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Lorsque ce t r a v a i l  f u t  e n t r e p r i s ,  l e s  séquences pro té iques  

d é j à  connues é t a i e n t  peu nombreuses : il s q  a g i s s a i t  essentielle men^ de 

l ' i n s u l i n e ,  de l a  r ibonucléase ,  du l y s o z y ~ e  e t  des cytochromes e t  hémo- 

g lobines  de quelquzs espèces animales.  

A l 'époque v-nûient d ' ê t r e  pub l i é s  l e s  r é s u l ~ a t s  des travat-i 

de l ' é c o l e  de =HDR%\J e t  PERUTZ (1)  e t  (2) s u r  l a  myoglobine de Cachalot 

d'une p a r t ,  s u r  l e s  hénoglobines de 1'~omme e t  de Cheval d ' a u t r e  p a r t ,  

q u i  montraient  pour l a  première f o i s  l a  con f igu ra t ion  t r id imens ionnel le  

d'une molécule pro té ique .  Uri peu p l u s  t a r d ,  l e s  é tudes  chimiques 

~'EDIIUNDSON ( 3 ) ,  r é a l i s é e s  sur l a  myoglobLne de Cachalot,  permet ta ien t  

de r e l i e r  une séquence dqamino-acides à une s t r u c t u r e  secondaire  e t  

tertiaire, e t  de r a t t a c h e r  à cne a c t i v i t é  physiologique une s t r u c t u r e  

physico-chimique complètement é luc idée .  

L'importance physiologique de l a  n y ~ g l o b i n e ,  l a  s i m p l i c i t é  

r e l a t i v e  de sa  molécule e t  l a  f a c i l i t é  avec l a q u e l i e  e l l e  peut  ê t r e  

préparée e t  p u r i f i é e  en fonc  un s u b s t r a t  de choFx pour l e s  é tudes  s t r u c t c -  

r a l e s  t a n t  chimiques que physiques. Aussi noas  a - t - i l  paru  i n t é r e s s a n t  

d sen t r ep rendre  l ' é t u d e  de l a  séqxence des  a c i d e s  aninCs dc la  myoglobine 

de Cheval a f i n  de l a  comparer à c e l l e  du Cachalot.  En e f f e t ,  l e s  grandes 

ana logies  de composition en ac ides  aminés observées chez l e s  d i f f é r e n t e s  

espèces animales é t u d i é e s  (vo i r  Chapi tre  1) doivent  si t r a d u i r e  paV Leu 

ana log ie s  de  séquence. 

D'autre p a r t ,  s u r  l e  plan phylogénétique, l e s  ressemblances 

e n t r e  l 'hémoglobine e t  l a  r j o g l o b i n e  posent l e  problène d'un précurseu- 

a n c e s t r a l  commun à ces  deux chronoprotéiries. La comparaison des séquences 

de l a  myoglobine e t  de lqhénoglobine  d'un mSme a n h a 1  p ré sen te  donc uzl 

t r è s  grand i n t é r ê t  du p o i n t  de lr7ie de l ' é v o l u t i c n ,  

Notre t r a v a i l  su= l a  myoglcbine de Cheval c o n s t i t u e  le  

premier s t a d e  de nos recherches dans ce donaine, que nous poursuivrons 

par  l ' é t u d e  con jo in t e  se l 'hémoglobine e t  de Ic ryoglobine chez des 



Vertébrés  i n f é r i c u r s ,  l e s  r é s u l t a t s  obtenus devant  permettre  de ~ r é c i ~ s r  

l e  po in t  de divergence des  dcux s t r u c t u r e s ,  

Au cours  de n o t r e  t r a v a i l ,  nous avocs t o u t  d 'abord préps rg  

e t  p u r i f i é  l a  myoglobine d e  Cheval e t  abcrd6 l e  problème de sa  ç t r u c r u ~ î  

pr imai re  pa r  l ' é t u d e  des hydro lysa ts  c h y ~ o t r j p ç i q u e s ,  Le couplage d e  

d i f f e r c n t s  procédés de f ~ ~ ? c + , i o n n c m e n t  nous a permis de sepa re r  e t  d g i . s o l c i i  

les  pep t ides  de ce s  hydro lysa ts  v t  dn determine?: l e u r  formule. Les 

r é s u l t a t s  obtenus condcisent  à une reconsEi tu t ion  d'ensemble de lu .  s:iq~.encè, 

que nous envisageror  s dans n o t r e  d;scussion. Enf in ,  l e s  tnc.h.9 iqrieç 

u t i l i s è e s  s e ron t  exposées dans lc dernFer c h a p i t r e  de cc t r a v a i l ,  



CHAPITRE 1 

PROPRIETES GENERALES DES IIIYOGLOBINES 



IDENTIFICATION DE LA ?NOGLOBINE. BLSTORIQUE, 

La présence dans l e  muscle d'un pigment c o l o r é  e s t  connue dcpuis 

longtemps, puisque EiOEIlIh1VE (4)  en  1739 l u i  a t t r i b u a  l a  c o l o r a t i o n  rouge 

du t i s s u  musculaire.  Les recherches  spectroscopiques de ~ ~ ~ R N E R  (5) e t  

de RAY e t  PAFF (6)  m n t r è r e n î  l e s  ana logies  de p r o p r i é t é s  physico-chimiques 

e t  physiologiques de ce  pignent avec ?qhémoglobine ; c e t t e  "hénoglobine 

musculaire" f u t  d i s t i nguée  de lJlién;oglobi-ne g l o b u l a i r e  par  TIIEORELL (7)  

au  moyen de l ' é tude  comparative dcr  p r o p r i é t j s  physico-chimiques e t  par  

ROSSI-FAI?ELLI e t  TRAVIA (8) grâce  à l a  composition en  amino-acides. 

Enf i n ,  l e s  t ravûW de ROCHE, DERRIEN e t  VIEIL (9 )  en  Frznce, de 

ROSSI-FANELLI (10) en I t a l i e  o n t  achevé l f i d e n t l f i c a t i o n  de l a  myoglo- 

b i n e  , 

Depuis, de nombreuses é tudes  on t  é t S  e f f e c t u é e s  s u r  l a  myoglobine 

de  d i f f é r e n t e s  espèces animales  : é tudes  s t r u c t u r a l e s  abou t i s san t  aux 

remarquables r é s u i t a t s  de  I<ENDREW (11) e t  ~'EDMUNDSON (12) ; é tudes  

physico-chimiques f a i s a n t  s u i t e  aux précédentes  : dans ce domaine, l a  

myoglobine a p p a r a h  comme LUI v é r i t a b l e  "modèle molécula i re  na tu re l r '  

permettant  de comprendre c e r t a i n e s  p r o p r i é t é s  physico-chimiques généra les  

des  p ro t é ines .  

B - STRUCTUlU PRIMAIRE DE LA PNOGLOBINE 

La myoglobine e s t  un chio: '-apru~élde à un groupement pros thé t ique  

ferro-porphyrinique. Ce groupement p ros thé t ique  ou hème e s t  l e  même que 

c e l u i  de 1'hémoglobine:ferro-protoporphyrine I X  ( I I I ) .  

La p ro t é ine  ou g lob ine  e s t  cons t i t uée  d'une s e u l e  chaîne pept id iquz  

de 150 amino-acides envi ron ,  ce q u i  correspond à un poids  moléculaire  

de l ' o r d r e  de 17.000. 

1 )  Composition en amino-acides 

La composition en  srnino-acides de l a  myoglobine de nombreuses 

espèces animales a é t é  déterminse.  Nous ne c i t e r o n s  i c i  que l e s  compositions 



é t a b l i e s  par  une méthode chrom3tographique s u r  r é s i n e s ,  q u i  s o n t  l e s  

p lus  s a t i s f a i s a n t e s .  Chez l e s  Mammifères, l e s  r é s u l t a t s  (Tableau 1) son t  

t r è s  homogènes : e n t r e  des cspeces vo i s ines  (Homme e t  Singe, Cachalot e t  

Baleine)  l e s  d i f f é r ences  sont  t r è s  minimes (x), 

La composition e s t  e s sen t i e l l emen t  c a r a c t é r i s é e  par  des  teneurs  

é l evées  en ac ide  glutamique, en l euc ine  e t  en l y s i n e  e t  des  t eneu r s  bas ses  

en  a rg in ine ,  en ty ros ine ,  es d t h i o n i n e  e t  en tryptophanne, Les taux 

d 'acide a spa r t i que ,  de g lycocol le ,  d ' a l an ine  e t  d ' h i s t i d i n e  sont  également 

importants .  Un élément i n t é r e s s a n t  de l a  composition e s t  l a  présence 

d ' i so l euc ine  3 un taux toujours  supér ieur  à c e l u i  de l a  chalne y de 

l 'hémoglobine ( l e s  chaînes a ,  3 e t  6 en  s o n t  dépourvues). On no tc  l ' absence  

cons tan te  de cys t é ine  dans t o u t e s  l e s  myoglobines de Mammifères é t u d i é e s  

j u squqà  p ré sen t  g 13 même cons t a t a t ion  3 é t é  f a i t e  chcz l e s  Oiseaux 

(Cormoran, Pé l i can ) ,  t and i s  que chez l e s  Poissons il e x i s t e  un r é s i d u  dc 

cys t é ine  par  molécule (BXOldX, IZIIRTINEZ e t  OLCOTT ( 2 4 ) ) -  La composition en 

amino-acides de l a  myoglobine de deux espèces  de Thon a é t é  récemment 

é t u d i é e  : e l l e  e s t  comparée dans l e  t ab l eau  II à l a  composition moyenne 

de l a  myoglobine dzs Marrmifèrcs. Outre l a  présence de cys t é ine ,  l a  

myoglobine de Thon s e  d i s t i ngue  par  un taux nettement p lus  f a ï ~ l e  d 'ac ide  

glutamique, de l y s i n e  e t  d ' h i s t i d i n e ,  

L a  "myoglobine" d P  un c e r t a i n  nombre de ~. lol lusques a é t é  Sgalemcnt 

Gtudiée : chez ces  espèces,  l a  d i s t i n c t i o n  e n t r e  hénoglobine e t  myoglobine 

(x) ~ ' 6 t u d e  de l a  composition en amino-acides de l a  myoglobine de Baleine 
FINBACK (RdaenopXma ph@&6) , r é a l i s s e  pa r  ATASSI e t  S,@s,IN (22 ) ,  
rCvèle cependant de grandes d i f f é r ences  par  rappor t  à c e l l e  de l a  niyoglo- 
b ine  de Cachalot ; l e s  r C s u l t a t s  sont  également t r è s  d i f f é r e n t s  de ceux 
donnés par  SCZ-trlID ( 2 3 )  pour l a  même Baleine.  
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TABLEAU II 

COPIPOSITION E1.J .AI~lINO-ACIDES DES PIYOGLOBINES DE THON 

(x) T o t a l  n e  comprenant pas  l e  t ryptophanne 

- 
l 

A ~ P  

Thr 

Se r 

Glu 

Pro 

G ~ Y  

Ala 

112 Cys 

Va 1 

Me t 

I le 

Leu 

TY r 
Phe 

LYS 

H i  s 

A r  i: 

Trp 

Amide 

To ta1 

Composition moyenne 
chez l e s  Mammifères 

10,8  

5 9 5 

696 

18 ,5  

4,4 

i 2 , 9  
- 

O 

7,9 

2 ,6  

7 ,1  

17,4  

2 , 1  

696 

18,5  

10 ,5  

3,o 

2,3 
- 

151,6  

TIWMMUA u n i e W  
I(OP'IOSU, IihSHIbfOTO 
e t  IlhTSUARA (25) 

1 2  

7 

4 

11 

6 

1 4  

21 

1 

9 

2 

9 

1 6  

2 

6 

1 5  

5 

2 

1 

1 4  

143 

T h u n m  aebacan~ 
HIRS e t  OLCOTT 

(26) 

1 2  

7 

5 

11 

5 

1 4  

21 

1 

8 

3 

1 0  

17  

2 

6 

1 5  

6 

2 

- 
- 

145 (w) 



e s t  cependant beaucoup moins n e t t e  : malgré l e  manque d'homogénéité des 

r é s u l t a t s  obtenus actuellement dans ce domaine, il semble que l e s  chromo- 

pro t é i d e s  f erroporphyriniques i s o l é s  chez ces  Invertébrés se  d i s t inguen t  

nettement à l a  f o i s  des myoglobines e t  des hémoglobines de Vertébrés. 

2)  Acides aminss terminaux 

L'acide aminé N-terminal e s t  en général l e  glycocolle  ; 

chez ce r t a ines  espèces on note l a   rése en ce de val ine  (Tableau I I I ) .  De 

toute  façon, chez toutes  l e s  espèces é tud iées  j usqu' à présent ,  1' acide 

aminC N-terminal e s t  toujours  l ' u n  des deux ac ides  aminés N-terminaux des 

cha'lnes de 1 ' hErnoglobine. Dans t r o i s  cas (Homme, Cacha10 t , Cheval) l a  

séquence M-terminale a été déterminGe, s o i t  par  l a  méthode des ph6nylthio- 

hydantoxnes dtEDI%1N (35), s o i t  par  l a  méthode à l a  leucine-aminopeptidase ; 

a i n s i ,  pour l a  myoglobine de Cheval l e s  é tudes  d'1N~RAl4 (36) on t  é t a b l i  

l a  sequence Gly - Leu. La s imi l i tude  s t r u c t u r a l e  de ces  myoglobines 

a p p a r a î t  déjà à l'examen des séquences, quoiqu' il s ' ag i s se  d'espèces t r è s  

d i f f é ren tes .  

L'acide aminé C-terminal n ' a  é t é  déterminé que pour t r o i s  

espèces : Home, Cachalot,  Cheval ; l ' u t i l i s a t i o n  de l a  carboxypeptidase 

e t  l ' é tude  des peptides i s o l é s  des hydrolysats  t rypsiques -nt iya izncnt  

permis de p réc i se r  l a  séquence C-terminale (Tableau I V ) .  Il f a u t  n o t e r  

que dans l e s  t r o i s  cas l a  carboxypeptidase semble détacher successivement 

l e  glycocolle ,  l a  glutamine e t  un acide aminé aromatique (phénylalanine 

ou tyrosine se lon l e s  espèces) .  Comme deux rés idus  de glycocolle ,  s i t u é s  

dans l a  séquence C-terminale, sont  détachés lentement par  l a  carboxypepti- 

dase, PEIIKOFF, HILL, GROlJN e t  TYLER est iment  que l ' un  d'eux e s t  placé à l a  

pénultième pos i t ion  dans l a  myoglobine humaine e t  non en pos i t ion  terminale : 

en e f f e t ,  un peptide i s o l é  dq un hydrolysat t rypsique e t  qui  ne con t i en t  

n i  lys ine ,  n i  a rg in ine ,  r6vèle par  l a  degradation récurrente  d P ~ D M  

l a  séquence Glu - Leu - Gly - Phe - Gly - Gln qui  semble bien correspondre 

au peptide C-terminal. Cet te  ambiguïté s v a i t  dé jà  é t é  notée par  EDXUNDSON 

(40) pour l a  myoglobine de Cachalot : l e  problème a e t 6  résolu  par  1' iso- 



TABLEL~U III -- 
AMIXO-ACIDES ET SEOUEXCES N-TERiiINAUX DES ZIYOGLOBIIJES 

- - 
Homme (PERKOFF QA: d.) (27) o Gly - Leu - Ser  ..... 
Singe (ZF~REULL & cd.) (28) : Gly ... ..... 
Cheval (INGWu"1) (29)  : Gly - Leu 

Boeuf (BEEJABD & a&,) (30) : Gly O * . . e  

Houton (BENIARD & d ,  ) (30) z V a l  .,... 
Porc  (BE~JhRD & d. ) (30) : V a l  ..... 
Phoque (THEORELL) (31) : Gly ..... 
Dauphin (KARADZOVA Qk d.) (32) : Gly . . . . . 
Cac3a lo t  (EDHUbTDSON) (33) : V a l  - Leu - Ser - Glu - Gly - Glu - 

Trp  ..... 
Baleine  (SCEIZIID) (34) : V a l  . e e D .  



TABLEAU I V  

SEQUENCES C-TERrlIFl14LES DES i n O G L O B I N E S  - 

Homme (PERKOFF e t  a l , )  (37 )  : ... L y s  - G l u  - L e u  - G l y  - Phe - G l y  - G l n  

C a c h a 1 0  t (ED?.fUNI>SOM) (38) ... G l u - L e u - G l y - T y r - G l n - G l y  

C h e v a l  (HOLLEMAN) (39) . . . Phe - G l n  - G l y  
O U  

A s n  

- 



lement d 'un pept ide  pepsique q u i  c o n t i e n t  en q u a n t i t é s  équimolécula i res  

l a  t y r o s i n e ,  l a  glutamine e t  l e  g lycoco l l e ,  e t  dont l ' a t t a q u e  p a r  l a  

carboxypept idase ne permet l a  l i b é r a t i o n  que du seu l  g lycoco l l e .  

3 )  Séquence des amino-acides 

La première,  e t  j u s q u V i c i  l a  s e u l e  myoglobine dont  on connaisse l a  

s t r u c t u r e  complète e s t  c e l l e  du Cachalot ,  é t u d i é e  à l a  f o i s  par  des  méthodes 

chimiques [ED'zLJI\~DSON) (41) e t  pa r  l a  ixéthode dc d i f f r a c t i o n  des  rayons X 

(KENDREW d d e )  (42)  

E2W?IDSON a  r e c o n s t i t u é  l e s  séquences en amino-acides à p a r t i r  

des r é s u l t a t s  f o u r n i s  p a r  l e s  l ~ y d r o l y s e s  znzymatiques (hydrolyses  t ryps iqucs ,  

chymotrypsiques ct peps iques)  e t  p a r  des  méthodcs chimiques spéc i f i ques  de 

coupure des  p ro t é ines ,  t é l l c s  que l ' a c t i o n  du bromure de cyanogène. 

Par  l a  méthode d r s  phényl thiohydantoïnes  e t  à 1 9 a i Q c  d'un apparc i l -  

l age  automatique, ED-VLIT e t  BERG (43) o n t  déterminé 1ô séqucncl? (*) dvunc 

p a r t i e  de l a  myoglobine de Baleine i ! ~ ~ ? a p R ~ ~ a  :daduna (Tableau V). 

C - ÇT3UCTURES SECONDAIW ET TERTIAIRE DE LA Pfir9GLOBTPiE 

Paral lSlement  à ces  niéthodes chimiques, l n  méthode de d i f f r a c t i o n  

des  rayons X appl iquée à l a  myoglobine de Cachalot pa r  KENDREW de, ( 4 5 )  

a permis l a  dé te rmina t ion  des  s t r u c t u r e s  secondaire  e t  t e r t i a i r e  de l a  

molécule. C ' e s t  a ~ r è s  a v o i r  comparé, par  une é tude  c r i s t a l l o g r a p h i q u e  pré- 

a l a b l e ,  les myoglobines de p l u s i e u r s  ~ S D ~ C ~ S  animales,  que l c  choix  de 

EIEXDRETJ s ' e s t  po r t é  s u r  c e l l e  di? Cachalot en r a i son  de son ob ten t ion  p lus  

a i s é e  e t  de son aspec t  c r i s t a l l i n  p lu s  s a t i s f a i s a n t .  

Un pramicr t r a v a i l  e f f e c t u é  en 1958 permit à KENDREW e t  d. (46) 

de v o i r  s2 d e s s i n e r  c t  s c  dévelo-per pour l a  première f o i s  l a  chalne poly- 
o  

pept id ique  de 1s p ro t e inc  (pouvoir  de r é s o l u t i o n  G A ) .  

Les progrGs r 6 a l i s é s  dans l e  donaine des  c r d i n a t e u r s  ~Glcctroniqucs 

l e u r  permirent  d'augmenter 1s p o u v ~ i r  de r e s o l u t i o n  de l a  méthode. 

(s) Une séquence t rZs  p a r t i e l l e  dv l a  myoglobine humaine 3 également é t 6  
donnée p a r  KIRRIS C , i l ,  (44) dans s a  t hè se  de D x t o r a t  - Duke Univers i ty  
Flichigan (1965),  
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O 

En 1959, avec un pouvoir de r é s o l u t i o n  de 2 A, i l s  purent  a i n s i  i d e n t i f i e r  

l ' h é l i c e  a de PAULING, l e s  segments en p e l o t e  s t a t i s t i q u e  a i n s i  que de 

nombreux r é s i d u s  d'amino-acides (avec une c e r t a i n e  p o b a b i l i t é ) .  Enfin,  en 
O 

1963, un pouvoir de r é s o l u t i o n  de 1 , 4  LI montra à KENDREW l e s  atomes 

c o n s t i t u t i f s  de l a  p ro t é ine .  

1 )  Forme de l a  mlGcu le  

La cha?ne pept id ique  de l a  myoglobine de Cachalot comporte h u i t  

segments d ' h é l i c e  a dextrogyre ( f i g u r e  1 )  num5rotés de h à 11, de 8 à 24 

rCsidus chacun e t  reprÉsentent  au  t o t a l  118 r é s idus  s u r  l e s  153 que compte 

l a  molfcule (77 p. 100 d ' h é l i c i t é ) .  Ces segments son t  unis  p a r  deux co ins  

a igus  (BC e t  DE) e t  par  5 segments non hé l ico ïdaux de 1 à 8 r é s i d u s  

cliaciin (AB, CD, EF, FG e t  GH) ; en ou t r e ,  12s segments N- e t  C-terminaux 

cons t i t uen t  deux zones non h C l i r ~ ï d a l e s  de 2 e t  5 r c s idus  respect ivement  

(WATSON e t  KENDgEW) (48) ,  Les r5s idus  de p ro l ine  s e  t rouvent  au  vois inage 

des coins (dans l e  premier t ou r  de s p i r e )  ou dans des  rêg ions  non h é l i c o i -  

da l e s .  

L'ensemble e s t  p l i é  de façon complexe e t  asymétrique pour former 

un prisme t r i a n g u l a i r e  a p l a t i  dont  l e s  a r ê t e s  mesurent respectivement 45, 
O 

35 e t  25 A.  aspect e s t  t r è s  compact e t  ne l a i s s e  l a  place qu'à moins 

de 5 molécules d'eau, zmprisonnées déf in i t ivement  au moment du pl issement  

de l a  molécule.  

Dispos i t ion  de l'hème 

L'hème e s t  disposé Tresque perpendiculairement 3 l a  su r f ace  

e t  enfoncé dans une c revasse  l i m i t é e  par  lcs segments C, E, F, CD, EF e t  

FG ; l e s  groupes p r o ~ a n o ï q u e s  de l 'hème a f f l e u r e n t  l a  su r f ace  de l a  molécule 

a l o r s  que l e s  groupes v iny le  s o n t  profondément enfoncés dans l a  c revasse ,  

La sur face  i n t é r i e u r e  de c e t t e  c revasse  e s t  t a p i s s è e  pr incipalement  

des chaincs l a t é r a l e s  de r5s idus  dgamino-acides non p o l a i r e s  a l i p h a t i q u e s  



FIGURE 1 

ASPECT GEMERAL DE LA XOLECULE DE 
PIYOGLOBINE 

(dVaprès  PERUTZ) (47) 



ou aromatiques : l e s  c h a h e s  l a t é r a l e s  d'amino-acides p o l a i r e s  sont  au 

c o n t r a i r e  o r i e n t a e s  ve r s  l a  sur face  e x t é ï i e u r e  cle l a  molécule, qu i  

p ré sen te  de cc f 3 i t  un c a r a c t è r e  hydrophile  marqué. 

3)  Union hSme-globine 

Le probïèmn dc l a  l i a i s o n  hème-globine posé depuis  longtemps 

à propos de l 'hémoglobine a Et6 r é s o l u  de façon i n d i s c u t a b l e  pa r  l e s  

d i a g r a m e s  de KENDWTJ (49) L'héme e s t  l i é  par  son atome de f e r  à un 

a z o t e  imidazolique d71m rrésidu d % i s t i d i n s  d i t e  proximale (93 ou F8 chez 

l e  Cachalot) (Fiqure 2) .  

Selon l e s  çcl~éroas proposés par  PAULING e t  CORYELL (5O), 

THEORELL (51) e t  PAmIiJG (52) ,  l e  f o r  pzut acqué r i r  une s r r u c t u r e  de gaz 

r a r e  en formant un complexc d2sp3 oc ta id r ique  (F igure  3 ) .  KE??DREIJ a 

montri2 que, dans l a  myoglobine r i idui te ,  l a  sixième coordinence du f e r  

é t a i t  occupée par  une mol6cuLe d 'eau,  ilnie par  une l i a i s o n  hydrogène 

à un azote  in idazol iquc  d'un deuxième r é s i d c  d 7 h i s t i d i n e  d i t e  d i s t a l e  

(64 ou E7 chez l e  Cachalo t ) ,  

h côtC de cette l i a i s o n  pr imaire  hsmz-globine, d ' au t r e s  

types  de l i a i s o n  a s su ren t  l a  s t a b i l i t é  de l a  myoglobine g :<ERDRE!+? a 

a i n s i  montrC 1' existence clP une l i a i s o n  sal-ine e n t r e  un groupe propanoïquc 

de l'hème e t  un gxoupc guanldyl  de l ' a r g i n i n e  45 (Cachalo t ) ,  Il e s t  

c e r t a i n  d ' au t r e  p a r t  - l ' o r i e n t a t i o n  ve r s  l ' i n t é r i e u r  des chaînes hydro- 

phobes l e  prouve - q u ' i l  existe e n t r e  l'hème e t  l a  p ro t é inc  des  l i a i s o n s  

de Van de r  Flaals. Les espCriences de C:QTiT (53) o n t  mis en évidence l a  

p o s s i b i l i t é  de t e l l e s  l i a i s o n s .  Oans l e  cas  de lshémoglobine, PERUTZ8 

(54) a iiiontrci l e u r  existç?nce : l i a i s o n  s a l i n e  e n t r e  l a  l y s i n e  PG? (95 

de 13 chaîne 6 )  a t  un groupe propanoyque de 1 ' Z m e ,  l i a i s o n  de Van der  

Waals e n t r e  l a  leuc ine  FG3 de c e t i e  même chaîne e t  1.111 sroupe CH de l 'heme. 

A c e  s u j e t ,  t ou t  r é c e m e n t ,  BRADLEY, IJOIIL c t  RIEDER (55) o n t  i s o l é  une 

hémoglobine anornale  (1% GET BILL) dans l a q u e l l e  une d é l é t i o n  de 5 amino- 

ac ides  dans l a  chaîne 6 (FQ ct F51-4) scpprirte ce s  deux l i a i s o n s  secondai res ,  

c c  q u i  empsche l a  f i x a t i o n  de  lPhCmz par  l a  c h a h c  B, b ien  que 1 7 h i s t i d i n d  

proximale FS s o i t  p résente .  Ceci montre b ien  l ' impor tance  de ces  l i a i s o n s  



t i o ~ : w k  Y MYOGLOBINE. Carte C*clmniq,u., irpréwnunl. au d q d  de M u t i o n  de 1.4 .\. l'envi- 
iiicni du groupe km. IK dim%emcnt 1 un s r w p  hiutdine (p.flic inNnue). 8imi qu'l un. ndçni* d k u  (fir- 
ciwrdinaiinn). La mukule d'eau n t  elk-même l i  l un W i u  histidine d ' i l .  
Sur la nenie tixure apparaissent. dans la pank supCricurc y&. ia c a p e  d'un: vu. p., uc k by du ci>te droit. Id irscc d'unr MlKv dans sa prqrclrion longtudini*. p o m ~  *r dulm h<(n*. ;da 
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secondaires ,  dans l a  formation de complexe hème-globine, pour l a  myoglo- 

b i n e  comme pour l 'hémoglobine. 

Les hypothèses émises par  O'HAGAN (56) ( l i a i s o n s  s a l i n e s )  

e t  HAUROWITZ e t  HARDIE? (57) ( l i a i s o n s  de Van de r  Waals), à propos de l a  

l i a i s o n  hème-globine, s o n t  donc en p a r t i e  exac t e s  e t  t rouvent  l e u r  

confirmation dans ces l i a i s o n s  s î conda i r e s  de 11h5me e t  de l a  globine.  

D - DERIVES DfADDITIOt~ DE Ltl alYOGLOBINE. 

1 )  F ixa t ion  d ' oxy +ne . 
Comme pour l ' h é m ~ ~ l o b i n e ,  l a  p l u s  importante  des  r é a c t i o n s  

d ' add i t i on  de l a  myoglobine e s t  l a  f i x a t i o n  r é v e r s i b l e  dqoxygène. Les 

courbes de d i s s o c i a t i o n  de lqoxyhémoglobine r é a l i s é e s  pa r  WILL ( 5 8 )  e t  

ROSSI-FmELLI (59) montrent un a spec t  hyperbolique q u i  c o n t r a s t e  avec 

l ' a l l u r e  sigmoïde des  courbes de d i s s o c i a t i o n  de 1 'oxyhémo~lobinc.  La 

f i g u r e  4 montre qu'aux press ions  d'oxygène physiologiques,  l e  pourcentage 

de sa t i i r a t i on  en oxygène e s t  tou jours  p lus  é l evé  dans l e  c a s  de l a  

myoglobine que dans c e l u i  de l 'hémoglobine. La f i x a t i o n  d'oxyde de 

carbone conduit  à des  courbes de s a t u r a t i o n  analogues à c e l l e s  de 

1 ' oxygène . 
2 )  St ruc tu re  des  dé r ivés  d 'addi t ion .  

