute une quantité de soude N égale à la quantité d'acide - 
chlorhydrique utilisée, Après une nuit de contact, un préci- 

pité brun s'est formé qui adhère aux parois du vase. Après 

décantation de ltacétone, le précipité brun est lavé à l'al- 

cool à 950 C. à plusieurs reprises, puis à l'éther. Le fer 

de ce précipité brun est à l'état ferrique. Le précipité 

brun est soluble dans l'acide chlorhydrique 5 , 6  5 Après une 
hydrolyse à I O O C  C , ?  pendant 24 heures, l'hydrolysat étudié 

en chromatographie bidimensionnelle, montre la présence d'une 

tache brune importante de RF faible dans le butanol/ acide 

acétique et dans le phénol, et une tache faiblement ninhydri- 

ne positive qui ne correspond à aucun des acides aminés con- 

nus, 

Les solutions de lavage alcooliques du précipité brun 

sont filtrées et abandonnées à la température du laboratoire. 

Au bout de quelques heures, les solutions deviennent louches 

et, le lendemain, il s'est formé un précipité blanc abondant 

que l'on recueille par centrifugation, lavé à lfalcool et 

séché (voir tableau 4). Il ne nous a pas été possible de dé- 

terminer la nature de ce composé : il ne précipite pas avec 

le fiitrate d'argent en milieu nitrique, il donne un préci- 

pité blanc verdetre avec le nitrate d'argent seul, il fait 

virer la phénolphtaléine au rose, ne donne pas la réaction 

à la ninhydrine, se colore en vert très pale avec le dithio- 

nate de potassium. 

Il ne nous est pas possible d'affirmer que ce dernier 

composé fasse partie d'un éventuel groupement prosthét ique, 



SCHELlBTI SATI  ON DE LA PREPARATION D ' HEMERYTHRINE 

Liquide coelomique 

centrifugation 

Hématies nucléées 

hémolyse -4 centrifuga- 
tion 

Solution d'hémérythrine brute 

dialyse centrifuga- 
t ion 

Précipitation à 50 p.100 de 
saturation en sulfate d'ammonium 

dialyse - centrifuga- 
tion 

Solution d'hémérythrine 

Précipité cristallin 
(hémérythrine cris- 
tallisée) Précipitation acé  tonique 

précipité d'hémérythrine 
pure amorphe 

Traiteraent b 1' acétone chlorhydrique 

protéine de 
1 'hémérythrine Solution acétonique jaune -04 neutralisation 

précipité brun lavage à l'alcool 

( ~ e r  III) Précipité blanc 

(nature inconnue) 



EN CONCLUSION GEMERALE de ce c h a p i t r e ,  nous pouvons 

a f f i r m e r  que nous avons obtenu des  s u b s t r a t s  répondant aux 

c r i t è r e s  de pu re t é  i nd i spensab le s  pour mener à b ien  une é tude  

chimique de ces  substances .  

Nous avons é t é  amenés à f a i r e  un choix  parmi l e s  nom- 

breuses  méthodes proposées e t  à modif ie r  des  p o i n t s  de prépar* 

t i o n  p a r t i c u l i è r e m e n t  d é l i c a t s .  Nous avons d é t a i l l é  suffisam- 

ment l a  d e s c r i p t i o n  de c e s  techniques  a f i n  que c e l l e s - c i  puis-  

s e n t  ê t r e  r e p r i s e s ,  - sans  danger e t  sans  inconvénien ts ,  - 
p a r  l e s  expér imenta teurs ,  
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C H A P I T R E  1 V 
- - - - < . I - - I .  - - 

COMPOSITION EN ACIDES AMINES (HEMERYTHRINE, MYOGLOBINEc 

CYTOCHROME C ). 

Exposé technique de l a  méthode de dosage utilisée (i) 

( i )  - Bibliographie, page 7 6 .  



A - NOTIONS GENEIlrlT.SS,- 

Le dosage des  ac ides  aminés c o n s t i t u e  une é tape  t r è s  

importante dans l ' é t u d e  de l a  s t r u c t u r e  d'une pro té ine .  Depuis 

c e s  d e r n i è r e s  années, l e s  méthodes de dosage o n t  é t é  considé- 

r ablement améliorées,  Les méthodes de dosage microbiologique,  

largement préconisées  aux environs de 194001943, ne son t  p r a t i -  

quement p lus  u t i l i s é e s ,  La p l u p a r t  des  dosages se  f o n t  ac tue l -  

lement s o i t  par  l a  méthode de b400RE e t  STEIN (1 )  (chromatogra- 

ph ie  s u r  r é s i n e s  à échange d ' i o n s ,  co lo r imé t r i e  à l a  ninhydrine 

des  é l u a t s ) ,  s o i t  par  l a  méthode des dinitrophénylaminoacides 

de LEVY (2). C'est cette dern iè re  méthode que nous avons adop- 

t é e  e t  employée, en y appor tan t  des  modi f ica t ions  techniques 

q u i  en f a c i l i t e n t  l l a p p l i c a t i o n ,  

Les d i f f é r e n t e s  é tapes  de c e t t e  méthode comportent 1 'hy- 

d ro lyse  de l a  p ro té ine ,  l a  d in i t rophény la t ion  des  ac ides  ami- 

nés l i b é r é s ,  l e u r  s é p a r a t i o n  en chromatographie bidimensionnel- 

l e  e t  l e u r  dosage ap rès  é l u t i o n  par  spectrophotométr ie ,  L a  s&- 

p a r a t i o n  chromatographique en première dimension e s t  r é a l i s é e  

à l ' a i d e  du système s o l v a n t  de BISERTE e t  OSTEUX (3) (il s ' a g i t  

d'une chromatographie de par tage)  e t  dans l a  deuxième dimension 

pa r  un tampon phosphate, par  r e l a rgage  t o u t  l e  long du pap ie r ,  

C 'es t  donc l a  combinaison de deux p r i n c i p e s  chromatographiques 

d i f f é r e n t s  q u i  a  permis l a  s épa ra t ion  s u r  une seu le  f e u i l l e  de  

tous  l e s  dé r ivés  d in i t rophény lés  des ac ides  aminés normalement 

rencont rés  dans un hydro lysa t  de p r o t é i n e ,  En e f f e t ,  l e  compor- 

tement des  dé r ivés  d in i t rophény lés  r a p p e l l e  un peu c e l u i  des 

suc res ;  s i  on s e  l i m i t e  à l a  chromatographie de par tage ,  l ' o r -  

d r e  de migrat ion r e s t e  sensiblement l e  meme, avec seulement 

une s é p a r a t i o n  p lus  ou moins bonne e n t r e  l e s  dé r ivés  d'un méme 



groupe e t  il n ' e s t  pas t r è s  u t i l e  de r é a l i s e r  une chromatogra- 

phie  de par tage  bidimensionnelle,  La s é p a r a t i o n  à l ' a i d e  de 

p l u s i e u r s  systèmes unidimensionnels ( p a p i e r  ou colonnes) e s t  

poss ib l e ,  mais f a s t i d i e u s e ,  e t  l e  r i sque  d ' e r r e u r s  augmente à 

cause du nombre de manipulations,  

Hvec l a  méthode de LEVY, l e  dosage dev ien t  "comparatiffl 

e t  il n ' e s t  même pas nécessa i re  de connaf t re  l a  q u a n t i t é  exacte  

de p ro té ine  i n i t i a l e ;  il f a u t  seulement é t u d i e r  d'une façon 

ident ique  l a  phase é thérosoluble  e t  l a  phase hydrosoluble,  

L t i n t é r 6 t  d'une méthode de dosage comparative e s t ,  en 

e f f e t ,  considérable .  

Effect ivement ,  l a  p r é c i s i o n  exigée pour déterminer  l e  

nombre de r é s idus  d'un acide aminé donné d'une p ro té ine  augmen- 

t e  à l a  f o i s  avec l e  nombre de r é s i d u s  de c e t  acide aminé pré- 

s e n t  e t  l e  nombre g loba l  de r é s i d u s ,  Autrement d i t ,  dans une 

~ r o t é i n e  contenant 200 r é s idus ,  il e s t  p lus  d i f f i c i l e  de d i r e  

avec c e r t i t u d e  q u ' i l  y  a  40 r é s idus  d 'un ac ide  aminé, a l o r s  

que l e  choix peut s e  f a i r e  e n t r e  39 e t  41, que d 'a f f i rmer  que 

l a  molécule c o n t i e n t  deux r é s idus  a l o r s  que l e  choix p o u r r a i t  

s e  f a i r e  e n t r e  un e t  t r o i s .  

En e f f e t ,  l a  courbe q u i  é t u d i e  l a  v a r i a t i o n  de l ' e r r e u r  

permise en fonc t ion  du nombre de r é s i d u s  e s t  une courbe hyper- 

bol ique ( v o i r  l a  Figure  4  de TRISTRAM) ( 4 ) .  

O r ,  une méthode de dosage comparative, où l e s  acides  

aminés s u b i s s e n t  simultanément l e  néme t r a i t e m e n t  e t  où i l s  

s o n t  dosés l ' un  par  r appor t  à l ' a u t r e ,  permet de r e s t e r  r e l a -  

tivement fac i lement  au-dessous de l a  l i m i t e  d ' e r r eu r  permise, 

p l u s  faci lement  en t o u t  cas  que dans l e s  méthodes q u i  p a r t e n t  

d 'un poids donné de p ro té ine  ou dosent  chaque acide aminé dans 



Figure 4 -------- 

Variation de l'erreur permise, en fonction du nom- 

bre de résidus. 

(d'après TRISTRAM) 

Figure 5 
-1 -.----- 

Cellule de synthèse pour la dinitr~~hénylation des 

acides aminés. 

Figure 6 

Etude graphique de la consommation de soude au 

cours de la dinitr~~hénylation. 

(d'après LEW) , 





une partie aliquote de llhydrolysat, D'autre part, des erreurs 

grossières dues à des accidents de technique sont immédiatement 

décelables. 

Naturellement, la méthode de LEW comporte quelques 

difficultés. Les points les plus critiques sont les suivants : 

libération complète des acides aminés sans destruction, forma- 

tion quantitative des dérivés dinitrophénylés, dégradation des 

dérivés après leur formation (influence de la lumière, de la 

chaleur, etc), recherche de la quantité optima à chromatogra- 

phier, standardisation des conditions de chromatographie (%) , 

En respectant toutes ces conditions, on arrive à une 

précision très satisfaisante, D'ailleurs, on peut dire que le 

point le plus critique n'est pas inhérent à la méthode de LEVY 

elle-même, mais provient de l'hydrolyse, et ceci est commun B 
n'importe quelle méthode de dosage, 

B - MODE 0PERATOIRE.- 

Le protocole comporte les étapes suivantes t 

I o )  - Hydrolyse - Dinitr~~hénylation t 3 à 5 mg de pro- 

téine sont hydrolysés en tube scellé sous vide par 1 - 2 ml de 
HC1 5 , 7  - N en distillant trois à quatre fois dans un 

appareil en verre un mélange azéotropique d'acide chlorhydri- 

que concentré et d'eau) à I05O C. pendant 16 heures. Le temps 

d'hydrolyse peut varier avec la protéine et doit Btre déterminé 

(a)  - Il y a en effet une certaine perte par adsorption irré- 
versible sur le papier. Cette perte est fonction de la 
distance parcourue. 



dans chaque cas.  Lfhydro lysa t  e s t  séolhé dans une capsule en 

v e r r e  par  v e n t i l a t i o n  d ' a i r .  I l  e s t  r e p r i s  dans l ' e au  e t  versé  

dans une c e l l u l e  de synthèse.  Pour r é a l i s e r  l a  condensation 

dans l e s  mei l leures  condi t ions  ( format ion complète des d é r i v é s  

d i n i t r ~ ~ h é n y l é s  e t  formation minimum de d in i t rophéno l ,  q u i  e s t  

un  a r t e f a c t  t r è s  gênan t ) ,  nous avons é t é  amené à c o n s t r u i r e  des 

c e l l u l e s  de synthèse d'un modèle s p é c i a l  ( ~ i g u r e  5 ) .  

La c e l l u l e  de synthèse e s t  placée dans un bain-marie 

à 400 C. e t  l e  contenu e s t  a j u s t é  à pH 9,0 ,  d'abord avec de 

l a  soude 1 - N ( a jou tée  à l a  p i p e t t e ) ,  pu is  avec de l a  soude 

~ / 2 0  - ( a jou tée  à l a  b u r e t t e ) .  Un excès de 1-fluoro-2,4-dinitro- 

benzène (dose ca l cu lée  en fonc t ion  de l a  q u a n t i t é  de groupe- 

ments r é a c t i f s  p ré sen t s  e t  de l a  q u a n t i t é  q u i  s e r a  u t i l i s é e  par  

s u i t e  de l a  formation d T a r t e f a c t s ) e s t  a jou té .  Le pH e s t  main- 

tenu à 9,0 par  de p e t i t e s  add i t ions  de soude g/20. La synthèse 

dure  e n t r e  1 heure e t  demie e t  2 heures .  Les p r i n c i p a l e s  réac- 

t i o n s  q u i  s e  produisent  son t  : 

- r é a c t i o n  de condensation avec l e s  groupes aminés : 

0 ,O2 
+ H HNCH (IL) CO... - HF + dér ivé  d in i t rophénylé  

- hydrolyse a l c a l i n e  du r é a c t i f  : 

= HF + d in i t rophéno l  (DNPoH) 

- dégradat ion du dér ivé  formé 

HM* CII ( R )  CO . .. = acide aminé dégradé + di-  0  NO^ n i t r a n i l i n e  (DNP N H ~ )  

N02 



La c i n é t i q u e  de l a  r é a c t i o n  peu t  d t r e  s u i v i e  en mesu- 

r a n t  l a  consommation de soude e t  en c o n s t r u i s a n t  de s  t angen te s  

à l a  courbe pour chaque temps d é s i r é ,  en  t e n a n t  compte de l l i o -  

n i s a t i o n  de chaque groupement r é a c t i f  ( v o i r  F igure  6 ) .  E t a n t  

donné que l e  f l uo rod in i t robenzène  e s t  en excès,  l e  mi l i eu  réac- 

t i o n n e l  r e s t e  s a t u r é  en r é a c t i f  e t  l a  fo rmat ion  de d in i t rophé -  

no1 e s t  cons t an t e  dans l e  temps, Se lon  LEVY ( 5 ) ?  c e t t e  forma- 

t i o n  e s t  de l ' o r d r e  de 0,044 @/ml/min, 11 y a i n t é r e t  a  exé- 

c u t e r  l a  r é a c t i o n  dans l a  p l u s  p e t i t e  q u a n t i t é  de l i q u i d e  pos- 

s i b l e .  S i  on opère avec des  p e p t i d e s  ou avec des  é l u a t s  de chro- 

matogrammes, on ne p e u t  guère é v i t e r  que l a  q u a n t i t é  de d i n i -  

t rophéno1 s o i t  é levée  comparativement à l a  q u a n t i t é  de d é r i v é  

d i n i t r o p h é n y l é  formé, Dans ce c a s ,  on d o i t  é l i m i n e r  l ' e x c è s  

de d i n i t r o p h é n o l  par  sub l imat ion ,  I l  en e s t  de m8me dans un do- 

sage ,  s i  on e f f e c t u e  l a  condensat ion en présence d ' acé tone  ou 

d ' a l c o o l  (dans l e  bu t  de  d i n i t r o ~ h é n y l e r  complètement l ' h i s -  

t i d i n e )  (+). Pour e f f e c t u e r  c e t t e  sub l imat ion ,  nous avons é t é  

amené à c o n s t r u i r e  de s  a p p a r e i l s  spéc iaux  du type  r e p r é s e n t é  

s u r  l a  F igure  7 a e t  7 b. 

Cet a p p a r e i l  e s t  conçu pour que l a  d i s t a n c e  e n t r e  l e  

f i l m  chauf fé  de d é r i v é s  d i n i t r ~ ~ h é n y l é s  e t  l a  s u r f a c e  r e f r o i -  

d i e  s o i t  t r è s  cou r t e ;  (F igure  7 a )  l a  s u r f a c e  rodée du j o i n t  

e s t  s i t u é e  à l t e x t é r i e u r , ' ~ n  t r a i t e m e n t  à 70-800 C, ( l e  chauf- 

f a g e  ne commence que lo rsque  l e  v ide  e s t  é t a b l i )  pendant 5 - 
I O  minutes e s t  largement s u f f i s a n t  pour e n l e v e r  l a  presque to- 

(%)  - L ' h i s t i d i n e  peu t  donner, en e f f e t ,  t r o i s  d é r i v é s  d i f f é -  
r e n t s  : l1imidazole-DNP-histidine ( h i s t i d i n e  à l t i n t é -  
r i e u r  d 'une chafne p e p t i d i q u e ) ,  l 'a-DNP-histidine e t  l a  
bis-DNP-histidine ( h i s t i d i n e  l i b r e  ou h i s t i d i n e  en posi-  
t i o n  N-terminale) . 



Figure 7 
----o.--- 

Appareil employé pour la sublination du dinitro- 

phénol. 

Figure 8 

- Chromatographie des DNP acides aminés. 
en bas, à gauche : cuve à solvant pour la chroma- 

tographie dans le "toluènen. 

en bas, à droite : cuve à solvant pour le système 

"phosphateVde LEVY. 





t a l i t é  du d in i t rophéno l .  P a r f o i s ,  avant  l a  mise en rou t e ,  il 

r e s t e  une gou t t e  d ' e au  dans l e s  f i o l e s ,  q u i  a  é t é  e n t r a f n é e  

au cours  de l ' e x t r a c t i o n  é thé rée .  Dans ce ca s ,  un chapeau 

s p é c i a l  ( sans  tube r é f r i g é r a n t  (F igure  7 b) permet de l t e n l e -  

v e r  sous  vide  en  que lques  secondes,  avan t  l a  sub l imat ion  pro- 

prement d i t e .  Au cours  de l a  sub l imat ion ,  l a  DNP-méthionine 

p e u t  Q t r e  légèrement e n t r a f n é e  avec l e  d in i t rophéno l .  

Pour l e  t r a i t e m e n t  de p l u s  p e t i t e s  q u a n t i t é s  ( p e p t i d e s ,  

r é c u p é r a t i o n  de p e p t i d e s  s u r  p a p i e r ,  d i n i t r o p h é n y l a t i o n  d 'une 

p r o t é i n e )  nous e f f e c t u o n s  l a  r é a c t i o n  de syn thèse  dans des  tu-  

bes  à c e n t r i f u g e r  p l u s  p e t i t s ,  dans un tampon carbonate-bicar-  

bonate ,  sans  c o n t r b l e  cons t an t  du pH, e t  l e s  e x t r a c t i o n s ,  la- 

vages,  e t c . ,  s o n t  exécu té s  dans l e  tube  lui-méme. 

2 9 )  - E x t r a c t i o n  des  d 6 r i v é s  d i n i t r o p h é n g l é s  : Une 

f o i s  l a  r é a c t i o n  de condensat ion f i n i e ,  on v e r s e  l e  contenu 

de  l a  c e l l u l e  dans une ampoule à décan te r  e t  on e x t r a i t  5 - 6 

f o i s  avec de l ' é t h e r ,  pour en l eve r  l ' e x c è s  de f l u o r o d i n i t r o -  

benzène. L ' é the r  d o i t  B t re  l i b r e  de peroxydes,  pour é v i t e r  une 

t r a n s f o r m a t i o n  de l a  DNP-méthionine en DNP-méthionine-sulfone 8 

nous l e  ~ r é ~ a r o n s  pa r  d i s t i l l a t i o n  s u r  du SnCIZ suivi d'un l a -  

vage à l a  soude d i l u é e  e t  un lavage à l ' e a u ;  il e s t  conservé 

s u r  S04Fe pu lvé r i s é .  

Ensu i t e ,  l e  mélange e s t  a c i d i f i é  aux envi rons  de pH 1- 

3 avec de l ' a c i d e  chlorhydr ique e t  l e s  d é r i v é s  é t h é r o s o l u b l e s  

s o n t  e x t r a i t s  p a r  l ' é t h e r .  On f a i t  évaporer  l a  phase é t h é r é e  

dans  d e s  capsu les  en v e r r e .  La phase aqueuse peu t  d t r e  égale-  

ment séchée e t  r e p r i s e  e n s u i t e  p a r  de l ' a cé tone .  Mais, il e s t  

p r é f é r a b l e  d ' e x t r a i r e  l a  phase aqueuse d i r e c t e m e n t  avec un 

mélange à volume é g a l  de bu tano l  seconda i re  e t  d ' a c é t a t e  



d ' é t h y l e  (KOCH e t  VEIDEL) ( 6 ) .  Les deux phases organiques sé- 

chées son t  versées  quan t i t a t i vemen t  dans des  tubes  gradués e t  

amenées à un volume connu (3 ,0  ml). Des p a r t i e s  a l i q u o t e s  de 

l ' o r d r e  de 50 - 150 ~1 sont  déposées s u r  du p a p i e r  TVhatman 

no 1. 

3 0 )  - Chromatographie bidimensionnel le  s Le p a p i e r  

r o u l é  en cy l ind re  ( l a  forme c y l i n d r i q u e  e s t  maintenue p a r  des  

ag ra fe s  de bureau) ( f i g u r e  8 )  e s t  m i s  en chromatographie as- 

cendante dans l e  système de BISERTE e t  OSTEUX (7) dont  l a  

composit ion e s t  l a  su ivan te  : t o luène  : 30, ch loroé thanol  r 18; 

py r id ine  : 9; NH40H 0,8 - N : 18. 

Ces r é a c t i f s  o n t  é t é  p u r i f i é s  de l a  façon su ivan te  : 

- t o luène  : e x t r a c t i o n  p a r  S04H2, d i s t i l l a t i o n  s u r  

C l 3 & ,  lavage au COjNa2, lavage à l ' e a u ,  séchage, r e d i s t i l l a -  

t i o n .  

- ch lo roé thano l  s d i s t i l l a t i o n  sous v ide ,  

- pyr id ine  : d i s t i l l a t i o n  s u r  ~ a ( 0 H ) ~ ;  r e d i s t i l l a t i o n .  

Le s o l v a n t ,  q u i  forme deux phases,  e s t  é q u i l i b r é  au 

moins pendant 3 à 4 heu res ,  L a  phase aqueuse i n f é r i e u r e  e s t  

r e j e t é e  e t  l a  phase organique f i l t r é e  s u r  'Jhatman no 1, pour 

en l eve r  l e s  quelques  g o u t t e l e t t e s  d ' eau  q u i  r e s t e n t .  

Suant aux chromatogrammes eux-mémes? i l s  do iven t  aus- 

s i  e t r e  b ien  s a t u r é s  en vapeurs du so lvan t .  On p lace  de  l'am- 

moniaque 0 ,8  N dans l e  c r i s t a l l i s o i r  c e n t r a l  e t  un peu de - 
phase organique d i rec tement  dans l e  fond de l a  cuve, Le sol-  

van t  e s t  e n f i n  p lacé  dans l ' e s p a c e  annu la i r e  compris e n t r e  



l e s  deux c r i s t a l l i s o i r s  oh s e  t rouve  l e  c y l i n d r e  de pap i e r .  La 

chromatographie ascendante dure  une n u i t ,  Le lendemain, l e s  

f e u i l l e s  s o n t  en levées ,  séchées  p a r  une v e n t i l a t i o n  pendant l a  

journée à l ' a b r i  de l a  lumière.  La bande des  d é r i v é s  hydroso- 

l u b l e s  e s t  enlevée.  Le r e s t e  de  l a  f e u i l l e  r e t o u r n é  e s t  m i s  en 

chromatographie descendante avec l e  système "phosphatew ( p ~  6,  

I M en H ~ P o - ~ ,  0 , s  M en H P O ~ - - ) .  

Tous l e s  d é r i v é s  s o n t  s épa ré s  sauf l e  DMP-asp e t  l e  

DNP-glu q u i  l e  s o n t  incomplètement. Ces deux d é r i v é s  peuvent 

ê t r e  s é p a r é s  en e f f e c t u a n t  une a u t r e  chromatographie avec un 

tampon phosphate de c o n c e n t r a t i o n  p l u s  f o r t e  (2,0 à 2,5 - M ) .  

Une r e p r é s e n t a t i o n  de l a  s é p a r a t i o n  hab i tue l l emen t  ob- 

tenue e s t  rassemblée s u r  l a  F igure  9, 

40) - E l u t i o n  e t  dosage : Les t aches  s o n t  découpées, 

mises dans des  p e t i t s  tubes  avec 4,O m l  de b i ca rbona t e  de 

sodium à 2 p. 100. Les tubes  s o n t  chauf fés  à 50 - 5 5 9  C. dans 

un bain-marie pendant 1 5  minutes pour p a r f a i r e  l c é l u t i o n ,  p u i s  

secoués e t  c e n t r i f u g é s .  L a  d e n s i t é  opt ique e s t  l u e  au spec- 

t rophotomètre  à 360 mp (sauf  pour l a  p r o l i n e  e t  l thydroxypro- 

l i n e ,  où l a  l e c t u r e  s e  f a i t  à 385 mp) .  La l e c t u r e  de d e n s i t é  

op t ique  ( a p r è s  c o r r e c t i o n  pour l ' a b s o r p t i o n  du p a p i e r  l u i -  

mdme) e s t  m u l t i p l i é e  pa r  l e s  f a c t e u r s  déterminés  par LEVY 

( " f a c t e u r s  de LEVY") pour chaque ac ide  aminé ( v o i r  Tableau 5 ) .  

Un dosage complet nous pe rme t t r a  de comprendre p l u s  net tement  

l a  marche à s u i v r e  à ce s t a d e  du dosage,  

5 0 )  - DETERMINATION DE LA COLPOSITION EN ACIDES MIIINES 

(exemple de l f h é m é r y t h r i n e  de Sipunculus  nudus). 



Figure  9 
--.------- 

Car te  chromatographique de DPSP a c i d e s  an inés  

d 'un h y d r o l y s a t  t o t a l  de 

à gauche : DNP-éthérosolubles 

à d r o i t e  : DNP-hydrosolubles. 







Le Tableau s u i v a n t  rassemble l e s  l e c t u r e s  de d e n s i t é  op t ique  

obtenus  s u r  p l u s i e u r s  chromatogrammes e t  en  p a r t a n t  de  plu- 

s i e u r s  r é a c t i o n s  de condensat ion de  l ' h y d r o l y s a t ,  

Fac- Acidesf 
: t e u r  aminés: 
i de 

LEVY 

Gly / 1 , 0 3  

S e r  ' 0 , 9 7  

Thr . I , 02  

Pro f 0,93 

Ala i I , 09  

Met 11 ,SI  

Val j0,99 

Leu 1 , I O  

Phe j I , 0 3  

Lys j 0,64 

Arg j I , 06  

H i s  i I , 6 2  

Asp 10,99 

Glu ! 0 , 9 4  

Cys . 0 , 5 6  

T o t a l  : 

Lecture  de d e n s i t é  op t i que  ( m u l t i p l i é e s  p a r  l e  
f a c t e u r  de LEW a p p r o p r i é ) ,  8 s é p a r a t i o n s  p r in -  

---- c i p a l e s .  

Les l e c t u r e s  de d e n s i t é  op t i que  s o n t  add i t i onnées  pour 

donner de s  t o t a u x  (9,066;  8,748; e t c . )  q u i  s e  t r ouven t  au bas 

de  chaque colonne du Tableau. Pour chaque colonne on p e u t  t rou- 

v e r  un f a c t e u r  pour que c e t t e  somme devienne I O O .  On m u l t i p l i e  

a l o r s  t o u s  l e s  nombres d 'une  colonne p a r  ce f a c t e u r  e t  on peu t  

donc comparer d i r ec t emen t  l e s  r é s u l t a t s  exprimés s u r  l a  base  

de  IO0 r é s i d u s  d ' a c i d e s  aminés  a able au 6 ) ,  



TABLEAU 6 

Nombre de r é s i d u s  d 'ac ides  aminés pour I O 0  ac ides  aminés de l a  

molécule d '  hémérythrine ( 8  chromatogrammes) . 
Ser 

Thr 

Pro 

Ala 

Me t 

Val 

Leu 

Phe 

LYS 

Tyr 

Arg 
H i s  

A ~ P  

Glu 

En géné ra l ,  l e s  r é s u l t a t s  qu i  sont  l e s  p lus  v a r i a b l e s  

son t  ceux de l a  t y r o s i n e  ( v a r i a b i l i t é  dans l a  synthèse du dé- 

r i v é  d i n i t r ~ ~ h é n y l é ) ,  de l ' h i s t i d i n e  ( v a r i a b i l i t é  dans l a  

synthèse) e t  de l a  méthionine (dégrada t ion  poss ib l e ) .  P a r f o i s ,  

s i  l a  s épa ra t ion  chromatographique n ' a  pas é t é  p a r f a i t e ,  l e s  

taches  de g lycocol le  e t  d ' a l an ine  s o n t  t r è s  vo i s ines  de c e l l e  

du d in i t rophéno l  ( c e c i  se  produi t  s u r t o u t  lorsque l e  chroma- 

togramme e s t  t r o p  chargé).  En é l iminant  l e s  va leu r s  abe r ran te s  

q u i  proviennent indubitablement d ' e r r e u r s  techniques ou dcim- 

p e r f e c t i o n s  chromatographiques, on peu t  c a l c u l e r  une moyenne 



de t o u s  l e s  r é s u l t a t s  e t  é t a b l i r  l e  nombre de r é s i d u s  d ' a c i d e s  

aminés pour I O 0  a c i d e s  aminés de  l a  molécule é t u d i é e ,  

E n s u i t e ,  en conna i s san t  l e  po ids  mo lécu l a i r e  de l a  

p r o t é i n e ,  on peu t  c a l c u l e r  l e  nombre de r é s i d u s  de  chaque ac i -  

de aminé p r é s e n t  dans  l a  molécule e n t i è r e  de l a  f açon  suivan- 

t e  t conna i s san t  l e  nombre de chaque r é s i d u  pour I O 0  a c i d e s  

aminés, on m u l t i p l i e  c e s  nombres p a r  l e  po ids  mo lécu l a i r e  de  

chaque a c i d e  aminé cor respondant ,  On f a i t  l a  somme de t ous  l e s  

r é s u l t a t s .  De l a  somme a i n s i  obtenue,  on en lève  l a  v a l e u r  de 

1,782 cor respondant  à 99 molécules  d 'eau.  On c a l c u l e  l e  rap- 

p o r t  e n t r e  l e  po ids  mo lécu l a i r e  r é e l  e t  l e  po ids  mo lécu l a i r e  

p a r t i e l  a i n s i  c a l c u l é  pour 100 a c i d e s  aminés. 

Le nombre de r é s i d u s  pour I O 0  a c i d e s  aminés m u l t i p l i é  

p a r  ce r a p p o r t  donne l e  nombre de  r é s i d u s  pour l 'ensemble de 

l a  molécule,  I l  s u f f i t  a l o r s  d ' " a r r o n d i r n  l e s  v a l e u r s  obte- 

nues pour c o n n a f t r e  l e  nombre de  r é s i d u s  d ' a c i d e s  aminés 

( v o i r  t a b l e a u  7) .  

C - C O l d P O S I T I O N  EN A C I D E S  AMINES DE L'HEIMERYTHRINE, DE L A  
_IIcI 

MYOGLOBINE ET DU CYTOCHROME C a -  

Io) - Composition de l fhémérythr ine . -  

Nous avons rassemblé dans  l e  Tableau 7 l e  nombre de 

r é s i d u s  d ' a c i d e s  aminés de l f h é m é r y t h r i n e  c a l c u l é  pour  un 

po ids  mo lécu l a i r e  de 66,000 ( R O C H E ) .  

Le  t ry tophanne  , d é t r u i t  au cours  de l ' hyd ro ly se  ac ide ,  

ne f i g u r e  pas  au t a b l e a u  des  r é s u l t a t s ,  



TABLEAU 7 ---------- 
Composition de l'hémérythrine de Sipunculus Nudus. 



Les acides glutamique et aspartique ont été dosés en- 

semble et le rapport entre ces deux acides aminés a été déter- 

miné à l'aide d'une chromatographie particulière développée 

dans un tampon phosphate 2 M o  - 
La leucine et ltisoleucine ont été dosées ensemble. Le 

rapport entre ces deux acides aminés a été déterminé par une 

chromatographie unidimensionnelle de lthydrolysat (non dinitro- 

phénylé) développée dans le système - n-butanol/alcool benzyli- 
que/eau et révélée à la ninhydrine : il y a I molécule dtiso- 

leucine pour 4 de leucine, soit au total environ 16 mol~cules 

dlisoleucine pour 65 de leucine, 

~'hérnér~thrine ne contient que très peu de cystine; au 

maximum deux molécules d'après le dosage des DNP-aminoacides 

de LEVIr), 

La cystine n'était d'ailleurs pas visible sur les chro- 

matogrammes bidimensionnels (révélés à la ninhydrine) de lfhy- 

drolysat total. Pour la mettre en évidence, nous avons été 

dans l'obligation de soumettre l'hydrolysat à une oxydation per- 

formique. Dans ces conditions, l'acide cystéique formé a été 

décelé par électrophorèse sur papier b pH 3 , 9  (voir Figure IO). 

En comparant par enregistrement automatique photodensitométri- 

que les colorations à la ninhydrine de llhydrolysat total d'hé- 

mérythrine et du meme hydrolysat surchargé par une quantité 

connue d'acide cystéique, les rapports obtenus sont en faveur 

de l t  existence d'une molécule de cystine. - 





I l  y  a  donc dans  l fh6méry th r ine  t r è s  peu de c y s t i n e  : 

2 ou I molécules. Ces données s o n t  t r è s  impor tan tes  c a r  e l l e s  

ne s o n t  pas en accord p a r f a i t  avec l a  t h é o r i e  du mode de  f i x a -  

t i o n  du f e r  dans l ' héméry thr ine  de Phascolosorna g o u l d i i  émise 

p a r  KLOTZ e t  c o l l ,  (8) .  