Comme pour l 'hémoglobine, l a  f i x a t i o n  d'oxygène s ' e f f e c t u e  

sans  changement du degré dPoxydat ion du f e r ,  q u i  r e s t e  à l ' é t a t  f e r r eux ,  

 étude des  p r o p r i é t é s  magnétiques e t  op t iques  de l a  myoglo- 

b ine  e t  de se s  dé r ivés  d 'addi t ion  montre d ' impor tan tes  d i f f é r e n c e s  dans 

l a  na tu re  de l a  l i a i s o n  hème-globine (WANG) (61). 

La fo rne  rPdu i t e  e s t    ara magnétique , t o u t  comme l'hémoglobine, 

c e  q u i  implique une l i a i s o n  à c a r a c t è r e  s u r t o u t  ionique e n t r e  l e  f e r  

f e r r e u x  e t  l a  globine (THEORELL) ( 6 2 )  ; l ' o ~ ~ h é r n o ~ l o b i n e  e t  lCoxymyoglobine 

s o n t  au  c o n t r a i r e  diamagnétiques, de même que l e s  dé r ivés  carbonylés 

correspondants ,  e t  l a  l i a i s o n  hème-globine e s t  a l o r s  c o v a l e n t i e l l e  ; 

l 'oxygène ou l 'oxyde de carbone occupe dans ce ca s  l a  sixième coordinence 



2 s a n g  veineux 
3 sang artér ie l  

FIGURE 4 

COURBE DE DISSOCIATION DE LvOXYHafOGLOBINE E T  DE LvOXPMYOGLOBIi?E 

(d ' après  ROSSI-FAi iELLI)  (60) 



du f e r .  THEORELL (63)  confirme ces  r é s u l t a t s  pa r  l ' é t u d e  des  s p e c t r e s  v i -  

s i b l e s  des  chromoprotéides porphyriniques : q u a t r e  types de s p e c t r e s  

d 'absorp t ion  dans l e  v i s i b l e  des  composés f e r r i -  e t  ferro-porphyriniques 

peuvent ê t r e  d i s t i ngués  e t  l e u r s  c a r a c t é r i s t i q u e s  sont  ind iquées  dans 

le  tab leau  V I .  

Il e s t  à n o t e r  que l e s  bandes d 'absorp t ion  de l a  myoglobine 

e t  de lPoxymyoglobine dans l e  v i s i b l e  son t  décalézs  ve r s  l e s  grandes 

longueurs d'onde par  r appor t  à c e l l e s  de l 'hémoglobine e t  de l'oxyhémoglo- 

b ine  : pour l a  myoglobine humaine (HAUXOIJITZ) ( 6 4 )  l e s  maxima d s  absorp t ion  

son t  obtenus 3 5 4 3  mu c t  583 mu , a l o r s  que pour l 'hémoglobine humaine 

(THEORELL) (65) i l s  s e  s i t u e n t  à 541,5 e t  577 mu , 

Outre ces bendes d 'absorp t ion ,  on no te  pour l a  myoglobine, 

corne pour l 'hémoglobine, une f o r t e  bande d 'absorpt ion à l a  l i m i t e  de 

7 ' l f u l t r a - v i o l c t  (400 à 420 mu ) : c ' e s t  l a  bande de SORET, q u i  e s t  due à 

1 ' hème. 



TABLEAU V I  

CARACTERISTIQUES DES QUATRE TYPES DE LIAISONS DANS 

LES COMPLEXES GLOBINE-HEME e t  GLOBINE-HEMATINE 

I 

Composés f e r r i q u e s  
l i a i s o n s  ion iques  

Composés f e r r i q u e s  
l i a i s o n s  cova len tcs  

Composés f e r r e u x  
l i a i s o n s  ion iques  

Composés f e r r e u x  
l i a i s o n s  cova l en t e s  

Colorat ion 

Brune ou 
v e r t e  

rouge 

Ro ug e 
pourpre 

Rouge 
b r i l l a n t  

Bandes 
d ' abso rp t ion  

une bande v e r s  
630 mu 

une à deux 
bandes dans 
l e  v e r t  

une l a r g e  
bande à 

560 mu 

deux bandes 
v e r s  545 mu 
e t  589 mu 

Elec t rons  
cé l i ba -  

t a i r e s  

5 

1 

4 

O 

Exemples 

Ca ta l a se  

Peroxydase 

Fie tmyoglob i n e  
ac ide  

(THEORELL e t  
ZHRENBERG) ( 63a ) 

Ile thémoglobine 
a c i d e  

Cyan-catalase 

Cyan-peroxydase 

14yoglobine r é d u i t e  

Ilémog 1 ob i n e  
r é d u i t e  

Oxymyoglob i n e  

Oxyhémoglobine 

Carbonylmyoglobine 





rl - TENEUR EN TlYGGLOBINE DU TISSU îIUSCUL,iIRE 

Daiis l e s  d i f f é r e n t e s  espèces ,?nimales, 1-a te?evr du r ~ u s c i e  en 

rn)roylobine e s t  v a r i a b l e ,  non seulenent  e n  fonc t ion  de 1'esr,2cc., rr,n?ç e u s s i  

du type de ;nuscle e t  dc l ' a c t i v i t é  physbqüe de L9axiiziaZ, C 'es t  e i n s j  qiic 

l e  teneur en  myoglobine e s t  beaucoup p l u s  é levée  chez ].es animaux ~ a r i n s  

(Cétacéc, i i ~ o q u e ,  Pingauin,  Cormoran) quz chez les ankmsux t e r r e s t r i s  

(KEi\iDREW, PAXRISH, lL.l;LT~CK e t  03!,~i:JS) (66),  THEC)XELL <L7), pa;:  sactic;^ tic;^ 

des  muscles squelettiques de Phoqns, o b t i e n t  L'ne so lu t ion  c,mtenr2-1t 3 2 I J  2 

p. 100 de myoglobirie, c'est-2.-dire 10 f o i s  plus conccntrse  que. d a ~ s  1.e 

cas  des PlamxLf è r e s  t e r r e s t r e s .  D é  ~Siili.. I-~LIWX~U~I?, ErJLilR, BAPTilSZAK i'it GURD 

D?v"i.RKLi\T ( 6 9 )  n é t i ~ d i é  systématiquement l a  conccn'--et!-c,n e l  

z~yogleb~-;;c du coeur cii des  niuucles sciuclet t i ques  d î  diC;ércnt.; IlzririE r'Grr~c 

(T,?Olca~l VT-1) . Tl. co~c,'l ct 3 u?n, cc,ncentrstLon en myogiobin~ 51 c-&? C I - n ~  Ics  

grands h,?maifCres (Cheval) eC chez l e s  ,?7-irna~r à course ~ 8 p l d e  (Chlcn). 
* -  - Chez ces deu;z e s r ~ è c r s ,  la c3ncei:Crattcn en rryogloblne e s t  212s e.~c-=? 

dans lîs mir ;s r le~  s p u e l s ? t i q ~ ? s  nue dans l n  coenr.  L 3  concentr=t-'-cn e r  

niyogiobin-:h e s t  net temzzt   pl,.^^ ?:Cblc. C : I ~ Y  12s p s t l c s  : Iâ~nl<Gr-s  (i:-i,.: P I :  

chez l9~onime.  BRQW (70)  a Ctudié !a concent ra t ion  en nyoglohine cllco, 1c.s 

Poissons (Then) E; :TOU-J? LX c ~ n t ~ n t r z t t i ~ n  de l ' o r d r i  Ge 0,37 ?. l , s8  nOIC 

d32S l e s  ~ L I E C ~ S S  b lancs  et un Eaux très e l evé ,  de 3 , 3  2 f b , 3  mg/;. d ~ s  

l e s  muscles rouges. 

~ ' i s o l e w n t  de l a  rflyoglobinc s 7 e f  f e c t u e  en 5énér-21 r,ay r e ï ~ . z g ? g d ~  

à IV a<de du s u l f a t e  d' ,ommonivrrr, de?  so7uLlons aqucriccs eLtenl1~1.; piir 

ex t r ac t ion  des broyats  t i s s v l a i r c s ,  Lcs  concent ra t ions  en uultc- 6'c.rmo- 

nium e t  l e s  pH u t i l i s é s  sont  v a r i a b l e s  se lon  !es au teurs  n t  s e l c7  7er 

espèces animales Ch32 l e s  Ilaii;~.i.ifP,rcç, l a  7one de rc la ïgage  e s t  eri. geriE;n? 

comprise cn t r z  75 e2 95 p.  iC13 d2 sat?irzL!on en sir1 facc  ciPc?r.lr.m.i~~--, 



TABLEAU '(711 

TENEUR EN fNOGLOI3INE DES IlUSCLES DE QUELQUES W I F E R O S  

(en mg/-;) 

Muscles 
s q u e l e t t i q u e s  - 

RAT 

CHIEN 

HO1 ElE 

C  £33 VAL 

Coeur 

- 

O, 91 

1,83 

1,18 

4,56 



D'aut res  procédés dc prepara t ion  on t  également é t é  m i s  en oauvrc, 

n o t a n ~ e n t  l a  p réc ip i ca t ion  é thanol ique  (25 p. 1CO) cri présence de s e l s  de 

z i n c  (ElkRD?IIlN e t  a l  .) (71),  r t  I f  u l t r a f i l t r a t i o n ,  qu i  a étÉ employSe 'Cr 

30YCR, PAINE3 e t  NATJGHTON ( 7 2 )  posr  l ' e x t r a c t i o n  de La myoglobine huaaine 

à p a r t i r  de b i o p s i e s  musculaires ,  Dazs c e t t e  de rn i è re  méthode, l ' u l t r e -  

f i l t r a t i o n  e s t  r é a l i s é e  sous p re s s ion  r é d u i t e  à t r a v e r s  un sac  de ce l lo -  

phane (Visking numéro 8) 3. 2-5OC pendant p l u s i e u r s  heures .  LPhêmoglobine 

e s t  re tenue  par  l a  cellophane Candis que l a  myoglobine l a  k a v e x e ,  a i n s i  

d ' a i l l e u r s  que d ' a u t r e s  p ro t é ines ,  ce  q u i  exige une p u r i f i c z t i o n  de l a  

myoglobine par  v.nc dc~x ième  u l t r a ! ? i l t va t ion  ( su r  co l lod ion ,  q u i  reLi-en2 

l a  myoglobine), 

Nous zvonç u t i l i s S ,  pocr p répa re r  l a  myoglobine de  Chey'?al, 7m2 

technique de re1nrgae;e a3 s u l f s r e  d;amonium i é r i v e e  de cciLc d é c r i t 2  par  

A D A I 2  e  t BOhP3>bAiS:N ( 7 3 ) , 

Nous a~rocs  c h o i s i  1x3~ zone de re'laryage r ~ l a t i v e n i c n t  é t r o i t e ,  

e n t r e  54 e t  94 F, 100 de sci turat ion en s ü l f a c e  d 'am~niurn,  ce  qu i  prgsente  

l f avan?aZe  de f o u r n i r  u-i- nyozlobine homogsne en élcctrophorGse de -9ne 

s u r  pap ie r  à pH 8 , 9 .  

Les au teu r s  uui u t i l i ç e n t  iine zone de re la rgage  p ius  etendue 

o b t i e n ~ e n t  üne nyoslobine s o u i l l é e  dqhSmoglobine e t  q u i  d c i t  ê t r e  puziziGe 

ultér ieurcinent  Dar p;-f il tratLon s u r  Se?tiadeu (AIJfID, ChLIEROY e t I:3ï 'izlL 

(74) e t  GONDKO, ÇClPf IDT î t  TJEVÜC (75)) .  
. - wovs e v m s  ?réparé 3s myoglobine de Cheval s o i t  sous forne  no:-, 

combinée, so2t  sous forne  de carb~nyl-myoglobine. 

1 )  C r i s t a l l i s a t i c n  ----- 
La myoglobine de Cheval c r i s t a l l i s e  dans un système pseudo- 

orthorhombique , dér ivé  d'  un szrs tame monoc.!. l ique obtenu pl!!?s rarement-- 

(EZNDREW (76) e t  KENUPtW, i)Af"XLIÇB, I3AE.PACR e t  OP3;QE (77) ) .  La fieu-le 5 



FIGURE 5 

CRISTAUX DE MYûGLOBINE 

Taille des cristaux : environ 100 microns. 



montre l ' a s p e c t  des  c r i s t a u x  de myoglobine de Cheval, 

L 'g t a t  c r i s t a l l i s é  de l a  prépara t ion  obtenue n ' e s t  pas vé r i f iG  

systématiquement ; en  e f f e t ,  pour juger  de Ifhomogénéité des  p répa ra t ions ,  

nous accordons p lus  de confiance aux c r i t è r e s  physico-chimiques t e l s  que 

l g é l e c t r o p h o r è s e  de zone s u r  pap ie r ,  l a  g e l - f i l t r a t i o n  e n  couche mince 

de Sephodex G75 ou 1 obtent ion  d P  un DEJP-amino-acide terminal  unique. 

2)  Electrophorèse de zone s u r  pap ie r  

LPhoinogénéité é l ec t rophoré t ique  de l a  prépara t ion  est  con t rô l ée  

en é lec t rophorèse  de zone s u r  papier  5 pH 8,9. Dans l e s  condi t ions  

expérimentales u t i l i s é e s ,  I g é l e c t r o p h o r é g r a ~ e  de l a  myoglobine montre urie 

bande homogène unique p ius  l e n t e  que l 'hémoglobine (Figure 6 ) ,  

3)  Chromatographie s u r  couche mince de g e l  de Sephadex G 7 5  

La chromatographie s u r  couche mince de g e l  de Sephadex e s t  

une méthode plus s e n s i b l e  encore que l a  précédente pour c o n t r ô l e r  lPhono- 

géné i t é  de l a  myoglobine, q u i  migre beaucoup p lus  lentement que l'hémoglo- 

b ine ,  comme l ' i n d i q u e  l a  f i g u r e  7.  

4) Acide aminé N-terminal 

Dans l e  ca s  de l a  q o g l o b i n e  de Cheval, l a  vé r i f i ca t io r i  de  
1 v f ?  un ic i t éE '  du D>P-amino-acide terminal  e s t  par t icu l iè rement  i n t é r e s s a n t e ,  

puisque ce lu i - c i  e s t  l e  g lycocol le  a l o r s  que l 'hémoglobine, q u i  e s t  l e  

contaminant l e  p lus  ggnant e t  l e  p lus  f r équen t ,  possède, a u s s i  b i en  s u r  

l e s  chaînes a que s u r  l e s  chaînes 5 ,  un r e s i d u  de v a l i n e  en p o s i t i o n  

E - MICROHETEROGENEITZ - DE LA !~lYOGLOSïNZ 

LPhé té rogéné i t é  de l a  myoglobine c r i s t a l l i s é e  e s t  connus 

depuis re la t ivement  longtemps, mais e l l e  n ' a  é t é  déf inieivement  é t a b l i e  

que grâce à l V é l e c t r o p h s r è s e  en g e l  d'amidon : simultanément, LEWIS e t  

SCH\*JEIGERT (78) mi ren t  en évidence deux c o n s t i t u a n t s  A c t  B dans l a  

myoglobine de Bocui, t and i s  que THEORIELL e t  kES014 (79) cn d é c e l a i e n t  

t r o i s  dans l a  myoglobine de Cheval. C e  r é s u l t a t  f u t  confirmé e n s u i t e  



FIGURE 6 

ELECTROPE-IORESE DE ZONE DE LA ?NOGLOBINE 

ET DE lqIIE1OGLOBINE DE CHEVAL 

Ilb : Hémoglobine 

Révélation à 1' Amidoschwarz 



FIGURE 7 

CHROK2TOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE DE GEL DE SEPHADEX G75 DE 

LI IROGLOBIME ET DE L~HEXOGLOBINE DE CHEVAL 

Mi: :: Xyoglobine Hb o Hémoglobine 

Révélation par lrAmidoschwarz 



pour l a  myoglobine humaine par  ROSSI-FANELLI e t  ANTONIN1 (80).  

Le fract ionnement  par  chromatographie s u r  r é s i n e  (Amberlite 

IRC 50 o u  CM-cellulose se lon  l e s  a u t e u r s )  des  d i f f é r e n t e s  formes de  

myoglobine a appor té  un c e r t a i n  nombre de données i n t é r e s s a n t e s ,  Il a é t é  

admis a s s e z  rapidement que l e s  poids moléculaires  e t  l e s  compositions en  

amino-acides é t a i e n t  i den t iques  (BOARDMAN e t  ADAIR (Dl),  ~ S O N  e t  

THEORELL (82), EDHUHDSON e t  IIIP,S (83), ATASSI e t  SAPLI:J (84) ) .  

L'hypothèse d'un taux d 'amidi f ica t ion  d i f f é r e n t  émise pa r  

EDMUNDSOM e t  HIRS à propos de q u a t r e  des cinq c o n s t i t u a n t s  (Frac t ions  II - 
V) de l a  myoglobine de Cachalot,  i s o l é s  pa r  chromatographie s u r  Amberlite 

IRC 50, semble dcvo i r  ê t r e  abandonnée 3. l a  s u i t e  des dosages de groupements 
O 

amide e f f e c t u é s  p a r  MESON e t  THEORELL s u r  l e s  t r o i s  composants de l a  

myoglobine de Cheval, séparés  pa r  chromatographie s u r  CPI-cellulose : l e  

taux d ' amid i f i ca t ion  e s t  en e f f e t  l e  même pour c e s  t r o i s  formes de myoglo- 

bine , 

Une première cause de polymorphisme semble ê t r e  l a  présence dans  

l e s  p répa ra t ions  de myoglobine, même c r i s t a l l i s é e s ,  de c o n s t i t u a n t s  non 

héminiques, mis e n  évidence pa r  PERKOFF, HILL, BROm? e t  TYLER (85) dans 

l a  myoglobine humaine : par  chromatographie s u r  DEAE-cellulose, ce s  a u t e u r s  

s épa ren t  qua t re  f r a c t i o n s  dont  t r o i s  (F 1, 2 ,  3) absorbent  à l n  f o i s  à 

200 mii e t  415 mii (bande de SOFET) e t  une (FA) à 280 mp seulement. De 

même, ATASSI (8G) sépare  p a r  chromatographie s u r  C?1-cellulose 1 2  fract io .&s 

dans l a  myoglobine de Cachalot,  l a  f r a c t i o n  I n 'absorbant  280 mu e t  

non à 415 mu . La composition en amino-acides de l a  f r a c t i o n  1 de l a  

myoglobine de Cachalot ( v o i r  ci-dessus EDX-UlJDSON e t  IIIRS), q u i  d i f f è r e  

de c e l l e  des t r o i s  e u t r e s ,  peut  donc s ' exp l ique r  s o i t  pa r  s a  n a t u r e  non 

héminique, s o i t  p a r  une contamination par  cne pro té ine  non héminique. 

L ' éven tua l i t é  ci ' unc t e l l e  contamination ne pennet cependant pas  

d ' exp l ique r  l a  m u l t i p l i c i t é  des  f r a c t i o n s  i s o l é e s  par  c e s  d i f f é r ences  de 

méthodes de chromatographie s u r  colonnc. En f a i t  des  d i f f é r e n c e s  de cons t i -  

t u t i o n  o n t  é té  mises  en évidcnce p a r  de nombreux au teu r s .  Ains i ,  dans l e  



cas  des f r a c t i o n s  h ih in iques  1 e t  2 i s o l é e s  pa r  PERKOFP Qk de, dans l e  

cas  de l a  myoglobinc humaine, l a  rechronatographie de chacune de ces  

deux f r a c t i o n s  p r i s z s  individuet lcment  conduit  2 mélange de 1 e t  de 

2 ; mais s i  l e s  f r a c t i o n s  s o n t  rechromatographiées sous forme de cyanmet- 

myoglobine, un p i c  unique, ident ique  pour l e s  deux f r a c t i o n s  e s t  a l o r s  

obtenu. D e  meme, parmi l e s  douze f r a c t i o n s  i s o l é e s  par  ATASSI dans l a  

myoglobine de Cachalot,  t r o i s  ~ o s s è d ê n t  l e  s p e c t r e  de l a  metmyoglobine 

e t  h u i t  c e l u i  de l a  cyanmetmyog?obinc. U n  r é s u l t a t  analogue a é t é  t rouvé 

par  QUIZJN, PEARSON e t  B9rnTNEiC (87) avec l a  myoglobine bovine. 

Le polymorphisme peut  donc & t r e  pa r t i e l l emen t  expl iqué pa r  

l ' e x i s t e n c e  de complexes porphyriniques d i f f é r e n t s ,  mais il f a u t  a u s s i  

invoquer des  d i f f é r ences  de s t r u c t u r e  secondaire ou  t e r t i a i r e  (PERIWFF 

& d o  (a$), ATASSI (89),  YAMAZAKI, YOICOTA e t  SHIKN~LI (go ) ) ,  Ces d i f f é -  

rences peuvent ê t re  mises en  évidence par de l é g è r e s  a l t é r a t i o n s  du 

s p e c t r e  u l t r a - v i o l e t  ou de l n  c iné t iq i ic  des r é a c t i o n s  de d i s s o c i a t i o n  

de 1 'oxymyoglobin~ ou  du complexe hème-?lob ine  (QUINN, PEARSON e t  

BRUrJNER (91) e t  2VEN (92) ) ,  

L'une des causes  de polymorphisme p o u r r a i t  donc ê t r e  l ' e x i s -  

tence ou 1 'appnriti .on de formes pa r t i e l l emen t  déna turées  de l a  myoglobine 

dans l e s  p répa ra t ions  c r i s t a l l i s é e s .  

La rnicrohétérogénéitG de l a  myoglobine semble donc due 

essent ie l len ien t  à des  a r t E f n c t s  dus au  mode de p répa ra t ion  e t  d ' isolement  

(KOSSm4, PAINER e t  BOYER) (93) ; il f a u t  cependant s i g n a l e r  que HARDFLIN, 

EGLAR, M Y ,  BANASZAK c t  G U W  (94) ,  g u i  on t  prGparé l a  myoglobine de 

Cachalot par  une méthod? à l i é t h a n o l ,  on t  re t rouvé  l e  polymorphisme obser- 

vé par  ATASSI (95) s u r  l e  rnême s u b s t r a t  préparé pa r  rc la rgage  au  s u l f a t e  

d ' a m o n i m ,  Au c o n t r a i r e ,  c e t t e  microhétéroç+néité ne semble pas a v o i r  é t é  

r e t r ~ u v é e  p3r Ak?AD c t  KOTITE (96) pour l a  myoglobine de Chameau preparée 

par  chromatographie s u r  colonne de C-4-cellulose, p u r i f i é e  pa r  g e l - f i l t r a t i o n  

su r  Sephadex G75 e t  f inalement  c r i s t a l l i s é e  dans une s o l u t i o n  de s u l f a t e  

d s  amnonium à 75-85 % dc s a t u r a t i o n .  



En ce qu i  concerne l ' é tude  s t r u c t u r a l e ,  notamment l a  dé te rmina t ion  

de l a  séquence des a c i d e s  aminés, c e t t e  microhétCrogénéiti5 ne c o n s t i t u e  

pas un inconvsnient  sér ietur ,  c a r  d'une p s r t  l a  composition en amino-acides 

e t  l e  poids moléculaire  son t  ident iques  pour t o u t e s  l e s  f r a c t i o n s  e t  

d ' au t r e  p a r t  l a  f r a c t i o n  majeure représente  tou jours  30 2 90 p. 100 d e  

l a  prépara t ion .  



CHAPITRE III 

HYDROLYSE CHY-IOTRYPSIQUE 



A - CHOIX DE L'El3ZYME 

La déterminat ion de l a  séquence des ac ides  aminés de l a  

myoglobine de Cheval a  é t é  abordée notamment par  l ' é t u d e  des hydro lysa ts  

p a r t i e l s  enzymatiques : nous avons c h o i s i  l s h y d r o l y s e  chymotrypsique, 

La c21potrypsine hydrolyse pr incipalement  l e s  l i a i s o n s  dans 

l e s q u e l l e s  s o n t  impliqués l e s  carboxyles  du tryptophanne, de l a  t y ros ine  

e t  de l a  phénylalanine ( d m s  l ' o r d r e  déc ro i s san t  d ' a f f i n i t é ) .  Sauf except ion ,  

ce s  t r o i s  amino-acides s e r o n t  donc en p o s i t i o n  C-terminale dans l e s  

pep t ides  qu i  l e s  co l t i ennen t .  

La chyrnotrypsine cou;e également, à un degré moindre, l e s  

l i a i s o n s  l e u c y l ,  méthionyl, h i s t i d y l ,  asparaginyl ,  g l u t a n i n y l ,  a l a n y l ,  

e t  p l u s  rarement c e r t a i n e s  l i a i s o n s  s é r y l ,  th réonyl ,  a s p a r t y l  e t  p e u t - ê t r e  

glutamyl.  Une é tude  pénerale  de l a  s p é c i f i c i t é  d ' a c t i o n  de l a  chymotryp- 

s i n e  (x) s u r  d ive r se s  p ro t é ines  a  é t é  r é a l i s é e  par  NEIL, IqIEMANN e t  

H E I N  (97) .  

En r a i son  de c e t t e  s p é c i f i c i t é  assez l a r g e ,  l e  nombre de 

coupures e t  par  s u i t c  l e  nombre de pep t ides  l i b e r é s  e s t  é l evé .  La t a i l l e  

dc c e s  pzpt ides  e s t  donc en rnoyennc p lus  f a i b l e  que c e l l e  des  pept ides  

l i b é r é s  pa r  l a  t ryps ine ,  dont l a  s p é c i f i c i t é  e s t  l imitCe aux l i a i s o n s  

l y s y l  e t  a r g i n y l ,  De ce f a i t ,  l ' é t u d e  s t r u c t u r a l e  des  pep t ides  chymotryp- 

s iques  s e r a  p l u s  simple que c e l l e  des pept idzs  t ryps iques  ; de p lus ,  

grâce aux coupures secondaires  dc l'enzyme, de nombreux recoupements s o n t  

p o s s i b l e s ,  ce  q u i  f a c i l i t e  l a  r e c o n s t i t u t i o n  de l a  séquence dans de l a r g e s  

po r t ions  de l a  molécule. 

En con t r e -pa r t i e  , l e  problème du fract ionnement  d '  un t c l  

mélmge est t r è s  complcxc du f a i t  du 2rand nombre de pep t ides  l i b é r é s .  

(x) Une é tude  de l ' hyd ro lyse  des l i a i s o n s  de l a  l euc ine  par  d ive r se s  
chymotrypsines a  é t é  e f f ec tuée  par  GMTECOS e t  ROVERY (97bis ) .  



La dgtermina t ion  de l a  séquence conplè te  d 'une p ro t é ine  

ne peut  cependant ê t r e  r é a l i s é e  pa r  l ' u t i l i s a t i o n  d'un s e u l  type drhydro-  

l y s e  enzymatique ; deux hydro lysa t s  enzymatiques d i f f é r e n t s  son t  r e q u i s  au  

minimum s l e  ~ r e m i e r  permet t ra  de déterminer  des séquences p a r t i e l l e s  

l i m i t é e s  a m p c p t i d e s  i s o l é s  : l c  second, en e n c h a h a n t  12s unes aux 

a u t r e s  l e s  séquences préalablzment déterminées,  donnera une vue d7ensfmble 

de l a  molécule.  

L'hydrolyse chymotrypsique nous a pcrmis d ' a t t e i n d r e  1c  

premier de ce s  o b j e c t i f s ,  

Les p répa ra t i ons  cornmerciales de chymotrypsine u t i l i s é e s  

cont iennent  en gén6ra l  des impuretés  e t  n o t a m e n t  de f a i b l e s  q u a n t i t é s  

de t r y p s i n e  ; en f s i t ,  nous avons i s o l é  un c e r t a i n  nombre de pept ides  

"anormaux:' correspondant 3 des coupures de typs  t ryps iqus  . 
Dans l ' c n s e n b l e ,  ces  coupures p a r a s i t e s  o n t  f a c i l i t é  

l ' é t u d e  de nombreux cnchaînemcnts, mais e l l e s  c o n s t i t u e n t  p a r f o i s  un 

o b s t a c l e  5 l a  r e c o n s t i t u t i o n  de c e r t a i n e s  séquences bas iques ,  profondément 

dégradées p a r  des coupurcs dc l i a i s o n s  l y s y l .  

Il es t  ac tue l lement  possibl: d ' i n h i b e r  l e s  t r a c e s  de 

t ryps ine  p ré sen t e s  dans l a  chymotrypsine par  ün t r a i t emen t  par  l a  l-chloro- 

3-to~ylamidc-7-arni::o-S--l:o,~t~n~ne (*) *: ?:.J3 -mlA, 2 cU!;Eii ( 5 8 )  j et: 

SHAId e t  SRIXGEORY ( 9 9 ) ,  se lon  me méthode analogue à c e l l e  employée pa r  

SCI-IOELL'.LANN e t  SFUlV' (100) e t  KOST17d e t  CARPEMTER (101) pour i nh ibe r  l a  

chymotrypsine par un i a h i b i t e ü r  spéc i f i que ,  l a  l-chloro-3-tosylamido-4.- 

phényl-2-butanonc (EX) 

A l%poque où ce t r a v a i l  f u t  comencé ,  nous ne d i spos ions  

pas de c e t  i n h i b i t e u r  spéc i f i que  de l a  t r yps ine  (TLCX) e t  l ' e s s e n t i e l  de 

--- -- ------- -.-- - --- 
(K) En 3brégé TLCK : i n i t i a l e s  dc Tosyl-lysine-chloroncthyl-ketcnè 

(XE) En abrégé TPCR : i n i t i a l e s  de Tosyl-phenylalanine-chloromcthyl-ketone 



n o t r e  expérimentzt ion a  é t é  r 6 a l i s é e  avec 1~ chymotrypsine c r i s t a l l i s é e  du 

commerce. 