Pour ce s  a u t e u r s ,  l e  f e r  de l ' héméry thr ine  de Phascolo- 

soma g o u l d i i  se f i x e  s u r  l e s  r é s i d u s  de c y s t i n e  de l a  façon  

s u i v a n t e  : 2 molécules s u r  l e s  deux s o u f r e s  d'un r é s i d u  de cys- 

t i n e ,  0 ,4  molécule d'une a u t r e  manière s u r  l a  p r o t é i n e  : 

---...---.m... 0,4 Fe-------- 

P r o t é i n e  

Dans l e  c a s  de l ' héméry thr ine  de Sipunculus  nudus,  l e s  

2 molécules de c y s t i n e  ne p o u r r a i e n t  f i x e r  que 4 atomes de f e r  

s u r  l e s  I O  t r ouvés  en t e n a n t  compte de l a  t e n e u r  en f e r  (0~8 '7  

p. 100) e t  du po ids  molécu la i re  de 66.000 (#). 

2 0 )  - Composition du cytochrome c  de  Cheval.- 

La composition en ac ides  aminés du cytochrome c  e s t  

rassemblée dans l e  Tableau 6 ,  Comme l ' a v a i e n t  d é j à  s i g n a l é  

TNEORELL e t  AKESON (11) l a  t eneu r  e n  l y s i n e  e s t  p a r t i c u l i è r e m e n t  

(i) - D'après BOER1 e t  GAIRETTI-MAGXLDI (9 )  l e  r a p p o r t  J?e/o2 
e s t  é g a l  à deux pour l fhéméry th r ine  de Sipunculus nudus; 
d ' a p r è s  LOVE ( IO) ,  ce r a p p o r t  e s t  de 2,4, 



TABLEAU 8 ---------- 
Composition du cytochrorne c de  Cheval 

Nombre de 
r é s i d u s  pour 
IO0 a c i d e s  ami 

nés  -- 
R é s u l t a t s  
pe r sonne l s  

I I , 2 4  

Thr 9,60 

Ser 

Pro  

A l a  

V a l  

h4e t 

Leu 

Phe 

LYS 

Tyr 

EI i s  

iirg 

~ S P  
Glu 

CySH 

T ~ Y  1 
T o t a l  r 

Nombre d ' a c i d e s  aminés du cytochrome 
( c a l c u l é  s u r  l a  base d'un po ids  mo- 

l é c u l a i r e  de 12,300 

( x )  - La c y s t é i n e  r e s t e  accrochée s u r  l e  groupement porphy- 
r i n i q u e  ( v o i r  p l u s  h a u t ,  c h a p i t r e  II ). 

R é s u l t a t s  
pe r sonne l s  

(1%) - D'après THEOPELL e t  AKESOB, l e  cytochrome c c o n t i e n t  
1 molécule de t ry tophanne.  

R é s u l t a t s  de 
NUWNIKHOVEN (14  ) 



grande (19 r é s i d u s  s u r  102).  Le t a u x  d ' h i s t i d i n e  e s t  f a i b l e  

( 4  r é s i d u s ) ,  a i n s i  que c e l u i  d ' a r g i n i n e  ( 2  r é s i d u s ) .  

Le sou f re  du cytochrome (0,95 p. 100) (PAZEUS) (12) s e  

r é p a r t i t  e n t r e  2 molécules de  méthionine e t  2 molécules de cys- 

t é i n e  ( q u i  s o n t  combinées pa r  d e s  l i a i s o n s  th io-é thers  avec l e  

groupement p ~ r ~ h y r i n i q u e )  . Conme 1 ' a  démontré PALEUS, il n'y 

a pas de  pont  d i s u l f u r e  c y s t i n i q u e  dans l a  molécule. Ces don- 

nées s o n t  également en accord avec c e l l e s  de AKESON ( 1 3 ) .  

L'ensemble de nos r é s u l t a t s  cadre b i en  avec ceux de 

NUNIJIKHOVEN, obtenus p a r  l a  méthode de MOORE e t  STEIN. 

Cependant, con t ra i rement  à ce que nous admettons, 

NUNNIKHOVEN (14), t rouve  un peu de s é r i n e  (0,4 molécule) ,  mais 

c e t  au t eu r  n ' e s t  pas  absolument c e r t a i n  de ce r é s u l t a t  c a r  l e  

f a i b l e  p i c  noté  s u r  l e  diagramme d ' é l u t i o n  de l a  colonne tend  

à se  confondre avec c e l u i  de l a  méthionine-sulfone. Sur  l e s  

chromatogrammes de DNP-aminoacides, il e s t  i n t é r e s s a n t  de n o t e r  

que l a  s é r i n e  e t  l a  méthionine-sulfone s e  superposent  égale-  

ment e t  nous avons pour no t r e  p a r t  considéré  que l a  f a i b l e  

t ache  observée dans c e t t e  r ég ion  du ehromatogramme é t a i t  fo r -  

mée de méthionine-sulfone, 

Deux a u t r e s  d i scordances  peuvent Q t r e  s i g n a l é e s  : l t u n e  

concerne l ' a c i d e  g lu tan ique  (14 r é s i d u s  pour nos r é s u l t a t s ,  

12 d ' ap rè s  ceux de NUNNIKHOVEN); l ' a u t r e  concerne l l h i s t i d i n e t  

NUNNIKHOVEN t rouve  3 molécules d ' h i s t i d i n e  (dans t ous  l e s  cyto- 

chromes é t u d i é s ) ,  t a n d i s  que comme MARGOLIASH (IS), nous en 

trouvons qua t re .  



L a  composit ion du cytochrome c de Cheval e s t  t r è s  com- 

p a r a b l e  à c e l l e  du cytochrome c de Boeuf, é t a b l i e  pa r  EKRENBERG 

e t  THEORELL ( I 6 ) ,  e t  c e l l e  du cytochrome c de Levure, é t a b l i e  

p a r  NUNNIKHOVEN (17).  Comme dans l e  ca s  des  i n s u l i n e s  e t  des 

hormones ad rénoco r t i co t ropes ,  il n 'y  a donc que des  d i f f é r e n c e s  

minimes de composit ion e n t r e  l e s  cytochromes c d 'espèces  d i f f é -  

r e n t e s .  

3 0 )  - Composition de l a  myoglobine de Cheval.- 

Nous avons rassemblé dans l e  Tableau 9,  l e s  r é s u l t a t s  

du dosage des  ac ides  aminés de l a  g lob ine  de myoglobine. A ti- 

t r e  de comparaison, nous avons rassemblé dans l e  meme Tableau 9 

l e s  v a l e u r s  données p a r  TRIXTRAIX (18) pour l a  myoglobine de  

Cheval e t  p a r  ROSSI-FANELLI e t  c o l l ,  (19) pour l a  myoglobine 

humaine. 

Nos r é s u l t a t s  s o n t  t r è s  comparables à ceux donnés par 

TRISTRAM e t  démontrent  assez  net tement  l e s  d i f f é r e n c e s  q u i  

e x i s t e n t  entre l e s  rnyoglobines d ' o r i g i n e s  d i f f é r e n t e s .  



TABLEAU 9 
----LI---- 

Composition de l a  g lob ine  de l a  myoglobine 

de Cheval. 

- 

G ~ Y  

S e r  

Tf i r  

P ro  

Ala 

V a l  

Met 

Leu 

Phe 

LYS 

Tyr 

 as^ 
Glu 

II i s 

Arg 

CYS 

T ~ Y  

Nombre de 

r é s i d u s  pour 

IO0 ac ides  

aminés - 
R é s u l t a t s  

personnels  

9,37 

3,36 

4,46 

2,82 

I0,5I  

4 ,09 

0,38 

I5,96 

4,45 

12,63 

I,27 

7,32 

I4,19 

7 ,32  

I , 5 6  

O 

- 

+ 
Nombre d l  ac ides  aminés ( c a l c u l é  s u r  

l a  base d 'un poids  molécu la i re  de 

Myoglobine 
humaine 

RoSSI-PANELLI 

e t  c o l l .  

13 

7 
4 

8 

I I  

6 

3 

24 

8 

22 

2 

IO 

19 

8 

2 

0 ( ? )  

3 

1 42 

17,000) 

Pdyoglobine de Cheval 

R é s u l t a t s  

personne ls  

13 

5 

6 

4 

14 

6 

1 ou 2 

22 

6 

17 

2 

IO 

19 

10 

2 

O 

2 ( ? )  

140 

t é e s  dans 

TRISTRAM 

13 

6 

7 

5 
15 

6 

2 

22 

5 

18 

2 

IO 

19 

9 

2 

O 

2 

143 
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ETUDES SUR LtHEI40GLOBPNE ET LA IdYOGLOBINE (a) 

1 SOLEMENT D 'UNE P:tI;CTION HEMOPEPTIDI QUE PAR HYDROLYSE ENZYMATIQUE 

ESSAI DE SEPLU,ATION ET D'IDENTIFICATION DES "PEPTIDES A HISTIDINE" 

( 8 )  - aibliographie, page 89. 



Isolement d'une f r a c t i o n  hémopeptidique .- 
Dans l ' i n t e n t i o n  d ' i s o l e r  un fragment contenant encore 

l e  groupement porphyrinique,  nous avons d tabord  r e p r i s  l e s  

é tudes  de ROSS (1)  su r  l 'hydro lyse  des  d i v e r s  dé r ivés  de l 'hé-  

moglobine par d e s  enzymes "pancréat iquesu.  

D'autres  au teu r s  ont également abordé ce problème pa r  

d ' a u t r e s  techniques.  C 'es t  a i n s i  que WAELSCH ( 2 )  a t r a i t é  l 'hé-  

moglobine avec de l a  soude à 2 p, 100 à 8 5 0  C. : l a  p r o t é i n e  

e s t  dénaturée,  mais l e  groupenent p ros thé t ique  n ' e s t  pas en- 

l evé ;  on peut  t o u t e f o i s  c ra indre  que son mode de f i x a t i o n  s u r  

l a  p ro té ine  ne s o i t  modifié par  ce t r a i t emen t .  WkELSCK a  iso-  

l é  un p rodu i t  contenant  de l 'hématine,  de l a  p ro l ine  e t  de 

l ' a l a n i n e ,  

. . 
Par  a icooïyse  à 1900 c., KUSTER e t  KUPPENHOPER ( 3 )  

o n t  obtenu une f r a c t i o n  hématine-proline. U n  peu p lus  t a r d ,  

HAUROIVITZ (4 )  a  t r a i t é  l 'hémoglobine avec des  enzymes t r y p s i -  

ques e t  papa'lniques e t  a  i s o l é  un p r o d u i t  q u ' i l  a  appelé 

"hémine-protéose", dont l e  poids moléculaire  e s t  v o i s i n  de 

23,000, 11 a pensé que ce p rodu i t  r é s u l t a i t  d'une recombinai- 

son des  groupements p ros thé t iques  avec une p a r t i e  importante 

de l a  p ro té ine ,  Effect ivement ,  dans ce genre d 'é tudes ,  l a  

d i f f i c u l t é  provien t  de l a  l a b i l i t é  des  l i a i s o n s  e n t r e  l e  grou- 

pement porphyrinique e t  l a  p ro té ine  : on ne peut  jamais & t r e  

sQr que ces l i a i s o n s  r e s t e n t  i n t a c t e s  au cours du t r a i t emen t .  

Dans s a  première é tude,  ROSS ( 5 )  a t r a i t é  ltHbO2 e t  1 'Hb 

CO avec de l a  "pancréat ine"  e t  a  t rouvé non seulement une 

d i f f é r e n c e  dans l a  v i t e s s e  d 'hydrolyse des  deux composés, mais 



aussi dans la nature du produit final formé. Or, en opérant 

avec des enzymes cristallisés (trypsine et chymotrypsine) 

au lieu de la "pancréatine" de ROSS, nous avons retrouvé aussi 

une différence de vitesse d'hydrolyse. Ceci peut s'expliquer 

surtout par le fait que l'oxyhémoglobine attaquée par l'enzyme 

a tendance à se transformer en ferrihémoglobine et à etre 

dénaturée. Toutefois, nous n'avons pu constater, comme 2OSS 

l'avait fait, que l'oxyh6moglobine donnait finalement un rési- 

du floconneux brunatre (hémine-prot60se de HAUROI'TITZ ? )  et un 

précipité d'hématine, Dans nos essais, les deux milieux res- 

taient clairs, bien que de couleur caractéristique pour cha- 

que dérivé. Par contre, dans les deux cas, un précipité flo- 

conneux contenant toute la coloration et tout le fer se for- 

mait en ajustant la solution à pH 5,0 avec un tampon acétate, 

Sur le précipité isolé à pII 5, nous avons fait des 

études spectrophotométriques et chimiques (détermination des 

groupements terminaux). 

1) - Etude spectrophotom~trique .- 
L'essentiel des résultats des études spectrophotomé- 

triques obtenus pour les hydrolysats de HbCO est rassemblé 

sur la Figure II. Des résultats comparables ont été observés 

avec les autres dérivés, 

La diminution dans la "bande de SORETn est spectacu- 

laire, mais le fait le plus significatif est son déplacement 

vers les ondes plus courtes ainsi que le changement d'aspect 

dans la région 340-400 mp, Les deux bandes caractéristiques 

du dérivé, l'une à 540 mp et l'autre à 570 m l  (non figurée sur 

le graphique), restent encore visibles, 



Etude spectrophotométrique de la fraction précipitée à 

pH 5,O de la carbonyl-hémoglobine hydrolysée par la 

trypsine et la chyrnotrypsine. 

Figure 12 
---.------- 

Appareil d'élution. 
I 

4 Cet appareil fonctionne de la façon suivante : le godet 
étant rempli d'eau et la mèche de papier imbibée d'eau, 
on mouille le bout des bandes à éluer et o n  les applique 
sur la mèche contre laquelle elles tiennent par capilla- 
rité. 

Le produit à éluer migre presque avec le front de l'eau et 
est récupéré dans des capsules en verre. L'ensemble est re- 
couvert d'une housse en polyéthylène afin d' assurer la s h  
turation en vapeur d'eau de l'enceinte. Les avantages de 
l'appareil sont : 

I C )  - l'élution sous un petit volume - 
2 0 )  - l'absence de contamination de l'eau 

du réservoir par les bandes. 





2) - Etude chimique du précipité à pH 5.- 

Nous avons repris la fraction "précipitée à pH 5,O" 

et l'avons dinitr~~hénylée. Après hydrolyse totale, nous avons 

identifié la nature des groupements N-terminaux. La tyrosine 

est présente en plus grande quantité, mais on trouve aussi la 

plupart des autres acides aminés. Cette fraction est donc 

constituée par un mélange ou un complexe de peptides, qui sont 

CO-précipités aux environs de pH 5, 

Les résultats de cette expérimentation sont donc dans 

l'ensemble assez décevants : ils nous démontrent en tout cas 

qu'il est difficile d'isoler un fragment hémopeptidique carac- 

téristique de la molécule d'hémoglobine, comme cela a été réa- 

lisé pour le cytochrome c (voir plus haut* chapitre II), 

B - Etude des hydrolysats partiels d'hémoglobine et de myoglo- 
bine ,- - 

Toujours dans l'intention de préciser la structure de 

ces hérnoprotéines, nous avons voulu étudier leurs hydrolysats 

partiels. 

INGRAM ( 6 ) ,  en comparant les hydrolysats trypsiques 

d'hémoglobine humaine normale ( ~ b k )  et d'hémoglobine de sujet 

atteint d'anémie sicklémique (H~S), a pu démontrer que l'un 

des peptides ne possédait pas la néme composition dans les 

deux hydrolysats : l'un d'eux (H~A) correspond à la structure 

His - Val - Leu - Leu - Thr - Pro - Glu - Glu - Lys, l'autre 
(H~S) à la structure His - Val - Leu - Leu - Thr - Pro - 3 - 
Glu - Lys, 



Nous avons essayé  de p r é c i s e r  l a  composit ion de  quel-  

ques  "pep t ide s  à h i s t i d i n e " ,  puisque nous savons que c e t  ami- 

noacide  joue un r 6 l e  e s s e n t i e l  dans  l e  mode d 'union p ro t é ine -  

hème. 

1 )  - Etude des  cond i t i ons  d ' hyd ro ly se  enzymatique de 

Les expé r i ences  r a p p o r t é e s  c i -dessus  ( i so l emen t  d ' u n  

é v e n t u e l  hémopeptide) a v a i e n t  é t é  r é a l i s é e s  s u r  de s  d é r i v é s  

d'hémoglobine non déna turée  : o r ,  l ' h y d r o l y s e  enzymatique de  

c e t t e  hémoglobine non déna turée  e s t  t r è s  v a r i a b l e .  Nous avons 

donc é t u d i é  l e s  c o n d i t i o n s  d ' hyd ro ly se  l e s  p l u s  s a t i s f a i s a n -  

t e s  en p r é p a r a n t  t o u t e  une s é r i e  de d é r i v é s  ( H ~ C O ,  HbO 2 '  
f e r r i H b )  e t  e n  l e s  déna tu ran t .  Généralement, l a  d é n a t u r a t i o n  

a  é t é  obtenue p a r  chauf fage  en  p résence  d 'urée .  L 'urée e s t  

é l im inée  par  d i a l y s e  c o n t r e  l e  tampon q u i  s e r t  e n s u i t e  dans 

l ' h y d r o l y s e  enzymatique, 

Dans l a  s é r i e  de s  act iva-beurs l e s  p l u s  i n t é r e s s a n t s ,  
-44- nous avons r e t e n u  l t  a c t i o n  du Ca 

Une expérience-type e s t  résumée ci-dessous : 

-carbonylhémos~;lobine : c o n c e n t r a t i o n  0 , s  p. IO0 en 

tampon b o r a t e  - M/20 de  pH 7,9 .  Déna tu ra t i on  p a r  l r u r é e  6 3 
( 4  minutes à 9 5 0  C.) ,  d i a l y s e ;  

-hydrolyses  p a r  l a  t r y p s i n e  ou l a  chymotrypsine c r i s -  

t a l l i s é e s  ( r a p p o r t  enzyme/subst ra t  : 1 / 5 0 ) ?  temps d 'hydro lyse :  

48 heures  à 3 7 0  C m ;  



- précipitation trichloracétique à la fin de l'hydro- 

lyse (concentration finale en acide trichloracétique : 5 p.100) ; 

- dosape d'azote total (micro-~jeldahl et méthode par 

cellule de diffusion de CONVAY) dans llhydrolysat, dans le 

précipité trichoracétique, 

Résultat .- 
--1---1--- 

- Hydrolyse trypsique : 
++ - sans Ca : solubilisation de 47 p.  IO0 de l'azote 

protéique; 

++ - avec Ca (pré-incubation avec 1 enzyme, concentra- 
++ tion finale en Ca - i11/2000) : solubilisation de 6 3 , 5  p. IO0 

de l'azote protéique. 

- Hydrolyse chymotrypsique : 
++ - sans Ca : solubilisation de 61 p. IO0 de l'azote 

protéique; 

++ - avec Ca r solubilisation de 90 p. 100 de l'azote 

protéique. 

2) - Hydrolysats partiels de la myoglobine.- 

Nous avons effectué principalement l'étude des l'pep- 

tides à histidinett sur la r,~yoglobine, qui est le substrat le 

plus simple et qui contient moins d'histidine (9 résidus, 

d'après TRISTRAM, IO résidus d'après nos résultats) que 

l'hémoglobine (36 résidus). 



a )  - Hydrolyses enzymatique et acide, Les hydrolyses 
enzymatiques ont été effectuées sur la carbonylmyoglobine, 

chauffée en présence d'urée, comme pour l'hémoglobine, et 

dialysée contre le tampon borate - ~ / 2 0  pH 7 , 9 .  Pour les hydro- 

lyses enzymatiques, la concentration en protéine a été augnen- 

tée h 3 p. 100, mais le rapport enzyme/substrat est resté de 
++ 1/50. Les enzymes ont été pré-incubés en présence d'ions Ca , 

Les temps d'hydrolyse ont été de 4 jours à 370 C e  pour les 

hydrolyses enzymatiques. Nous avons aussi effectué une hydro- 

lyse acide partielle par de l'acide chlorhydrique pur pendant 

6 jours à 370 C e   près l'hydrolyse, les hydrolyses enzymati- 

ques ont été gardées telles quelles, à froid; l'hydrolyse 

acide a été desséchée sous vide et en de soude avec 

plusieurs additions d'eau, pour enlever l'excès d'acide chlo- 

rhydrique, 

b ) - Séparation des produits d'hydrolyse, Nous avons 
effectué une séparation de base par électrophorèse sur papier 

(appareil forme "toitn, selon DURRUII, papier d'Arches). Nous 

avons essayé plusieurs tampons et plusieurs pH; les meilleurs 

résultats ont été obtenus avec des tampons volatils de pH 3 , 9  

(pyridine-acide acétique-eau (30 : IO0 t 4870) et de pH 5 , 3  

(pyridine-acide acétique-eau) (100 : 40 : 3860). Le fait que 

ces tampons sont volatils est inportant pour deux raisons : 

d'abord on évite ainsi une concentration du tampon dans le 

papier lors de ltélectrophorèse, et ensuite on peut effectu- 

er son élimination complète afin de ne pas gener la sépara- 

tion dans d'autres systèmes après la récupération. 

En général, 1 ' 6  lectrophorèse a été poursuivie pendant 

15-24 heures à ISO volts. 20 à 30 électrophorèses ont été ef- 

fectuées pour chaque hydrolyse de 300 mg de protéine, Le pro - 



duit est déposé avec une rnicro-pipette tout le long dtune li- 

gne située entre le p61e positif et le sommet du papier; il 

faut rechercher la meilleure position de ce point de départ 

pour chaque type de séparation. En effet, avec le système de 

DUI1RUl4, on s'efforce de se placer dans des conditions où les 

produits séparés atteignent une position finale qui dépend 

d'un équilibre entre le courant électro-osmotique, le dépla- 

cement du liquide causé par l'évaporation et leur propre mo- 

bilité éle~tro~horétique, 

Une fois ltélectrophorèse effectuée et les feuilles 

séchées (hotte obscure, courant d'air tiède), des bandes té- 

moins parallèles à l'axe du ~apier sont découpées et révélées 

avec un réactif à la ninhydrine et avec le réactif de PAULY 

(2-anisidine-nitrite d'amyle) (+) . Cette dernière révélation 
est positive pour le groupement imidazole non substitué de 

l'histidine. Malheureusement, elle est aussi donnée par le 

groupement phénolique de la tyrosine; il sera donc nécessaire 

de faire la distinction, à l'aide de leur composition, entre 

les "peptides à histidine" et ceux "à tyrosine", On découpe 

les différentes bandes indiquées par la révélation latérale 

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  
(s) - La révélation de PAULY s'effectue de la façon suivante r 

on ~ulvérise un mélange à parties égales de la solution 
A (p-anisidine : 1 g, HC1 pur : 1 m1,éthanol à 9 5 0  : 
IO0 ml) et de solution B (nitrite d'amyle à IO g pour 
I O 0  ml d'éthanol à 9 5 0 ;  on laisse le chromatogramme 3 à 
5 minutes à la température du laboratoire et on ~ulvé- 
rise finalement une solution de potasse alcoolique à 
1 p. 100. 



et les peptides sont récupérés par élution à l'eau dans un ap- 

pareil de notre conception (Figure 12). 

Les fractions ainsi séparées sont soumises à la chro- 

matographie en b~tanol/~~ridine/acide acétique/eau (30 : 20 : 

5 : 24) et en b u t a n o l / C ~ ~ ~ ~ ~ ~ / e a u  (4 : 1 i 5). Après révéla- 

tion d'un témoin latéral, les fractions nouvellement séparées 

sont repérées et éluées, L'éluat final est dinitrophénylé se- 

lon les modalités décrites dans un chapitre ~récédent. Le 

groupement N-terminal est déterminé après hydrolyse totale du 

DNP-peptide. La composition en acides aminés de la partie rési- 

duelle est précisée après une nouvelle dinitrophénylation, 

par chromatographie quantitative, 

c ) - Résultats de l'hydrolyse partielle acide, Sur les 
électrophorèses, on peut déceler six bandes principales "PAULY- 

positives", Mais la plupart de ces bandes sont très complexes; 

en effet, elles contiennent, en plus des "peptides à histidine" 

et "à tyrosinew, d'autres bandes ninhydrine-positives; par 

exemple, la bande % I d  (électrophorèse) peut etre séparée par 

chromatographie sur papier en 7 bandes dont 3 seulement sont 

PAULY-positives. La bande B-I-b contient deux peptides donnant 

une réaction de PAULY positive, mais ne contient pas d'autre 

composant ninhydrine-positive; la bande B-I-c est formée de 

6 fractions ninhydrine-positives, dont une seule est PAULY- 

positive et ainsi de suite, 

On conçoit aisément que, dans de telles conditions ex- 

périmentales, il soit pratiquement impossible d'obtenir des 

résultats valables et certains. Pour résoudre des problèmes 

aussi complexes, il serait nécessaire de mettre en oeuvre des 

procédés séparatifs très longs et très sélectifs (distribution 



à contre-courant, fractionnement sur résines à échange dlions, 

etc,,). Il faut d'ailleurs remarquer que la quantité de résul- 

tats que l'on pourrait ainsi obtenir ne serait pas en rapport 

avec la somme de travail fourni et exigé. 

d ) - Résultats de l'hydrolyse trypsique : 
L'hydrolysat trypsique a donné 6 bandes électrophoré- 

tiques principales, colorables par le réactif de PAULY. 

Peptides caractérisés ,- 

Dans l'hydrolysat trypsique, par un couplage de métho- 

des électrophorétiques et chromatographiques (chromatographie 

dans le butan~l/~~ridine/acide acétique/eau et chromatographie 

de DN~-~e~tides), nous avons caractérisé les peptides sui- 

vants : 

O() - Peptide à valine terminale : val ala, leu - 
glu - h i s  - lys), 

f3) - Peptide à leucine terminale r leu (leu, glyZ, ala 
glu2, asp, his, arg). 

y )  - Peptide à histidine terminale 1 his (gly, ser, ala, 

leu, aspZt lys). 

Plusieurs autres peptides ont été aussi étudiés, mais 

les données analytiques ont montré que les produits étaient 

hétérogènes et nous n'avons pas pu tirer de conclusion nette. 

Par exemple, un autre peptide est riche en proline et contient 

aussi du glycocolle, de l'alanine, de la valine, de la leucine, 

de la phénylalanine, de l'histidine et de la lysine; et un 

dernier composant contiendrait du glycocolle, de la thréonine, 



de l a  p r o l i n e ,  de l a  l euc ine ,  de l a  l y s i n e ,  de l ' a c i d e  aspar-  

t i q u e ,  de l ' a c i d e  glutamique e t  deux molécules d ' h i s t i d i n e .  

Dans t ous  ces  p e p t i d e s ,  on peut  supposer ,  à cause de l a  spé- 

c i f i c i t é  é t r o i t e  de l a  t r y p s i n e ,  que l ' a r g i n i n e  e t  l a  l y s i n e  

s o n t  en p o s i t i o n  C-terminale. 

e ) - R é s u l t a t s  de l ' hyd ro lyse  chymotrypsique. Les 

r é s u l t a t s  de s  hydro lyses  chymotrypsiques s e  s o n t  r é v é l é s  beau- 

coup moins r e p r o d u c t i b l e s  que ceux de  l ' hyd ro lyse  t r y p s i q u e ,  

s a n s  doute à cause de l a  s p é c i f i c i t é  seconda i re  de l a  chyrno- 

t r y p s i n e .  Nous avons pou r t an t  r e l e v é  l ' e x i s t e n c e  d 'un p e p t i d e  

con tenan t  du g l y c o c o l l e ,  de l a  s é r i n e ,  de l ' a l a n i n e ,  de l a  

v a l i n e ,  de l a  l e u c i n e ,  de l a  l y s i n e ,  de l ' h i s t i d i n e  e t  de l a  

phényla lan ine ,  e t  d'un a u t r e  con tenan t  du g l y c o c o l l e ,  de  l a  

s é r i n e ,  de l a  t h r é o n i n e ,  de l a  l e u c i n e ,  de l ' a c i d e  glutamique,  

de l ' a c i d e  a s p a r t i q u e ,  de l ' h i s t i d i n e  e t  de  l a  t y r o s i n e .  

EN CONCLUSION, l a  q u a n t i t é  de  renseignements e x a c t s  

que nous avons pu o b t e n i r  en e f f e c t u a n t  c e t t e  s é r i e  de sépara-  

t i o n s  n ' a  pas  é t é  en  r a p p o r t  avec l e  t r a v a i l  n é c e s s a i r e  pour 

l e s  r é a l i s e r .  I l  a p p a r a i t  donc v a i n  de v o u l o i r  i s o l e r  seu le -  

ment quelques  p e p t i d e s  de c a r a c t è r e  s p é c i a l  (dans n o t r e  c a s ,  

d e s  p e p t i d e s  i h i s t i d i n e ) ;  il e s t  c e r t a inemen t  p l u s  u t i l e  

d ' a t t a q u e r  l e  problème d'une façon  p l u s  g l o b a l e  e t  d ' i s o l e r  

systématiquement t o u s  l e s  pep t ide s  d 'un hyd ro lysa t  enzymati- 

que;  mais un t e l  p r o j e t  ne pouva i t  e t r e  r é a l i s é  que p a r  l e  

t r a v a i l  de t o u t e  une équipe e t  d é p a s s a i t  donc l e  cadre de cet -  

t e  t hè se .  

Aussi avons-nous d i r i g é  nos e f f o r t s  v e r s  d ' a u t r e s  as- 

p e c t s  de l a  s t r u c t u r e  de ces  p r o t é i n e s  e t ,  dans ce domaine, 

nous avons pu o b t e n i r  des  r é s u l t a t s  t r è s  conc re t s ,  q u i  von t  

d t r e  r appor t é s  dans  l e s  c h a p i t r e s  su ivan t s .  
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C H A P I T S E  V 1 - - - - - - - -  L. .li 

MODIPICATION CHIhiIIQUE DES SUBSTRATS (+) 

Mise en évidence de liaisons arginyl-acide aminé par hydrolyse 

spécifique de la myoglobine. Séparation des fragments obtenus. 

( 8 )  - Sibliographie page 104. 



Nous avons essayé plusieurs méthodes de modification 

chimique des substrats (surtout de la myoglobine) en vue de 

permettre une hydrolyse enzymatique plus spécifique et plus 

ménagée (par la trypsine par exemple) ou une hydrolyse plus 

commode (par la carboxypeptidase, par exemple). Nous avons pu 

mettre ainsi en évidence certaines liaisons caractéristiques, 

en tirant partie de la spécificité de la trypsine (voir Ta- 

bleau IO). Au cours de ces travaux, nous avons aussi étudié 

l'accessibilité et la réactivité de certains groupements fonc- 

tionnels, notamment du groupement imidazole de l'histidine et 

du groupenent E-NH2 de la lysine; pour ce dernier groupement, 

nous avons constaté des différences d'accessibilité suivant 

que la protéine était native ou dénaturée, Nous allons décrire 

en détail l'application de ces méthodes à la myoglobine, 

La myoglobine ne contient que deux résidus d'arginine, 

mais 18 de lysine (TRISTRAM) (1). Or, la trypsine, comme endo- 

peptidase, a une spécificité absolue pour les liaisons arginyl- 

acide aminé et lysyl-acide aminé et pas de spécificité secon- 

daire notable (voir Tableau IO), Nous avons vu, dans le chapi- 

tre précédent, qu'un grand nombre de peptides était formé au 

cours de l'hydrolyse trypsique de cette protéine, surtout lors- 

qu'elle est dénaturée, Etant donné donc le petit nombre de ré- 

sidus dlarginine présents, il nous a semblé intéressant d'es- 

sayer de bloquer les groupements E-NH2 de la lysine, afin de 

pouvoir mettre en évidence et identifier les liaisons arginyl- 

acide aminé présentes, 

De telles expériences ont déjà été réalisées par REIL 

FIELD et ANFINSEN (2) sur la ribonucléase. 

Nos premiers essais ont porté sur une préparation de 

globine de myoglobine qui était déjà partiellement dénaturée, 

Le protocole a été le suivant, 



Limi ta t ion  de l a  s p é c i f i c i t é  de l a  t r y p s i n e  par  

modif icat ion chimique du s u b s t r a t  

S u b s t r a t  i n i t i a l  

t ryps ine  

W H 2  

h - l t  
E-NH2 

A 

S u b s t r a t  modifié 

.a.- Art3 

t r y p s i n e  

LYS 

E -NH - X -NH - X 

X = r a d i c a l  carbobenzoxy (p ro té ine  carbobenzoxylée) 

= r a d i c a l  d in i t rophényle  (DNP-protéine) 

= r a d i c a l  a c é t y l e  (p ro té ine  a c é t y l é e )  

I A 
Arg -- 

Le groupe Ct_-aminé peut  a u s s i  & t r e  remplacé par  un 
groupe guanidique (p ro té ine  guanidylée) , 

Action 
de l a  

LYS * * *  
A A l 

Action 
de l a  

* a *  Arg 

Lys 

; LYS 

-7 . 