Nous avons par  l a  s u i t e  f t u d i é  l ' i n f l u e n c e  du t r a i t c n e n t  

de l a  chymotrypsine par  l e  TLCK s u r  l ' hydro lyse  de l a  myoglobine de Cheval ; 

i e s  r é s u l t a t s  s e r o n t  exposés dans l e  dê rn i c r  c h a p i t r e  de cc  t r a v a i l  

(Chapi trc V I )  . 
B - CHOIX DES CONDITIONS D'HYDROLYSE ------ 

1) Choix dupl1  --- - 
Nous avons dans un premier tenps p réc i s6  l e s  cond i t i ons  op t i -  

males d7hydro lyse  de l a  myoglobine e t  t o u t  d 'abord l e  pH cptimum d ' ac t i on  

dc l a  chymotrypsine s u r  l a  myoglobine p a r  une é tude  cinétique d r  l s h y d r o l y s e .  

La f i g u r e  8 montre 1 9 é v o l u t i o n  de l a  consom-ation de soude Sn 

fonc t ion  du temps pour t r o i s  va l eu r s  d i f f é r e n t e s  du pH. Dans les t r o i s  

expér iences  nous avons u t i l i s s  des  s o l u t i o n s  de m ê m ~  concent ra t ion  en 

g lobine  de myoglobine (50 mg pour 20 ml) ; l e  pH e s t  pr6ala5lement a j ü s t é  
A Z 13 valeur dgs i r éc  (12 vol-me i n i t i a l  e s t  13 meme à chaque expérience,  

s o i t  20 ml). 

On v o i t  qu'à pH 9, dans l e s  premiers temps de l%ydro lyse ,  l n  

q u a n t i t é  de soude consommGe est p l u s  grande qu'à pH 3,5 ou 8 : c e l a  

correspond à un p lus  grand nombre de l i a i s o n s  pep t id iques  rompues, Pour 

des  durées  dépassant  2 heu rc s ,  l e s  courbes correspondant aux pH 8,5 e t  

9 se r e jo ignen t .  On v o i t  Sgalerncnt deuxième a d d i t i o n  d g e n z p e  

n ' a  qu'une assez  f a i b l e  i n f luence  s u r  l a  c iné t ique  dqhydro lyse .  

Nous avons donc f inalement  r e t enu  un pH de 9. Eri_ cf £ e t ,  ? pli 9, 

l e  rendement cn pept ides  d i a l y s a b l e s  augmente, t a n d i s  que l e s  fragments 

a d i a l y s a b l c s  diminuent ( v o i r  Chapi t re  I V ) .  

2 )  DurGe de l F h y d r o l y s e  

Pour unz vc.leur de pH donnée, l a  p ro longat ion  du tcmps 

d 'hydrolyse a u g ~ c i l t e  l c  nombre de coupures secondai res  e t  par  s u i t e  l e  

nombre de pept ides ,  S i  l e  f ract ionnement  s e  t rouve quelque peu compliquEp 

en revanche l e s  2tudes de séquences son t  f a c i l i t é e s  grace  aux nombreux 

recoupements pos s ib l e s ,  Nous avons u t i l i s é  une dur& de 24 heures ,  q u i  



FIGURE 8 - 
ETUDE DE LA CONSOICi,L4'IION EN Na011 0,03 - N EN FONCTION DU TEB4PS 

LORS DE L'I~YDROLYSE CHRIOTRYPSIQUE DE LA GLOBINE 

Tcmps O : première addition d'enzyme g rapport ~nz~me/Substrat égal 5 
1 p. 100 (en poids). 

Temps 110-130 minutes a Deuxième addition d%nzymc (dôns le même rapport), 

: pH 9 

...... : pH8,5 

------ : pl3 3 



donne un rendement p l u s  s a t i s f a i s a n t  en p e p t i d r s  d i a l y s a b l e s  que des  du- 

r é e s  c o u r t e s ,  de 8 heu re s  pa r  exenple.  

Toutefo is ,  cn prescncc de chymotrypsine t r a i t é e  par  l e  TLCR,  nous 

avons l i m i t é  l a  durée de l ' hyd ro lyse  à 6 heures .  

3)  Rapport Enzyme/Substrat - 
Nous avons adopté une va l eu r  du r appor t  Enzyme/Substrat de 

2 p. 100 (en poids) ,  obtenue s o i t  en une s e u l e  a d d i t i o n  d'enzyme, s o i t  

en deux add i t i ons  i d e n t i q u e s  2,ux temps zé ro  e t  q u a t r e  heures  de l Jhydro-  

l y se .  

C - RECAPITULATION DES COlJDITIOPTS ADOPTEES 

Uous avons f i na l emen t  adoptg une va l eu r  de pH d 'hydrolyse de 9 ,  

un r appor t  Enzyme/Substrat éga l  3 2 p. 100 en poids ,  une durée de 24 heu- 

r e s  à 3 8 ' C ,  l a  concen t r a t i on  en p ro t é ine  é t a n t  de 1 g pour 100 m l .  

Les condi t ions  expe r inen ta l e s  s e r o n t  d e c r i t e s  a u  c h a p i t r e  

technique (Chapitre V I I ) .  



FRACTIONNE8IENT DES E-IYDROLY SATS Cfm40TRYP SIQTJES 



A - INTRODUCTION 

L7hydro lysa t  chyrnotrypsique de l u  globine de myoglobine de 

Cheval c o n s t i t u e  un mélange relat ivement  complexe, A t i t r e  d'exemple, nous 

avons p u r i f i é  c t  é t u d i é  83 pept ides ,  sans  compter l e s  amino-acides l i b r e s  

e t  l e s  f r a c t i o n s  ~n incu res  ou t r o p  hctérogènes pour ê t r e  p u r i f i é e s ,  Qn con- 

ç o i t  donc que l e  f ract ionnement  d'un t e l  12Glange exige i e  couplage de 

p lus i eu r s  des  méthodes habi tue l lement  u t i l i s é e s  pour l a  s épa ra t ion  des 

pept ides .  

Ceux-ci peuvent ê t r e  t o u t  d 'nbord sépa rés  en fonc t ion  de l e u r  t a i l l e  

moléculaire  s o i t  par  d i a l y s e ,  s o i t  pa r  l a  g e l - f i l t r a t i o n  s u ï  Sephadex G25.  ------ 
Les d i f f é r e n c e s  dc p o i n t  i s o é l c c t r i q u e  in te rv iennent  de façon peu 

s é l e c t i v e  dans l ' é l ec t rophorèse  p répa ra t ive  en f i l m  l i q u i d e ,  p lus  f i n e  

avec l a  chromatographie d7échange d ' i ons  e t  l 'é lcctrophori5se s u r  papier .  

Le c a r a c t è r e  aromatique des pcpt idcs  à tryptophanne, phénylalanine 

e t  t y ros ine  peut  éga lenent  i n f luence r  l e u r  comportement au  cours da l a  

chromatographie de g e l - f i l t r a t i o n  ou d'échange d ' ions.  

Enfin,  l a  na tu re  hydrophile  ou hydrophobe des pept ides  condit ionne 

l e u r  s é p a r a t i o n  par  chromatographie de pa r t age  s u r  p a p i a r ,  

Lc p lan  de fract ionnemant  adopté f a i t  i n t e r v e n i r  ce s  d i f f é r e n t s  

f a c t e u r s  dans un o r d r e  b ien  d6termin6. 

Lcs méthodes l e s  moins s 5 l e c t i v e s  c o n s t i t u e n t  l e s  premières é tapes ,  

c a r  e l l e s  permcttent  i a  s épa ra t ion  de q u a n t i t 5 s  importantes  de mélange 

pept idique.  Ensui te ,  l e s  méthodcs 12s  p lus  f i n e s  permettent  dc sépa re r  des 

quan t i t é s  net tement  p l u s  f a i b l e s  2 p a r t i r  de mélanges dé j à  s i m p l i f i é s  par  

l e s  é t apes  a n t e r i e u r e s .  

Par excmplc, l a  d i a l y s e ,  l a  g e l - f i l t r a t i o n ,  l g S l e c t r o p h o r è s e  en f i l m  

l iqu ide  permettent  d e  t r a i t e r  ,2 chaque opc ra t ion  250 3. 450 mg de pept ides ,  

t and i s  quc l a  chromatoyraphie s u r  r6 s ines  e s t  e f f ec tuée  s u r  des  q u a n t i t é s  

de l ' o r d r e  de 100 mg. Dans l e s  S t a p r s  f i n a l e s  di61ectrophorèse o u  de 

chromatographic su r  pap ie r ,  on sépare  quelques m i l l i g r a m e s  de pep t ides  

par  expérience,  



B - YWiCT1O::NFIZTJT DE BASE PAR DIALYSE -- 
1) U t i l i t f  dc l a  -- d i a l y s e  

Les con3i t ions  d7hydrolvse  u t i l i s e e s  l a i s s e n t  s u b s i s t e r  dans 

l ' h y d r ~ l y s a t  -me quant i tC de matér iz1  a d i a l y s ~ b l e  q u i  r ep ré sen te  20 à 

30 p. 100 Yu poids i n i t i i l .  Cct ad i a lysab le  c s t  c o n s t i t u é  de gros  fragments 

pept id iques  peu hydrolyszs  p s r  l'enzyme ~t corrzspondant à un ou p lus i eu r s  
1 * noyaux "Csistants au s e i n  de 1-1 n o l ; ~ u l ?  de g lobine ,  Lzs hydro lysa ts  

enzymatiqzes dc nyoqlobine de  Cnchslo t cûntienncrit  également des  noyaux 

polypeptic?iqucs d i f f i c i l c m c n t  a t tnquzs  (EDIfWJDSOM) (1C)2), Ces fragments 

pept id iques  doivent  être o b l i ~ î t o i r e m c n t  él iminés par  d i a l y s e  pour f a c i l i t e r  

l e s  é t a p s s  u l t 5 r i ~ u r e s  du fract ionnement .  

2) Technique de d i ~ f y s c  -- 
L3  s a l u t i o n  pept id iquc  r é s u l t a n t  de l 'hydro lyse  chymotrypsique 

(250 mg/25 ml) e s t  d i a l y s é e  c o n t r e  de l î e a u  d i s t i l l é e .  
.. 

La Zialyse pcu t  e t r e  e f f ec tu6e  en  boudin de cel lophane de 

façon c l a s s ique ,  mais 12 ~ 5 t h g d e  e s t  longue j o u r s )  e t  l a  f r n c -  

t i o n  d i a l y s a b l e  e s t  d i l u é e  dans p l u s i e u r s  l i t r e s  d%au à l a  f i n  de 

1 'opéra t ion .  

La d ia lyse  peu t  Z t r e  acc3lérGc e t  sméliorze par  l ' u t i l i s a t i o n  

d 'un d i a l y s e u r  a u t o m t i q u e ,  par  exemple c e l u i  q u i  êquipe l i a u t o a n a l y s s u r  

Technicon (x) : l a  s o l u t i o n  pcpt id ique ,  asp i rSê  à l ' a i d e  de l a  pompe 

proport ionnante (Technicon) c i r c u l e  en c i r c u i t  ferme dans l e  d i a lyseu r  

avec un d é b i t  de 7,5 3 7,8 c l /minute .  L e  d i a lyse  e s t  poursu iv ie  pendant 

24 heures  c o n t r e  un courant  d P c a u  d i s t i l l é e  (déb i t  0 ,6  n l /minute)  c i r -  

c u l a n t  dans l e  d i a lyseu r  à tempér,?ture ambiante. 

Outre l n .  r éduc t ion  de temps de d i a lyse ,  l e  vclrmie de l z  solutiorr 

contenant  l a  f r a c t i o n  d i a l y s a b l c  s e  trouve r 5 d u i t  à 800 m l  environ,  nu 

l i e u  de 10 l i t r e s  dans l e s  opz ra t ions  de d i a l y s e  c l a s s ique  à l ' a i d e  de 

boudins de cellophane. 

--- 
(A) Xembrane : cellophane "Cuprophane:' Technicon, 



Le d i a l y s a t  e s t  concentré dans un évaporateur  r o t a t i f  3 40°C 

e t  lyophi l i sC . 
C - CHROMATOGRAPHIE DE GEL-"ILTRATION ----- 

1 )  Technique -- - 
La s e l - f i l t r a t i o n  e s t  rEa l i s6e  s u r  une colonne de 100 cm de 

hauteur  (n) s u r  3 cm de diômStre, garn ie  de Sephaclex G25 "medium", Cquil i -  

b rèe  avec un tampon py r id inc  0 , 1  N-acide 3c6t ique de pH 4 ,9 ,  Cet te  c o l o n n ~  - 
permet l e  f r ~ c t i o n n e m e n t  dc  250 i 300 mg de psp t ides  d i a lysab le s .  di lut ion 

e s t  assurCe par  pass?ge dè ce mcme tampon nvec un dSbi t  de 36 m l  par  heur2 

obtenu pa r  pompage du l i q u i d e  c f f l u c n t ,  <5 1~ s o r t i c  de l a  colûnne, au 

moyen d'une pompe proport ioanantc (pompe ' ïcchnicon).  Cct e f f l u e n t  e s t  

r e c u e i l l i  par  f r a c t t o n s  de temps de 10 minutes (G m l  pnr f r z c t i o n )  au  

moyen d'un c o l l e c t e u r  automatique ( c o l l e c t e u r  Technicon). La courbe d ' é lu -  

t i o n  e s t  é t a b l i c  par  dosaya autom2tique des pep t ides  de ch3que f r a c t i o n  

au moyen de l n  r aac t ion  de FOLIN e t  LOImY (193) ; d a ~ t é c  à l k u t o a n a l y s e u r  

( lu toana ly  seu r  Technicon) . 
2) Résu l t a t s  -- - 

Le diaqramme de 13 f i g u r e  Q met en èvidence 4 f r a c t i o n s  SI ,  

52, S3,  S4, 

La f r a c t i o n  SI correspond aux p lus  gros  fr2gments pept id iques .  

E l l e  s u b s i s t e  même aprEs d i3 lyse  prGal&able des hydrolyses  chymotrypsiques 

e f f e c t u é e s  à pH 3 .  E l l e  d i spa raT t  complètement, au  c o n t r a i r e ,  sp rè s  dia-  

l y s e  des  hydrolyses  e f f e c t u d e s  3 pH 9 &  Ce r é s u l t a t  montre b i en  l v i n t é r 9 t  

dc 13 d i a l y s e  en msme ternps q u ' i l  c o n f i r ~ e  l Î C t u d e  de l a  c iné t ique  

d 'hydrolyse.  

La szpara t ion  des f r ~ c t i o n s  52 e t  S3 e s t  nettement 3mCliorée 

pa r  l h t i l i s a t i o n  de l a  colonne de 1 m d~ hauteur  s u r  3 cm de diamètre 

(x) Les prcmicrs e s s a i s ,  rS2 l i s6s  nvec une colonne de 69 cm de hauteur ,  
donnèrent une sC?sration m ~ i n s  s a t i s f a i s a n t e  (Figures  9 e t  10) .  



optique 

n 

FIGURES 9 e t  1 0  --. 

CHR0III"ITOKlPHIE DE GEL-FIL'ITÇilTÇilTIOM SUR GEL DE SEPUDEX G25 

DES PEPTIDES DIALYSABLES DE LiI1~DRO1,~SAT CHY-IOTiXYPSIqUE DE LA GLOBINE 

x u r e  9 . Dimension de  l a  colonne 60 x 3 cm.  L 'hydro lyse  a é té  c f f e c t u é c  
i pH 8, 

Figure  13 : Dimension â -  l a  colonne 100 x 3 c m .  ~ ' h ~ d r o l y s e  a étG ef fec tuGe  
2 pH 9. 

Les f r a c t i o n s  s o n t  dosSes automatiquement s a n s  d i l u t i o n  p r é a l a b l e .  



(Figure 10) : c ' e s t  donc l e  type de colonne qu i  a G t C  r e t enu  pour l e s  

s épa ra t ions ,  

Les f r a c t i o n s  52, S3 e t  S4 r ep résen ten t  respectivement 77, 19 

e t  4 p. 100 du poids t o t a l  de l a  f r s c t i o n  d i a lysab le .  

LiGtude de l n  composition de c e s  f r a c t i o n s  e s t  cffectuGe par  

clectrochromatoqraphie s u r  papier  : é l ec t rophorèse  "en t o i t "  à pH 3,9 

s u i v i e  de 13 chromatographie dans l c  so lvan t  n-butanol  - ac ide  acé t ique  - - 
eau  (4:1:5) se lon  l a  tec3nique d é c r i t e  p a r  PLAQUET, BISERTE e t  B O U U J G E R  

(104), 

S i  l e s  f r a c t i o n s  S2 e t  S3 s o n t  encore r e l a t i v îmen t  complexes (L) 

S4 par  cont re  a p p a r a î t  t r è s  simple, comme l e  montre 1'~lectrochromato~raphie 

de l a  f i g u r e  11; q u i  mct en  évidencc q u a t r e  taches majeures "ninhydrine 

pos i t ives" .  E l l e  a donc Sté. soumise d i rec tement  à l a  chromatographie su r  

échangcurs de c a t i o n s ,  a l o r s  quc S2 e t  S3 o n t  é t é  au  p rca l ab le  f r ac t ionnées  

pa r  Clcctr3phorèse en  f i l m  l i q u i d e .  

Il f a u t  s i g n a l a r  e n f i n  que l a  zone comprise e n t r e  53 e t  S4, q u i  

donne une co lo ra t ion  pratiquement n u l l e  à l a  r éac t ion  de FOLIIJ-LOVRY e s t  

en  f a i t  "ninhydrine positive!'. E l l e  correspond au  passage de l a  phénylala- 

n ine  l i b r e ,  que l ' o n  trouve Cgalement dans S3 e t  S4. 

D - ELECTROPHORESE ?I'.E~i"LPv\TI-(r7- i:;J. FILM LIQUIDE - - 
1) P r i n c k e  - - 

Les f r a c t i o n s  S2 e t  53 ont é t 5  soumises à une é lec t rophorese  

p répa ra t ive  en f i l m  l i q u i d e  se lon  l n  technique de HANNIG (sx)  (105),  

Le p r inc ipe  de l a  méthode peut  ê t r e  schématisa de l a  façon su ivante  : 

une p a r t i c u l e  i o n i s é e  e s t  soumise d'une p a r t  5 un champ é l e c t r i q u e  q u i  l u i  

donne une v i t e s s e  uniforme v d ' au t r e  p a r t  au  f l u x  l i q u i d i e n ,  dû au  dépla- E 
cernent d'ensemble d'un f i l m  l i q u i d e  de 0,5 m d'épa isseur  c i r c u l a n t  e n t r e  

deux plaques de v e r r e  p lanes  e t  p a r a l l è l e s ,  qu i  l u i  donne une v i t e s s e  

( a )  Les électrochromatographies  de ces  deux f r a c t i o n s  mettent  en Svidence 
30 à 40 taches "ninhydrine p o s i t i v e s f '  . 
(a~) Appareil  Elphor-Vap c o n s t r u i t  p a r  BENDER e t  HOBEIN (Munich). 





uniforme v perpendicula i re  à v Le v i t e s s e  dc l a  p a r t i c u l e  e s t  l a  L E ' 
rGsul t an t e  qSom6trique v, de c e s  deux composantes. 

A, 

C e t t e  r é s u l t a n t e  détermine donc l a  t r a j e c t o i r e  de l a  p a r t i c u l e .  

L ' e f f l u e n t  r é s u l t a n t  de l a  s6par2 t ion  é l ec t rophoré t iquc  en 

cont inu  e s t  r e c u s i l l i  dans 43 tubcs.  La courbe dc d i s t r i b u t i o n  é l e c t r o -  

phorét ique des pep t ides  e s t  E t a b l i e  par  dosage automatique du contenu de 

chacun de ce s  tubes s u  moyen des  r é a c t i o n s  3 l a  ninhydrinc e t  de FOLIN- 

LOWRY adaptées  à l s a u t o a n a l y s c u r  (x) .  La mise en oeuvre des r c a c t i o n s  

de SN(AGUCH1, de PAULY e t  2e SPIES e t  CEVIEERS (106) adaptées  à l 'autoana-  

l y seu r  permet en  o u t r e  de l o c a l i s e r  l e s  f r a c t i o n s  pept id iques  contenant  

respectivement de l ' a r g i n i n e ,  de l ' h i s t i d i n e  e t  du tryptophanne, 

a )  F rac t ion  S3 ----------- 
La f r a c t i o n  S3 e s t  séparée en t r o i s  2roupes (Fiqurc 12) .  On 

i s o l e  a i n s i  des  pep t ides  n e u t r e s  (S3E1) e t  basiques (S3E3) e t  on r e c u e i l l e  

également une zone in te rmgdia i re  (5332). La r é a c t i o n  de PAULY e s t  p o s i t i v e  

pour ces  t r o i s  groupes mis s u r t o u t  pour S3E2 e t  S3E3. La rCact ion de 

SALGUCHI montre que l e s  pept ides  à a r g i n i n e  sont  pr incipalement  l o c a l i s é s  

dans S3E2, 

Seul l e  3roupc neu t r e  donne une r éac t ion  p o s i t i v e  pour l e  

tryptophanne , 

(x )  Autoanalyseur Technicon, 



FIGURE 1 2  

ELECTROPHORESE PREPARATIVE EN F I L i 4  L I Q U I D E  DE LA FR-ACTIOK S 3  

: Dosage automatique des f r a c t i o n s  ap rê s  d i l u t i o n  au  1/10e 
par  l a  r éac t ion  à l a  ninhydrine 

- - - -  : Réaction de S P I E S  e t  CI.Li?!lBERS . : Réaction de SAKAGUCiiI 1 sans d i l u t i o n  --------- : Réaction de PAULY 1 
Une dens i t é  op t ique  de 1 pour l a  r éac t ion  à l a  ninhydrine correspond 
à une d e n s i t é  op t ique  de 0,:  pour l e s  t r o i s  a u t r e s  r éac t ions  

FIGURE 13 -- 
ELECTROPHORESE P R E P A M T I V E  EK FILM L I Q U I D E  DE 'LA FRACTION S 2  

: Dosage automatique des f r a c t i o n s  par  l a  r éac t ion  de 
FOLIN-LOIJRY (sans d i l u t i o n )  

. . . . . . , . : Réaction de SAKAGUCI-II ( sans  d i l u t i o n )  

-------- : Réaction de  PAIJLY 11 

Une dens i t é  opt ique de 0,s pour l a  r é a c t i o n  de FOLIN-LOWRY correspond 
à l a  même va l eu r  pour l a  r éac t ion  de SAKACUCHI e t  à une dens i t é  de 1 
pour l a  r éac t ion  de PAVIY, 





Les t r o i s  qroupes a i n s i  obtenus,  dont l e  diaqramme é l e c t r o -  

phorét ique e s t  net tement  s i m p l i f i é ,  son t  a l o r s  soumis à une chromatographie 

s u r  r é s i n e  à é c h a n p  de ca t ions .  

b )  F rac t ion  S2 
------a---- 

La f r a c t i o n  S2 s e  d i v i s e  en qua t r e  qroupes (Figure 13 ) .  

Corne pour S3 on i s o l e  a i n s i  des  pep t ides  n e u t r e s  (S2E1) e t  bas iques  (S2E3 

e t  S2E4) a i n s i  qu'une zone in t e rméd ia i r e  (S2E2). La r é a c t i o n  de PAULY e s t  

p o s i t i v e  pour tous  c e s  groupes. Les pep t ides  à a rq in ine  son t  l o c a l i s é s  

dans l e s  groupes neu t r e  e t  i n t e rméd ia i r e ,  La r é a c t i o n  de SPIES e t  CHhhfBERS 

e s t  nén,ative pour l 'ensemble de l a  f r a c t i o n  S2. A c e  s u j e t ,  il f a u t  cependant  

s i ~ n a l e r  que dans l e s  premières expériences de g e l - f i l t r a t i o n  r é a l i s é e s  avec 

une colonne de 60 x 3 cm,  l a  f r a c t i o n  S2 con tena i t  un pept ide  n e u t r e  à 

tryptophanne q u i  se  re t rouve  exclusivement dans l e s  pept ides  n e u t r e s  de S3 

avec l a  colonne de 100 x 3 cm. 

La f r a c t i o n  S2E4 q u i  corr îspond aux pept ides  t r è s  basiques a 

é t é  directement  soumise 5 l a  chromatographie s u r  é c h a ~ q e u r  de ca t ions .  

Les f r a c t i o n s  S2E1, S2E2, SSE3, encore complexes, o n t  S t é  au  

p réa l ab le  rcchromatographiéeç s u r   el de Sephadex G25 dans l e s  mêmes condi- 

t i o n s  que 13 d i a l y s a b l e  t o t a l .  Les f i q u r e s  14, 15 e t  16  donnent l e  r é s u l t a t  

de c e t t e  opé ra t ion  : chacun de  ces  t r o i s  p o u p e s  de pept ides  peu t  C t r e  

séparé en deux sous-~roupes  q u i  sont  a l o r s  chromato>raphiés s u r  une r é s i n e  

à é c h a n ~ e  de c a t i o n s .  Les r é s u l t a t s  obtenus par  c e t t e  chromatographie 

d g  échanse d 9  i o n s  de chacun de ces  sous-groupes j u s t i f i e n t  c e t t e  rechroma- 

tographie de ? e l - f i l t r a t i o n ,  comne nous l e  verrons p lus  l o i n .  

E - CHROIfATOGRAPHIE SUR EC'HANGEURS DE CATIONS -- 
1) Frac t ions  54 ,  S3E1, S3E2 e t  S3E3 - - 

a )  Technique ------ -- 
Les f r a c t i o n s  S4, S3E1, S3E2 e t  S3E3 sont  chromatographiées 

s u r  une colonne (130 x 0,9 CE) naintenue à 40°C e t  yarn ie  de r é s i n e  

polystyrSne su l fonée  type Dowex 50W X 2 préalablemant tamisée se lon  l a  

méthode hydraul ique de IWvIILTON (107) de façon à ne c o n s e r v a  que l e s  g ra ins  
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FIGURES 14 ,  15 e t  1 6  

CHRO~~IATOGRAPHIE DE G E L - " I L T ~ T I O N  DES FRACTIONS S 2 E 1  (Fi  
S2E2 (Fig.  15) e t  S 2 E 3  (Fig.  16) SUR SEPHADEX G 2 5  

Les condi t ions  son t  c e l l e s  u t i l i s é e s  pcur  l e  d i a l y s a b l e  t o t a l .  

La courbe d P é l u t i o n  es t  é t a b l i e  par  dosage automatique des  f r a c t i o n s  
p a r  l a  r é a c t i o n  de FOLIN-LOIrRY sans  d i l u t i o n  p réa l ab l e .  



ayant  un d iamst re  de 50 -+ 5 ( t a i l l e  des  g r a i n s  de r é s i n e  sous  forme - + 
W en suspension dans l ' e a u  d i s t i l l é e ) .  L c é l u t i o n  des  pep t ides  (25 à 130 m s  
de mélange) e s t  assurée p a r  des  tampons pyridine-acide formique ou  

pyridine-acidz acé t ique  (PADIEU) (108). Le g r a d i e n t  de m o l s r i t é  (a)  c t  de 

pII e s t  obtenu a u  moyen de l ' a p p a r e i l  d é c r i t  par  PETEIIÇON e t  ÇOBER (109) 

(modEle Varigrad) .  Une pompe typz Milton-Roy (s*) a s s u r e  l c  passage de 

c a s  tampons Gluants  avec un d é b i t  dc 36 m l  par  heure ,  Comme pour l a  gel-  

f i l t r a t i o n ,  l ' e f f l u e n t  e s t  r e c u e i l l i  par  f r a c t i o n s  de temps de 10 minutes 

(6  m l  par  f r a c t i o n )  au moyen d'un c o l l e c t e u r  automatique ( c o l l e c t e u r  

Technicon). Les pept ides  dc chûquz f r a c t i o n  son t  dosés  pa r  la r é a c t i o n  2 

l a  ninhydrine adaptée à l P a u t c a n ~ l y s e u r ,  ce  q u i  permet l ' é t ab l i s semen t  dc 

l a  courbe d s é l u t i o n  (Figures  17 ,  18, 19, 20 e t  21) -  

Chaque p i c  de l a  courbe d v é l u t i o n  e s t  f inalement  c o n t r ô l é  pa r  

é l e c t r o c h r o m a t o ~ ~ z p h i c  s u r  p a p i e r ,  Seules  les f r a c t i o n s  homogènes peuvent 

ê t r e  é tud i ée s  directement  . 
b)  Z é s u l t a t s  -------.-- 

F r a c t i o n  S4 --- 
Cet t e  f r a c t i o n  c o n t i e n t  q u a t r e  c o n s t i t u a n t s  majeurs (Figure 171, 

c e  q u i  confirme l ' é t u d e  électrochromatoqraphique (Figure 11) .  

Les p i c s  3 e t  4 correspondent respect ivement  à l a  phénylalanine 

e t  à l a  t y r o s i n e  l i b r e s ,  l e s  p i c s  5 e t  7 3 deux o l igopep t ides  à tryptophannc 

( v o i r  Chapi t re  Tl)e Du f a i t  de l e u r  c a r a c t è r e  aromatique, ce s  q u a t r e  cons- 

t i t u a n t s  sont  net tement  r e t a r d é s  par  r appor t  aux a u t r e s  pep t ides  de S2 e t  

S3, 

Frac t ion  S3E1 -- --- - - 
La courbe d ' é l u t i o n  du groupe n e u t r e  S3E1 f a i t  apparaTt re  

29 p i c s  (Figure 1 8 ) ,  

--. -- 
(x) Les mo la r i tPs  indiquGes dans l e s  compositions des  tampons s o n t  c e l l e s  
de l a  pyr id inc .  