.- 



A - G L O B I N E  (DE LA MYOGLOBINE) DINOTR0PHENYLEZ.- 

1 )  - P r é p a r a t i o n  de l a  DNP-=Globine.- 

On pr6pare l a  g lobine i p a r t i r  de l a  carbonyl~myoglo- 

b ine  p a r  l ' a c é t o n e  chlorhydrique,  Après un lavage à l ' a c é t o n e  

e t  à l ' é t h e r ,  l a  p r o t é i n e  e s t  séchée sous v ide ,  I O  mg de glo- 

b ine  (envi ron  015 micromole) s o n t  t r a i t é s  p a r  un excès  de  

f l uo rod in i t robenzène  dans un mélange de b icarbona te  de sodium 

à 2 p, IO0 (1 v o l , )  e t  d ' a l c o o l  ( 2  vol.) sous  a g i t a t i o n ,  pen- 

d a n t  4 heures  à 370 C, L'excès d ' a l c o o l  e s t  chassé p a r  un 

cou ran t  d ' a i r  f r o i d ,  l ' e x c è s  de r é a c t i f  é l iminé  pa r  p l u s i e u r s  

e x t r a c t i o n s  à l ' é t h e r ,  en f a i s a n t  une émulsion par  a g i t a t i o n  

importante ,  s u i v i e  d'une c e n t r i f u g a t i o n  q u i  sépare  l e s  deux 

phases (on peu t  a u s s i  a j u s t e r  l e  pII aux envi rons  de 2. avec de 

l ' a c i d e  chlorhydrique,  r e c u e i l l i r  l a  DNP-protéine p a r  c e n t r i -  

f u g a t i o n  e t  l a  reprendre  dans une s o l u t i o n  de b icarbona te  

pour l e  lavage à l ' é t h e r ) .  Le mélange e s t  e n f i n  a j u s t é  & pH 2 

p a r  de l ' a c i d e  chlorhydrique e t  l a  DNP-protéine p r é c i p i t é e  e s t  

l avée  p l u s i e u r s  f o i s  avec de l ' e a u  à pH 2 contenant  25 p ,  IO0 

d ' acé tone ,  p u i s  avec de l ' a l c o o l  e t  de l ' acé tone .  Lorsque l a  

DNP-protéine e s t  employée pour l a  recherche des  groupements 

terminaux,  on peut  e n f i n  l a  l a v e r  à l ' é t h e r  e t  l a  g a r d e r  sèche;  

mais ce d e r n i e r  t r a i t e m e n t  l a  rend i n u t i l i s a b l e  pour l e s  hy- 

d r o l y s e s  enzymatiques; l a  me i l l eu re  façon de procéder e s t  de 

l a i s s e r  l a  D N ~ - ~ r o t é i n e  à l ' a i r  pendant 2 à 4 minutes ap rè s  

l e  lavage f i n a l  à l ' a cé tone ,  pu i s  de l a  reprendre  encore  hu- 

mide dans l e  tampon q u i  s e r v i r a  à l ' hyd ro lyse  enzymatique. 

D ' au t r e s  é c h a n t i l l o n s  de g lob ine  o n t  é t é  t r a i t é s  p a r  

l e  f l uo rod in i t robenzène  en mi l i eu  b icarbona te  contenant  40 p. 

100 d f a c é t o n e  ou en mi l ieu  b icarbona te  s e u l ,  



2 )  - Prépa ra t ion  de l a  t rypsine,-  

Pour é l imine r  l a  p o s s i b i l i t é  de coupures secondaires  

dues à l a  présence d ' a u t r e s  pept idases  dans nos é c h a n t i l l o n s  

de t r y p s i n e  c r i s t a l l i s é e ,  nous l e s  avons f a i t  incuber pendant 

24 heures  à 370 C.danslHC1 2/16 (2 - 5 mg de t ryps ine  dans 

1 m l ) ,  La t ryps ine  p rés sn te  une zone de s t a b i l i t é  maximum vis -  

à-vis du pH aux environs de pH 2 - 2 , 3 ;  l e s  a u t r e s  pep t idases  

éventuellement  rése en tes, s u r t o u t  l a  chymotrypsine, sont  inac- 

t i v é e s  p a r  ce t r a i t emen t .  Après l l i n c u b a t i o n ,  on a jou te  0,05 

m l  de C 1 2 C a  a M/IO à l a  prPpara t ion  e t  on peut  l a  garder  a i n s i  

au moins une semaine au r é f r i g é r a t e u r ,  sans  p e r t e  d ' a c t i v i t é .  

3 )  - Hydrolyse t ryps ique  e t  d in i t rophény la t ion  de 

1'hydrolysat.- 

La DNP-globine e s t  suspendue ou d i s s o u t e ,  se lon  l a  pos- 

s i b i l i t é ,  dans du b i c a r b ~ n a t e  à 0,5 p. IO0 e t  une p a r t i e  a l i -  

quote de l a  p répa ra t ion  de l'enzyme e s t  a jou tée ,  On l a i s s e  

l 'hydro lyse  se  poursuivre  pendant 24 heures ,  à 300 C ,  Pui s ,  

on a j o u t e  suffisamment de bicarbonate  s o l i d e  pour amener l a  

concen t ra t ion  à 2 p,  100, On a j o u t e  au mélange une g u a n t i t é  

ca l cu lée  de f luorodin i t robenzène  e t  on l a i s s e  l a  condensation 

s e  f a i r e  pendant 2 heures  en augmentant l a  température à 400 C e  

ku bout de ce temps, on a jou te  de l ' a cé tone  pour o b t e n i r  une 

concent ra t ion  de 40 p. IO0 (en vol.)  e t  on cont inue l a  conden- 

s a t i o n  encore pendant 3 heures ,  Ce t t e  façon de procéder permet 

d f  é l imine r  l ' excès  de f luorodini t robenzène en l e  t ransformant  

ent ièrement  en d in i t rophéno l ,  En e f f e t ,  l e s  e x t r a c t i o n s  e t  

lavages des  DNP-peptides de l t h y d r o l y s a t  enzymatique sont  t r è s  

d é l i c a t s  à r é a l i s e r  e t  nous avons cherché à ne perdre  aucun 

pept ide  au cours de ces  manipulations.  Le mi l ieu  e s t  donc 



a j u s t é  à pH 2  ( ~ 1 ) .  Après c e n t r i f u g a t i o n ,  l e  p r é c i p i t é  e s t  

l avé  d 'abord avec de l ' e a u  à pH 2, pu i s  à l ' acé tone  ac ide ,  

p u i s  à l ' é t h e r .  Après d e s s i c a t i o n ,  l e s  DNP-dérivés s o n t  hydro- 

l y s é s  en tiibe s c e l l é  sous vide  p a r  de 1 ' H C l  5 ,7  N.De l ' h y d r o l y s a t  
I 

d i l u é  ( concen t r a t i on  en acide  env i ron  1 N), on e x t r a i t  l e s  

DNY-dérivés l i b é r é s ,  on l e s  i d e n t i f i e  e t  on l e s  dose p a r  l e s  

méthodes d é j à  d é c r i t e s .  

4 )  - R é s u l t a t s  obtenus ( v o i r  Tableau II e t  F igure  13). 

Nous avons t rouvé ,  dans n o t r e  première s é r i e  d  ' expérien- 

c e s ,  3 t a ches  i n t e n s e s  en p ropor t ion  équimolai re ;  l e  DNP-gly- 

coco l l e  q u i  e s t  l e  groupement N-terminal de l a  g lob ine ,  l a  

DNP-leucine e t  l ' a c i d e  DNP-aspartique, e t  4 a u t r e s  t a c h e s  p l u s  

f a i b l e s  (DNP-alanine, DNP-sérine, DNP-thréonine, DNP-histidine). 

La DNP-tyrosine e s t  a u s s i  p a r f o i s   rése ente. 

L 'ex is tence  dlenchafnements arg-leu e t  arg-asp (ou asp- 

NH2) dans l a  p r o t é i n e  sembla i t  donc démontrée, mais l a  présence 

d ' a u t r e s  t aches  en  q u a n t i t é  assez  importante  ( e l l e s  é t a i e n t ,  

d ' a i l l e u r s ,  en q u a n t i t é  équ imola i res  e n t r e  e l l e s )  é t a i t  anor- 

male. 

Nous avons pensé que l a  p r o t é i n e  que nous avions  em- 

ployée é t a i t  un mélange de g lob ine  déna turée  e t  de g lob ine  

n a t i v e  e t  que c e r t a i n s  groupements %-MI2 de l a  l y s i n e  n ' é t a i e n t  

pas  a c c e s s i b l e s  au r é a c t i f  (pour ce s  groupements, l a  q u e s t i o n  de 

l a  r é a c t i v i t é  ne joue guère;  pa r  c o n t r e ,  pour l e  groupe imida- 

z o l e  de l ' h i s t i d i n e  e l l e  e s t  e s s e n t i e l l e ) .  Nous avons donc pré- 

paré  de l a  g lob ine  d'une façon t r è s  r igoureuse  a f i n  de  l ' o b t e n i r  

à l ' é t a t  n a t i f  (manipulat ion à - 159 C, en chambre f r o i d e  spé- 





Figures 13 ---------- 
Représentation schématique des chromatogrammes bi- 
dimensionnels des DNP-acides aminés terminaux de 
llhydrolysat trypsique de la DPJP-globine (de la 
myoglobine) . 
a : Globine partiellement dénaturée et dinitrophé- 

nylée. Hydrolyse trypsique. Le glycocolle est 
le groupe N-terminal initial. La leucine et 
l'acide aspartique proviennent de la coupure 
des liaisons arg-leu et arg-asp, La tyrosine 
n'est pas toujours présente. De la mono-DNP- 
histidine se trouve dans la phase hydrosoluble, 

b : Globine non dénaturée et dinitrophénylée. Hy- 
drolyse trypsique.  intensité relative de la 
tache du DNP-glycocolle dans les deux chroma- 
tographies provient du fait que la D ~ ~ ~ p r o t é i n e  
n'a été que partiellement hydrolysée par l'enzy- 
me O 







c i a l e )  e t  nous avons r é p é t é  l e s  expér iences .  Ce t t e  f o i s - c i ,  

l e s  7 t a c h e s  é t a i e n t  p r é sen t e s  en q u a n t i t é s  sensiblement  

é g a l e s  e t  nous avons a u s s i  obtenu l e  meme r é s u l t a t  en d i n i t r o -  

phénylan t  l a  carbonylmyoglobine dans des  cond i t i ons  non-déna- 

t u r a n t e s .  Qua t r e ,  (ou peut-e t re  c inq )  de s  groupements E-NHZ- 

l y s i n e  de l a  p r o t é i n e  non-dénaturée ne s o n t  donc pas access i -  

b l e s  au d in i t ro f luo robenzène ,  mais l e  dev iennent  ap rè s  dénatu- 

r a t i o n .  

B - GLOBINE (de l a  myoglobine) CARB0BENZOXYLEE.- 

Nous avons f a i t  de s  expé r i ences  analogues avec l e  chlo- 

r u r e  de carbobenzoxyle (s). Le p r i n c i p e  de l a  condensat ion d e  

ce  r é a c t i f  avec l a  p r o t é i n e  e s t  i d e n t i q u e  à c e l u i  que l ' o n  

r é a l i s e  avec l e  f l uo rod in i t robenzène ,  mais 1 'hydrolyse du réac- 

t i f  lui-m&me e s t  beaucoup p lus  poussée,  e t  on d o i t  normalement 

e f f e c t u e r  l a  r é a c t i o n  à une température  p l u s  basse.  Les r é s u l -  

t a t s  obtenus avec l a  p r o t é i n e  carbobenzoxylée s o n t  moins re- 

p r o d u c t i b l e s  que ceux obtenus avec l a  DNP-protéine, mais s o n t  

néanmoins s i m i l a i r e s ,  

Nous avions  é t u d i é  l e s  d é r i v é s  carbobenzoxylés avec 

l ' e s p o i r  de s é p a r e r  l e s  pep t ide s  obtenus  e t  de l e s  " r égéné re rw  

p a r  décarbobenzoxylat ion : en e f f e t ,  l e  déblocage du groupe 

carbobenzoxy peu t  s e  f a i r e  s o i t  pa r  hydrogénat ion c a t a l y t i q u e ,  

s o i t  p a r  l ' a c t i o n  de l ' a c i d e  bromhydrique en mi l i eu  formique. 

(*) - Nous remercions vivement n o t r e  co l l ègue ,  M. DAUTRJCVAUX, 
pour l a  ~ r é ~ a r a t i o n  de ce r é a c t i f .  



Malheureusement, nos e s s a i s  n ' o n t  pa s  é t é  couronnés 

de  succès  à l a  s u i t e  de p l u s i e u r s  d i f f i c u l t é s  techniques  : 

- au cours  de nos e s s a i s ,  l ' a c t i o n  de l a  t r y p s i n e  ne 

s ' e f f e c t u a i t  pas  d'une façon  complète s u r  de  t e l s  s u b s t r a t s ;  

- l a  r é g é n é r a t i o n  des  ~ e p t i d e s  p a r  décarbobenzoxyl- 

t i o n  n ' é t a i t  pas techniquement commode, 

C - GLOBINE (de l a  myoglobine) ACETYLEE.- 

Nous avons donc essayé une t r o i s i è m e  méthode de modi- 

f i c a t i o n  chimique, l ' a c é t y l a t i o n ,  q u i  s ' e s t  r é v é l é e  u t i l e  non 

seulement  dans l e  ca s  d e s  hydrolyses  l i m i t é e s ,  mais a u s s i  dans  

l e s  é tudes  des  groupes terminaux ( v o i r  Chap i t r e  VII ) .  Nous 

nous sommes i n s p i r é  d e s  t r avaux  de HUGEES ( 3 ) .  

1) - P r é p a r a t i o n  d ' acé tg lg lob ine  non dénaturée , -  

Nous d é c r i r o n s  d 'abord l e  p ro toco l e  employé pour acé- 

t y l e r  l e s  groupements NH2 (E -NH~- lys ine  e t  &NH2 d e s  ac ides  

aminés) t o u t  en ne d é n a t u r a n t  pas l a  p r o t é i n e .  

Une s o l u t i o n  de MbCO ( q u a n t i t é  connue, de l ' o r d r e  d e  

I O  - 20 mg, d i s s o u t e  dans  une p e t i t e  q u a n t i t é  d 'eau s a t u r é e  

e n  oxyde de carbone) e s t  amenée à demi-satura t ion en a c é t a t e  

d e  sodium e t  r e f r o i d i e  à 09 C. dans un b a i n  de g l ace .  Sous 

a g i t a t i o n  pendant t r o i s  heures ,  on a j o u t e  de  p e t i t e s  q u a n t i t é s  

d '  anhydride acé t ique .  L a  q u a n t i t é  t o t a l e  a j o u t é e  p e u t  Q t r e ,  

éven tue l lement ,  s u p é r i e u r e  à l a  q u a n t i t é  théor ique .  La p r o t é i -  

ne a c é t y l é e  e s t  p r é c i p i t é e  en a j o u t a n t  5 volumes d ' é thanol ,  

l a v é e  p l u s i e u r s  f o i s  p a r  l e  mélange é thano l / ac ide  chlorhydr i -  



que - ~ / 4 0  ( 5  : 1) pour en l eve r  l ' e x c è s  d ' anhydr ide  acé t i que  e t  

d ' a c é t a t e  de sodium ( l a  présence d ' a c i d e  empeche l a  s o l u b i l i -  

s a t i o n  de l ' a c é t y l p r o t é i n e  dans l ' é t h a n o l ) .  La p r o t é i n e  e s t  

e n s u i t e  l avée  à l ' a c é t o n e  p l u s i e u r s  f o i s .  Après l e  d e r n i e r  

l avage ,  on l a i s s e  évapore r  l a  p l u s  grande p a r t i e  de  l ' a c é t o n e  

du p r é c i p i t é  e t  on a j o u t e  une p e t i t e  q u a n t i t é  d 'eau.  Un g e l  

rougetl t re  s e  forme,  En a j u s t a n t  l e  pH aux env i rons  de 7 - 8, 

l l a c é t y l p r o t é i n e  d e v i e n t  complètement s o l u b l e ,  Dans c e r t a i n s  

e s s a i s ,  nous avons a j u s t é  l e  pH; dans  d ' a u t r e s ,  nous avons 

r e p r i s  l a  ~ r o t é i n e  d i r ec t emen t  dans  l e s  tampons q u i  s e r v e n t  

aux hyd ro ly se s ,  

2 ) -. P r é p a r a t i o n  d '  a c é t y l g l o b i n e  dénaturée,-  

Nous avons essayé p l u s i e u r s  t echn iques  de  d é n a t u r a t i o n  

de l a  p r o t é i n e  en  vue de son a c é t y l a t i o n  : chauffage avec ou 

s ans  u r é e ,  t r a i t e m e n t  p a r  l ' é t h a n o l ,  p a r  du ch lo rhyd ra t e  de  

guan id ine  6 l4, e t c . . ,  Le m e i l l e u r  procédé pour d é n a t u r e r  l a  

p r o t é i n e  t o u t  en  l a  ga rdan t  sous une forme maniable a  é t é  l e  

s u i v a n t  : 

A l a  p r o t é i n e  n a t i v e  ( M ~ C O  ou fe r r iMb) ,  d i s s o u t e  dans  

une p e t i t e  q u a n t i t é  d ' eau  (1 - 2 m l  h a b i t u e l l e m e n t ) ,  on ajou- 

t e  suff isamment de  ch lo rhyd ra t e  de guan id ine  pour o b t e n i r  une 

s o l u t i o n  0,2 - i\t, L a  guanidine  a g i t  comme agen t  de d i s p e r s i o n ,  

On a j o u t e  à l a  s o l u t i o n  de l ' é t h a n o l  j u s q u t à  ce qu'un change- 

ment de t r anspa rence  s o i t  imminent e t  s ans  que l a  p r o t é i n e  

s o i t  coagulée.  On l a i s s e  t o u t e  l a  n u i t  sous  a g i t a t i o n ,  à l a  

température  de l a  p i è c e ,  e t  l e  lendemain on con t inue  l ' a d d i t i o n  

d ' a l c o o l ,  lentement  e t  sous  une f o r t e  a g i t a t i o n ,  j u squ ' à  ce  

que l a  p r o t é i n e  s o i t  complètement caagulée.  On a j u s t e  l a  pro- 



p o r t i o n  d ' é t h a n o l  à 3 volumes, e t  on con t inue  l ' a g i t a t i o n  2 

à 3 heu re s ,  t o u t  en  s ' a s s u r a n t  que l a  p r o t é i n e  coagulée s o i t  

b i en  d i s p e r s é e .  On a j o u t e  6 volunes  d f  acétone r e f r o i d i e  (quan- 

t i t é  c a l c u l é e  s u r  l a  base de l a  s o l u t i o n  aqueuse i n i t i a l e )  

e t  on récupère  l a  p r o t é i n e  déna turée  p a r  c e n t r i f u g a t i o n ,  On 

v é r i f i e ,  s ' i l  s ' a g i t  d 'un  e s s a i  q u a n t i t a t i f ,  que t o u t e  l a  

p r o t é i n e  a  é t é  p r é c i p i t é e  en  v e r s a n t  l e  su rnagean t  dans un 

volume é g a l  d ' acé tone  f r o i d e ,  On suspend l a  p r o t é i n e  dans l e  

minimum d ' a c i d e  ch lorhydr ique  - ~ / 2 0  e t  on a j o u t e ,  sous  f o r t e  

a g i t a t i o n ,  un grand excès  d ' a cé tone  ch lorhydr ique  (acé tone  

con t enan t  2 p. IO0 dfHC1 concen t ré )  pour e n l e v e r  l e  groupement 

porphyr inique.  On c e n t r i f u g e  e t  on r é p è t e  l ' o p é r a t i o n  deux 

f o i s .  En f in ,  on l ave  p l u s i e u r s  f o i s  à l ' a c é t o n e .  L ' a c é t y l a t i o n  

e s t  e f f e c t u é e  de l a  merne façon  que pour l a  p r o t é i n e  e n t i è r e ,  

non déna tu rée ,  sauf qu'aucune p r é c a u t i o n  s p é c i a l e  n ' e s t  p r i s e  

quan t  à l a  t empéra tu re  e t  que l ' é t h a n o l  aqueux q u i  s e r t  au 

lavage peu t  Q t r e  p l u s  a c i d e ,  du f a i t  que l e  danger  d ' e n l e v e r  

l e  groupement porphyr in ique  n ' e x i s t e  p l u s .  En r ep renan t  dans  

de l ' e a u ,  on o b t i e n t  un g e l  presque b lanc  q u i  e s t  s o l u b l e  e n  

m i l i e u  a l c a l i n .  

3)  - Hydrolyse t r yps ique  de l a  g lob ine  acétylée.-  

Des schémas d e s  chromatogrammes obtenus  s o n t  r e p r o d u i t s  

s u r  l a  Figure  14. I l s  démontrent ,  notamment ceux q u i  d é c r i v e n t  

l e s  r é s u l t a t s  de l ' h y d r o l y s e  t r y p s i q u e  de  l a  g lob ine  d é n a t u r é e  

e t  a c é t y l é e ,  que deux l i a i s o n s  c a r a c t é r i s t i q u e s  o n t  é t é  cou- 

pées  : l ' u n e  e s t  une l i a i s o n  a r g  - l e u ,  l ' a u t r e  a r g  - asp  

Cou a s p a r a g i n e ) ,  En a n a l y s a n t  s u r t o u t  l e s  r é s u l t a t s  d thydro-  

l y s e  t r y p s i q u e  de  l a  DNP-globine e t  de carbobenzoxyla t ion,  

il semble que l a  l i a i s o n  a r g  - l e u  s o i t  p l u s  f a c i l e m e n t  atta- 

quée que l a  l i a i s o n  a r g  - asp (ou asp  - NH2). 



Figures 14 
--.)-------- 

Représentation schématique des chromatogrammes bidi- 
mensionnels des DNP-acides aminés terninaux de l'hy- 
drolysat trypsique de la globine (de la myoglobine) 
acétylée, 

a 2 Carbonylmyoglobine non-dénaturée, acétylée, 
Hydrolyse trypsique. Lfhydrolysat trypsique est 
dinitrophénylé et, après hydrolyse totale, les 
DNP-acides aminés sont chr~matogra~hiés , La pe- 
tite quantité de DNP-glycocolle doit être attri- 
buée à une ac6tylation incomplète du groupement 
N-terminal de la globine, 

b t Globine dénaturée (éthanol/guanidine/acétone 
acide) et acétylée. Hydrolyse trypsique, Il ne 
fait aucun doute que la DNP-leucine et l'acide 
DNP-aspartique proviennent des liaisons arg-leu 
et arg-asp (ou asp-NH2) de la 



D - ESSAIS DE SEPAP.ATION DES FRAGIVENTS PEPTIDIQUES LIBERES PAR 

HYDROLYSE TRPPS 1 QUE DE LA UNP-GLOBINE MODIFIEE e- 

L ' i n t é r e t  de  l t h y d r o l y s e  t r y p s i q u e  l i m i t é e  e t  s p é c i f i -  

que e s t  r e p r e s e n t é e  e s s e n t i e l l e m e n t  p a r  l e  "découpage" de l a  

molécule en t r o i s  f ragments  de po id s  mo lécu l a i r e  r é d u i t .  La 

s i m p l i f i c a t i o n  du s u b s t r a t  q u i  en r é s u l t e  augmente considér-  

blement l e s  p o s s i b i l i t é s  d ' é tudes  s t r u c t u r a l e s ,  La d i s p o s i t i o n  

e x a c t e  de  ce s  t r o i s  f ragments  s e r a  f a c i l e  à dé te rminer .  

Le f ragment  de " t @ t e n  a  l e  mdme groupe N-terminal que  

l a  g lob ine  i n i t i a l e ,  l e  fragment de "queue" l e  mQme groupe 

C-terminal que l a  g l o b i n e  i n i t i a l e .  

I l  e s t  donc i nd i spensab l e  de  pouvoi r  s é p a r e r  e f f i c a -  

cement e t  r e l a t i v e m e n t  a isément  c e s  t r o i s  f ragments ,  

Les e s s a i s  s é p a r a t i f s ,  comme nous l ' avons  d é j à  d i t ,  

o n t  été v a i n s  avec l e s  DNP-peptides e t  l e s  carbobenzoxypept ides .  

En e f f e t ,  dans ce c a s ,  l ' h y d r o l y s e  e s t  t r o p  incomplète ,  Les 

DNP-peptides obtenus  ne s é p a r e n t  pa s  ne t t emen t  dans l e  système 

d e  REDFIELD e t  ANFINSEN ( 4 )  (tampon b o r a t e  e n  m i l i e u  u r é e  con- 

c e n t r é e  sous  h a u t  v o l t a g e  e t  en m i l i e u  t o l u è n e  r e f r o i d i ) .  

Avec l e s  p e p t i d e s  a c é t y l é s ,  l e s  e s s a i s  s é p a r a t i f s  o n t  

é t é  p l u s  s a t i s f a i s a n t s ,  En tampon v é r o n a l  de pH 8 ,9 ,  on s é p a r e  

a s s e z  ne t t ement  4 f r a c t i o n s ,  a s s ez  f a i b l e m e n t  c o l o r a b l e s  p a r  

l e  b l eu  de  bromophénol p a r  s u i t e  de  l t a c é t y l a t i o n  d e s  s u b s t r a t s .  

Parmi c e s  q u a t r e  f r a c t i o n s ,  l ' u n e  e s t  c o n s t i t u é e  encore  p a r  d e  

l a  g l o b i n e  a c é t y l é e  non a t t aquée .  En e f f e t ,  l ' hyd ro ly se  t ryp-  

s i q u e  n ' e s t  pas  complète,  s ans  dou t e  pa r ce  que l a  t r y p s i n e  



s ' a u t o l y s e  rapidement au cours  de l ' hyd ro ly se  (n), I l  s e r a i t  

donc n é c e s s a i r e  de r a j o u t e r  de  l a  t r y p s i n e  à d i f f é r e n t s  temps 

de  1' hydrolyse .  

De ces  q u a t r e  f r a c t i o n s ,  3 s o n t  r é v é l a b l e s  p a r  l e  réac-  

t i f  de SAGAKUCHI, s p é c i f i q u e  de l t a r g i n i n e  : l ' u n e  e s t  l a  610- 

b ine  a c é t y l é e  i n t a c t e ,  q u i  c o n t i e n t  2 m o l ~ c u l e s  d ' a r g i n i n e ,  

l e s  deux a u t r e s  s o n t  l e s  deux f ragments  p e p t i d i q u e s  ~ o s s é -  

dan t  l ' a r g i n i n e  en p o s i t i o n  C-terminale. 
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Extrémité N-terminale de l a  globine,- 

Nous avons v é r i f i é  l ' i d e n t i t é  du groupement N-terminal 

de l a  myoglobine, La méthode e s t  l a  su ivante  t 

Environ 1 micromole de l a  p ro té ine  (h4bC0 non-dénatu- 

r é e ,  g lobine ,  globine t r a i t é e  pa r  l e  ch lorhydra te  de guanidine 

e t  l ' é t h a n o l )  e s t  d i s s o u t e  ou mise en suspension se lon  l e  cas  

dans 3 m l  de bicarbonate  de sodium à 2 p, IO0 ( p ~  8,O). On 

a j o u t e  une q u a n t i t é  ca l cu lée  de f luorodin i t robenzène  e t  on 

a g i t e  à 400 C , ,  pendant l a  n u i t .  Le leridemain, on a joute  2 vo- 

lumes d 'é thanol  e t  on l a i s s e  cont inuer  l ' a g i t a t i o n  pendant 2 

à 3 heures ,  pour p a r f a i r e  l a  condensation e t  é l imine r  l ' excès  

de r é a c t i f .  On a c i d i f i e  ( H C ~ )  e t  on r e c u e i l l e  l e  p r é c i p i t é  de 

DNP-protéine par  c e n t r i f u g a t i o n .  Le p r é c i p i t é  e s t  r e p r i s  dans 

3 m l  de s o l u t i o n  de b icarbonate  de sodium à 2 p. IO0 e t  on 

l a v e  à l ' é t h e r  p l u s i e u r s  f o i s ,  par  cen t r i fuga t ion .  On a c i d i f i e  

encore,  on a jou te  un volume d 'acétone e t  on l ave  p l u s i e u r s  

f o i s  avec un mélange d 'acétone e t  d ' eau  légèrement ac ide ,  

e n f i n  avec de l ' a cé tone  pure,  pu i s  avec de l ' é t h e r .  On l a i s s e  

séche r  l e  p r é c i p i t é  e t  on l e  reprend dans 2 m l  dfHC1 5,7 ?J, 

dans un tube à e s s a i ,  qu'on s c e l l e  sous v ide ,  On chauffe à 

I05Q C pendant 16 heures  ( a ) .  L1hydrolysat  e s t  d i l u é  pour ob- 

t e n i r  une concent ra t ion  une f o i s  moléculaire en acide chlorhy- 

d r ique  e t  e x t r a i t  à l ' é t h e r  p u i s  au mélange a c é t a t e  d r é t h y l e /  

butanol  secondaire .  Les e x t r a i t s  sont  séchés ,  soumis à l a  su- 

(&)  - Suivant  l e s  s u b s t r a t s ,  l e  temps d 'hydrolyse peut Btre  
modifié,  notamment r accourc i ,  pour r édu i re  l a  destruc-  
t i o n  du DNP-aminoacide terminal .  



b l ima t ion  pour en l eve r  l e  d i n i t r o p h é n o l  e t  éLudiés en chromato- 

g r aph ie  b id imens ionne l le ,  Les é l u a t s  de l a  tache  (ou des ta- 

ches  t rouvées )  s o n t  dosés  par  spec t rophotomét r ie  ( v o i r  p l u s  

h a u t  Chapi t re  I V ) .  

Un témoin du DNP-aminoacide i d e n t i f i é  e s t  a u s s i  hy- 

d r o l y s é  en  présence du s u b s t r a t  (rion i ~ i n i t r o ~ h é n y l é )  a f i n  d  ' es- 

t i m e r  l a  d e s t r u c t i o n  s u b i e  pa r  l e  groupement t e r m i n a l  au cou r s  

de l ' hydro lyse .  

En u t i l i s a r i t  c e t t e  méthode, nous avons re t rouvé  les 

r é s u l t a t s  c l a s s i q u e s  INGRAM ( 1 )  PElAEWKEL-CONRAT ( 2 ) ,  c  ' est-à- 

d i r e  1 molécule de DNP-GLYCOCOLLE dans l e  c a s  de  l a  g lobine  

de  myoglobirie . 
2)  - Extrémité  N-terminale de l l h é m é r y t h r i n e  e t  du 

cytochrome c ,  

a. - E s s a i s  de  dé t e rmina t ion  p a r  l a  méthode des d i n i -  

t rophénylaminoacides de SANGER.- 

a) - D i f f i c u l t é s  t echniques  : L a  dé t e rmina t ion  des  

e x t r é m i t é s  ?J-terminales de 1 'hémérythrine e t  du cytochrome c 

e s t  p a r t i c u l i è r e m e n t  d é l i c a t e .  Nos t ravaux ,  b ien que poursui- 

v i s  depuis  un c e r t a i n  temps d é j à ,  s o n t  t o u j o u r s  en  cours ,  e t  

nous n'avons pas  encore r é u s s i  à o b t e n i r  d e s  conc lus ions  d é f i -  

n i t i v e s .  

La d i f f i c u l t é  du problème r é s u l t e  du f a i t  que, dans 

c e s  p r o t é i n e s ,  l e s  groupements N-terminaux, s ' i l s  e x i s t e n t ,  

ne conduisent  pas  à des  d é r i v é s  d i n i t r ~ ~ h é n y l é s  éthéro-solu- 

b l e s .  I l  f a u t  donc s u r t o u t  rechercher  l e s  r é s i d u s  N-terminaux 



dans la phase aqueuse, qui peut contenir les dérivés de l'argi- 

nine et de l'histidine. 

L' arginine , qui ne forme qu'un dérivé monodinitrophé- 
nylé, se trouve toujours dans la phase aqueuse, d'où elle peut 

etre extraite finalement par le mélange de KOCH et IJEIDEL, en 

meme temps que 1' 2 -DNP-lysine et éventuellement quelques 

peptides contenant de 1' -DNP-lysine, La bis-DNP-histidine 

se partage entre les deux phases, éthérée et aqueuse, mais 

elle peut Qtre extraite de cette dernière, soit par extraction 

continue à l'éther dans un extracteur spécial, soit par l'acé- 

tate d'éthyle. 

L'a-DNP-histidine et llimidazole-DNP-histidine se comportent 

comme la DHP-arginine, c 'est-à-dire qu'elles restent dans la 

phase aqueuse, d'où ellss peuvent Qtre extraites par le mélange 

de KOCIi et \JEIDEL, 

Nous avons essayé de déterminer le degré de destruction 

des dérivés dinitrophénylés hydrosolubles, Au cours de ces es- 

sais, nous pouvons récupérer dans tous les cas plus de 90 p. 

IO0 de la DNP-arginine ajoutée (hydrolyse de la DNP-arginine 

en présence de la protéine, séparation par électrophorèse, 

récupération, dosage) et il semble donc que la destruction 

de la DNP-arginine ne soit pas considérable et que l'on puisse, 

en règle générale, retrouver ce dérivé lorsquril est en posi- 

tion N-terminale. Il n'est pas exclu, évidemment, que la des- 

truction de la DNP-arginine encore engagée dans une liaison 

peptidique soit plus importante. Ouant aux dérivés de lThisti- 

dine, leur destruction semble etre assez considérable, surtout 

pour les dérivés substitués sur le groupement imi8azole. 



Une a u t r e  d i f f i c u l t é  t echnique  p rov ien t  de l a  présence 

de 1' E -DtJl?-lysine, q u i  e s t  t o u j o u r s  p l u s  abondante que l e  

d é r i v é  74-terminal, Plais l a  s é p a r a t i o n  e n t r e  l a  DNP-arginine e t  

1' E-DMP-lysine e s t  a s sez  f a c i l e  à r é a l i s e r ,  en u t i l i s a n t  

l f é l e c t r o p h o r è s e  à pH I 0 , 5  ( N H ~ O H  - M/I)  que nous avons d é c r i t e .  

l a  s e u l e  cause d ' e r r e u r  peu t  p roven i r  de l a  p résence  de d i n i -  

t r a n i l i n e ,  q u i  occupe l a  meme p l a c e  que l a  DNP-arginine; mais 

ce s  deux composés o n t  de s  f l uo re scences  net tement  d i f f é r e n t e s  

en lumière de TtdOOD e t ,  de t o u t e s  façons ,  ap rè s  r é c u p é r a t i o n  

de l a  zone é l e c t r o p h o r é t i q u e ,  une chromatographie dans  l e  sys- 

t ème " to luène"  permet d ' o b t e n i r  f a c i l e m e n t  l e u r  sépara% ion.  

La s é p a r a t i o n  é l e c t r o p h o r é t i q u e  de 1' E -DNP-lysine e t  des  dé- 

r i v é s  de l ' h i s t i d i n e  e s t  moins s a t i s f a i s a n t e  e t  d o i t  é t r e  ob l i -  

ga to i rement  complétée a p r è s  é l u t i o n  des  bandes é lec t rophoré-  

t i q u e s  p a r  une s é p a r a t i o n  chromatographique. Nous donnons un 

schéma du comportement é l e ~ t r o ~ h o r é t i q u e  des  d é r i v é s  rencon- 

t r é s  ( ~ i g u r e  1 5 ) .  