(2%) Pompe branchée s u r  l a  t ê t e  de colonne ( v o i r  c h a p i t r e  VII) .  



. :. . FIGURE 17 

C5RO;.L1TOGRAPtIlE SUR DO\JEX 50J.J X 2  DE LA FRt1CTIOX S4 

P a r t i c u l a r i t é s  du g r a d i e n t  u 

a) E l u t i o n  de  l a  r 5 s i n e  p a r  un tampon p y r i d i n s  0,1 - N-acide formique de pH 
2,90 (16-17 h e u r a s ) .  

b )  Première  p a r t i e  du Vlrigraci  à 9 c e l l u l e s  : l e s  c e l l u l e s  1, 2, 3 ,  4 
s o n t  rempl ies  chacune p a r  200 m l  du tampon prGcédent ; lès c e l l u l e s  5  e t  6, 
cnacune p a r  200 m l  dc tampon p y r i d i n r  O , l  --- N-acidz formique de pH 4,25. 

c )  Deuxième p a r t i e  du  V3rigrad à 9 c e l l u i c s  : l a  c e l l u l e  7 c o n t i e n t  
200 m l  de tampon p y r i d i n e  3, l  8-acide  formique de pH 4,25 : l a  c e l l u l e  8, 
200 ml de  tampon p y r i d i n e  1 , O  %ac ide  formique de pH 5,O ; l a  c e l l u l e  9, 
200 m l  de tampon p y r i d i n e  2,O fi-aridc s c e t i q u c  de pH 5 , O .  

Les deux p a r t i e s  du T a r i g r c d  s o n t  u t i l i s é e s  scparément e t  
success ivement  : 13 c e l l u l c  1 f t a n t  r c l i 6 e  5 l a  tête dc colonne,  p a r  l 9 i n t e r -  
m e d i a i r e  de l a  pompe, 7c contenu d e s  6 preïnières  c î l l u l e s ,  s o i t  1200 m l ,  
es t  pompe à t r a v e r s  12 r 6 s i n e .  P u i s ,  13 c e l l u l e  7 é t a n t  r e l i é e  à l a  t ê t e  
de colonne,  l e  contenu d e s  t r o i s  d e r n i è r e s  c e ? l u i e s  (600 ml) e s t  pompé 3 
t r a v e r s  l a  r é s i n e .  

d)  E l u t i o n  f i n a l e  de  l a  r e s i n e  p a r  l e  tanpcn p y r i d i n e  2,O - N-acide 
a c é t i q u e  de pH 5 , 0  (20 h e u r e s ) .  

FIGURE 18 - 
CHROBU'ïOG%IPHIF, SUR DOWEX 501J X 2 DE LI FRACTIOI? S3E1 

Le g r a d i e n t  u t i l i s é  e s t  c e l u i  d é c r i t  à propos de l a  F igure  1 7 ,  

FIGURE 1 9  

CHROMATOGPd4PHLE SUR DOrJEX 50FJ X 2  D'iS P2PTID3S 22-26 DE S3El 

P a r t i c u l a r i  t S s  du  g r a d i e n t  : 

a' : E l u t i o n  de 1 2  r e s i n e  par  l e  tampon p y r i d i n e  0 , l  N-z-cidc formique de  - 
pH 4,25 (16-17 h e u r e s ) .  
b '  : Varigrad à neuf c e l l u l e s  : les c e l l u l e s  1 , 2 , 3 , 4  coL1+iennent chacune 
200 m l  du tampcn p r e c a d e n t  ; les c c l l u l c s  5 , 6 , 7  ~ h a c u ~ e  200 m l  du tampon 
p y r i d i n e  1 , O  N-acide f o r n i q u e  de pH 5 , O  ; l e s  c o l l u l e s  8 e t  9 chacune 200 m l  
de tampon p y s d i n e  2,O N-acide acCt,ique de  pII 5 , 0 ,  
c '  : E l u t i o n  de l a  rési; p a r  c e  d e r n i e r  tampon (20 h e u r e s ) ,  ~ ' G c h e l l e  e s t  
l a  même pour l e s  t r o i s  f i g u r e s ,  

: " 2 j, 
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Les p i c s  1 à 7 correspondent aux amino-acides l i b r e s  é l u é s  dans 

l ' o r d r e  su ivant  : Asp ; Thr + Ser  ; Glu ; Gly + Ala ; Val ; >let ; I l e  + 

Leu. 

Lc p i c  12 c o n t i e n t  deux c o n s t i t u a n t s  a e t  b séparés  par  chroma- - - 
tographie s u r  papier  dans Ir so lvant  - n-butanol-acidc acétique-eau (42105) ; 

12a correspond à l a  ~ h é n y l s l a n i n c  l i b r e ,  - 
Les f r a c t i o n s  22-26, b i en  que t r è s  r e s s e r r é e s ,  sont  en majeure 

p a r t i e  homogènes. Il f a u t  n o t e r  pa r  cxemple que l e  pept ide  23bis (homogène) 

correspond au  creux e n t r e  l e s  pept idcs  23 e t  24 (Également homogènes). 

Ce t t e  zone a é t é  rechromatographiae s u r  l a  r é s i n e  Dowex 50W X 2 : l a  

f i g u r e  19 msntre l e  r é s u l t a t  de c e t t e  deuxième chromatographie. 

La f r a c t i o n  22 s ' e s t  dédoublée (22a e t  22b), l e s  f r a c t i o n s  - - 
23 e t  23 b i s  pessent  ensemble, mais avant l a  f r a c t i o n  24 appara?t  un 

nouveau p i c  (23 t e r ) ,  

Frac t ion  S3E2 

La f i g u r e  20  donne l e  diagramme d ' é l u t i o n  de c e t t c  f r a c t i o n .  

Ide p i c  1 correspond à l a  l y s i n e  l i b r e .  

La f r a c t i o n  4 c o n t i e n t  t r o i s  c o n s t i t u a n t s ,  deux majeurs (a  e t  - 
c )  e t  un mineur ( b ) ,  séparés  par  chromatographie s u r  pap ie r  dans l e  - - 
so lvan t  n-butanol-acide acétique-eau (4: 1: 5 ) .  - 

Cet t e  même méthode permet de sépa re r  l e s  deux c o n s t i t u a n t s  

3 e t  b de l a  f r a c t i o n  11 (2) a i n s i  quVun pep t ide  mineur 12b i s  accomp-ignant - - 
l e  pept ide  12. 

Enfin,  par  é lec t rophorèse  s u r  papier  à pH 1 , 7  en  tampon ac ide  

formique-acide acétique-eau (1:3:16), on sépare l e s  deux pept ides  a e t  b - - 
du p i c  16. 

Fract ion S3E3 

Dans ce groupe basique,  on trouve pr incipalement  des amino- 

ac ides  l i b r e s  (Figure 21) é l u é s  dans l ' o r d r e  su ivan t  : Orn ( m )  ( 4 ) ,  Lys + 
H i s  (5  + 6) e t  Arg (13 ) -  

(R) La f r a c t i o n  Ils c o n t i e n t  deux pept ides  d i f f é r e n t s  ( v o i r  Chapi tre  V ) .  - 
(we) L 'o rn i th ine  v i e n t  de l a  d é ~ r a d a t i o n  de l P n r g i n i n e  au cours de 
l'hydrolyse e t  du fract ionnement .  



Colonne de 99 x 0 , 6 3 5  en, 

Le qradient  u t i l i s 6  Four ces t r o i s  crounes e s t  c z l u l  d é c r i t  ? proDos de 
La F i ~ u r e  10. Lv6che l l e  e s t  l a  même pour les t r o i s  f igures .  



2) F rac t ions  du groupe ÇS 

a) Technique ------ -- 
~ ' e n s e m b l e  des  f r a c t i o n s  du groupe S2 a  é t é  chromatographié 

s u r  une r é s i n e  à échanse de ca t i o r sdu  type Chromobeads P ( x )  q u i  e s t  

beaucoup p l u s  s é l e c t i v c  que l a  3owcx 50W X 2. La colonne e s t  maintenue 

à 50°C. L P é l u t i o n  des pep t ides  (100-130 mg; de mélange) e s t  a s su rée  par  les 

mêmes tampons que ceux u t i l i s é s  pûur l a  Dowex 50W X 2  avec l e  même d é b i t  

de 36 m l  pa r  heure.  La courbe d ' s l u t i o n  e s t  é t a b l i e  conme précédemment 

p a r  dosage automatique à l a  ninhydrinc des  f r a c t i o n s  de G m l  r e c u e i l l i e s  

en 1 0  minutes.  

Les f i g u r e s  22 à 30 inc luse  donnent l e s  r é s u l t a t s  pour  chaque 

groupe de pep t ides .  

b )  R é s u l t a t s  

F rac t ion  S2E4 -- 
Cet t e  f r a c t i o n  c o n t i e n t ,  o u t r e  des  c o n s t i t u a n t s  t r è s  mineurs, 

deux pept ides  P5 e t  P6 q u i  migrent p l u s  rapidement ve r s  l a  cathode que l a  

l y s i n e  en é l ec t rophorèse  2 pH 3,9.  

F rac t ions  S2E3S2 (Figure 23) e t  S2E3S1 (Figure 24) 

La compzraison des  courbes dP51u t ion  de ce s  deux sous-groupes 

bas iques  montre l ' u t i l i t é  de l a  rechromatographie s u r  g e l  de Sephadex 

avant  l ' é t a p e  dgGchan3e d ' i o n s ,  A temps de r é t e n t i o n  é g a l ,  l e s  pep t ides  

d'une f r a c t i o n  son t  en e f f e t  d i f f é r e n t s  de ceux de l ' a u t r e ,  à l P e x c e p t i o n  

t o u t e f o i s  de S2E3ÇlP12 ident ique  2 S2E3S2Pl9 e t  de S2E3SlP13 q u i  cor res -  

pond au  mglange de S2E3S2P20 e t  P21. La supe rpos i t i on  des  f i g u r e s  23 e t  

24 montre b ien  que ia chromatographie s u r  l a  r é s i n c  Chromobeads P de l a  . .. 50 

f r a c t i o n  basique g loba l e  S2E3 f o u r n i r a i t  dans les mêmes  condi t ions  que 

c e l l e s  u t i l i s é e s  pour chaque sous-groupe, de nombreux p i c s  hctérogènes.  

Grâce à l a  rechromatographie de g e l - f i l t r a t i o n  dc c e t t e  f r a c t i o n  bas ique ,  

a u  c o n t r a i r e ,  l e s  pep t ides  obtenus dans c h a c w  des deux sous-groupes s o n t  

(*) Résine Technicon. Deux types de colonne o n t  étC u t i l i s é s  : 90 x 0,635 c m  
e t  140 x  0,635 cm, 



FIGUXEÇ 23 e t  24 

CHROMATOGRAPHIE SUR CHROiIOBEADS P DES FRACTIONS S2E3 Ç2 (F ig  . 23) 

e t  S2Z3S1 ( F i s ,  24)  (colonne de 90 x  0 , 6 3 5  cm) 

Le g r a d i e n t  u t i l i s é  est  c e l u i  d é c r i t  à propos  d e  l a  f i g u r e  1 9  

 échelle est  l a  même pour  l e s  deux f i g u r e s .  



pour l a  p l u p a r t  homogènes. 

Ce r t a in s  pcp t idcs  o n t  StG p u r i f i e s  par  é l ec t rophorèse  s u r  papie r  

à pH 3 ,9  : c ' e s t  l e  c a s  de  S2E3S1P1O9 S2E3SZP17, S2E3Ç2P23 e t  SSEJS2P20 

(cc  d e r n i e r  ét,-nt sou i l16  6c pept ide  ~ 1 9 )  ; l c  p i c  S2E3S2P24 correspond à 

deux pept ides  - a e t  - b séparés  pa r  c e t t e  nêmc mcthode. 

F rac t ions  S2E2S2 (Figure 25) e t  S2E2S1 (Figure 26) 

La même remarque que prGcCdemment pzut  être f a i t e  à propos de l a  

conparaison des f i g u r e s  25 e t  26 o i c i  encore,  à temps dc r é t e n t i o n  é g a l ,  

les  pep t ides  i s o l è s  dans l ' u n  fie ce s  deux sous-groupes d i f f è r e n t  de ceux 

de l ' a u t r e ,  ce  q u i  confirme 1 7 u t i l i t S  de l a  rechromatographie des f r a c t i o n s  

S2E1, S2E2 e t  S2E3 prèalablement  2 l P 6 t a p e  dPéchange d ' i o n s .  

La p u r i f i c l t i o n  par  é l ec t rophorèse  s u r  p a p i e r  à pH 3,9 a i c i  a u s s i  

été u t i ? i s é e  : un pept ide  majeur S2E2SlPlla peut  a i n s i  ê t r e  séparé d'une 

irnpure t 6  mineure l l b  . 
~ % l e c t r o ~ h c r 2 s e  s u r  pap i e r  3 h a u t  vo l t age  (%) (à 21% 1,7) pr?met  de 

p u r i f i e r  l e  pep t ide  S2E2S2P14 des  nombreuses impuret5s q u i  l e  s o u i l l e n t .  

F rac t ion  S2ElS2 

P l u s i e u r s  g r a d i e n t s  d i f f é r e n t s  on t  é té  u t i l i s é s  pour l e é l u t i o n  des  

pep t ides  de c e t t e  f r a c t i o n ,  mais aucun dPeux  ne permet à l u i  s e u l  l a  réso- 

lution complète du m6lange. Pa r  couplage de  t r o i s  d ' e n t r e  eux, d é c r i t s  à 

propos dcs  f i g u r e s  27, 25 e t  29, il e s t  cependant p o s s i b l e  d ' o b t e n i r  pu r s  

l a  p l u p a r t  des  pep t ides  de c e t t e  f r a c t i o n .  

La comparaison de ce s  t r o i s  f i g u r e s  e s t  i n t é r e s s a n t e ,  c a r  e l l e  

montre d k e  p a r t  1 9 é v o l u t i o n  dans l a  s épa ra t i on  des  pep t ides ,  d ' au t r e  

p a r t  les i nve r s ions  dans l ' o r d r e  d P É l u t i o n  de c e r t a i n s  pep t ides  d e u n  

g r a d i e n t  à l ' a u t r e .  

(%) Apparei l  GILSON GXE ( v o i r  Chapi t re  technique) ,  



FIGURES 25 e t  26 

CHROFUTOGMPHIE SUR CHROMOBEADS P DES FRACTIONS Ç2E2S2 (Fig.  25) 

et S2E2S1 (Fig .  26) 

L e s  condi t ions  sont  les  mcmes que pour l e s  f i g u r e s  23 e t  24. 



CHROPIATOGRAIHIE SUR CBROlfOBEADS P DE LA FRACTION S2ElS2 * 
Figure 27 : P a r t i c u l a r i t é s  du g rad ien t  

a )  Elu t ion  de l a  r é s i n e  par  un tampon py r id ine  0 , l  - N-acide formique de pH 
2,90 (17 heures) .  

b )  Varigrad à 6 c e l l u l e s  : l e s  c e l l u l e s  1 ,2 ,3 ,4  cont iennent  chacune 
200 m l  du tampon précédent  g l e s  c e l l u l e s  5 c t  6,  chacunc 200 m l  de tampon 
pyr id ine  0 , l  N-acide formique de pH 4,25. 

c )  vcrrigrXd à 7 c e l l u l e s  : l e s  c e l l u l e s  1 e t  2 cont iennent  chacune 
200 m l  du tampon précédent  (de pH 4,25) ; ?es  c e l l u l e s  3,4 e t  5, chacune 
200 m l  de tampon py r id ine  1 , O  N-acide formique de pH 5,O ; l e s  c e l l u l e s  
6 e t  7 chacune 200 m l  de tampoG pyr id ine  2,O 3-acide acé t ique  de pI'I 5,O. 

Les deux Varigrad à 6 e t  7 c e l l u l e s ,  u t i l i s é s  séparément e t  
successivement pour l ' é l u t i o n  de l a  r é s i n e ,  son t  en f a i t  deux a p p a r e i l s  
d i s t i n c t s  à 9 c e l l u l e s  dont  6 ou 7 c e l l u l e s  se lon  l e  cas  s o n t  remplies 
de tampon ( l e s  2 ou 3 a u t r e s  r e s t a n t  v ides ) .  

Figure 28 P a r t i c u l a r i t é s  du g rad ien t  

a )  P a r t i e  ident ique  à l a  p a r t i e  - a du cas  précédent  mais l a  durée e s t  
po r t é s  à 20 heures .  

b 9 )  Elu t ion  de l a  r é s i n e  pa r  un tampon py r id ine  0 , l  - N-acide formique 
de pH 4,25 (30 heures) .  

c g )  Varigrad à 8 c e l l u l e s  ( appa re i l  à 9 c e l l u l e s  dont une inemployée) : 
l e s  c e l l u l e s  1, 2, 3, 4 cont iennent  chacune 200 m l  du tampon précédent  ; l e s  
c e l l u l e s  5, 6 et  7 chacune 200 m l  de tampon py r id ine  0 ,5  N-acide formique 
de pH 5,O; l a  c e l l u l e  8,  200 m l  de tampon py r id ine  1 , O  - N-acide formique de 
pH 5,O. 

dP  ) Elut ion  de l a  r é s i n e  pa r  l e  tampon py r id ine  2,O N-acide acé t ique  
de pH 5,Q ( 3  heu res ) ,  

Figure 29 P a r t i c u l a r i t é s  du g rad ien t  

a )  Zone ident ique  à c e l l e  du cas  précédent  
b v )  Zone également ident ique  à c e l l e  du cas  précédent  mais de durée 

r é d u i t e  à 24 heures.  
c") Elu t ion  de l a  r é s i n e  par  un tampon pyr id ine  0,2 - N-acide formique 

de pH 4,25 (22 heures)  
d;') Varigrad à 4 c e l l u l e s  ( appa re i l  à 9 c e l l u l e s  dont 5 r e s t e n t  v i d e s )  : 

l a  c e l l u l e  17>onti2nt  200 m l  du tampon prGcCdent ; l a  c e l l u l e  2, 200 m l  
de tampon ~ g ~ d j i n e  0 , 3  N-acide formique de pH 5,O l a  c e l l u l e  3 ,  200 m l  
de tampon p~r'ii8ifne 0 ,4  s-acide formique de pH 5,O ; l a  c c l l u l e  4,  200 m l  
de  tampon pyr id ine  0 , 5  %-acide formique de pH 5,O. 

e n )  Elu t ion  de l a  r z s i n e  pa r  un tampon py r id ine  1 , O  - N-acide formiquc 
de pH 5,O (2  heures  30 minutes) .  

fs') Elut ion  de l a  rCsine par  ur~  tanpon py r id ine  2,O - N-acide acé t ique  
de pH 5,O ( 3  heures) .  

(4) colonne de 140 x Q , 6 3 5  cn. 





Le couplage de c e s  t r o i s  g r a d i e n t s  e s t  complété p a r  l s u t i l i s a t i o n  

de lPé lec t rop l . io rèse  s u r  pap i e r  2 pIi 3 , 9  pour l a  s épa ra t i on  des pep t ides  

23 e t  24, e t  de l a  chromatographie de par tage  s u r  pap i e r  dans l e  so lvan t  

n-butanol-acide acétique-eau ( 4 ~ 1 . 5 )  pour s épa re r  l e s  deux c o n s t i t u a n t s  - 
a e t  b des  p i c s  3 e t  I I .  - - 

Frac t ion  S2ElS1 (Figure 30 )  

La courbe d7é?u t ion  de l a  f r a c t i o n  S3ElS1 permet de mettre en  

évidence 13 p i c s  dont 2 netcement majeurs (P6 e t  P 9 ) ,  P6 c o n t i e n t  deux 

c o n s t i t u a n t s  - a e t  - b séparés  pa r  chromatograp2iie s u r  pap i e r  (6b é t a n t  d v a i l - -  

l e u r s  encore hé té rogène) ,  

F - CONCLUSION 

Le couplage de c e s  d i f f é r e n t e s  méthodes de fract ionnement  se montre 

t r è s  e f f i c a c e .   utilisation de procédés de p l u s  en p l u s  s é l e c t i f s  a b o u t i t  

en e f f e t  à une s i m p l i f i c a t i o n  progress ive  du mélange pept id ique  permet tan t  

un fract ionnement  chromatographique s u r  échangeur d ' ions  en un temps 

r e l a t i vemen t  c o u r t  (70  à 90 h e u r e s ) .  De p lus ,  l a  q u a n t i t é  de matér iau  

mise en oeuvre à chaque chromatographie peut  ê t r e  augmentée en fonc t ion  de 

l a  s i m p l i c i t é  du mélange, ce  q u i  permet de terminer  p l u s i e u r s  opé ra t i ons  

par  une é t ape  chromatographique unique correspondant  à une q u a n t i t é  i n i -  

t i a l c  de p ro t é ine  comprise e n t r e  1 e t  5 g se lon  Les f r a c t i o n s .  

Cer tes  l e s  tampons v o l a t i l s  u t i l i s é s  n 'on t  pas  l a  r e p r o d u c t i b i l i t é  

des  ramporisdu type c i r r a t e  de sodium, mais i l s  on t  l ' avan tage  d ' ê t r e  f a c i l e -  . 

ment él iminEs l o r s  de l a  l y o p h i l i s a t i o n .  L ~ s  pep t ides  peuvent donc ê t r e  

r e c u e i l l i s  s ans  s o u i l l u r e  minéra le ,  c e  qu i  f a c i l i t e  l e  c o n t r ô l e  e l e c t r o -  

chromatographiquc des  p i c s  i s o l é s  dans l ' é ~ a ~ ?  f i n a l e  du fract ionnement ,  

Les p i c s  majeurs obtenus pa r  chromatographie s u r  r é s i n e  son t  pour 

l a  p l u p a r t  homo3ènès e t  pauvent ê t r e  directernznt é t u d i é s .  Ce r t a in s ,  

hétérogènes,  son t  fac i lement  p u r i f i é s  p a r  l e s  techniques de chromatographie 

ou  d ' é l ec t rophorèse  s u r  pap i e r ,  comme nous l ' avons  vu précédemment à - 
propos de chaque sroupe de pept ides .  



(colonne de 143 x 7,635 cn)  

PARTICULARITES DU GRADIENT 

Zone a : Elu t ion  de l a  r é s i n e  par  l e  tampon py r id ine  0 , l  N-acide formique - 
de pH 2,90 (20 heures) .  
Zone b : Elu t ion  de l a  r é s i n e  par  l e  tampon py r id ine  0 ; l  ?$-acide formique - 
de pH 4,25 (30 heures) .  
Zone c : Varigrad à 7 c e l l u l e s  (a) : l e s  c e l l u l e s  1 e t  2 cont iennent  chacune 
200 m l  de tampon précédent g l e s  c e l l u l e s  3 e t  4, chacune 200 m l  de tampon 
py r id ine  0 ,5  N-acide formique de pH 5 ,0  ; l a s  c e l l u l e s  5 e t  6 chacune 
200 m l  de tampon pyridinz 1 , O  N-acide fornique de pH 5,O ; l a  c e l l u l e  7 
200 m l  de tampon pyridinc 2 ,O y-acide acét ique de pH 5,O. - 

(a) 11 s ' a g i t  i c i  encore d 'un a p p a r e i l  à 9 c e l l u l e s  dont 2 r e s t e n t  v ides .  



D'aut rss  e n f i n  n ' o n t  pas é t é  é tud ié s  p a r  s u i t e  s o i t  d'une 

t r o p  grande hé t é ro%éné i t é ,  s o i t  dq  une t rop  f a i b l e  concent ra t ion .  

Les f r a c t i o n s  mineures son t  en f a i t  des  p rodu i t s  de coupures 

enzymatiques t r è s  secondaires  e t  l e s  renseignements que f o u r n i r a i e n t  

l ' é t u d e  de l e u r  s t r u c t u r e  s e r a i e n t  l o i n  d ' ê t r e  en r appor t  avec l e  t r a v a i l  

exigé par  l e u r  p u r i f i c a t i o n ,  

Le tab leau  V I I I  résume l e  p lan  de fract ionnement  des  hydro lysa ts  

chymotrypsiques de l a  globine de myoglobine de Cheval. Dans ce tableau 

l e s  courbes s o n t  schématisées e t  l e s  f r a c t i o n s  homologues hachurées de 

façon ident ique .  Dans i a  nomenclature adoptge, l c s  pep t ides  son t  designés 

par  l e u r  f r a c t i o n  de g e l - f i l t r a t i o n  (symbole S),  l e u r  mob i l i t f  électropho- 

r é t i q u e  (E) e t  l e u r  numsro d 'ordre  dans l e  diagramme d ' é l u t i o n  de l a  

r e s i n e  (symbole A pour l a  Dowex 50W X 2,  P pour l a  Chromobeads P ) ,  ces  

dés igna t ions  s e  succédant dans l ' o r d r e  des opé ra t ions  de fract ionnement ,  

Dans l e  ca s  où un, même p i c  correspond à p l u s i e u r s  pept ides ,  l e  

numéro d 'ordre  e s t  s u i v i  des  dcs igna t ions  b i s ,  t e r  o u  a,  b ,  c .  C 'est  a i n s i  

notamment qus sont  d i s t i ngués  l e s  pep t ides  séparés  p a r  chromatographie ou 

é lec t rophorèse  s u r  papier .  

Un même pept ide peu t  s e  t rouver  présent  dans deux f r a c t i o n s  

vo i s ines  de l a  g e l - f i l t r a t i o n  ou de l q é l e c t r o p h o r è s e  e t  a v o i r  a i n s i  plu- 

s i e u r s  dés igna t ions  d i f f é r e n t e s .  Ce genre de chevauchem~nt  e s t  un incon- 

vénien t  i nhé ren t  au  plan de fract ionnement  u t i l i s é .  T l  s P  a g i t  cependant 

d Y  un inconvénient  mineur, c a r  l a  r a i d e n t i f i c a t i o n  d 9  un pep t ide  déjà  

i s o l é  e t  é t u d i é  exige un simple c ~ n t r ô l e  èlectrochromatographique s u i v i  

d'un con t rô l e  q u a l i t a t i f  dc l a  composition en ac ides  amines. 

G - CAS PARTICULIER DE L v ~ ~ ~ ~ ~ ~ S ~  DE LA GLOBINE ?AR 'LA CLXMOTfiYPSINE 

TRAITEE PAR LE TLCK. 

Afin d ' ob ten i r  de chaque r e p t i d e  de l s h y d r o l y s a t  chymotrypsique 

une quan t i t g  s u f f i s a n t e  pour l e s  é tudes  s t r u c t u r a l e s ,  nous avons hydrolys; 

environ 15 g 2c globine p a r  la chymotrypsine commerciale. 

Dans l f C t u d c  de l ' a c t i o n  du TLCK su r  l P a c t i v i t C  de l a  chymotryp- 
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FIGURES 31. 32 e t  33 

CHROI4ATOGRAPHIE SUR CEiROIIOBEADS P DES FRLICTIONS S2E3 (F ig .  31) 

S2E2 (F ig ,  32) e t  S2E1 (Fig. 33) DE L'HYDIIOLYSE DE LA GLOBINE 

PAR Lli CHY~IOTRYPSINE TRiITEE PAR LE TLCK 

Colonne de 140 x 3,635 cm. 

L 'éche l le  e s t  l a  même pour I c s  t r o i s  f i g u r e s .  

Les pep t ides  nouveaux apparus s u r  chacun de ce s  t r o i s  diagrammes 
on t  l e u r  riumzro d ' o rd re  sûul ign2 d'un t r a i t .  

Figure 31 P a r t i c u l a r i t é s  du g r a d i e n t  

a )  Varigrad à 9 c e l l u l e s  : l e s  c e l l u l e s  1 e t  2  cont iennent  chacune 
200 m l  de tampon py r id ine  0 , l  N - ac ide  formique, de pH 4,25 ; l e s  
c e l l u l e s  3, 4 e t  5 cl-iacune 200-ml de tampon py r id ine  0,5 N - ac ide  
formique de pH 5 ,O ; l c s  c e l l u l e s  5 ,  7 e t  8 chacune 200 mi de tampon 
p y r i d i n e  1 , O  M - a c i d e  formique de 28 5,O ; l a  c e l l u l e  9, 200 m l  de 
tampon pyr id ine  2,O - N - ac ide  acCtique dc pH 5,O. 

b )  E lu t ion  de l a  r é s i n e  p a r  ce  d e r n i e r  tampon (5 heures )  

c )  E lu t ion  de 13 r e s i n e  Car un tampon py r id ine  2,O W - a c i d e  a c e t i q u e  
de pH 6,5 (2  heures ) .  

Figure 32 : 

Le g rad i en t  u t i l i s e  est  c e l u i  d 6 c r i t  à propos de l a  Ei.gurc 19. 

Figure 33 : 

Le grad ien t  u t i l i s C  e s t  c e l u i  d é c r i t  à propos de l a  f i g u r e  29. 
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s in*  commerciale, nous avons hydrolyse p a r  l'enzyme t r a i t é  une q u a n t i t a  

beaucoup p l u s  f a i b l e  de p ro t é ine ,  s o i t  500 mg. C'est pourquoi nous avons 

légèrement modif ié  l e  pro tocole  de fract ionnement  prGcédemment d é c r i t  

pour mieux l ' a d a p t e r  aux q u a n t i t s s  p l u s  f a l b l e s  de pep t ides  à sépa re r  : 

l a  f r a c t i o n  S2 de c e t  hydro lysa t  (environ 250 n?g) dûnne, par  électrophorèse 

p répa ra t i ve  en f i l m  l i q u i d e ,  t r o i s  groupes S2E1, S2E2 e t  S2E3 ( R )  di rec-  

tement ch rom~tograph ié s  s u r  Chrornobeads P ,  Les f i g u r e s  31, 32 e t  33 donnent 

l e  r é s u l t a t  de c e t t e  opé ra t i on  pour chacun des t r o i s  groupes.  