Mais un deuxième o b s t a c l e  technique majeur ( s u r t o u t  

dans l e  ca s  de l ' h i s t i d i n e )  p r o v i e n t  de l a  d i f f i c u l t é  d'hydro- 

l y s e r  conplètement l a  DNP-protéine avan t  que l e  groupement t e r -  

minal ne s o i t  t o t a l emen t  d é t r u i t .  En f in ,  dans nos h y d r o l y s a t s ,  

nous avons é t é  t r è s  genés par  l a  présence de p e p t i d e s  jaunes 

con tenan t  de 1' -DNP-lysine. Dans l e  cas  de l ' héméry thr ine ,  

nous avons meme pu i s o l e r  e t  i d e n t i f i e r  l e  pep t ide  phe- -DNP- 

l y s i n e .  

f5) - R é s u l t a t s  obtenus : I l  ne nous e s t  pas p o s s i b l e  

d ' a f f i r m e r  avec c e r t i t u d e  l a  p résence  de l ' h i s t i d i n e  comme 

r é s i d u  N-terminal dans l e s  deux p r o t é i n e s  é tud i ée s .  11 e s t  

évidemment p o s s i b l e  que c e s  mol6cules ne con t i ennen t  pas de 
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groupements terminaux (protéine cyclique) ou que les groupe- 

ments aminés terminaux soient bloqués (acylation, association 

électrostatique, etc.) ou difficilement accessibles (emp&che- 

ment stérique) . 
Nous sommes le premier qui ayons travaillé sur les 

groupements N-terminaux de l'hémérythrine, mais la question 

du cytochrome c a une histoire, que nous allons résumer briè- 

vement. 

PAUL (3) a montré que, si l'on traitait le cytochrome 

c de Boeuf par le dinitrofluorobenzène, une petite partie de 

lthistidine (0,47 résidu sur trois) n'atait pas dinitrophény- 

lable; cette détermination d'histidine libre ayant été faite 

par dosage r~~icrobiologique à l'aide d'une décarboxylase spé- 

cifique. IdBRGOLIASH (4) a trouvé que sur les 4 résidus d'his- 

tidine présents dans le cytochrome c de Cheval, l'un donnait 

de la bis-DNY-histidine et représentait donc un groupement 

N-terminal ttnormal" (non associé avec la porphyrine), un autre 

donnait un dérivé inidazole-DNP-histidine et provenait donc 

d'un résidu d'histidine situé dans la chafne peptidique, un 

autre ne donnait pas de dérivé dinitrophénylé et pouvait donc 

dtre un résidu de la chafne dont le groupement imidazole n'é- 

tait pas accessible (association avec la porphyrine ? ) ;  enfin 

le dernier donnait un dérivé bis-DNP-histidine, mais seulement 

après traitement de la ~rotéine par de l'eau oxygénée, et re- 

présenterait donc un deuxième groupement N-terminal dont le 

groupement imidazole serait associé avec la porphyrine. Ces 

résultats sont très séduisants, surtout parce qu'ils fournis- 

sent un tableau complet de la situation des histidines dans 

la molécule, mais nous n'avons jamais réussi à les reproduire. 



Mous avons pu démontrer, en utilisant le peptide synthétique 

histidyl-histidine (his-his), que les arguments concernant 

le manque de réactivité du groupement imidazole vis-à-vis du 

dinitrolluorobenzène doivent 8tre interprétés avec beaucoup 

de prudence. Par extraction continue à l'éther d'un hydroly- 

sat de DNP-cytochrome c, nous avons trouvé de petites quan- 

tités de bis-DNP-histidine, mais en quantités si faibles qu'on 

ne peut affirmer que l'histidine est. en position N-terminale. 

Nos essais de mise en évidence de l'a-DNP-histidine ont ren- 

contré les difficultés discutées plus haut. 

Plus tard, un groupe japonais (MATSUBA~ZA, HAGIHKRA, 

HORIO et OKUNmI) (5) ont trouvé l'arginine comme groupe N-ter- 

mina1 dans le cytochrome c de Boeuf et de Cheval, et l'arginine 

et la thréonine pour le cytochrome c de Levure. Nous n'avons 

pu confirmer ces travaux, en ce qui concerne le cytochrome c 

de Cheval. Or, il nous semble presque impossible de ne pas 

retrouver l'arginine par les méthodes (elec~roghorèse,x6cupéra- 

tion, chromatographie, révélation spécifique, dosage) que nous 

avons utilisées. 

Nous devrons conclure donc en disant que la  rése en ce 
d'arginine comme acide aminé N-terminal nous semble bien im- 

probable, tandis que la présence d%istidine est possible 

mais n'est pas démontrée clairement. 

b. - Essais de détermination des groupes terminaux 
par la leuciné-aminope~tidase. 

En vue d'obtenir des renseignements plus précis, nous 

avons essayé de déterminer le groupe N-terminal (et la séquence 



N-terminale) en utilisant la leucine aminopeptidase que nous 

avons préparée selon HILL et SMITH (6) à partir dihomogénat 

de reins de Porc. Bien que nos préparations d'enzyme se soient 

montrées très actives vis-à-vis de la leucylglycine (leu-gly) 

synthétique et aussi de l'insuline pure standard (Commission 

Internationale de Biochimie, JUPAC, fournie par British Drug 

House, Ltd), aucune activité significative n'a pu Qtre obser- 

vée, aussi bien sur llhémérythrine, sur la myoglobine (aussi 

bien sur la globine que sur la carb~nylmyo~lobine) que sur le 

cytochrome c. Il semble que ces substrats soient trop com- 

plexes ou ne soient pas suffisamment "dépliés1' pour que l'en- 

zyme puisse agir. 

B - DE'L'ERMIIIATION DE LA SEQUENCE C-TERbiINALE PAR LA CAT'CBOXY- 

PEPT1DASE.- 

La carboxypeptidase est un enzyme se trouvant norma- 

lement dans les sécrétions pancréatiques et qui agit sur les 

protéines (ou les peptides) en enlevant, l'un après l'autre, 

les acides aminés situés à l'extrémité C-terminale de la chaf- 

ne peptidique. La spécificité de l'enzyme est assez large; 

seule, la présence d'un résidu de proline dans la chafne cons- 

titue un barrage absolu à l'action de l'enzyme. Toutefois, la 

vitesse de libération des différents résidus d'acides aninés 

peut varier de façon importapte. La phénylalanine est l'acide 

aminé libéré le plus vite, la lysine celui qui l'est le plus 

lentement. L'enzyme dont nous disposions (~orthington Bioche- 

micals, Inc.) est une préparation très purifiée et qui n'est 

pratiquement pas souillée par d'autres enzymes protéolyti- 

ques, mais, pour plus de rigueur dans nos expériences, nous 



l ' avons  t r a i t é ,  avant son u t i l i s a t i o n ,  par un l é g e r  excès de 

d i i sop ropy l f l uo rophospha t e .  Ce r é a c t i f  inh ibe  s u r t o u t  l a  chy- 

motrypsine qu i  p o u r r a i t  é t r e  p résen te ,  e t  n ' i n f l u e  guère s u r  

l ' a c t i o n  de l a  carboxypeptidase. 

Nous avons essayé l ' a c t i v i t é  de c e t  enzyme s u r  un 

é c h a n t i l l o n  d ' i n s u l i n e  pure e t  nous avons pu c o n s t a t e r  l ' en-  

lèvement de q u a n t i t é s  presque s toichiornétr iques  d 'a lan ine  

(cha tne  A ) ,  d 'asparagine (chafne B) e t  d'une t r a c e  d 'ac ide  as- 

p a r t i q u e  q u i  provien t  de l ' a spa rag ine  en p o s i t i o n  C-terminale. 

Dans des  condi t ions  comparables, l'enzyme n'a montré 

aucune a c t i v i t é  su r  l e  cytochrome c  e t  seulement une f a i b l e  

a c t i v i t é  vis-à-vis de l a  globine de myoglobine ou de l a  nyo- 

g lobine  elle-même, Néanmoins, ces  premières expériences  nous 

on t  donné quelques i n d i c a t i o n s  s u r  1 ' i d e n t i t d  des  r é s idus  de 

l a  séquence C-terminale de l a  myoglobine; en e f f e t ,  à p a r t i r  

de l a  myoglobine, environ un 1/10 d 'équiva len t  de g lycocol le  

e s t  l i b é r é  avec des t r a c e s  d ' a u t r e s  acides  aminés. Devant ces  

échecs,  il nous a  semblé ind ispensable  d ' e s saye r  de f a c i l i t e r  

l ' a c t i o n  de l'enzyme en déna turant  l a  p ro té ine  e t  en l a  modi- 

f i a n t  chimiquement, comme nous l ' a v i o n s  f a i t  pour l 'hydrolyse 

t ryps ique  spéc i f ique ;  dans ces  condi t ions ,  nous avons obtenu 

des  r é s u l t a t s  t r è s  s a t i s f a i s a n t s .  

1. - Séquence C-terminale de l a  globine de myoglobine 

de Cheval,- 

a)  - Prépara t ion  de l a  globine.  Dénaturat ion e t  ac6t.y- 

l a t i o n .  Une q u a n t i t é  de myoglobine s u f f i s a n t e  ( 4  à 5 mg, s o i t  

0 , 2 5  micromole par  prélèvement; ( 6  à 8 prélèvements en t o u t )  



e s t  déna turée  p a r  t r a i t e m e n t  avec un mélange ch lo rhydra t e  d e  

guanidine-éthanol ,  Après p r é c i p i t a t i o n ,  lavage,  enlèvement du 

groupement p r o s t h é t i q u e ,  l a  g lob ine  e s t  a c é t y l é e ,  de l a  f a ç o n  

d é j à  d é c r i t e  (Chapî t re  VI) ,  La p r o t é i n e ,  q u i  s e  p r é sen t e  sous  

l a  forme d ' u ~ i  g e l  ap rè s  l e  d e r n i e r  lavage à l ' a c é t o n e  légère -  

ment ac ide ,  e s t  d i s s o u t e  dans une q u a n t i t é  d 'eau légèrement 

i p f é r i e u r e  à c e l l e  q u i  permet des  pré lèvements  de 2,O m l  ( 4  à 

5  mg de p r o t é i n e  dans 2 m l  de mélange f i n a l )  e t  l e  pH e s t  amené 

aux env i rons  de 7,0 - 7 , 5 ,  avec de l a  soude d i l u é e ,  On tamponne 

avec 1 m l  de b i ca rbona t e  de sodium à 0 , 2  p. IO0 ( l e s  groupe- 

ments %-NH2-lys de l a  ~ r o t é i n e  é t a n t  complètement bloqués,  l a  

p r o t é i n e  e s t  t r è s  a c i d e )  e t  on p a r f a i t  l ' a j u s t e m e n t  du pH jus- 

qu 'à  8,O. S i  l a  p r o t é i n e  a é t é  cor rec tement  t r a i t é e ,  l a  prépa- 

r a t i o n  e s t  complètement so lub le .  L a  s o l u t i o n  e s t  é q u i l i b r é e  à 

370 C,  e t  à ce moment on peu t  a j o u t e r  l 'enzyme pour commencer 

l ' expé r i ence .  

b )  - P r é p a r a t i o n  de l'enzyme. La q u a n t i t é  d'enzyme 

pour une expér ience normale (30 à 40 mg de myoglobine) e s t  de 

1 à 2 mg, La q u a n t i t é  correspondante  de suspension commerciale 

d'enzyme, p r é l evée  à l a  p i p e t t e ,  e s t  l avée  t r o i s  f o i s  à l ' e a u  

p a r  c e n t r i f u g a t i o n ,  On d i s s o u t  l 'enzyme à f r o i d  dans un m i l l i -  

l i t r e  de ch lo ru re  de  l i t h i u m  à I O  p. 100. On a j o u t e  0,5 m l  de  

b ica rbona te  de sodium à 2 p. 100, 0 ,5  n l  d ' eau  e t  un l é g e r  ex- 

cè s  (quelques  g o u t t e s )  d'une s o l u t i o n  de di - isopropylf  luoro- 

phosphate (DFP) f a i t e  extemporanément dans l ' e a u  (%). On a j u s t e  

(k) - Nous gardons l e  DFP (composé t r è s  t ox ique )  dans des  pe- 
t i t s  t u b e s  en v e r r e ,  presque c a p i l l a i r e s ,  Poux chaque 
expér ience ,  on amène une g o u t t e  v e r s  l ' e x t r é m i t é  du t u b e  
que l t o n  casse  à l ' a i d e  d'une l ime à v e r r e ,  on l a i s s e  
tomber l e  bout  du tube dans une p e t i t e  q u a n t i t é  mesurée 
d ' eau  e t  on renferme l e  tube ,  



la quantité de solution pour pernettre le prélèvement d'une 

partie aliquote qui servira de témoin de l'incubation de l'en- 

zyme lui-meme. On fait également un témoin avec la solution 

de globine : les quantités d'acides aminés trouvées dans ces 

témoins sont toujours insignifiantes. On mélange la solution 

d'enzyme et celle d'acétyl-globine et on fait immédiatement 

un prélèvement (temps zéro). Pour faciliter ce prélèvement au 

temps zéro, on peut inhiber l'action de l'enzyme avant de le 

mettre en contact avec la solution d'acétylglobine, 

c) - Conduite de l'action enzynatique. Traitement des 
prélèvements, Des prélèvements de 2,O ml sont placés dans un 

tube à centrifuger contenant un millilitre d'acide chlorhydri- 

que - N/I .  L'acidité du mélange arr@te instantanément l'action 

enzymatique et l'acétyl-globine précipite. Les tubes sont cen- 

trifugés et le surnageant est placé dans un tube contenant 

150 mg de bicarbonate de sodium ( 6 0  mg environ servent à neu- 

traliser l'acide, le reste sert à amener le pH aux environs 

de 8,O) .  Le précédent précipité dlacétyl-globine est lavé une 

fois avec un rl~illilitre d'eau que l'on ajoute au premier sur- 

nageant. On ajoute dans le surnageant une quantité calculée 

de fluorodinitrobenzène et on effectue la condensation à 400 C 

pendant 3 heures. Au bout de ce temps, on extrait le mélange plu- 

sieurs fois à l'éther pour enlever l'excès de réactif, puis on 

acidifie et on extrait à l'éther et avec le mélange butanol 

secondaire/acétate d'éthyle comme nous llavons décrit plus 

haut (dosage des DNP-aminoacides - Chapitre IV), Les extraits 
sublimés sont chromatographiés. Les éluats des taches sont 

dosés spectrophotonétriquemenL, On peut aussi suivre la ciné- 

tique de la réaction par la chromatographie classique des 

acides aminés. Mais cette technique nécessite la déminéralisac 



l i s a t i o n  p r é a l a b l e  du mélange r é a c t i o n n e l .  I l  e s t  donc p lu s  

commode de trarisformer l e s  ac ides  a r ~ i n é s  l i b é r é s  en d é r i v é s  

d i n i t r o p h é n y l é s ,  que l ' o n  p e u t  doser  f ac i l emen t  e t  d i r e c t e -  

ment. 

L ' h o r a i r e  de s  prélèvements e t  l a  durée  t o t a l e  d'une 

expér ience  peuvent v a r i e r  d 'une p r o t é i n e  à une a u t r e  e t  meme 

d 'une p r é p u r a t i o n  à une a u t r e ;  deux de nos expé r i ences  t ypes  

o n t  comporté l e s  temps de s u i v a n t s  : 0, 10, 25, 

55, 100, 160, 230, 320 minutes e t  16 heure s  pour l a  première,  

- 0, 4, I O ,  20, 40, 80 minutes pour l a  seconde, 

d )  - R é s u l t a t s  obtenus.  Les r é s u l t a t s  s o n t  rassemblés  

s u r  l e s  graphiques  de l a  Figure  16,  s u r  l e s  schémas des  chro- 

matogrammes de l a  F igure  16 e t  dans l e  Tableau 1 2 ,  

L'ac ide  aminé en  p o s i t i o n  C-terminale e s t  donc l e  gly- 

c o c o l l e ,  v ra i senb lab lement  s u i v i  (ou p l u t B t   réc cédé pour res-  

p e c t e r  n o t r e  convention de t e rmino log ie )  p a r  l a  ~ h é n y l a l a -  

n i n e ,  l ' a s p a r a g i n e  (ou l a  g lu tamine) ,  l a  l e u c i n e ;  on t rouve 

e n s u i t e  l ' a c i d e  glutamique e t  l a  t h r éon ine  ou l ' i n v e r s e ,  

On l i b è r e  a u s s i  de l ' a l a n i n e ,  de l a  serine, de l a  v a l i n e ,  de 

l a  l y s i n e  e t  de l ' h i s t i d i n e .  La courbe de l a  l e u c i n e  ( d ' a p r è s  

d e s  expér iences  pou r su iv i e s  pendant de s  temps longs  de 16 e t  

24 heu re s )  semble i n d i q u e r  l a  présence de deux r é s i d u s  de c e t  

a c i d e  aminé. En e f f e t ,  l a  courbe de l i b é r a t i o n  cont inue à 

augmenter saris s ' i n f l é c h i r  e t  a r r i v e  à couper c e l l e  de l 'as- 

parag ine .  De p l u s ,  au cours  des expér iences  prolongées  dans 

l e s q u e l l e s  l a  q u a n t i t é  de r é s i d u s  s econda i r e s  l i b é r é s  d e v i e n t  

a s sez  impor tan te ,  nous avons e f f e c t u é  l a  s é p a r a t i o n  chromato- 

graphique des  t aches  d ' a c i d e  glutamique e t  d ' a c i d e  a spa r t i que :  



TABLEAU 12 .......... 
Dosage des DNP-aninoacides libérés par l'action de la carbo- 

xypeptidase sur la globine. 
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l a  qua l i t i t é  d ' ac ide  glutamique trouvée a é t é  tou jour s  supérieu- 

r e  à c e l l e  de 1' acide a spa r t ique ,  

La séquence C-terminale peut  donc g t r e  représentée  de 

l a  façon su ivan te  : 

(Val, H i s ,  Leu ) Glu 

Pro-- ) Ala, Ser  ( , ou --- Leu-Xsp (NH2)-~he-Gly (COOH). 

("sp, Lys, ) Thr 

Groupements C-terminaux du cytochrome c.- 

Des chercheurs japonais (TITANI, ISHIKURL, e t  MIWAE:A?,iI) 

( 7 ) ,  en u t i l i s a n t  l a  méthode d 'hydrazinolyse de AICABOR1 e t  

c o l l , ,  (8)  o n t  m i s  en évidence l a  présence d ' ac ide  glutamique 

comme r é s i d u  C-terminal dans l e s  cytochromes c de Cheval, de 

Baleine e t  de Levure de b i è r e ,  O r ,  nous avons t r a i t é  no t re  cy- 

tochrome c  de l a  rlerne façon que l a  myoglobine (déna tura t ion ,  

a c é t y l a t i o n ,  e t c ) ,  e t  nous avons cons ta té  l a  l i b é r a t i o n  par 

a c t i o n  de l a  carboxypeptidase de f a i b l e s  q u a n t i t é s  d 'acides  

aminés, parmi l e sque l s  on peut  i d e n t i f i e r  l ' a c i d e  glutamique, 

Nos travaux ne s o n t  pas suffisamment avancés pour que 

nous pu i s s ions  p résen te r  l a  séquence C-terminale de c e t t e  pro- 

t é i n e .  La mise en évidence d'un groupement C-terminal e s t ,  

évidemment, d 'un t r è s  grand i n t é r e t  théorique,  parce q u ' e l l e  

permet d ' a f f i rmer  que l a  p ro té ine  n ' a  pas une s t r u c t u r e  cyc l i -  

que. 
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C H A P I T R E  - - - - - - - -  

CONCLUSIONS G ~ ~ N E ~ I . U S  



Lt expCrinentation que nous avons rassemblée dans les 

chapitres précédents peut etre résumée de la façon suivante r 

k - EIJ CE Q U I  CONCERNE LES TECJINI()UES t 

a) - Nous avons développé la description de l'élégante 
méthode du dosage des acides aminés par l'intermédiaire de 

leurs dérivés dinitrophénylés (méthode de LEW). Nous avons 

décrit minutieusement les conditions de synthèse des DNP- 

amino-acides (description d'une cellule de synthèse) et précisé 

les possibilités dtélimination des artéfacts (description d'un 

dispositif de microsublimation du dinitrophénol), insisté sur 

les précautions nécessaires à l'extraction des dérivés dini- 

trophénylés (notamment en ce qui concerne les dérivés "hydro- 

solubles" extractibles par le mélange k parties égales de bu- 

tan01 secondaire et d'acétate d'éthyle) et donné une descrip- 

tion complète de la séparation chronatographique de ces déri- 

vés (précisions sur les différentes étapes chromatographiques, 

indications indispensables sur la préparation des solvants). 

Les comparaisons que nous avons pu faire (notamment 

à propos de la conposition du cytochrome c de Cheval) entre 

la méthode des DNP-aminoacides que nous avons utilisée et la 

méthode de r4OORE et STEIN, qui est actuellement considérée 

comme la meilleure néthode de dosage, sont très satisfaisan- 

tes. 

b) NOUS avons décrit une méthode de détermination 

de la séquence C-terminale par l'action de la carboxypeptidase 

sur une protéine partiellement dénaturée et acétylée. 

Le succbs de la déternination de la séquence C-termi- 



n a l e  d'une p ro té ine  pa r  l ' a c t i o n  spéc i f ique  e t  r écu r ren te  de 

l a  carboxypeptidase dépend, en grande p a r t i e ,  de l a  r é a c t i v i -  

t é  du s u b s t r a t .  La p r é p a r a t i o n  du s u b s t r a t  e s t  donc une é t ape  

c a p i t a l e  : ce d e r n i e r  d o i t  étre su f f i sannen t  dénaturé  pour 

e t r e  access ib l e  à l'enzyme, mais d o i t  r e s t e r  complètement so- 

lub le .  La déna tu ra t ion  par  l e  nélange ch lorhydra te  de guani- 

d ine /é thanol  e t  l t a c 6 t y l a t i o n  du s u b s t r a t  nous ont  donné en- 

t i è r e  s a t i s f a c t i o n .  

d ' a u t r e  p a r t ,  l a  c iné t ique  de l ' a c t i o n  de l a  carboxy- 

pept idase  e s t  t r è s  fac i lement  s u i v i e  par  l e  dosage des  ac ides  

aminés transformés en d é r i v é s  d in i t rophénylés .  

c )  - Nous avons donné une d e s c r i p t i o n  d é t a i l l é e  de l a  

p r é p a r a t i o n  de l 'hémérythr ine de S ip inculus  nudus, du cyto- 

chrome c  de Cheval, de l a  myoglobine de Cheval? en c h o i s i s s a n t  

parmi l e s  données de l a  l i t t é r a t u r e  l e s  condi t ions  expérimen- 

t a l e s  l e s  p lus  s a t i s f a i s a n t e s ,  l e s  p lus  commodes e t  l e s  p l u s  

sû res .  

B - EN CE QUI CONCERNE L A  STitUCTURE DES HEMOPROTEIPJES 

ETUDIXES, 1 enserqble de 110s r é s u l t a t s  peut  Qtre  schématisé 

a i n s i  : 

a )  - Sur l 'hémérythr ine de Sipunculus nudus : 

IQ - Nous avons déterminé l a  composition en acides  

aminés. Cet te  p ro té ine  e s t  t r è s  r i c h e  en l euc ines ,  en phényla- 

l a n i n e  e t  en acide aspar t ique .  

La teneur  en c y s t i n e  e s t  t r è s  f a i b l e s  1 ou 2 r é s idus  

s u r  l e s  572 de l a  molécule. Cet te  d é t e r n i n a t i o n  e s t  t r è s  i m -  



portante, car elle permet de réfuter la théorie émise par 

KLOTZ et coll. en ce qui concerne la fixation du fer sur l'hé- 

mérythrine de Phascolosoma gouldii. Pour ces auteurs, le fer 

de 11h6mérythrine de Phascolosona gouldii se fixe sur les ré- 

sidus de cystine (2 atomes de fer avec les deux soufres d'un 

résidu de cystine) . Or, l'hénérythrine de Sipunculus nudus, 
en tenant compte de sa teneur en fer (0,87 p. 100) et de son 

poids moléculaire (66.000)~ contient au moins IO atomes de 

fer, Donc la protéine, qui contient au maximum deux résidus 

de cystine, ne peut fixer que 4 atomes de fer sur les IO exis- 

tant~, La théorie de ELOTZ est peut étre valable pour l'hémé- 

rythrine de Phascolosoma gouldii dont la composition en acides 

aminés n'est pas connue; elle ne l'est pas pour lthém6rythrine 

de Sipunculus nudus. 

2 0  - Nous avons abordé l'étude des groupements N-termi- 
naux de la molécule. Nous n'avons pas décelé de DNP-aminoacides 

terminaux éthérosolubles et nous avons rencontré des difficul- 

tés techniques importantes en ce qui concerne la détermination 

de DNP-acides aminés terminaux hydrosolubles (arginine ou his- 

tidine). Il ne nous est donc pas possible de donner une con- 

clusion définitive 2~ ce sujet. 

b) - Sur le cytochrome c de Cheval : 

Io - Nous avons déterminé la composition en acides 
aminés. L'ensemble de nos résultats est en bon accord avec 

ceux de IJUIJNIKHOVEN obtenus très récemment par la méthode do 

MOORE et STEIN. Deux discordances peuvent toutefois Qtre no- 

tées, l'une en ce qui concerne l'acide glutanique (14 résidus 

d'après notre composition, 12 d'après celle de NUNNIKNOVEN), 



l'autre en ce qui concerne l'histidine. NUNNIKHOVEN trouve 

3 mol6cules d'histidine; comme I.!AMGOLIASH nous en trouvons 

quaiire, 

Le taux d'arginine du cytochrome c est faible (2 ré- 

sidus sur les 102 de la molécule). La teneur en lysine est 

particulièrement élevée (19 résidus sur 102). Le cytochrome c 

ne contient pas de sérine, 

2 0  - Nous avons également abordé le problème des grou- 
pes N-terminaux du cytochrome, Cette question est, en effet, 

très discutée. BfARGOLIASH a trouvé deux résidus d'histidine, 

iillATSUBriit~ et coll. ont décelé un résidu dtarginine. 

Conme dans le cas de l'hémérythrine, des difficultés 

techniques inportarites surviennent au cours de l'identifica- 

tion des DNP-hydrosolubles terninaux, PJous pouvons affirmer 

qu'il n'existe prts d'arginine en position N-terminale. Nous 

avons isolé une petite quantité d'histidine, mais nous n'a- 

vons pas pu retrouver dans leur intégralité les conclusions 

de PII~GOLIASH. En ce qui concerne la détermination de ces 

groupements N-terminaux, nous n'avons pas obtenu de résul- 

tats précis en utilisant la leucine-aminopeptidase purifiée 

suivant la méthode de HILL et SMITH, 

c )  - Sur l'hémoglobine de Cheval : 

Nous avons échoué dans nos essais d'isolement d'un 

fragment caractéristique de la molécule contenant encore le 

groupement porphyrinique, comme cela avait été réalisé pour 
l 

le cytochrome c, Etant donné la labilité des liaisons exis- 



tant entre le groupement ferroporphyrinique et la protéine, 

nous ne pouvions etre assuré de l'intégrité de ces liaisons 

au cours des étapes de la préparation et de l'isolement. 

De toutes façons, en étudiant la nature de leurs grou- 

pements N-terminaux, les fractions hém~~eptidiques isolées 

par ajustement à pH 5 des hydrolysats trypsiques ou chymotryp- 

siques d'hémoglobine se sont révélées Etre constituées par un 

mélange ou un complexe de peptides CO-précipités par acidifi- 

cation. 

d) - Sur la globine de la rayoglobine de Cheval : 

Io - Nous avons déterminé la composition en acides 
aminés, La molécule est très riche en leucines (22 résidus sur 

les 140) et en lysine (18 sur 140). Elle ne contient que deux 

résidus d'arginirre. 

2 0  - Après avoir défini les conditions optima d'hydro- 
lyse trypsique de la carbonylmyoglobine (notamment l'influence 

de la dénaturation par l'urée 4 - 14 et de lfaclivation de l'en- 

zyme par le ~a++), nous avons isolé des hydrolysats, par un 

couplage de techniques éle~tro~horétiques et chromatographi- 

ques, quelques peptides caractéristiques contenant de l'his- 

tidine, qui pouvaient Qtre révélés spécifiquement par la réac- 

tion de PAULY. 

La composition et une séquence partielle de trois 

d'entre eux ont été établies : 



- ( H ~ N )  Val (Gly2,  A l a ,  Leu, Glu, H i s )  Lys (COOH) 

- ( H ~ N )  Leu  eu, GlyZ, k l a ,  Glu2, Asp, H i s )  Arg (COOH) 

- ( H a l )  His (Gly, S e r ,  d a ,  Leu, nsp2) Lys (COOH) 

39 - Nous avons confirmé l ' e x i s t e n c e  du g l y c o c o l l e  en  

p o s i t i o n  N-terminale (pour  INGRAM e t  PILirETJKEL-CON3AT, l a  sé- 

quence N-terminale e s t  Gly-Leu). 

A p a r t i r  de l a  g lob ine  p a r t i e l l e m e n t  dénafurée  e t  acé- 

t y l é e ,  nous avons é t u d i é  l a  séquence C-terminale p a r  l a  car-  

boxypept idase ,  Nous avons pu dé t e rmine r  avec c e r t i t u d e  l a  

n a t u r e  des  4 d e r n i e r s  a c i d e s  aminés, La n a t u r e  des  9 a u t r e s  

a c i d e s  aminés v o i s i n s  a  é t é  i d e n t i f i é e ,  mais l e u r  p o s i t i o n  

dans  l a  chafne  ne p e u t  e t r e  é t a b l i e  d ' a p r è s  l e s  données de  

l ' é t u d e  c i n é t i q u e  Ce I f h y d r o l y s e ,  

( Val,  H i s ,  Leu ( Glu 

Pro - ) k l a ,  S e r ,  Asp ) , ou -- - Leu - Asp ( N H ~ ) - P ~ ~ - G ~ ~ ( c o o H )  

( LYS Thr 

4 0  - Nous avons r é u s s i  à découper l a  molécule de  g lob i -  

ne de myoglobine en t r o i s  fragments pep t i d iques  en  e f f e c t u a n t  

une hydrolyse  t r y p s i q u e  s p é c i f i q u e  e t  l i m i t é e ,  En e f f e t ,  l a  

t r y p s i n e  a ,  en t a n t  qufendope-ptidase,  une s p é c i f i c i t é  abso lue  

pour l e s  l i a i s o n s  arginyl-acide  aminé e t  lysy l -ac ide  aminé. 

Après blocage de s  groupes c -aminés  de l a  l y s i n e  de l a  ~ r o t é i n e  

( s o i t  p a r  d i n i t r ~ ~ h é n y l a t i o n ,  pa r  ca rbobenzoxyla t ion ,  ou p a r  

a c é t y l a t i o n ) ,  s e u l e s  l e s  l i a i s o n s  a rg iny l -ac ide  aminé s o n t  hy- 

d r o l y s e e s  p a r  l a  t r y p s i n e ,  



Comme l a  g lob ine  de l a  rlyoglobine ne c o n t i e n t  que deux 

r é s i d u s  d ' a r g i n i n e ,  il e s% p o s s i b l e ,  dans ces c o n d i t i o n s ,  de 

r é a l i s e r  deux coiipiires s p é c i f  iclues e t  c l f  o b t e n i r  t r o i s  f r ag -  

ments p e p t i d i q u e s  à p a r t i r  de l a  no l écu l e  i n i t i a l e .  

Au cours  de ce s  e s s a i s  c t thydrolyse  s p é c i f i q u e ,  l e s  

r é s u l t a t s  l e s  p l u s  s a t i s f a i s a n t s ,  a u s s i  b ien  en ce  q u i  con- 

cerne  l a  p r é p a r a t i o n  du s u b s % r a t ,  l e  degré d thyd ro ly se ,  que 

l a  p o s s i b i l i t é  de s é p a r a t i o n  de s  p e p t i d e s  formés,  o n t  é t é  

obtenus  à p a r t i r  de l a  g lob ine  p a r t i e l l e m e n t  déna tu rée  e t  

acé t y l é e .  

Noirs avons égalenierit d6terriliné l a  na-bure de 1 ' a c i d e  

aminé v o i s i n  des  deux r é s i d u s  d ' a r g i n i n e  de l a  molécule en  

d i n i t r ~ ~ h é u y l a n t  l ' hydro lysa i ,  t r y p s i q u e  dfacéty ' l lg lobine  dé- 

n a t u r é e  : l a  r ~ ~ o l é c u l e  c o n t i e n t  l e s  enchaînements a rg iny l -  

l e u c i n e  e t  a rg iny l -ac ide  a s p a r t i q u e  (ou a rg iny l -asparag ine)  . 

E n f i n ,  1s s é p a r a t i o n  d e s  t r o i s  fragments p e p t i d i q u e s  

obLenus a été r é a l i s é e  par  é l e c t r o p h o r è s e  de zone s u r  p a p i e r  

à pH 8,9. 



5 Q  - L'ensemble des résultats obtenus sur la globine 
de la nyoglobine peut être schématisé de la façon suivante r 

( H ~ N )  Gly-Leu - - - - - - - - - - - - - - - -  (pro) - - - - 
Arg - Leu 

- - - - - - - - - - - - - - - - ( p r o ) - - - -  
h g  - Asp 

Arg - Asp 
- - . - - . - - i - - -  --i- - - - - - - (pro) - - - - 

hrg - Leu 

(val, His, Ala, Ser,) Glu 

- - (Pro) -(AS*,   eu, LYS ) ou - L ~ U - ~ S ~ ( N H ~ ) - P ~ ~ - G ~ ~ ( C O O H )  
Thr 

(les plicatures de la chatne peptidique pouvant se faire au ni- 

veau des quatre résidus de proline). 

L'état actuel de nos recherches peut constituer une 

base de départ très favorable à la continuation fructueuse de 

l'exploration de la structure de la myoglobine. 
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