La p l u p a r t  des  pcpt ides  a i n s i  séparCs o n t  été simplement r 6 i d e n t i f i Q s  

(m) aux pep t ides  dEjà é tud i - s  dans l e s  hyd ro lysa t s  a n t é r i e u r s .  Un c e r t a i n  

nombre de y e p t i d e s  nouveaux a p p a r a i s s e n t  cependant s u r  l e s  diagrammes ; 

l c u r  s t r u c t u r e  a  è tZ  dcterminée : i l s  cgrrespondent à des séquences moins 

dagradses  p a r  1' enzyme t r a i t é  que par  l'enzyme b r u t .  

(s) Le groupe S 2 E 4  a d isparu .  

(sih) pa r  é l e c t r o c h r o m a t o ~ r a p l ~ ~ . e  s u r  pap i e r  s u i v i  d v  un con t rô l e  q u î l i t a t  i f  
de l a  composition en arnino-acides (Cga12ment par  Slectrochrornatographie 
s u r  ~ a p i e r ) .  



CHAPITRE V 

SEQUENCE DES PEPTIDES "CHYEIOTRYPS IQUES" 



La séquence des  pept ides ,  séparés  e t  p u r i f i é s  par  l e  couplage des  

d i f f é r e n t s  procédés de fract ionnement  d é c r i t s  a u  c h a p i t r e  précédent,  a 

é t é  déterminée p a r  l ' u t i l i s a t i o n  des  techniques c l a s s i q u e s  d 'é tude des 

chaînes pept id iques  . 
La composition en amino-acides e s t  é t a b l i e  s u r  une c e r t a i n e  q u a n t i t é  

du pep t ide  (a) a p r è s  hydrolyse t o t a l e  p a r  l ' a c i d e  chlorhydrique,  pa r  

dosage automatique à l ' au toanalyseur  Technicon. Quand c e t t e  déterminat ion 

r é v è l e  l a  présence d 'ac ides  aminés dicarboxyliques a i n s i  que dans l e  c a s  

d' un pept ide  donnant une r é a c t i o n  d 'Ehrl ich p o s i t i v e ,  une hydrolyse t o t a l e  

par  l a  leuc ine  aminopeptidase e s t  également e f f ec tuée .  Le dosage des amino- 

ac ides  l i b é r é s  permet a l o r s  l a  mise en évidence de l ' asparagine  e t  de l a  

glutamine ou du tryptophanne. Dans c e r t a i n s  ca s  simples,  c e s  amino-acides 

son t  i d s n t i f i é s  p a r  couplage des  techniques d 'é lec t rophorèse  e t  de chroma- 

tographie  su r  p a p i e r  (**). 

 acide aminé N-terminal e s t  i d e n t i f i é  par  a p p l i c a t i o n  s o i t  de l a  

méthode c l a s s ique  des  DNP-amino-acides de SAIYGER (110),  s o i t  de l a  micro- 

méthode p lus  r écen te  des DANSYL-amino-acides de GRAY e t  HARTLEY (111). 

Dans l e  cas  de l a  méthode des  DNP-amino-acides, nous avons u t i l i s é  

deux techniques d i f f é r e n t e s  : l e  p lus  généralement c e l l e  à l a  t r iméthyl-  

amine e t  aus s i  c e l l e  au  b icarbonate  de sodium ( technique o r i g i n a l e  de 

SANGER) pour l e s  pep t ides  à amino-acides sromatiques ou bas iques ,  dont l a  

forme d in i t rophénylée ,  t r è s  hydrophobe, r i sque ,  cn mil i eu  peu i o n i s é ,  

d ' ê t r e  e x t r a i t e  p a r  l ' é t h e r  en  mzme temps que l ' e x c è s  de r é a c t i f  ( v o i r  

Chapi t re  technique) . 
La séquence N-terminale e s t  déterminée, s o i t  pa r  é tab l i ssement  de l a  

c i n é t i q u e  dqhydrolyse  du pept ide  par  l a  leuc ine  aminopeptidase (avec 

dosage automatique des amino-acides l i b é r é s ) ,  s o i t  pa r  l a  méthode des  

(*) La q u a n t i t é  du pept ide  q u i  s e r a  soumise à l ' hyd ro lyse  e s t  déterminSe 
approximativement d' ap rè s  1 ' i n t e n s i t é  de l a  tache ninhydrine p o s i t i v e  obtenue 
l o r s  du cont rô le  de pure té  en électrochromatographie s u r  papier .  
(x%) P a r  analyse automatique des  ac ides  aminés, nous ne pouvons d i s t i n g u e r  
l ' a spa rag ine  de l a  glutamine g l ' i d e n t i f i c a t i o n  d é f i n i t i v e  de l 'amide e s t  
r é a l i s é e  su r  ces  hydro lysa t s  pa r  dosage des ac ides  aminés dicarboxyliques : 
l a  d i f f é r e n c e  du taux  de l ' u n  eZ de l ' a u t r e  de ces  ac ides  aminés observée 
selon le  type d 'hydrolyse indique a l o r s  l a  p a r t  p r i s e  p a r  chacun d'eux dans 
l e  p i c  d'amide. 11 est à n o t e r  également que l e s  dosages d 'ac ides  aminés 
r é a l i s É s  s u r  l e s  hydro lysa t s  p a r t i e l s  ou "totaux" par  l a  leuc ine  aminopepti- 
dase s o n t  p a r f o i s  en tachés  d ' e r r e u r  du f a i t  de l a  presence de pep t ides  ré- 
s i d u e l s  dont l e s  p i c s  d q é l u t i o n  chevauchent souvent ceux des amino-acides. 



phényl thiohydantoines d v  EDPIAN (112). Dans ce  d e r n i e r  ca s ,  nous n 9  avons p a s  

r é a l i s é  l s i d e n t i f i c a t i o n  systématique des PTH-amino-acides : une f o i s  l e  

r é s i d u  N-terminal dé taché ,  l e  nouvel ac ide  aminé N-terminal e s t  i d e n t i f i é  

p a r  l a  méthode des DANSYL-amino-acides. 

La ssquence C-terminale e s t  é t a b l i e  pa r  l ' é t u d e  c iné t ique  de 

l 'hydro lyse  du pept ide  par  l e s  carboxypepticiases A e t  B. Dans l e s  cas  

simples,  les amino-acides l i b é r é s  s o n t  i d e n t i f i é s  pa r  l e s  méthodes d q é l e c t r o -  

chromatographie su r  pap ie r .  Dans tous  l e s  a u t r e s  ca s ,  i l s  son t  dosés à 

19au toana lyseu r  Technicon, notamment lorsque l e  pept ide  c o n t i e n t  à l a  

f o i s  de l a  leuc ine  e t  de l q i s o l e u c i n e .  

 a ami no-acide C-terminal a p a r f o i s  é t é  i d e n t i f i é  pa r  l a  technique 

dPhydraz inolyse .  Lorsque l ' a c t i o n  de l a  carboxypeptidase est  bloquée p a r  

l a  présence de p ro l ine  ou d 'ac ide  glutamique, l 'hydraz inolyse  a également 

6 t é  employae consécutivement à 1 hydrolyse enzymatique pa r  l e s  carboxypep- 

t i d a s e s  A ou B. 

Toutes ces  méthodes son t  exposées du p o i n t  de vue expérimental 

dans l e  Chapi t re  V I I .  

Pour l 'exposé des  r f s u l t a t s ,  nous avons découp6 l a  molécule de  

globine e n  segments pr inc ipaux correspondant aux p o i n t s  de coupure majeurs 

de l'enzyme. Chaque segment c o n t i e n t  un ou p l u s i e u r s  pep t ides  "chymotryp- 

siques".  Pour chaque pep t ide ,  un schéma résume l a  s t r u c t u r e  a i n s i  que l e s  

d i f f é r e n t e s  techniques u t i l i s é e s  pour l a  déterminer (Tableau I X ) .  

La numî5rotation des  r é s i d u s  d 'ac ides  aminés a é t é  e f f ec tuée  

p a r  comparaison des séquences obtenues au  cours  de c e t t e  é tude  avec l e s  

séquences correspondantes  de l a  myoglobine de Cachalot ; une é tude  menée 

para l lè lement ,  à 1' a i d e  des coupures chimiques ou t ryps iques  , nous permet t ra  

e n  f i n  de c h a p i t r e  de d i s c u t e r  l a  p o s i t i o n  r e l a t i v e  des d i f f é r e n t s  segments 

Étudiés .  



TABLEAU IX 

PRESENTATION DE LA STRUCTURE TF-JN PEPTIDE 

PEPTIDE : 

A - B - C - D - E - P - G - H  

A, B, ......, Ho.. : r é s idus  d'amino-acides 

. DNP- ou DANSYL-mino-acide te rmina l  

.---a. -% .fi -3: h i n o - a c i d e s  i d e n t i f i é s  p a r  l a  degradat ion r é c u r r e n t e  
d' E D I J  

_--.-._-~--.~~- '5. , . Séquence déterminée pa r  é tude  c ina t ique  de l ' a c t i o n  de 
l a  leucine-aminopep t i d a s e  

Lw.- ---- : Résidu i d e n t i f i é  par  hydrazinolyse 

+----------: Séquence dédui te  de l ' a c t i o n  des carboxypeptidases A e t  B 

i ' .,(-.- : Acide aminé dont l a  présence en p o s i t i o n  C- t e rmina l~  
r é s u l t e  d'une s p è c i f i c i t f  majeure de l a  chymotrypsine. 



Gly - Leu - Ser - Asp - Gly - Glu - Trp - Gln - Gln - Val - Leu 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

La l i a i s o n  Trp - Gln e s t  coupée à 100 p. 100 dans les hydrolysats  

chymotrypsiques de 24 heures. Le peptide S2ElP8 a é t é  i s o l é  à p a r t i r  d 'un  

hydrolysat  de 6 heures.  

a )  Peptide ~ 3 ~ 1 A 1 2 b  : Séquence 1 - 3 

Gly - Leu - Ser 

Composition : 

Ser , Gly , Leu 
0,82 1,19 O, 99 

DNP-amino-acide terminal : DNP-Gly 

Action de l a  carboxypeptidase A à 37OC : 

Au bout  de 4 heures la sé r ine  est l i b é r é e  ( i d e n t i f i c a t i o n  

par é l e c  trochromatographie s u r  papier ) .  

b) Peptide S4A5 : Séquence 5 - 7 

Gly - Glu - Trp 

- Y 
Ce peptide d0-e une réac t ion  d 'Ehrl ich pos i t ive .  



Composition : 

Glu , Gly , Trp 
O, 99 1 , O l  d é t r u i t  

DNP-amino-acide te rmina l  : DNP-Gly 

Action de la  l euc ine  amonipeptidase à 37OC : 

En 24 heu res  les t r o i s  amino-acides c o n s t i t u t i f s  s o n t  l i b é r é s  

dans l e s  r appor t s  mola i res  s u i v a n t s  : 

Glu , Gly , Trp 
1,04 1,16 0,80 

Etant  donné l a  s p é c i f i c i t é  pr imai re  de l a  chymotrypsine, l e  tryptophanne 

occupe l a  p o s i t i o n  C-terminale . Le pept ide  S4A5 e s t  ob l iga to i rement  un 

fragment de S3ElA23, c a r  il n ' e x i s t e  que deux r é s idus  de tryptophanne dans 

la globine.  te autre séquence à tryptophanne (S4A7) e s t  net tement  d i f f é r e n t e  

(vo i r  p l u s  l o i n ) ,  

c )  Pept ide  S3ElA23 : séquence 1 - 7 

Gly - Leu - Ser - As? - Gly - Glu - Trp 
1 7 

Ce pept ide  donne une r é a c t i o n  d' ~ h r l i c h  pos i t i ve .  

Composition : 

Asp Se r  Glu , Gly , Leu , Trp 
O, 93 0,77 1,17 1,97 O, 99 dé t r u i  t 

DNP-amino-acide te rmina l  : DNP-Gly 

Action de l a  l euc ine  aminopeptidase à 37OC : 

En 15  minutes sont  l i b é r é s  l e  g lycocol le  ( 1  mole), l a  leuc ine  

(1 mole) e t  l a  s é r i n e  (0,9 mole) (x). 

(x) Les r g s u l t a t s  de l ' a c t i o n  des  exopept idases  s o n t  t ou jou r s  exprimés en 
moles d ' a c i d e  aminé l i b é r é  p a r  molécule de pept ide.  



En 24 heures  t ous  l e s  a c i d e s  aminés c o n s t i t u t i f s  son t  l i b é r é s  

dans l e s  r appor t s  molaires  s u i v a n t s  : 

Asp , Ser Glu , Gly , Leu , Trp 
0,78 0,86 0,95 1,61 1,08 0,87 

La séquence complète du pep t ide  est dédui te  de c e s  r é s u l t a t s  e t  de l a  

s t r u c t u r e  des  deux p rodu i t s  de coupure secondaire  S3El~12b  e t  S 4 ~ 5 .  

d) Peptide S2ElP8 : séquence 1 - 11 

Gly - Leu - Ser - Asp - Gly - Glu - Trp - Gln - Gln - Val - Leu 
1 7 8 11 

Ce pept ide a étC i s o l é  d'un hydro lysa t  obtenu par  l a  chymotrypsi 2 

TLCK en 6 heures .  Il donne l a  r é a c t i o n  d 'Ehrl ich.  

Composition : 

Asp , Ser , Glu , Gly , Val , Leu , Trp 
1,05 0,99 2,87 2,02 1,04 2,Ol d é t r u i t  

Dansyl-amino-acide te rmina l  : DANSYL-Gly 

Action de l a  l euc ine  aminopeptidase à 37OC 

En 24 heures  l e s  ac ides  aminés c o n s t i t u t i f s  s o n t  l i b é r é s  

dans l e s  r appor t s  molaires  su ivan t s  : 

ASP Ser , Gln Glu Gly , Val , Leu , Trp 
1,02 0,79 1 ,93  1,47 1,96 O, 90 2,33 0,58 

Action de l a  carboxypeptidase à 37OC : 

L'enzyme l i b è r e  t r è s  rapidement (15 minutes) cles quan t i t f  s 

équimola i res  de leuc ine  e t  de v a l i n e  ; pu i s  en 30 minutes e t  1 heure l a  

glutamine e s t  l i b é r é e  ( i d e n t i f i c a t i o n  pa r  chromatographie s u r  pap ie r ) .  



Hydrazinolyse : 

Après action de l'hydrazine, on peut identifier de la leucine 

qui est donc en position C-terminale. 

L'ensemble des résultats permet d'établir la séquence : ce 

peptide contient en effet l'un des deux résidus de tryptophanne qui cs: 

commun à S4A5 et à S381~23. L'existence d'une liaison Trp -- Glu ou Trp - Gln, 
démontrée par l'action de la B-bromosuccinimide sur la globine, confirme 

également la séquence (112 bis). 

Remarque : Si on admet un tzux de coupure de 100 p.100 pour les spécificités 

majeures de l'enzyme, on obtient pour la liaison 3-4 et pour la liaison 

4-5 un taux de coupure de 15 p. 100. 

SEQUENCE 12-14 
==-=2==5====== 

Asn - Val - Trp 
12 13 14 

Pe~tide SlbA7 : - 
A S ~  - Val - Trp 

Réaction ds~hrlich positive : il sgagit donc du deuxième peptide 2 

tryp tophanne. 

Composition : 

Asp Val Trp 
1,OO 0,99 détruit 

DNP-amino-acide terminal : DNP-Asp 

Action de la leucine-aminopeptidase à 37OC : 

En 24 heures les acides aminés constitutifs sont libérés dans 

les rapports molaires suivants : 

Asn Val , Trp 
1,15 1 ,O6 0,78 

Le tryptophanne occupe la position C-terminale en raison de la 

spécificité primaire de la chymotrypsine. 



Gly-Lys-Val-Glu-Ala-Glu- (Val ,AlasGly , His G y  sGln,Asp, 1 1  Leu 
15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 

a) Peptide S2ElS2P15 ou S2E2S2P4 : séquence 15-19 

Gly - Lys - Val - Glu - Ala 
15 19 

Composition : 

Glu , Gly , a , Val , Lys 
0,97 1 ,O9 1,15 0,82 O, 92 

DNP-amino-acide terminal : DNP-Gly 

Action de la carboxypeptidase A : pas d'acide aminé libér6. 

Hydrazinolyse : 

Après action de lfhydrazine on peut identifier l'alsnine 

par électrochromatographie sur papier. 

Action de la leucine-aminopeptidase à 37OC 

Après 24 heures d'action, l'enzyme hydrolyse totalement f c  

peptide. Dans l'hydrolysat, nous avons identifié par électrochronatogr~phie 

sur papier les amino-acides libérés parmi lesquels l'acide glutamique. 

Lqhydrolysat ne contient pas de glutamine, 

En 30 minutes l'enzyme libère le glycocolle (0,09 mole), 

la lysine (0,07 mole), la valine (0,06 mole), l'acide glutamique (0,05 

mole) et l'alanine (0,05 mole). En 1 heure les quantités libérées sont 



respectivement de 0,20 mole ; 0,17 mole g 0,15 mole ; 0,15 mole ; 0,15 

mole. Ces r é s u l t a t s  s o n t  en faveur  d'une séquence Gly - Lys - Val - Glu - 
Ala, séquence confirmée pa r  l ' é t u d e  de l q h y d r o l y s a t  t ryps ique  du fragment N- 

t e rmina l  dc l a  globine obtenu par  coupure par  l e  bromure de cyanogène 

(DAUTREVAUX, HAN, Y. BOULflNGER e t  BISERTE) (113). Le pept ide  T2 ksn - Val - 
Trp - Gly - Lys de c e t  hydro lysa t  con t i en t  en e f f e t  l 'un ique  séquence 

Gly - Lys de l a  molécule, séquence q u i  a p p a r t i e n t  également aux pept ides  

S2ElS2P15 e t  S2ElSlP6a.  a autre p a r t  l a  séquence p a r t i e l l e  du pept ide  T3 

de ce mzme hydrolysa t  t ryps ique ,  Val-(Glu, Ala, Glu, Val, Ala, Gly, I!is, 

Gly, Gln, Asp, 1le)-Leu-Ile-Arg achève de démontrer l a  séquence Gly - Lys - 
Val - Glu - Ala en même temps q u ' e l l e  recoupe c e l l e  du pept ide S2ElSlP6a 

(vo i r  ci-dessous) . 
b )  Pept ide S2ElSlP6a : séquence 15-29 

Gly-Lys-Val-Glu-Ala-(Glu, Val, Ala, Gly, H i s ,  Gly, Gln, Asp, 1le)-Leu 
1 5  29 

Composition : 

Asp , Glu Gly , Ala , Val , I l e  , Leu , Lys H i s  
1,03 3,03 2,88 2,lO 2,04 0,99 1 , O O  1,03 0,86 

Action de l a  leucine-arninopeptidase à 37OC : 

En 24 heures  l e s  amino-acides c o n s t i t u t i f s  sont  l i b é r é s  dans 

l e s  r appor t s  molaires  su ivan t s  : 

Asp Gln , Glu , Gly , Ala , Val I l e  , Leu , Lys , His 
0,92 0,86 2,08 2,78 2,18 2,15 1,09 1,15 0,92 0,84 

DANSYL-amino-acide terminal  : DANSYL-Gly 

Action de l a  carboxypcptidase A à 37OC : 

Au bout  de 24 heures  d ' ac t ion  de l a  carboxypeptidase A, s e u l e  

l a  l euc ine  C-terminale e s t  l i b é r é e  (0,94 mole). 



c )  P e p t i d e  S2ElSlP2 : séquence 20-29 

Glu -(Val,  813, Gly, H i s ,  Gly, Gln, Asp, I1e)-Leu 
20 
A- -- 29 

C o m o s i t i o n  : 

Asp Glu Gly A l a  Val , I le  Leu , H i s  
1 , O l  2,08 2,03 1 , 1 5  O, 97 0 ,93  0 ,95 0,87 

Remarque : Le r é s i d u  de g lu tamine  du  p e p t i d e  S2ElSlP6a a p p a r t i e n t  é g a l e -  

ment a u  p e p t i d e  S2ElSlP2 pu i sque  le  p e p t i d e  S2ElS2P15 n ' e n  c o n t i e n t  pas .  

DNP-amino-acide t e r m i n a l  : DNP-Glu 

Act ion  d e  l a  leucine-aminopept idase  à 37OC : 

En 4 h e u r e s  les amino-acides s o n t  l i b é r é s  dans  l e s  r a p p o r t s  

m o l a i r e s  s u i v a n t s  : 

Asp , Gln Glu Gly Ala  , Val , I l e  , Leu , B i s  
1 ,04 0 ,54  1 ,O7 2,05 1 ,19 1 ,07 1 ,07  1,07 0 ,91  

Ces r é s u l t a t s  conf i rment  ceux  de  l ' é t u d e  du  p e p t i d e  S2ElSlPGa 

L 'é tude  de l a  séquence complète des  p e p t i d e s  S2ElSlP2 e t  S2ElSlPGa 

e s t  a c t ü e l l e m e n t  e n  c o u r s .  

Remarque : La l i a i s o n  Ala  - Glu e s t  coupée à 60 p. 100. 
1 9  20 

I l e  - Arg - Leu - Phe 
30 31 32 33 



a )  Pept ide  S3ElA29 ou S3E2A16b : séquence 30-33 

I l e  - Arg - Leu - Phe 

Composition : 

I l e  , Leu , Phe , Arg 
0,87 1,11 1,17 0,84 

DNP-amino-acide terminal  : DNP-Ile ou DNP-Leu - 
q: 

Au bout de 4 heures ,  1 mole de leuc ine  e t  1 mole de phénylalanine 

s o n t  l i b é r é e s  ( i d e n t i f i c a t i o n  e t  dosage à l ' a ~ t o a n a l ~ s e u r  Technicon). 

La séquence de ce  pept ide  e s t  d ' a i l l e u r s  confirmée par  l ' e x i s t e n c e  

d'une l i a i s o n  Arg-Leu, mise en évidence pa r  hydrolyse t ryps ique  de l a  

globine a c é t y l é e  ( I l ?  : -'.: ) e t  p a r  l'examen de ces  p rodu i t s  de coupure se- 

condaire ,  dont  l a  s t r u c t u r e  e s t  dédui te  des r é s u l t a t s  rassemblés dans l e  

t ab l eau  s u i v a n t .  

b )  Tableau : 

Peptide Résidus 



Remarque o Le pept ide  S3E2Alla (Ile-Arg) e s t  un p rodu i t  de coupure secon- 

d a i r e  du type  " t ryps iqueU(a ) ,  

A p a r t i r  d 'un taux de coupure majeure de 100 p. 105, l e  sçti5na 

su ivant  donne l e s  taux  de coupures seconciaires (en p. 100) : 

100 5 4 5 100 (p. 100) 

Thr - Gly - H i s  - Pro - Glu - Thr - Leu - Glu - Lys - Phe 
34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 

a )  Pept ide  S2ElS2P13 : séquence 34-40 

Thr -(Gly, H i s ,  Pro,  Glu)- Th.r - Leu 

Composition : 

Thr , Glu , Pro Gly Leu R i s  
2,39 0 ,95  0,92 1 ,O0 0,98 O, 96 

DANSYL-amino-acide te rmina l  : DANSYL-Thr 

Action de l a  carboxypept idase A à 3 7 ' ~  : 

Seule l a  l e u c i n e  e s t  l i b é r é 2  par l9eazYme en 6 hzurzs. 

(a) La f r a c t i o n  S3E2ALla contien: un a u t r e  pep t ide ,  Lys-Phe, p r s d ~ i t  de 
coupure secondaire  de S3ElA24 ou S3ELA25 (vo i r  p l u s  loin). 



Hydrazinolyse : 

Après 6 heures d'action de la carboxypeptidase A 2 37OC, le 

peptide est soumis à l'action de lPhydrazine : la thréonine est identifiée 

dans 1 hydrolysat par électrochromatographie sur papier. 

b)  Peptide S3ElA25 ou S3E2~4a o séquence 41-43 

Glu - Lys - Phe 

Composition : 

Glu , Phe , Lys 
1 ,O2 O, 97 1,Ol 

DNP-amino-acide terminal : DMP-Glu 

Action de la leucine-aminopeptidase à 37°C : 

En 24 heures les trois amino-acides constitutifs (Glu, Phe, ~ ~ 7 s )  

sont libérés et identifiés par électrochromatographie sur papier. 

La phénylalanine occupe la position C-terminale, étant donnaé 

la spécificité primaire de la chymotrypsine. 

C) Pe~tide S2ElSlP9 ou S2E2SlP2 : séauence 34-43 

Thr - Gly - His - Pro - Glu - Thr - Leu - Glu - Lys - Phe 

Composition : 

Thr , Glu Pro , Gly Leu , Phe Lys , His 
1,85 2,03 1,23 1,11 1,13 O, 90 O, 83 O, 77 

DAZSYL-amino-acide terminal : DANSYL-Thr 

Action des carboxypeptidases A et B à 37OC o 

L'action successive des carboxypeptidases A et B permet de 



l i b é r e r  l a  phény la lmine  (en 4 heures)  pu i s  l a  l y s i n e  (en 8 heures)  en 

q u a n t i t é s  équiva len tes  a i n s i  que l a  l euc ine  e t  l ' a c i d e  glutamique en  

q u a n t i t é  net tement  p lus  f a i b l e .  Au bout  de 24 heures  d ' a c t i o n  du mélange 

des  carboxypeptidases  A + B, c e s  qua t r e  amino-acides s o n t  l i b S r é s  e n  

quan t i t é s  sensiblement é g a l e s ,  

Dégradation r écu r ren te  d'  EDiLQI : 

Après l a  première S tape ,  l e  nouvel amino-acide N-terninal 

e s t  l e  g lycoco l l e  (méthode des DABSYL) 

~ l p r S s  l a  deuxième e t  l a  t r o i s i è n ~ e  gtape on t rouve  respec t ive-  

ment l ' h i s t i d i n e  e t  l a  p ro l ine .  

La séquence du pept ide  e s t  dédui te  de ces  r é s u l t a t s  a i n s i  

que de l V 6 t u d e  de s e s  deux p rodu i t s  de coupure secondaire  (S2ElS2~l.3 e t  

S3ElA25). 

Remarques : 

1 )  S i  l ' o n  admet un taux de coupure de 100 p, 100 pour les l i a i s o n s  a r o -  

matiques de l a  zone 34-43 il e s t  poss ib l e  de c a l c u l e r  l e  taux  de coupiure 

correspondant  2 l a  l i a i s o n  40-41 : c e t t e  l i a i s o n  Leu - Glu e s t  coupée 

à un taux de 70 p. 100 environ.  

2) Il r e s t e  unê ambiguïtê à propos du r é s i d u  d 'ac ide  glutamique en 

p o s i t i o n  38 : l ' a c t i o n  de l a  leucine-aminopeptidase ne p e r ~ e t  pas en e f f e t  

de p r é c i s e r  s i  ce  r é s idu  e s t  sous forme ac ide  ou amide, c a r  l e  r é s i d u  de 

p r o l i n e  37 empêche l 'hydrolyse t o t a l e  du pept ide  par  l 'enzyme, Ce gen re  

de blocage a étG cons t a t é  pour d ' a u t r e s  pept ides  à p r o l i n e  (vo i r  p l u s  

l o i n ) .  Cependant, dans l e  cas  p r é s e n t  l a  mobi l i té  é l ec t rophoré t ique  à 

pH 3 , 9  e s t  c e l l e  d'un pept ide  "neutre".  Il e x i s t e  un r é s i d u  d ' h i s t i d i n e  

(en p o s i t i o n  36) e t  un r é s idu  de l y s i n c  (en p o s i t i o n  4 2 ) ,  mais l e s  deux 

r é s i d u s  d 'ac ide  glutamique ( p o s i t i o n s  38 e t  41) n e u t r a l i s e n t  l e  c a r a c t è r e  

basique.  

Un a u t r e  argument en faveur  de l a  présence de l ' a c i d e  glutamique 

e s t  l ' i m p o s s i b i l i t é  de dé tacher  l a  th réonine  39 par  l a  carboxypeptidase 

A, même en prolongeant l ' a c t i o n  enzymatique pendant 48 heures .  Un blocage 



identique de l'action de la carboxypeptidase A par l'acide glutamique 

a été constaté à propos du peptide S2ElS2P15 (voir ci-dessus) ainsi que 

d'autres peptides (voir page115 ). 

Asp - LYS - Phe 
44 45 46 

P e p t i d ~  Ç 3 E ï A 2 4  - 

Composition : 

Asp , Phe Lys 
O, 94 O, 98 1 ,O8 

DNP-amino-acide terminal : DNP-Asp - 
Action de la leucine-aminopeptidase à 37OC : 

En 24 heures, l'acide aspartique, la phénylalanine et la lysine 

sont libérés et identifiés par électrochromatographie sur papier. 

La phénylalanine est en position C-terminale en raison de la 

spécificité primaire de la chymotrypsine. 

Lys - His - Leu - Lys - Thr - Glu - Ala - Glu - Met 
47 48 49 50 5 1  52 53 54 55 

a) Peptide S2E3S2P24a ou ~ 3 ~ 3 A 2 1  : séquence 47-49 

Lys - His - Leu 



Leu Lys , H i s  
1 ,O7 0,98 0 , 9 5  

DNP-amino-acide t e r m i n a l  : di-DNP-Lys 

Act ion  de  l a  ca rboxypep t idase  A à 3 7 ' ~  : 

En 8 heures  l a  l e u c i n e  e s t  l i b é r é e  e t  i d e n t i f i é e  p a r  

é lec t rochromatograph ie  s u r  p a p i e r .  

b)  P e p t i d e  S2ElS2Pllb : r é s i d u s  50-55 

Lys - Thr - Glu - Ala - Glu - ' let  

- 
Composition : 

Thr , Glu , A l a  , Flet , Lys 
O,  94 2,11 1 , 0 9  0,92 0 ,92 

DANSYL-amino-acide t e r m i n a l  : di-DANSYL-Lys 

La séquence de c e  p e p t i d e  e s t  démontrée p a r  l ' é t u d e  d 'un 
* 

p e p t i d e  Thr - Glu - Ala - Glu - IIse, i s o l é  d e s  h y d r o l y s a t s  t r y p s i q u e s  du 

f ragment  N-terminal de l a  g l o b i n e  ob tenu  p a r  coupure de  l a  myoglobine 

p a r  l e  bromure de cyanogi",nc (DAUTF!B\TAUX, HM?, Y. BOULANGER e t  BISERTE) 

(114) 

c )  P e p t i d e  S2E2SlPlla o u  S2E3SlP10 : séquence 47-55 

Lys - H i s  - Leu - Lys - Thr - Glu - A l a  - Glu - Met 
47 49 50 5 5 

Composition : 

Thr , Glu , Ala i l e t  Leu , Lys , His 
0, 93 1 ,84  1 , 1 2  O, 87 1 ,O3 2,13 1 ,O9 



DXP-amino-acide te rmina l  : di-DNP-Lys 

Action de l a  leucine-aminopeptidase 3 3 7 O C  : 

Par  é lectrochromatographie  s u r  pap i e r  on i d e n t i f i e ,  dans 

17hydro lysa t  de 24 heures ,  l ' a c i d e  glutamique. 11 n g Y  a pas de glutamine.  

Action de l a  carboxypeptidase A à 3 7 O C  : 

Au bout  de 8 heures ,  l'enzyme l i b è r e  l a  méthionine (1 mole) 

e t  l ' a c i d e  glutamique (0,40 mole). Au bout  de 24 heures  d ' a c t i on ,  on 

o b t i e n t  0 ,95 mole d ' a c i d e  glutamique oour  1 mole de méthionine. La séquence 

du pept ide  c s t  dédu i t e  de c e s  r é s u l t a t s  a i n s i  que de l ' é t u d e  des  pep t ides  

S2E3S2P24 c t  S2ElS2Pllb ( v o i r  pages 81 e t  5 ~ ) ~  

Remarque : Le taux  de  coupure de l a  l i a i s o n  Leu - Lys e s t  de 84 p. 100 
49 50 

par  rappor t  aux coupures pr imai res  de l'enzyme. 

a )  Pept ide  S2EZSlP1 ou S2E3SlP2 : séquence 56-62 

Lys - Ala - Ser  - Glu - Asp - Leu - Lys 
56 61 62 



Composition : 

hsp Ser Glu , h l a  Leu Lys 
0,98 0,93 1,06 1,03 1,05 1 ,91  

DNP-amino-acide terminal  : di-DXP-Lys 

Action de l a  leucine-aminopeptidase 3 37'C 

En 1 heurc 19enzyne l i b è r e  de l a  l y s i n e  (0,23 mola), de 

l ' a l a n i n e  (0,19 mole) e t  de l a  s é r i n e  (0,14 mole). En 8 heures  i f  enzyme 

l i b è r e  de l a  l y s i n e  ( 1 , l l  mole), dc l e  a lan ine  (0,85 mole), de l a  s é r i n c  

(0,71 mole), de l ' a c i d e  g lu tan ique  (0,79 mole), dc l ' a c i d e  a spa r t i que  

(0,55 rnolc) e t  de l a  l euc ine  (0,64 mole). 

Action des  ~ a r b o x y ~ e p t i d a s e s  A c t  B à 3 7 ' ~  

La carboxypeptidase A e s t  sans  a c t i o n  s u r  12 pep t ide .  En 

4 heures  l a  carboxypeptidase B l i b è r e  de l a  l y s i n e  ( 1  mole) e t  de l a  

l euc ine  (0,6 mole) ( w ) .  En f a i s a n t  e n s u i t e  a g i r  l a  carboxypeptidase 

pendant 4 heures ,  on l i b è r e  0,91 mole de l cuc ine  pour 1 mole de l y s i n e .  

L 'ac t ion  des  deux carboxypeptidases A e t  B,  msme poursuivie  pends-nt 24 

heures ,  ne permet pas de l i b é r e r  d ' a u t r e s  amino-ecides. 

 ensemble de ces  r é s u l t a t s  démontre l a  séquence. 

3) Peptide S2E2SlP4 : séquence 56-62 

Lys - Ala - Ser - Glu - ,!sp - Lei: - Lys 

Composition : 

Asp Ser  Glu h l a  Leü Lys 
0,88 O,  87 1 ,13  1 , O l  0 ,90 2,20 

Di1NSYL-amino-acide termical  : di-D~414CjYL-Lys 

Action de l a  leucine-aminopeptidase à 3 7 ' ~  : 

Nous avons i d e n t i f i e  par  é lectrochromatographie s u r  pap ie r  

l e s  arnino-acides l i b é r é s  pa r  l'enzyme. La c i n é t i q u e  e s t  en tous  p o i n t s  

(R)  La p répa ra t ion  de carboxypeptidase B u t i l i ~ S c  c o n t i e n t  en e f f e t  encore 
un peu de carboxypeptidase A .  



comparable 2 c e l l e  observée pour l e  pept ide  précédent .  II f a u t  cependant 

n o t e r  que l 'hydro lyse  semble moins complzte, l e s  q u a n t i t é s  l i b é r é e s  de  

leuc ine  e t  d ' ac ide  a spa r t i que  r e s t a n t  même en 24 heures  net tement  fn fé r i eu -  

r e s  à c e l l e s  des  a u t r e s  amino-aci6es. 

L ïhydro lysa t  enzymntique con t i en t  l e s  ac ides  a spa r t i que  e t  

glutamique e t  non l e u r s  amides. 

Action des  carboxypeptidases B e t  '2 à 3 7 O C  : 

L 'ac t ion  successivr? des carboxypcptidases B e t  A permet l a  

l i b e r ~ t i o n  de l y s i n e  pu i s  dc leuc inc  ( i d e n t i f i c a t i o n  s u r  papier ) .  

Les r é s u l t a t s  s o n t  donc en faveur  de l a  mzne séquence que pour 

Ir pept ide  précédent .  O r ,  ces  deux pept ides  o n t  des migra t ions  net tement  

d i f f é r e n t e s  en é l ec t rophorèse  3 haut  vo l tage  (2). 

3ans l v E t a t  a c t u e l  de nos recherches ,  il ne nous e s t  pas poss ib l e  

dvexp l iquc r  l a  présence de ces  dcux pept ides  appa remen t  ident iques  du 

poin t  de vue de l e u r  séquence, mais né3nmoins b i en  d i s t i n c t s  p a r  l e u r s  

c a r a c t é r i s t i q u e s  ion iques  (mobi l i té  é l ec t rophoré t ique  e c  temps de r é t e n t i o n  

s u r  1 a r é s ine  Chromobeds F) . L9 un de ces  dcwr pept ides  r é s u l t e  pc?ut-^ctre 

de la  t r a n s p o s i t i o n  en  B dc l a  l i a i s o n  Asp-Leu comme c e l a  a dé jà  é té  

s igna lé  par  KUEY e t  a l .  (115) dans l e s  hydro lysa ts  enzymatiqucs de 

d ive r se s  p ro t é ines  e t  notamment dans l e  cas  de l a  r ibonucléase (HALEY e t  

Les é t u d e s  e f f e c t u é e s  récemment pnr 30PJVtILL (117) s u r  l e s  
O 

t r o i s  composants de l e  myoglobine de Cheval i s o l g s  par  IUESON e s  THEONLL 

( v o i r  Chapitre 1) semblent indiquer  que l ' u n  des  t r o i s  con t i en t  un 

groupement a c é t y l e  par  molécule. Il s e r a i t  a l o r s  poss ib l e  d 'envisager  

que l ' u n  des deux pep t ides  (SSE2SlTl ou S2E2SlP4) p o r t e  un groupement 

a c é t y l e  su r  l a  f o n c t i o n  E-aminée de la  lysFne C-terminale, Des é t u d e s  

son t  actuel lement  en cours  pour v é r i f i e r  ou inf i rnier  ces  d i f f é r e n t e s  

hypothèses.  

(+) 5000 v o l t s  - 250 mi4 - 15 minutes à pH 1 , 7  (vo i r  Chapi tre  VII ) .  



c )  P e p t i d e  S2ElS2P12 : séquence 56-61 

Lys - h l a  - Ser  - Glu - Asp - Leu 
5 6 61 

r"ip S e r  Glu Ala  Leu Lys 
1 , O O  O, 95 1 , O O  l ,Cl7 1 ,04  O, 94 

DANSYL-anino-acide t c r n i n a l  : di-DAHSYL-Lys 

La sEqucnce dc c c  p e p t i d e  e s i  d é d u i t e  dc c e l l c  du papti .de 

SZE2SlPl. 

Remarque : Le pe-ptidc S2ElS2??12, q u a t r e  f o i s  p l u s  abondant que l ' ensemble  

S2E2SlP1 c Ç2EZSlP4, e s t  e n  f a i t  l e  p r o d u i t  dc  coupure normal d e  I9hydro-  

l y s e  chymotrypsique,  a l o r s  que l e s  p e p t i d e s  S 2 ~ 2 S l ~ l  e t  S2E2SlP4 repré -  

s e n t e n t  d e s  p r o d u i t s  de coupure d.u t y p e  " t ryps ique"  ( v o i r  p l u s  l o i n ) .  

P e p t i d e  SZE3SlP3 : séquencê 64-69 

H i s  - Gly - Thr - Val - Val - Leu 

Composition a 

Thr  Gly , 1 ( )  Leu H i s  
O ,  90 1 , 2 4  1,67 1,lQ 1 ,O2 

DANSYL-crmino-acide t e rmina l  -- : di-D&VS'iL-15s 

Act ion de l a  ca rboxypep t idase  h à 37OC : ---- 
En 4 h e u r e s ,  lqenzymc l i b è r e  de  l a  l c u c i n e  ( 1  sole) c t  de 

l n  v a l i n e  (0 ,7  mole). En 8 h e u r e s ,  il l i b è r e  1 n o l e  de v a l i n e  pour  1 m ~ l e  

de  l e u c i n c ,  En 24 h c u r e s ,  il y 3 l i b é r a t i o n  de l c u c i n e  ( 1  mole) ,  de 

v a l i n e  ( 1 , 4  m o l e )  e t  de t h r s o n i n e  ( 0 , 3  mole) o c e s  r é ~ u l t a t s  s o n t  en  f a - ~ c u r  

de  l a  séquence C-terminale, Thr - Val - V a l  - Leu. 

(x) La s t a b i l i t é  de l a  l i a i s o n  V a l  - V a l  à l ' h y d r o l y s e  a c i d e  e x p l i q u e  l e  
f a i b l e  t a u x  d e  v a l  i n c  , 



e )  P e p t i d e  52E2P10 : séquence 62-69 

Lys - Lys - H i s  - Gly - Thr - Val - V a 1  - Leu 
62 63 64 69 

Ce p e p t i d e  e s t  i s o l é  de l a  g l o b i n e  hydro lysée  p a r  l a  chymotryp- 

s i n e  -TLCI(. 

Composit ion : 

Thr Gly Val Leu Lys H i  s 
9 ,92 1 ,19 1 , 9 6  1 ,O7 1 ,96  0,9Ç 

DANSYL-amino-acide t e r m i n a l  : cii-DANSYL-Lys 

Act ion  de  l a  ca rboxypep t idase  3 37OC : 

En 24 h e u r e s  l'enzyme l i b C r c  0 ,89  mole de l e u c i n e  e t  1 ,78  mole 

d e  val  i n e  . 
'3 L ensemble d e s  r é s u l t a t s  ob tenus  s u r  c e  p e p t i d e ,  a i n s i  que 

ceux ob tenus  n o t a m e n t  s u r  l e  p e p t i d e  S2E3SlP3, démontre l a  séquence.  

P e p t i d s  S2ElP33 : séquence 56-69 

Ce p e p t i d e  e s t  i s o l é  de l a  ayog lob ine  hydro lysée  p a r  l a  chymo- 

trypsine-TLCK, 

Composition : 

Asp , Thr , S c r  , Glu , Gly , A l a  , Val , Leu , Lys , H i s  
1 , 0 7  1 , O O  1 , 1 9  1 , 1 2  1 , 2 5  1 ,12  1 , 7 4  1 , 9 2  2,64 0 ,93 

DtlfiTSYL-amino-acide t e r m i n a l  : di-DiliTSYL-Ly s - 
Lî séquence de  c e  p e p t i d e  e s t  d é d u i t e  d e  c e l l e  d e s  p e p t i d e s  

p r é c é d e n t s .  



8 )  P e p t i d c  S2E4P5 ou  S2E3S2P20 ou  S3E3A19 : séquence 63-64 

Lys - H i s  

Lys B i s  
1 ,03  O, 96 

DNP-amino-acide t e r m i n a l  i di-DNP-Lys 

Il e x i s t e  t r o i s  a u t r e s  séquences  Lys - H i s  dans  l a  molécale  : 

rCs idus  47-48, r é s i d u s  96-97 e t  r é s i d u s  118-119, Le p e p t i d e  S2E4P5 

p r o v i e n t  vraisemblablement de  t r o i s  de  c e s  q u a t r e  séqucnces  47-48, 63-64, 

e t  96-97 ; l a  t r o i s i è m e ,  118-119, przcèdc e n  e f f e t  un r é s i d u  de p r o l i n e  

f '2C: -e q u i  e x c l u t  une r u p t u r e  chymotrypsiquc de l a  l i a i s o n  H i s  - Pro 

( v o i r  p l u s  l o i n  r g s i d u s  116-123). 
119  120 

h)  P e p t i d c  SêE4P6 ou  S2E3S2P21 : séquence 62-63-(x) 

Lys - Lys 

~ ' h ~ d r o l ~ s c  t o t a l e  donnc exclus ivement  de  l a  l y s i n e .  C e  

p e p t i d e  a un temps de r é t z n t i o n  s u r  1.2 Chromobcads P t r è s  s u p é r i e u r  à 

c e l u i  d e  l a  l y s i n e  l i b r e ,  En Glec t rophorèse  s u r  p a p i e r  à pH 3 , 9  il migre 

p l u s  r a p i d e n e n t  qüe l a  l y s i n e  l i b r e ,  

D i n i t r o p h f n y l a t i o n  : 

Le p e p t i d e  e s t  d i n i t r o p h é n y l e  p u i s  h y d r o l y s é  p a r  l ' a c i d e  

c h l o r h y d r i q u e  (24  h e u r e s  à 105°C). ~ ' h ~ d r o l ~ s a t  e s t  e x t r a i t  à l ' é t h e r  

e t  l a  phase é t h é r é e  soumise 2 l a  chromatographie c l û s s i q u e  d e s  DNP-amino- 

a c i d e s  ( v o i r  C h a p i t r e  vII). La phase aqueuse e s t  r c d i n i t r o p h é n y l é e  e t  

soumise 2 c e t t e  même chromatographie .  Dans c e s  c o n d i t i o n s ,  on i d e n t i f i e  

l a  di--DlJP-lysine dans les deux phases  (phase é t h é r é e  e t  phase aqueuse 

7-- - -- - -- 
(s) C e  p e p t i d e  p r o v i e n t  é g a l e n e n t  de l a  séquence 77-74 ( v o i r  j a g e  S I ) "  



red in i t rophényléeJ . .Le  dosage de c e t t e  di-DNF-lysine montre que l a  phase 

aqueuse r e d i n i t r o p h é n y l é e  e n  c o n t i e n t  0 ,9  mole pour  1 mole dans  l a  phase  

é t h é r é e ,  c e  q u i  démontre l a  séquence Lys - Lys. 

Remarque : Le schéma s u i v a n t  donne les  t a u x  (en p. 100) d e s  d i f f é r e n t e s  

l i a i s o n s  de  l a  séquence 56-69. 

100 80  90 90  96 100(en  p ,  
1 ; 100)  4, 4 - Lys-Ala-Ser-Glu-Asp-Leu H i s  - Gly - L~t-Tr3-k-Val-Leu - 

i )  Cas p a r t f c u l i c r  du p e p t i d e  S2E2SlP5 

Lys - Ala - Ser  - Glu - Asp - Leu - Lys -(Leu, His )  
56 6 4 

Asp S e r  Glu 1112 Leu Lys H i s  
1 , 0 2  O,  95 1 ,O3 1 ,O8 1 , 9 3  2 ,04 0 ,94 

DAiJSYL-amino-acide t e r m i n a l  : di-DAIqSYL-Lys 

Act ion  de l a  leucine-aminopept idase  à 37OC : 

Parmi l e s  amino-acides l i b 5 r S s  e n  24 h e u r e s  on peut  i d e n t i f i e r  

p a r  é12ctrochromatographie  s u r  p l p i c r  les a c i d e s  a s p a r t i q u e  e t  g lutamique : 

il n t y  a n i  a s p a r a g i n e  n i  g lu tamine  dans  l ' h y d r o l y s a t ,  

Act ion de l a  c ~ r b o x y p e p t i d a s e  A à 3 7 O C  : 

Quel que s o i t  l e  tcmps d ' a c t i o n ,  l 'enzyme libère e n  quan- 

t i t é s  sens ib lement  Cgales  l e u c i n e  c t  h i s t i d i n e ,  c e  q u i  n e  permet pas  de 

p r C c i s e r  complètement I n  séquence C-terminale.  S e u l s  c e s  deux a c i d e s  

aminés s o n t  l i b é r é s  p a r  l a  ca rboxypep t idase  A. 

Remarque : Le p e p t i d e  S2E2SlP5 semble cor respondre  à l a  séquence 56-64 a v e c  

s u b s t i t u t i o n  de l a  l y s i n e  63 p a r  un r é s i d u  de l c u c i n c .  C e  p e p t i d e  p r o v i e n t  

p e u t - ê t r e  de l ' u n e  des  forines de myoglobine s é p a r a b l e  en  C l e c t r o p h o r è s e  e n  



g c l  èvamidon puisque n o t r e  é t u d e  a é t é  e f f e c t u é e  s u r  12 p r é p a r a t i o n  

g l o b a l e  ( v o i r  microhétèrog5nCité  de l a  myoglobine, C h a p i t r e  II). 

La rÉcupCration de  c e  p e p t i d e  r e p r s s e n t e  a u  maximum l e  dixième 

de c e l l e  du p e p t i d e  S2E2P10 : l a  séquence L s - L s - H i s  e s t  donc predo- 
g2 %3 64 

m i n s n t e ,  t ~ n d i s  que 13 séquence Lys - Leu - H i s  e s t  mineure .  

Thr - d l a  - Leu - Gly - Gly - I l e  - Leu 
70 71 72 73 74 75 76 

a )  P e p t i d e  S3ElA14 ou S2ElS2P4 : ssquence 70-72 

Thr - A l û  - Leu 

Composition : 

Thr Ala Lcu 
1,O? 0 , 9 4  1,06 

DNP-amino-acide t e r m i n a l  : DXP-Thr - - -- 
Act ion  de l a  ca rboxypep t idase  h à 37'C : 

En 4 heures  ucu le  l a  l e u c i n e  e s t  l i b e r c e  e t  i d e n t i f i é e  p a r  

é l e c t r o c h r o m a t o g r a ~ h i e  s u r  p a p i e r .  

b )  P e p t i d e  S3E1016 ou S2ElSZP6 : sequence 73-76 

Gly - Gly - Ilc - Leu 

Composition : 

Gly , I le  , Leu 
2,Ol 0 ,92  1 ,O7 



DNP-amino-acide te rmina l  : DNP-Gly 

Action de 13 c a r b o x y ~ e p t i d a s c  !L - b a,p à - 37OC - - --." -- : 

Zn 4 heures  son t  l ibCrées  l a  l euc ine  ( 1  mole) e t  1 9 i s o l e u c i n e  

(0 ,27  mole). En 8 heures  on o b t i e n t  0,58 mole dP i s31zuc ine  pour 1 mole de 

l euc ine .  

c )  Pept ide S2ElS2P5 : séquence 70-76 

Thr - A l a  - Leu - Gly - Gly - I l e  - Leu 

Composition o 

Thr Gly , Ala , I le  Leu 

DANSYL-amino-acide te rmina l  : DAKSYL-Thr 

La scquence de ce  pept ide  e s t  d,2duite de c e l l e  de s e s  deux 

p rodu i t s  de coupure secondai re  S3EiA14 e t  S3ElAlS ( v o i r  page .  ? O ) , . '  : ..: 

Le pourcentage de l a  coupure secondaire  de l a  l i a i s o n  q u i  u n i t  c e s  deux 

pept ides  e s t  de  47 p ,  100. 

10) -- SEQUENCE ----------- 77-89 -------------- 

Lys - Lys - Lys - Gly - I!is - H i s  - Glu - Aia - Glu - L e 3  - Lys - ?ro - Leu 
77 7 8  7 9  8 0  81 82 83  84 85 86 87 88 89  



a )  nept ide S2E3SlP4 : séquence 80-86 

Gly - His - H i s  - Glu - Ala - Glu - Leu 
80 8 6 

Composition - : 

Glu , Gly , Ala , Leu , H i s  
S,02 1 ,O4 1 ,O4 1 ,O5 1,86 

DNP-amino-acide terminal  : DNP-Gly 

Action de -- l a  carboxypeptidase A à 37°C : 

En 4 heures  l a  l euc ine  e s t  l i b é r é e  (1  mole) ,  En 8 heures  

on o b t i e n t  1 mole de l euc ine  e t  0,29 mole d ' ac ide  glutamique. En 24 heu re s  

sont  l i b é r é s $ %  : I euc ine  (1  mole),  a c ide  glutamique (0,77 mole) e t  a l a n i n e  

(0,52 mole).  

Action de l a  l euc ine  amincpeptidase à 37°C : 

En 30 minutes on observe l a  l i b é r a t i o n  de g l y c o c o l l e ,  

(0 ,39  mole) ,  d ' h i s t i d i n e  (0,55 mole) e t  d ' ac ide  glutainique (0,15 mole),  

En 1 heure,  l 'enzyme l i b è r e  tous l e s  amino-acides du pept ide  ( j u squPau  

b) W t i d e  S3E2A8 ou S2E3S238 G U  S2E2S2P12 : séquence 87-89 

Lys - Pro - Leu 

- /r; 
Compos i t ion  : 

Pro Lei1 Lys 
1 ,12  1,02 3,85 

DNP-amino-acide te rmina l  : di-DEP-Lys 

La présence de l a  p ro l ine  dans ce pep t ide  permet de dédu i r e  l a  

séquence, é t a n t  donné l a  s p é c i f i c i t é  de l a  chymotrypsine. 



c )  P e ~ t i d e  S2E3SlP6 ou  S2E2SlP8 : r é s i d u s  80-89 

Gly - E i s  - H i s  - Glu - Ala - Glu - Leu - Lys - Pro - Leu 
8  0  86 87 8  9 

Composition : 

Glu , Pro , Gly , Ala , Leu , Lys , H i  s 
1 , 9 4  1 ,07  1 ,06  1 ,O6 1 ,83  1 ,O2 1 , 9 9  

DNP-amino-acide t e r m i n a l  : DNP-Gly 

La séquence de ce p e p t i d e  est d é d u i t e  de c e l l e  d e s  deux 

p e p t i d e s  S33248 e t  S2E3SlP4 q u i  s o n t  s e s  deux p r o d u i t s  de coupure secon- 

d a i r e .  

d )  P e p t i d e  S2E3SlP14 : séquence 79-59 

Lys - Cly - H i s  - H i s  - Glu - Ala - Glu - Leu - Lys - Pro - Leu 
79 80 86 87 89 

Composition : 

G ~ U  , Pro Gly y h l a  , Leu , Lys , H i s  
1 , 8 2  Q,97 1 ,O9 1 ,08  1 , 7 8  2,13 2,lO 

DNP-amino-acide t e rmina l  : di-DNP-Ly s 

Act ion  de l a  leucine-aminopept idase  à 3 7 ' ~  : 

En 24 h e u r e s ,  tous  l e s  amino-acides c o n s t i t u t i f s  s o n t  l i b é r é s ,  

parmi l e s q u e l s  l ' a c i d e  glutamique,  i d e n t i f i é  p a r  ~ l e c t r o c h r o m a t o g r a p h i e  

s u r  p a p i e r  ; il n P y  a pas  de g lu tamine  dans  l ' h y d r o l y s a t .  

La séquence d e  c e  p e p t i d e  es t  d é d u i t e  de c e l l e  du p e p t i d e  p r é c é d e n t ,  

S2E3SlP6. 

e )  P e p t i d e  S2E3S1P15 : séquence 78-86 

Lys - Lys - Gly - H i s  - H i s  - Glu - Ala - Glu - Leu 
7 8  79 80  8  6 



Composition : 

Glu , Gly , Ala , Leu , Lys , H i s  
2,15 1,s 1 , 3  0,94 1,81 1,56 

DNP-amino-acide te rmina l  : di-DNP-Lys - -- 
La séquence de ce pept ide  e s t  dédui te  des  séquences des 

pep t ides  précédents ,  

Remarque : La l y s i n e  77 e s t  p lacée  par . .analogie  avec l a  myoglobine de 

Cachalot.  Les r é s u l t a t s  de l ' hyd ro lyse  t ryps ique  de l a  g lobine  de myoglo- 

b ine  de Cheval s o n t  également en  faveur  de l ' e x i s t e n c e  d'un r é s i d u  de 

l y s i n e  dans c e t t e  pos i t i on  (s). Les t r o i s  l i a i s o n s  l y s y l  de c e t t e  séquence 

77-79 s o n t  nettement hydrolysées par  l a  chymotrypsine commerciale : l e s  

pourcentages de coupure des  t r o i s  l i a i s o n s  77-78, 78-79 e t  79-80 sont  

respect ivement  de 100 p. 100, 83 p ,  100 e t  87 p, 100. Aucun pept ide  chymo- 

t ryps ique  contenant à l a  f o i s  l e s  t r o i s  r é s idus  de l y s i n e  77, 78 e t  79 n ' a  

en e f f e t  é té  i s o l é .  La l i a i s o n  Leu - Lys e s t  coupée à 40 p ,  100 environ. 
86 87 

11)  SEQUENCE 90-97 ==-=========== 

Ala - Gln - Scr - His - Ala - Thr - Lys - His 
90 91 92 93 94 95 96 97 

--- -. -. 

(s) R é s u l t a t s  non publ iés .  



a) Peptide S3E2A2 ou S2E2S2P1 : séquence 90-93 

hla - Gln - Ser - His 

Composition : 

Ser Glu hla , His 
O, 70 1,15 1,22 O, 91 

Action dc 13 leucine-aminopeptidaçe à 37OC : 

En 24 heures, le peptide est totalement hydrolysé. ~'hydro- 

lysat contient de la glutamine, mais pas d'acide glutamique. 

Action de la carboxypcptidase A à 37OC : 

~'enz~mc libère en 4 heures de lFhistidine, en 8 heures de 

la sérine (outre l'histidine). Ces deux amino-acides sont identifiés par 

électrochromatographie sur papier. 

b )  Peptide S2E3S2P13 : séquence 94-97 

hla - Thr - Lys - His 

Cornposi tion - u 

Thr A l a  Lys His 
0 ,91  1,02 1,03 1,05 

DNP-amino-acide terminal : DW-6la 

Action des carboxypeptidases A et B à 37OC - : 
En 4 hzures, la carboxypeptidase h li5ère uniquement de 

l'histidine. L'action de la carboxypeptidase B pendant 4 heures (après 

celle de la carboxypcptidase A) permet la libfration de la lysine. 

c) Peptide S2E3S2P19 ou S2E3SlP12 : séquence 90-97 

Ala - Gln - Ser - His - Ala - Thr - Lys - His 



Composition : 

Thr Ser , Glu , kls Lys His 
O ,  96 O, 92 1 ,O1 2,02 1,11 1,96 

Action de la leucine-aminopeptidase à 37OC : 

En 24 heures, les amino-acides constitutifs sont libérés 

et, par 6lcctrochromntogrophie sur papier, on identifie la glutamine 

dans l'hydrolysat qui par ailleurs nc contient pas d'acide glutamique. 

Action de la carboxypeptidase 11 à 37OC : -. -- 
En 8 heures l'enzyme lib2re uniquement de l'histidine, 

 é étude des produits de coupure secondaire de ce peptide, notamment 

S3E2A2 et S2E3S2P13, permet d'en établir la séquence,  a autres peptides 
mineurs confirment cette structure. 

d) Peptide S2E3S2P26 : séquence 92-97 

Ser - His - hla - Thr - bys - His 

Composition : 

Thr Ser Ala Lys IIi s 
1,12 1,06 1 ,O2 1,07 1,71 

DHP-amino-acide terminal : DNP-Ser 

Action de la carboxypeptidase A à 37OC : - 
LPenzyme libère uniquement de l'histidine (en 8 heures). 

e) ?cptide S2E3S2P10 ou S2E2S2P14 : séquence 90-96 

Ala - Gln -- Ser - His - Ala - Thr - Lys 
90 96 



Thr Çer Glu Ala Lys lIis 
O, 93 0, 96 1 ,O1 1,90 1 ,O8 1,lO 

Action de la leucine-aminopeptidase à 37OC : 

~'11~drolyse totale du peptide par lq enzyme (24 heures) 

permet d'identifier la glutamine dans lshydrolysat. 

-4ction de la carboxypeptidaçe B à 37OC o 

L'enzyme libère de lu lysine (4 heures). La carboxypeptidase 

A est sans action sur lc peptide, 

f )  Peptide S2E2S2P2 : séquence 90-95 

Ala - Gln - Ser - His - hla - Thr 
90 95 

Composition : 

Thr Ser , Glu , Ala Ilis 
1 ,O7 1 ,O7 O, 92 1,92 1 ,O0 

DNP-amino-acide terminal : DhT-Ala 

g )  Peptide S2E3S2P3 r séquence 94-96 

Ala - Thr - Lys 

Composition : 

Thr Ila , Lys 
0,92 0 ,  99 1, O8 

DNT-amlno-acide terminal : DNP-hla 

Action dé la carboxypeptidase B à 37OC : 

~'enz~me libsre de la lysinê(en 24 heures) 



h )  Tept ide S3EiA8 r sCquence 94-95 

Ala - Thr 

Composition r 

Thr , S l a  
O, 99 ' : 1;oi  

DNP-amino-acide te rmina l  : DNP-Ala 

i) Peptide S 3 E 2 ~ 4 c  : séquence 95-96 

Thr - Lys 

Composition : 

Thr Lys 
O, 86 1 :.13 

DNP-amino-acide te rmina l  : DNP-IZlr 

j )  Pept ide S2E4P5 - 

( v o i r  l ' é t u d e  de l a  sCquence 56-69, page $8 

Remarque : La séquence des  r é s i d u s  90-97 e s t  abondamment confirmée par  

l 'ensemble de c e s  r é s u l t a t s  o ceux-ci nous f o u r n i s s e n t  une e x c e l l e n t e  

i l l u s t r a t i o n  des  p o s s i b i l i t é s  de recoupement o f f e r t e s  p a r  l ' hydro lyse  

chymo t r y p s  ique , 

Nous avons rassemblé ci-dessous en pourcentages de coupure 

des d i f f é r e n t e s  l i a i s o n s  de c e t t e  zone. I ls  son t  c a l c u l é s  (en p. 100) pa r  

rapport .3  un taux  de 100 p, 100 a f f e c t é  aux coupures p r ima i r e s  ( l i a i s o n  

89-90 e t  l i a i s o n  97-98) 
1 O0 Ir) 34 7 19 100 

i $31 J 3 J d, 4 - Ala - Gln- S e r -  H i s  - /?la - Thr - Lys - H i s  - 

Il n ' e s t  pas  p o s s i b l e  de c a l c u l e r  l e  pourcentage d 'hydrolyse de l a  

l i a i s o n  A l a  - Thr, c a r  l e s  p rodu i t s  de c e t t e  coupure ( p a r  exemple l e s  



pep t ides  Thr - Lys e t  Lys - His)  ne  proviennent  pas  exclusivement de c e t t e  

po r t i on  de l a  molécule : l e  pep t ide  Thr - Lys peu t  p roven i r  a u s s i  de l a  

séquence 132-133 (vo i r  page 110 ). 

Lys - I l e  - Pro - I l e  - Lys - Tyr 
98 99 100 101 102 103 

a )  pep t ide  S2E3S2P24b ou S2E2S2P20 : séquence 98-103 - 
Lys - I l e  - Pro - I l e  - Lys - Tyr 

9 8 

Coinpo s i t i o n  : 

Pro , I l e  Tyr Lys 
1 ,20  1,87 O, 97 1 , 9 4  

DNP-amino-acide te rmina l  : di-DNP-Lys - 
Action des  carboxypept idases  11 e t  B à 37OC e 

La carboxypeptidase A détache uniquement de l a  t y r o s i n e  

(en 4 heu re s ) .  Ensui te ,  l ' a c t i o n  de l a  carboxypept idase B permet en 4 

heures  de dé t ache r  de l a  l y s i n e .   action du mélange A + B en 24 heures  nc 

permet pas  de dé t ache r  d ' a u t r e s  amino-acides que t y r o s i n e  e t  l y s i n e .  

Action d e l a  leucinc--arninopeptidase à 37OC D 

En 6 heures  l'enzyme ne détache que l a  l y s i n e  + te rmina le  

(0 ,9  mole). En 24 heures  d ' a c t i o n ,  on o b t i e n t  0,94 mole de  l y s i n e ,  ma i s  

aucun a u t r e  amino-acide. 



Dégradation 2' .  ED?rA?I : 

Après 24 heures  d ' a c t i o n  de l a  leucine-aminopeptidase,  

l e  nouvel amino-acide N-terminal e s t  l Y i s o l e u c i n e  ( i d e n t i f i c a t i o n  de 

l a  di--DANSYL-Lys e t  de l a  DAESYL-Ile) : ap rè s  enlèvement de c e t t e  i so-  

l euc ine  par  l a  méthgde d 7 E 9 ? ~ Q ~ ,  on peut  me t t r e  en évidence l a  p r o l i n e  

en p o s i t i o n  N-terminale p a r  l a  méthode des DANSYL-amino-acides* 

L'ensemble de ce s  r é s u l t a t s  permet d % t a b l i r  l a  s é ~ u e n c e ,  

b )  Pept ide  S2E3S2P17 : séquence 98-102 
P. 

Lys - I l c  - Pro - I l e  - Lys 

Composition : 

Pro I l e  , Lys 
1 ,O8 2,03 1,88 

La séquence de ce pep t ide  e s t  dédu i t e  de c e l l e  du pept ide  

précédent  dont il e s t  un p rodu i t  de coupure secondaire  du type "trypsique",  

Le pourcentage dqhydro lyse  de l a  l i a i s o n  Lys - Tyr e s t  de 1 ,7  p. 100,  
102 103 

Leu - Glu - Phc 
104 105 106 

Pept ide  Ç3ElA22b 

Leu - Glu - Phc 
x : 

--. Y: .. -.. 

C o ~ p o s i  t i o n  : 

Glu , Leu , Phe 
1 ,O5 O, 95 1 , O O  

DNP-amino-acide terminal. : DNP-Leu 



Action de la leucine-aminopeptidase à 37OC : 

En 24 l-ieures, SPc?nzyme libère l'acide glutamique, la 

leucine et la phénylalanine, identifiés par électro~hromatogra~hie sur 

papier, 

La phénylalanine est en position C-terminale, étant 

donné la spécificité primaire de la chymotrypçine. 

SEOUENCE 107-113 --A----,-------, ---------------- 

Ile - Ser - hsp - Ala - I l e  - Ile - Bis 
107 108 109 110 111 112 113 

a) Peptide S2ZlS2P7 : sfqllence 109-113 

hsp - Ala - ( I le ,  Ile, IIis) 
109 113 

Compoçi tion : 

hsp Ala , Ile His 
O, 94 1,32 1,OZ O ,  99 

DNP-amino-acidc terminal : DI??-Asp 

Action de la leucine-aminopeptidase à 37OC : 

~'enzymc libèrc en 24 heures les amino-acides constitutifs 

dans lcs rapports molaires suivants : 

Asp Ala , Lle His (2 1 
3,97 O, 97 2,07  0,30 

Le fair que les hydrolyses enzymatiques mettent en évidence 2 résidus 

dvisoleucine alors que lïhyarolyse acide nvcn donne qu'un seul peut 

s'expliquer par l'existence d'un cnchî?nernent Zle - Ilc difficilement 

(a) Nous n'avons pu expliquer ce faible taux d'histidine, 



hydrolysé par  I 9 a c 5 d e  chlorhydrique en  24 heures .  

Action de l a  carboxypcptidase A 2 37OC : 

~ ' é t u d c  c iné t ique  de I . h c t i o n  de I n  carboq-pept idase  A 

ne permct pas de p r é c i s e r  complètement l a  sSquence C-terminale, c a r  12s  

v i t e s s e s  de l i b é r a t i o n  de l ' i s o l e u c i n e  e t  de l ' h i s t i d i n e  s o n t  comparables : 

en 24 heures  lqcnzyme l i b è r e  0,8 mole d'histidine ct 1 , 3  mole d ' i so l cu -  

cine.  

L'ensemble de  ces r é s u l t a t s  conduit  2 l a  séquence par- 

t i e l l e  Asp - .Il3 ,- (Ilc. ,  I l c ,  !3;ç), 

I l e  - Ser - Asp - Ala - I l e  - I l e  - His 
107 108 109 113 

Composition : - - 

3-sp , Ser tlla Llc , H i s  
1 ,O9 0 ,86  1,02 2,20  0 , 8 4  

DANSYL-amino-acide terminal  ; D&!\ISYL-Ile 

Action de l a  lauc ine-aminone~t idasc  2 37'C : 

LFcnzyme l i b è r ~  en 24 heures i e s  ac ides  aminés cons t i t u -  

t i f s  dans l e s  r appor t s  molaires  s u i v a n t s  : 

Asp Ser  iila I l e  Ili s (3 1 
O, 92 0,95 O ,  94 3,19 O ,  35  

Ccs r é s u l t a t s  c o n f i m e n t  donc czux de l ' é t u d e  du pept ide  

précédent e t  perTnet.ter,t de conclure 2 l a  présence de 3 r é s i d u s  d r i s o -  

leucine dans l e  pcp t idc ,  dont 2 appart iennene à lPencheTiiertent I l c  - I l e ,  

A (z) Cc f a i b l e  taux d ' h i s t i d i n e  nc peut et re  expl iqué ( v o i r  n o t e  de l a  
page 101 ). 



d i f f i c i l e m e n t  hydrolysé p a r  l ' a c i d e  ch lorhydr iqre  6 - N à 133OL, 

Hydrolyse pepsique (24 heures  3 3 7 O C  ; pH 1 L" 8) " 

L7hydrol;7s3t pepslque du pept ide  e s t  souniis 5 une 61-  :-O-- 

piiorèse çilr p a p i e r  2 ptl 3 , 9 ,  G n  sépare a i n s i  deux bandes n i c h y d c l , ~ e  ~ r , = i - -  

t i v e  : l ' u n e  e s t  légèrement bas ique  e t  donne une réac i ior ,  de Fi,iiLY fnrtc?--  

ment p o s i ~ i v e ,  7 '  a u i r e  e s  c n e u t r e  e t  dorne L1ne r é a c t i o n  ie PAUii; tr?ç 

fa ib lement  positive. 

Le pept ide  15ggèrcmnt basique possède cn ~ o s i t i o n  IT-t~rl-:~na:z 

1 ' a l a n i n e  (me thodc des DANSY1,-<-r~ino-acioes) et: c3tre:ipfid donc au 

f r agnen t  C-termina? du p c p ~ i d e  r -41s-(Tlc, I l c ,  Z i s ) ,  

ï A q a c t i o n  de ic? ca~boxypep t idase  A à 3 7 O C  pendant 6 f .cur .2~ 

l i b è r e  l ' h i s t i d i n e  e t  l V E s o ~ c i i c i n c  en q u , m t i t é s  é q u l v e l e a t c s ,  

Après avoir en! cvC 1' al-?n?ne N-ternina l e  -aï 13 % ? d e  

~'ED%~x, or, o b t i e ~ t  un t r i p c p + i i e  ( I le ,  I l c ,  11i.s) g 12 cc.~boiqryep:src'3sc F, 

n 'an lève  que lf r é s i d u  d 'h i - s i t idne  C-terminal e t  n7agLt p a s  su r  l e  

d i p e p t i d e  rZs idue l .  

En conclus<on, i P  ense:!hle des  r é s u l t a t s  c5 t c a u s  p e r r e  : 

d ' é t a b l i r  1% sGquèncc 

I l c  - Ser - hsp - ii12. - I l e  - Ile - His 

Par  rappor? allx couaiires primai.res 13 ! iz-isoa. SF-r-f i~? : S  : 

coupGe à 36 p .  103, 

Val .-- ~ , C U  

Z i 4  I l 5  



DNP-amino-scide t e r m i n a l  : DNP-Val -- 

Il f a u t  n o t e r  que deux a u t r e s  séquences  Val - Leu e x i s t e n t  

p a r  a i l l e u r s  dans  l a  molecule ( r é s i d u s  10-11 e t  68-69). 

P e p t i d e  S2E3S2P23 ou  Ç2E2S2P19 i séquence 116-123 

H i s  - ( s e r ,  Lys)-(His,  Pro,  Gly,  Asx)- 2he 
116 117 123 

-- 

Composition : 

ASP Szr F1i-O Gly , Phe , Lys , H i s  
1 ,O7 0 ,98  i , % 7  1,OO 0,Ç5 O, 93  1 ,78  

D1W-amino-acide t e r m i n a l  : di-DNP-His 

Act ion de  13 c a r b ~ x y ~ e ~ t i d a s c  A à 3 7 ' ~  o -- 
Aprgs 24 h e u r e s  d ' a c t i o n ,  s e u l e  13 p h é n y l r l a n i n e  e s t  l i b é r é e  

e t  i d e n t i f i é e  p a r  é l e c t r o c h r o m a t o g r a p h i c  s u r  p a p i e r .  



Act ion  dc  l a  leucinê-amlnopept idasc  2 37OC : 

En 24 hêi l res ,  l ' e n z g m ~  l i b è r e  uniquemznt d e  l ' h i s t i d i n e  

de  l a  s é r i n e  e t  de l a  l y s i n e .  

b )  Yept idc  S2E2S2P15 : r é s i d u s  117-123 

S e r  - Lys - H i ç  - ?LO - Gly - ilsn - Phe 
117 

Asp S e r  Pro , Gly , Phc , Lys , His  
1 ,05  O,95 0 ,99  1,19 O, 78 1 ,15  C,91 

DMP-amino-acide t e r m i n a l  : DTxTP-Ser 

Ac t ion  de l a  carboxypept idnse  A ( 4 h 3 37OC), s u i v i e  ---- d v h y d r a z i -  

n o l y s c  : 

C e  procédé pcrmet l a  l i b é r a t i o n  e t  1 i d e n t i f  ica t i -on p a r  é l c c -  

t rochromatograph ie  s u r  p a p i e r  de  l a  p lGnyla lan ine ,  de l ' a c i d e  n spa r r l quê  

Act ion  de l a  N-bromosuccinimide : 

La méthode de  SMLTIEL c t  PATC!-II)EJIK :173) ~ p p l i q u é e  

ôu p e p t i d e  ~ e r m e t  l a  r u p t u r e  dê l a  l i a i s o n  h i s t i d y l .  P a r  E l e c t r c p h o r è s c  

s u r  p a p l c r  à pH ?,3 s o u s  Pvons p u  s s p a r e r  l e  p e p t i d e  non coups de  s e s  

dzux p r o d c i t s  de coupur;?, 5' LUI di: c e s  dellx p r o d u i t s  r: l a  c o m p o s i ~ i o n  

( S e r ,  Lys) 9 l ' a u t r e  l a  composi t ion (PLo, Gly,  Asp, Phe) av?c  l a  p i o l i n e  

e n  p o s i t i o n  N-terz in3lc  (i;'é thode dcs DiVJSYL) . 
Ln sGqucnce des  r f s i d u s  116-123 e s t  démontrée p a r  

l ' ensamblc  de c e s  r G s u l t a t s .  

L 3  l i a :  son F i s  - Scr  c s t  coupCe à 37 p .  300. 
116 117 

c )  P e p t i d e  S2ElS2P2 : saquence 121~-1.71 



Composition : 

Asp Glu , Gly Ala , >let 
1,03. 1 , l O  l , 9 3  2,91 0344 

3ANSYL-amino-acide terminal  : DANSPL-Gly 

Action de l a  carboxypeptidase LI à 3 7 O C  : 

En 24 heures ,  1 'enzyme l i b è r z  l n  m5thionine (C, 73 t . c ;~ ,  

e t  1 a l a n i n e  (0,19 niole), 

Action de l a  lcucine-aminopeptidase à 3 7 O C  a - -- - 
L'ac t ion  de l'enzyme e s t  r6suxCe dans l e  t a b l e a c  

su ivant  : 

h i n o - a c i d e  

Ccs r e s u l t a t ç  ne permettent  pas  de p r é c i s e r  l a  séquence 

N-terminale, 

Dégradation r ccu r ren te  d ï  EP,Xi : -- 
Après l a  premisre é t rpe  l a  nouvel acidz aminé PI-ternical c s t  

l ' a lan ine  (nTthode des  DkdiSYL-amino-3cidcs) ; après  l n  deuxième 6 t ape ,  

on peut i d e n t i f i e r  l ' a c i d e  a spa r t i que  Far  l a  mêm2 méthode, 

L2 szquence e s t  dEduite de ces  r é s u ? t a t r  e t d e  c e w  ci? ?-'.'Cti;d? 

du pept ide S2ElSl?I1, 

-l__pl__- -.--- - . 
q u a n t i t é s  I ibCrées  (en mole) I 

l 

G ~ Y  

A l  a 

ASP 

Gln 

X4e t 

- 
15 n in  

0,11 

0,25 

O ,  15 

60 min 

1 ,12  

1 ,39  

O ,  44 

0,37 

O ,  70 

- - -  __- 
120 min 

---- . 1 

? ,25  i 
1 

1 , 7 1  l I 
1 

O, 58 l 
9,47 1 
0 9 3 5  

----*- - -- l 



d)  Pept ide  S2ElSlPl.1 : séquence 116-131 

Composition : 

Asp Ser  Glu Pro , G l y ,  h l a  , Met Phe Lys , Bis 
2,14 0,95 1,04 i , 0 8  3,06 3,06 3,6G 0 ,38  1,12 1,85 

DANSYL-amino-acide terminal  : di-DiQJSYL-IIis ---.- 

Action de l a  carboxypeptidase A à 37OC - r 

En 6 heures ,  l'enzyme l i b è r e  l a  méthionine e t  l ' a l a n i n e  en 

quen t i t 6 s  sensiblement é g a l e s ,  ce  qu i  confirme l a  séquence C-terminale 

du pept ide  S2ElS2P2, 

En 24 heures ,  on no te  1s l i b é r a t i o n  de mêthionine, d ' a l an ine  

e t ,  en quant i tEs  net tement  p lus  f a i b l e s ,  de g lycoco l l e  e t  de  glutamine. 

La séquence C-terminale du pept ide  e s t  donc : 

-(Gin,  Gly)- A l a  - Met 

Hydrazinolyse : 

hpres 6 heures  d ' a c t i o n  de 13 carboxypeptidase A à 37OC, 

l ' a c t i o n  de 19hydraz ine  permet d ' i d e n t i f i e r  l e  g lycoco l l e ,  a i n s i  qu'une 

c e r t a i n e  quan t i t é  d ' a l an ine  e t  de méthionine-sulfoxyde. 

La séquence du pep t ide  e s t  dédui te  de l 'ensemble des 

r f s u l t a t s  précédec ts ,  

Remarqus : Les pourcentages de coupure pour l e s  d i f f é r e n t e s  l i s i s o - s  

de l a  sEquence 116-131 s o n t  l e s  su ivan t s  : 
100 3 7 9 1 

- His - Ser  'ti Lys - H i s  - Pro - Gly - Asn - Phe - Gly - AIa - Asp - ., 

100 
%.< ... 31a - Gln - Gly - Ala - Yet - 



Thr - Lys - Ala - Leu - Glu - Leu - Phe 
132 133 134 135 136 137 138 

a )  Peptide S2E2S2210 : séquence 132-135 

Thr - Lys - i l la - Lcu 
132 135 

Composition : 

Thr , Ala , Leu , Lys 
O,  90 1,05 1,09 O, 97 

DIP-amino-acide terminal : DTJP-Thr 

Action de l a  carboxypeptidase A à 3 7 ' ~  o 

En 2 heures,  19cnzyme l i b è r e  l a  leucine,  e t  l ' a l a n i n e  en 

quan t i t é  beaucoup p lus  f a i b l e .  En 8 ?cures, ces deux amino-acides s o n t  

l i b é r é s  en quan t i t é s  sensiblement égales  ( i d e n t i f i c a t i o n  par  é l ec t rochro-  

matographie su r  pap ie r ) .  



b )  Pept ide S3ElA22a : séquence 136-138 

Glu - Leu - Phe 
126 138 

Compos i t i o n  a 

Glu Leu Plie 
0,97 û,99 1 ,O4 

DNP-amino-acide terminol  : DhT-Glu 

Action de l n  lzucine-aminopeptidasc à 3 7 O C  : 

En 24 heures ,  l ' a c i d e  glutamique, l a  l c u c i n e  e t  l a  phfnyl- 

a l a n i n e  sont  l i b é r é s  e t  i d e n t i f i é s  par  5lectrochromatographie s u r  p a p i e r ,  

L a  phénylalanine e s t  en posi t2on C-terminale, é t a n t  donnC l a  s p é c i f i c i t g  

pr imai re  de l a  chymotrypsine. 

c )  Pept ide S2ElS2225 : séquence 133-138 

Lys - i l l a  - Leu - Glu - Leu - Phe 
133 138 

Com~osi  t i o n  D 

Glu , Ala , Leu Phe Lys 
0,93 1 ,O5 2,04 0 ,93  1 ,O4 

Action de l a  carboxypeptidase A à 37OC : 

Lqenzyme l i b è r e  en 2 heures  l a  phénylalanine e t  l a  l euc ine  

en q u a n t i t z s  sensiblement  équivalentes ( i d e n t i f i c a t i o n  par  Glectrochro- 

matographie s u r  p a a i e r ) ,  La séquence de ce pept ide  e s t  dedui te  de c e s  

r é s u l t a t s  e t  des  séquences des  pept ides  ~ 2 ~ 2 ~ 2 ~ 1 O e t  S3ElA221 ( v o i r  page 103) .  



d )  Pept ide  S2ElS2F22 : séquence 132-138 

Thr - Lys - Ala - Leu - Glu - Leu - Phe 
132 138 

Composition : - 
Thr , Glu Ala , Leu Phe , Lys 

0,92 1,03 1,15 1,97 O, 87 1 ,05 

DANSYL-amino-acide te rmina l  : DAHSYL-Thr - 
L'ensemble des  r é s u l t a t s  précédents  permet d ' é t a b l i r  l a  

séquence de ce pep t ide ,  Ce l le -c i  es t  en o u t r e  confirmée pa r  l ' é t u d e  des  

a u t r e s  p rodu i t s  de coupure secondaire  ( v o i r  Tableau su ivan t ) .  

e )  Tableau : 

i- Acides Aminés DANSYL ou 
Pept ides  Résidus - DNP-anino-ac i de 

Thr Glu Ala Leu Phe Lys te rmina l  

S ~ E ~ A ~ C '  132-133 0,86 1,13  DNP-Thr 

S3E3A14 ou 
133-134 S2E3S2P6 1 , O 3  0,97 di-D37P-Ly s 

~ 2 ~ 3 ~ 2 ~ 7 " "  133-135 + + + di-DNP-Lys 

S3~ lA15  134-135 0,94 1,06 DbTP-Ala 

S 2 E l  S2P8 134-138 1,14 1 ,22  1 ,83  0,80 D-LN SY L- A l  n 

l I 

1 ( a )  rioir  l a  remarque s u r  l a  séquence 95-96, page 99.  l 
(sa) Compos i t i o n  q u a l i t a t i v e  ( i d e n t i f i c a t i o n  s u r  p a p i e r  des amino-acides apr5.z' 

hydrolyse t o t a l e ) ,  

L'ensemble dès  r é s u l t a t s  rasseinblés dans ce  t ab l eau  permet de dédui re  les 

séquenccs des  pep t ides  correspondants .  



Les pourcentages de coupure des l i a i s o n s  de c e t t e  séquence 

son t  les s u i v a n t s  : 

Thr Leu Glu Leu 

(en p, 

Arg - Asn - Asp - I l e  - d l 2  - Ala - Lys - Tyr 
139 140 141 142 143 144 145 146 

) Peptide S3E2allb : séquence 144-146 

Ala - Lys - Tyr 
144 146 

Composition : 

h l a  , Tyr , Lys 
O, 98 O, 39 1 ,01  

La t y r o s i n e  a  é tE  p a r t i e l l e m e n t  d é t r u i t e  l o r s  de l 'hydro lyse  

ac ide .  

DPP-amino-acide te rmina l  : DNP-Ala 

Action de l a  l e u c i n e - a m i n ~ ~ e p t i d a s e  à 37OC : 

En 24 heures ,  l e s  t r o i s  amino-acides su ivan t s  son t  l i b g r é s  

dans l e s  r appor t s  molaires  ind iqués  : 

A l a ,  T y r ,  Lys 
1 , l O  0 ,  72 0,94 



La t y r o s i n e  occupe l a  p o s i t i o n  C-terminale, é t a n t  donné l a  s p é c i f i c i t é  

pr imai re  d ' a c t i o n  de l a  chymotrypsine. Cet te  séquence e s t  coniirmée par  

l ' e x i s t e n c e  du pept ide  S3E212 (Lys - Tyr).  

5)  Pept ide S2E2S2P16 ou S2ElS2P27 : séqusnce 139-146 

,Irg - Asn - Lsp - I l e  - Ala - Ala - Lys - Tyr 
133 146 

Composition : 

, .~SP 9 Ala î l e  , Tyr L~~ , tlrg 
1,91 1,91 0 ,  97 O, 93 1,15 1,07 

DL2iZ'SYL-anino-acidc terminal  : DMJSYL-Arg 

Action dc  l a  leucine-aminspeptidase à 37OC : 

En 24 heures ,  l'eczyme l i b è r e  l e s  amino-acides c o n s t i t u t i f s  

Par  é lectrochromatographie s u r  papier  on i d e n t i f i e  dans I q h y d r o l y s a t  

1 ac ide  a spa r t i quc  e t  i q  asparagine  en q u a n t i t é s  équiva len tes .  

r? ce s u j e t ,  il f a u t  s i g n a l e r  que l e  pept ide  S2ElS2P20 

possède l a  même composition en ac ides  aminés. Cependant, l ' h y d r o l y s a t  

de ce  pept ide  par  l a  lzucine-aminopeptidase ne c o n t i e n t  pas dqaspa rag ine ,  

mais uniquement de l % c i d e  a spa r t i que ,  Il s s a g i t  donc b i e n  d'une forme 

désamidGe du pept ide  S2C2S2F16. E l l e  e s t  d P a i l l c u r s  prédominante e t  

c o n s t i t u c  75 p. 100 du t o t a l  des deux peptides. 

La séquence 139-146 c s t  dédui te  d'une p a r t  des  r é s u l t a t s  

de l ' é t u d e  des pep t ides  chymotrypsiques correspondants ,  d ' au t r e  p a r t  

de l P e x i s t e n c r  d P m  pept ide  Asn - i F F  -- - 'Ir: - .'II? -- ?-y$ (2 ;  ".r-,L5 62s 

hydrolysa t s  t ryps  iqucs du f ragmcnt C-terminsl de l a  globine obtenu p a r  

coupure pa r  l c  b r m u r c  de cyanogène (DAUTREVL'LLX~ HAN, Y ,  BOULKJGER ec  

G .  BISERTE) (119),  

 existence d'une l i a i s o n  Arg - Asp O U  Arg - iisn mise en 

(*) Ce pept ide  e x i s t e  également sous form? désamidée dans ces  hydrolys.aés.  



é v i d e n c e  p a r  hydro lyse  t r y p s i q u e  de  l a  g l o b i n e  a c é t y l 6 e  (119 b i s )  confirme 

également  l n  séquence. 

1 9 )  SEQUEBCE 147-153 -- ------------- ---------------- 
Lys - Glu - Leu - Gly - Phe - Gln - Gly 
147 148 149 150 1 5 1  152 153 

a )  P e p t i d e  S3ElA23 t e r  : séquence 149-151 

Leu - Gly - Phe 
149 1 5 1  

Composition : 

G ~ Y  9 Leu , plle 
0 ,85 1 ,17  O ,  97 

DNP-amino-acide t e r m i n a l  o DNP-Leu 

La phényla lan ine  e s t  e n  p o s i t i o n  C-terminale é t a n t  donne la.  

s p é c i f i c i t é  p r i m a i r e  de l a  chymotrypsine.  

b )  P e p t i d c  S3El.419 : séquence 148-151 

Glu - Leu - Gly - Phe 
148 151  



Comos i t i on  : 

Glu 9 Gly Leu , The 
1,14 1 , l O  0,77 0,97 

DNP-amino-acide terminal  : DNP-Glu 

Action de l a  leucine-aminopeptidase 2 37°C : 

En 24 heures ,  tous l e s  ninino-acides c o n s t i t u t i f s  s o n t  

l i b é r é s .  Lqhydrolysa t  c o n t i e n t  de l ' a c i d e  glutamiqce, mais pas de g lg t a -  

mine. 

c )  - Peptide S2ElS2P21 ou S3ElA26 : séquence 147-151 

Lys - Glu - Leu - Gly - Phe 
147 151 

Composition : 

Glu , Gly Leu Phe Lys 
1,01 1,11 o,sa 0,:8 1,11 

DANSYL-amino-acide terminal  : diDANSYL-Lys 

Action de l a  carboxypeptidase A à 37'6 : 

En 8 heures ,  lPenzyrrIe l i b è r e  l a  phénylalanine e t  e;l 

q u a n t i t é  net tement  p lus  f a i b l e  l e  z lycoco l l e  e t  l a  leuc ine .  

En 24 heures ,  ces  t r o i s  amino-acides sont  l i b é r é s  cn 

q u a n t i t é s  sensiblement  é g a l e s  ( i d e n t i f i c a t i o n  p a r  é lec t rochromatograpI~i t~  

s u r  pap ie r ) .  La séquence C-terminale e s t  donc (Leu, ~ 1 y ) - ~ h c ,  L'étude des 

p rodu i t s  de coupure secondaire  (S3ElA23ter e t  S3ElA19) de ce  pept ide  

achève de démontrer ça séquence. 

Remarque : Les deux pept ides  S3EU23tcr  e t  S3El419 sont  t r è s  mineurs 

par  r appor t  au  pept ide  S2ElS2P21 (moins de 5 p c  100). 

d )  Pept ide S2ElS2PlE : séquence 147-153 

Lys - Glu - Leu - Gly - Phe - Gin - Gly 
147 151 



Glu , Glg , Leu , Fhe , Lys 
1 ,98  2,03 1,11 0,83 .1 ,O3 

DiiNSYL-amino-acide terminal  o di-DANSYL-Lys 

Action de l a  leuc ine-aminoppt idase  3 3 7 O C  : 

Après 24 heures  d s  hydrolyse, on i d e n t i f i e  daï-s i %ydrohgsat 

l ' a c i d e  glutamique e t  13 glutamine en q u a n t i t é s  éga l e s .  

Action de l a  carboxypeptidase h à 37OC : 

En 24 heures ,  l'enzyme l i b è r e  pr incipalement  du g lycoco l i c ,  

pu i s  e n  q u a n t i t é s  p lus  f a i b l e s  de l a  glutamine e t  de l a  phénylalan!-ne, eL 

des  t r a c e s  de l euc ine .  

EIydrazinolyse : 

 a action de l P h y d r a z i n e  permet l a  l i b é r a t i o n  de glycocolS..?., 

Remarque : Un a u t r e  pep t ide  (S2ElS2~16) possède l a  même composi.tion en 

ac ide  aminé e t  l e  même amino-acide N- terminal  (Lysine) . L' hydro lysa t  

t o t a l  par  l a  leucine-aminopeptidase ne c o n t i e n t  pas  de glutamine, m i s  

seulement de l ' a c i d e  glutamique. Il s '  a g i t  donc égalemeni. d 9  tine forni" 

désamidée ( n ) .  E l l e  r ep ré sen te  40 p. 100 du eozal  des deux peptides, 

La l i a i s o n  Phe - Gln e s t  coupée à 70 p .  100 seulement, con t r a i -  
151 152 

rement aux a u t r e s  l i a i s o n s  aromatiques dont l c  taux de coupure avo i s ine  

100 p. 100, C e  r é s u l t a t  e s t  normal, compte tenu  de l a  poçltion t r 2 s  

f 'externe" de c e t t e  l i n i s o n  dans l a  cha?ne pept id ique .  

Il f a u t  e n f i n  s i g n a l e r  que, dans l e s  hydro lysa t s  t ryps iques  

du fragment C-terminal de I o  globine  obtenu par  coupure pa r  l e  bromure de 

cyanogène, l e  pept ide  Gly - Leu - Gly - Phe - Gln - Gly a é t é  i s o l é  (120),  

a i n s i  que l a  forme désamidée correspondante Glu - Leu - Cly - Phc - Glu - 
Gly. Dans l e s  hydro lysa t s  ctiymotrypsiques, l e s  r é s i d u s  Gln e t  hsn son: 

donc vraisemblablement l e s  s e u l s  2 ê t r e  désamidés. 152 140 

- - - - 

( t )  La carboxypeptidase A e s t  sans  a c t i o n  s u r  ce  pept ide ,  sans doute ô 
cause du r é s i d u  d 9 a c i d c  glutamique en pos i t i on  152 qu i  inh ibe  l t e x y m e .  



CHAPITRE VI 

DISCUSSION DES RESULTATS 

CONCLU SION 



L - CONTROLE DE LA SPECIFICITE DE LA CWIOTRYPÇINE 

Nos r é s u l t a t s  son t  dans l 'ensemble conformes à l a  spéclficj:G 

admise pour l a  chymotrypsine. I l s  son t  t r è s  cor?,p2rables à ceux obtenus 

par  EDMüNDSON (121) au  cours  de l'hydrolyse chymotrypsique de la globinz 

de myoglobine du Cachalot ,  Kous avons en e f f ~ t  r e t rouvé  l a  p lupa r t  oc' po in t s  

majeurs d c  coupure chymatrypsique s i g n a l é s  pa r  c e t  au t eu r .  

Quant aux coupures "pa ra s i t e s "  de type t ryps ique  , elles s o n t  

en géné ra l  mineures ( l i a i s o n s  31-32, 96-97, 133-134 p a r  exemple), 

except ion  f a i t e  t o u t e f o i s  des  séquences bas iques  où deux ou t r o i s  r é s i d u s  

de l y s i n e  sont con t igus  dans l a  chaTne pept id ique  . Le taux  de coupurc 

des  l i a i s o n s  l y s y l  correspondantes  peu t  a l o r s  a t t e i n d r e  100 p. 100 

(séquences 62-63 ct 77-79). 

Le t r a i t emen t  de l a  chymotrypsine par  l e  TLCK s z  r5vè l e  t ~ è s  

e f f i c a c e  e t  supprine l a  p l u p a r t  da c z s  coupures p a r a s i t e s ,  

Nous avons é t u d i e  pa r  é lectrochromatographie  s u r  pap i e r  l e s  

f r a c t i o n s  S3 e t  S4 correspondant  aux hydrolyses  effectuées avec l a  

chymotrypsinc t r a i t é e  par  l e  TLCR. La f r a c t i o n  S3 nc c o n t i e n t  p lu s  de 

l y s i n e  l i b r e  e t  l a  f r a c t i o n  S4 ne c o n t i e n t    lus de t y r o s i n e  l i b r e ,  Les 

deux r é s i d u s  de t y r o s i n e  engagés dans des  l i a i s o n s  Lys - Tyr ne peuT7enc 

en e f f e t  z t r e  l i b é r é s  que p a r  des coupures de  type t ryps ique .  

R i e 3  que nous n ' ~ ~ o n s  pu 6 t u d l e r  systématiquernent t ous  l e s  

pep t ides  de l a  f r a c t i o n  S2 de c e s  mêmes hydro lysa ts ,  l e s  r E s u l t a t s  

rassemblés  dans les tab leaux  X, X I  e t  X I I  montrent une d i s p a r i t i c - i  t rès  

n e t t e  des  coupures dz type t ryps ique .  Cependant, 13 l i a i s o n  36 - 9 7 ,  

Lys-His, est  coüpée par  l a  chymotrypsine-TLCR à im taux de 20 p. 500, ce 

qu i  c o n s t i t u e  une r f p l i q u c  .3 l a  coupure de c e r t a i n e s  l i a i s o n s  Leucyl 

(11-12 e t  89-90) p a r  l a  trypsine-TPCK (DilUTREVAUX, HIN, Y .  BOULLAGER, 

BIÇERTE) (121 b i s ) .  

Cer ta ines  coupürcs chymotrypsiques son t  supprimées orr cc? tten:eni: 

diminuées quand on u t i l i s e  l'enzyme t r a i t é  pzr  l e  TLCK ( l i a i ç s n  ~ 1 1 2 - G l i i  

19-20 p a r  exemple), mais c e c i  peu t  s ' exp l ique r  p a r  la  r é d u c t i o c  3 G h - x r : ~  



de l a  durée de lqhydro lyse .  ce s u j e t ,  un f a i t  remarqirahle 3 sigr- . l?r  

e s t  l a  présence,  dans l e s  hydro lysa ts  correspondants ,  du pept ide S2E128 

(séquence 1-11) q u i  c o n t i e n t  une l i a i s o n  Trp - Gln non covpGc : IPenfymr 

donc couper l a  l i a i s o n  l e u c y l  11-12 de préférence à c e t t 2  

l i a i s o n  t ryp  tophyl . 

Les pept ides  i s o l é s  des  hydro lysa ts  c h y ~ o t r y p s i q u c s  couvrent 

l e s  153 amino-acides de l a  pro té ine .   étude de leu: s t r u c t u r e  permet 

l a  r econs t ruc t ion  de p o r t i o n s  assez  importantes  de l a  molécule. 

Le raccordement des  d i v e r s e s  séquences chymotrypsiquzs a i n s i  

é t u d i é e s  peut s e  f a i r e  en premier l i e u  en p l açan t  l e s  d i f f é r e n t s  ~ e ~ t i d c z  

par  ana logie  avec l a  séquence de l a  myoglobine de Cachalot,  en teaznt. 

compte éventuellement d r s  s u b s t i t u t i o n s  d1amino-acides corr2spondm: aux 

d i f f é r e n t e s  mutations s u b i e s  par  l e s  deux espSces. Tous l e s  p a ~ t i d c s  

i s o l é s  peuvent a i n s i  ê t r e  p lacés  dans une chaîne pept id ique  qui  c o n s t f t n e  

avec une grande p r o b a b i l i t é  l a  rrolLç..-e de myoglobine de Cheval. 

Cet te  séquence probable e s t  actuellement en grande p a r t i c  

confirmée par  l ' é t u d e  des  3 pept ides  l ï ~ é r é s  p a r  l ' a c t i o n  s u r  l a  ç lobinc 

du bromure de cyanogène, é tude  r é a l i s é e  conjointement à c e l l e  des 

hydroly s a t s  chymo t r y ~ s  iques  (DAUTREVAVA, HhV, Y. BOULANGER e t  SISZRTE) 

(122 e t  123).  

La séquence C-terminale ( r é s idus  Ilet 131 à Gly 153) a pu 

s i n s i  ê t r e  complètement démontrée, a i n s i  que l a  séquence N-terrnf-nnle 

jusqu8au r é s i d u  Met 55, p a r  hydrolyse t ryps ique  des Ceux pept ides  

correspondants  ; l ' é t u d e  du segment médian e s t  ac tue l lement  en  cours 

( r é s idus  56-131). 

Les tableaux X,  X I  2 t  X I I  montrent l a  r e c o n s t i r u t i o n  de ces  

t r o i s  segments. 



TABLEAU X 

SEQUENCE N-TE~IIN~~LE DE LA hâYOGLOBINE DE CHEVAL 
RESIDUS 1-55 i 

.-cl 
L.i 

C C 
l 

C 
1 

C 
; 

Gly - Leu - Ser  Asp - Gly - Glu - Trp k < l n  - Gln - V 2 1  - Leu 1 

1 1 1 L 11 ' 

4 BNTl 1. 
-'-. 

C T C 
1 

Asn - Val - Trp 1 Gly - l y s  V.1 - Glu - A l i  Glu - ( V a l ,  Ala, 
12 1 22 

I 

rf 
BNTS ', J BNT3 --- . 0  0 

i > .  

W..... 

Ec t 
".-Y i 6, 

C C CT C C 

i t 

G ~ Y ,  (His - Gly) ,  Gln, Asp, I l e )  - Leu 1 I le  
23 

, 

i / 1 l 
i Thr - Gly - H i s  - Pro - Glu - Thr - Leu 4 Clu - Lys y Plie ' ,lsp ' 

34 ! i 44 t 

i 

i C 

I Lys Phe r Lys 
45 

2 
LJ ! '  

t His - Leu 7 Lys C Thr - Glu - t l l a  - Glu - 
! 1 

i i e t  
55 ! 

T = Coupure p a r  l a  t r y p s i n e  ; C = Coupure par  2 3  chymotrypsine (cn -cr:iii 
p l s i n  l o s  p o i n t s  d ' a t t aque  majeurs ,  cn p o i n t i l l é  l e s  coupures s e ~ c . . ~ d n i r e s )  ; 

= Coupure pa r  l a  chymt ryps ine  t r a i t é e  par  Le TLCK ; RNT = Fcs t ide  tryp- 
s ique  du fragment Y-terminal obtenu p a r  coupure d; l a  g lob ine  par  I o  
bromure de cyanogène (BrCN) , 



TABLEAU X I  

IflOGLOBINE DE CHEVAL 

( r é s i d u s  56-131) 

C C C C 

Lys - Ala - Ser  - Glu - Asp -- Leu 
5 6 

i 
C 

I i C C 

Leu 1 mr - Al;. - Leu Gly - Gly - 11. - Leu T Lys T Lys 1 Lys 1 Gly - llis - 
69 

!*- -. - c * : tsj 1 5-j 2. -f 

i 
C C C C 

1 i 
H i s  - Glu - h l a  - Glu - Leu Lys - Pro - Leu Scr - fIis S rila i- 

82 1 i 

Thr t Lys f R i s  Lys - I l e  - Pro - Ile - Lys 4 Tyr Leu - Glu - Phe 
95 1 1 t i 2 

... --" 3 c,.J ; c !  
c C 

! 

Scr  t hsp - A l a  - I l e  - I l e  - His Ser  - Lys - EIis - Pro - 
108 ! 

B r C N  
" '2 !5 
C 

1 
Gly - Asn - ~ h e  Gly - Ala - Asp - Ala - Gln - Gly - Aln - ?let += 

121 131 1 



TABLEAU X I I  - 

SEQUENCE C-TE=thfINrlLE CE LA GLOBINZ DE 'TYOGLOEINE DE CHEVAL 

%sidus  132 à 153 

t 

I h r  1 Lys - 
132 

0 0 .  BCT3 +, - BCT4 :, , ECT5 '.. r3> \ A 

"ln - Lcu GLU - Leu - P l  s - 1 s  - 1 1  - 1 140 

* 8 .." - ~ 

! f i  -A ' C s  L..i 

C C T C C T  C C 
I I I I 

BCT = Pcp tFdc trypsique du f :agment C-terminal obtenu par  coupure 
de l n  globine par l e  bronure de cyanogène. 

fila p Ala i- Lys Lys e 
143 ! I 1 Iyr 1 1 

Clu j- Leu - Gly - Phe Gln - Gly 
148 , 149 I 1.53 



COM?hRAISOM ENTRE YYOGLOSINE ET HMOGLOBINE 

La comparaison des  séquences des myoglobines de Cachalot 

e t  de Cheval montre une grande resscmblancc e n t r e  l c s  deux p ro t é ines ,  

puisque l ' o n  n 'observe que 1 6  d i f f é r ences  s u r  153 ac ides  aminés. Il s ' a g i t  

d'une p a r t  de 15 s u b s t i t u t i o n s  correspondant 5 des mutat ions ponctue l les  

conformes au  code génétique de NIREi~?BERG (124) (Tableau XIII) . 1 ces 15 

mutat ions ponctue l les ,  il f a u t  a j o u t e r  d J s u t r ê  p a r t  une inve r s ion  : 13 

séquence Val - Thr (66--G7) du Cachalot e s t  remplacée pa r  une séciucnce 

Thr - Val chez l e  Cheval. Dans l e  rnbleau X I I I ,  l e s  deux riyogiobines du 

Cachalot c t  du Cheval sont  5galement comparées à l a  myoglobine de Baleine 

(MegapXem ; l o d o ~ n )  dont l a  séquence des 60 premiers ac ides  aminés a é t é  

déterminée p?r  EDM.2N e t  BERG (124 b i s ) ,  9ans c e t t e  séquence des  rgs idus  

1-60, on observe 7 s u b s t i t u t i o n s  e n t r e  l e s  myoglobines de Cheval e t  d: 

B î l e ine ,  9 e n t r c  l e  Cheval c t  l e  Cachalot,  6 e n t r e  l e  Cachalot e: 1 3  

Baleine,  

Au t o t a l ,  il e x i s t e  18 d i f f6 rences  e n t r e  ce s  t r o i s  myoglo- 

b ines  : 17 s u b s t i t u t i o n s  e t  I invers ion .  

Du po in t  de vue du code génét ique,  3 chacune des 17 subs t i -  

t u t i o n s  correspond un changement de l ' u n e  des  t r o i s  bases  du codon : 

3 mutat ions a f f e c t e n t  l a  premiere de ces  t r o i s  bases ,  1 0  l a  seconde e t  4 

l a  t r o i s i è n e  ; 1 3  de ces  17 mutat ions o n t  pour cause l e  remplacement d'une 

base purique par  une base pyrimidique (mutation par  t r a n s v e r s i o n )  dont 6 

correspondent  à une mutation U c- :: A ,  

Il f a u t  n o t e r  également que 10 mutations ( s u r  17) son t  

"conserva t r ices"  c 'es t-2-dire  remplacent un ac ide  amin6 par  un 

a u t r e  ayant  l e  même ca rac t è re  ion ique ,  hydrophile  ou hydrophobe (Asp - Glu, 

Lys - Arg, Val - Leu ou Val - I l e ,  Gly - Ala) ,  

L'étude de l a  l o c a l i s a t i o n  de ces  s u b s t i t u t i o n s  par  rappor t  

à 12 p o s i t i o n  de l'hème e s t  t r è s  i n t é r a s s z n t e ,  Mous avons vu (Chapitre  1 )  

que lVhSme é t a i t  enfoncé dans une crevasse l imi t ée  par  l e s  segments C, E, 

F ,  CD, EF e t  FG, Seules ,  deux s u b s t i t u t i o n s  a f f e c t e n t  ces zones : rés idu  



TABLEAU X I I 1  

DIFFERISMCES OBSERVEES ENTPa LES 'TfQGL3BINES 

DU CACILALOT, DE LA BALEIXE* ET nu CHEVAL 

12 

--..,.------ - 

111 s 7 -  . 

Asn 

Asn 

45 

Arg 

9 

Leu 

Leu 

Gin 

- - - 

35 

Ser 

- 
Résidu 

Cachalot 

Baleine 

Cheval 

- -- 

Résidu 

Cacha10 t 

I 

- 
13 

Val -pl 
--p.p---- 

I l e  

Val 
-- -- 

--------A-- 

66-67 

- 

Val-'Thr -- 1 

--l 
Tkr-Val 

.- --A-- -- -- - -- - - - - -- 

151 

TY r 

1 

Va 1 

Val 

Gly 
. -- - 

1 5  

Ala 

Cheval 1 1 As3 1 Lys L Eir 1 Asn 1 Phe 
- - .- - - - - -- - -- -- - - - - - - -- - - - -- - - -- - - - * - - -. - -- - - - - - - - - - - 

,, ,:5 ,' 

ac ides  a éré  déterp inée  p a r  EDEUQ? e t  R E - G ,  

1 ----P ( t )  Baleine f!eriapa:e/tc~ ;!ada/ja dont l a  séquence des GO p-em-ers amino- 

4 

-- 

Glu 

A s  p 

A ~ P  
- -  --  

7 O 

ASP 

Baleine 

G l Y  +- 

5 

Gly 

h l  z 

G ~ Y  

34 

LYS 

dvp 

Glu 

-- - - -- - - - - - 

109 

Glu 

h l  a 

- - - -- -- - -- - - 

132 

Asn 

---- 

LYS 

Th r 

- - -- -- -- - 

11 8 

A r g  

- - -- - - .. -- - 

140 

Ly s 

. . 

Cachalot 

I 

111 a 



45 ou C D 3  (Arg -Lys) e t  rg s idu  74 C U  El7 (Ala - Gly).  Ces deux subs t i t u -  

t i o n s  concernent des  r é s idus  tournés v e r s  l ' e x t é r i e u r  de l a  molécule e t  

non v e r s  l ' i n t é r i e u r  de l a  crevasse.  11 en es t  de même pour l ' i n v e r s i o n  

66-67 ou El0 - E l 1  qu i  a f f e c t e  deux r é s i d u s  (Val e t  Thr) tournés  ve r s  

l ' i n t é r i e u r  de l a  molécule, De p lus  l a  s u b s t i t u t i o n  Arg - Lys en  CD3 

l a i s s e  s u b s i s t e r  l a  l i a i s o n  ionique e x i s t a n t  e n t r e  l e  groupeaent basique 

de l a  chaîne l a t é r a l e  (guznidyle ou E-PJU?) e t  un des groupements propa- - 
noïques de Ifhème,  

Lcs a u t r e s  s u b s t i t u t i o n s  i n t é r e s s e n t  des a c i d e s  aminés 

é lo ignés  de l V h è m  ou qu i  ne sont  pas directement  en con tac t  avec c e l u i - c i ,  

La conparaison e n t r e  l e s  deux myoglobines de Cachalot e t  

de Cheval e t  l e s  chaTncs a e t  0 de l 'hémoglobine de Cheval (Tableau XIV) 

e s t  également i n t é r e s s a n t e ,  La myoglobine de Cheval e s t  en e f f e t  beaucoup 

p lus  proche de l a  myoglobine de Cachalot que de l ' une  ou l ' a u t r e  des 

chaînes a ou B de l 'hémoglobine de Uhcval. En p a r t i c u l i e r  l e s  c e n t r e s  

basiques contenant  l e s  h i s t i d i n e s  pr~xi r r ,a les  ,zt  C i s t a l e s  s o n t  i den t iques  

pour l e s  deux myoglobines, Par cont re ,  l e  cen t r e  basique contenant  

l ' h i s t i d i n e  proximale des chaînes a e t  B de lghémoglobinc de Chevzl 

d i f f è r e  sensiblement de c e l u i  de l a  myoglobine, En e f f e t ,  s e u l e s  L P h i s t j d i 3 c  

F8 (93 'ib, 92B ou 87a ) e t  l a  l y s i n e  FG2 (96 'TD, 958 ou 90a j son% 

c o m u ~ e s  aux t r o i s  types de chsînc.  01 no tc  dans c e t t e  réz ioq  p l u s i e u r s  

mutat ions non conse rva t r i ce s ,  d o l t  lgunz s u r t o u t  2 s t  importante : l a  

leuc ine  FG3 des  chaTnes de  !.'hémoglobine ( P l a  ou 96B ) e s t  ïemplecéo dans 

l a  myoglobine par  une h i s t i d i n e ,  O r  c e t t e  l euc ine  e s t  l i é e  3 l'hème p a r  u ~ e  

l i a i s o n  de Van de r  L7,32ls (vo i r  Chapi tre  I), D'aut res  r ,utnt ions chcngcnr 

l a  charge é l e c t r i q u e ,  par  exemple l e s  inutations G 1 n g l l ~ %  GlugOq nu 

A s ?  
85 a e t  Pro OOMb*-d! As P 9?B ou 946. 

Ces changcmcnts do s t r u c t u r e  pr imai re  e n t r e  myoglc5ine 

e t  hémoglobine peuvcnt expl iquer  en p a r t i e  l e s  d i f f é r ences  d P a f f i n F t é  

pour l 'oxygène, notamment l ' a l l u r e  des  courbes de d i s s o c i a t i o n  de l 'oxy- 

hémoglobine n t  dc l ï oxymy~g lob ine ,  c a r  de t e l s  chmgements no di fi en^ 



l q î f f i n i t E  de l ' hènc  pour l a  ??obine, ? I'anpui de c c t t e  hypothèse il f a u t  

r aqpe le r  lVexemplc dc 1 Ph5moglobicc GVM H13L ( v o i r  ' i ~ a p i t r c  1) 03 vnz dSlG-- 

t i o n  -9 - FG1-4 de 5 ac ides  aminés de  l a  c h d n e  8 s -~ppr ime 13 f i x n t i o n  dc 

l'hème par  c e t t e  chc'lne. Le cas  des h6rno~lohinzs jrrthologiqueç Y?XI'Ui ee;. 

KEVPSEY CturliCes pcrr JONES 22 (125 a) e t  IT?'SI cd cg. (123 b; e s t  Cgale- 

ment t r è s  i n t é r e s s a n t  ô l e  r é s i d u  d 'ac ide  a sna r t i que  GI 9,: O? di? 12 cha2-x~ ' 

e s t  remp1;icS dans l ' ! iC~no~lobine YAKIN1 pa r  cr, rSs idu  d P i ? i s t j  d i n e  et d w s  

1 'hêmogiobine WIPSEY Tar cn r6 s idu  d' î sp î r ag i - l c ,  ScZon ccç 3 L t e u r s ,  cas  

modi f ica t ions  c n t r a r n c r o i c n t  des ci,<,n7csncnts 62 s t r u c i x r r  sccoîdr l r r ,  et 

t e r t i a i r e  a f f e c t a n t  l F n E f i n i t C  de l 'h~moglobir i -  pour lqoxyl.?ne, I '?xjb2n;~-  

globine Y 'iK12tl dqnnc en e f f e t  usle c ~ u r b c  de d i s s o c i a t i o n  h y y ~ r b i l .  '7i.n 

qui  s e  sunerposr presque Z c e l l e  de l a  r i ~ ~ ~ o g l o b l n e ,  11 nc E ~ u r  ccpci~dnnt  

pas n é g l i g e r  une autre e x ~ l i c a t i o n  p s s i " ù c  à c e î t c  di.fFe~e,:cr d ' i ? * f f - b z ~  

pour l 'oxygène cntrc! IGnoglobinc e t  rnyeon,lnblnc, qul cc;+ l ' i r . t ? r a c r i :  r. eilt-c 

l e s  c h ~ l n e s  a 2 t  i3 au  c3urç 61 13 sn tu ra t ion  en oxygène, Intcj:a-?z-oz 

inexistante dacs l e  c2s de  ?-? nyoqlobi~iii, conç t i tu6c  d'i171 ç c u l  q . 2 ~  I c  

chaine (sous forme ni3nomèla). Le cocvortemsnt dc l7b5miglcb ne B ou D 4 ,  

cons t l t u6e  de 4 c h S n e s  R nsqocf6es, zst 5 c ~ ?  égard si-nl5i::tt.E P T  n l a  

courbe de d i s s o c i a t i o n  de Ifoxy4Ccoylobfne co r r e s rc~d8 tn t e  e s t  h y i e r i ~ - -  

l i -ue  comme c e l l e  de l foxymyogiobi r i~  (REXESC!? d,) ( i 2 5  c ) ,  

Czs deux e x n l i c 3 t ï o n ~  apparemient d i £  f Grcc r-n-s 1011~- r ' i ~ ü y -  

A 

e t r e  ncanmoins c o ~ c i l i n 3 l e s  : cn e z f ~ t ,  lcn changerricnts da s tyuc tv r3s  

p r i v a i r e s  p e u ~ c n t  mdi f ie r  simultanfri1cnt l î î f f i c i ? . C  d e  b a  chafcc tories- 

pondant2 pour I'hSrne ( e t  p î r  s a i t c  ?OUT i g ~ ~ : y g S n c )  e t  1 ' i n t e r a c t i o n  unere 
6. cha?nes a e t  6 . Cetee ln , r>dl f ica t l~n  l a  1 3 i n t c r a c t i o n  e n t r e  z h a ~ r ? ç  a ec 

B a e t 5  invoquEc notament  par CIL4,PACHZ ~53. (125 d )  dans Lc c--s de 

lFhCmoglobinz CEZS!~?ULI~<E, 382s l?que7?c l c  rCs!-du d 9 a r G j n i c >  PGL cc l a  

chaîne ~ ~ ( 9 2 )  e s t  remplacé pa r  un r c s l d u  de l e - ~ c i ~ c ,  

du t o t a l ,  sf l ' o n  c o q a r c  n~joylobjnc  o t  ~~Ptno:lobin~ dz 
a. Cheval, on note  35 c o r r e s ~ o n d a ~ c c s  c n t r c  l a  c h n ~ n e  c e t  l 'q  ryo2lohtnc 

e t  36 e n t r e  17. chnfnc f3 ct 13 ~ y o g l o b i n e ,  L2 e o n ~ n r n i s n x  i d  l a  ril:jc,loblnc 

du Cachalot av?c l%hcmoglobLn.. de  CEieval nc rGv?l.~ @ i r e  ? i - i o  de T O - C S ~ W  

blances : resqectfvemen: 36 e+. 25. 
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T1BLEhU X'r -- 
ZVQLUTI3IJ CZS COV"'S7TIONÇ EN ACI'I)XS SIJP?F,S DYS S ' - ~ C ) ; : T , ~ ~ l l i ~ S  

ET DES flS~l~3~T,OBZ~lES I?,4:JÇ LES DInFEq;L?TTEÇ ESUI;<SS 

N o  : în lno-nc l6es ;on p n l a i r c s  (P l~s :  1721, ïle, Leu) 

B o mirio-acidnç bî.siqucs (.Zrq, 13i3 9 T - 7 - '  a j o )  

ET : aminn-xidcs hydrox:rlCs (Thr ,  S c r )  



Du po in t  de  vue de l q é v o l u t i o n ,  ces  r é s u l t a t s  s i g n i f i e n t  que la 

différenciation Ypglobine-Hémoglobine a é t é  t r è s  précoce, beaucoup p lus  

nrécocz que la  d i f f é r e n c i e t i o n  d e s  eso?ccs.  

II e s t  vraisemblable  que l e s  d i f f z r ences  observ6es e n t r e  l a  

myoyloSinc e t  l è s  ch-iînîs a: ou G de 1'h5noqlobine sont  tr" eston;pé?s 

dans l e s  e s ~ è c e s  i n f é r i e u r e s .  

h c 2 t  épard,  13 c o p a r a i s o n  des compositions en ?min~-~?c ides  c s t  

i n t é r e s ~ ~ n t c  c a r  c l l e  peut ,  3 d<5faut de n o t r e  connaissnncc des structures 

marquer 12 sens de 1 ' Cvnlution de l n  nvoplobine (Tableau :IV) . On rcniErqu2 que 

l c  r?-pnort des  ncides nmings non p o l s i r c s  (plrie, V a l ,  I l c ,  Leu) aux <?.cides 

an inzs  b2siqucs diminue qu-ind on ~ 2 s s e  des Poissons au:: "I?m~F;?ris m?rins 

e t  aux Prim2tes ' inversement, l e  r m p o r t  des  ,?cides zminés bqsjquds aux 

ac idcs  aminss hydroxylês auqmente des  Poissons aux P r i n ~ t e s  ; 11 sc l ' e  

e x c e ~ t i o n  e s t  cons t i t uée  Dar 12s ? ? i m i f 5 r e s  mrrins  qu i ,  lo rsqu 'on  s c  

fonde s x r  ces  c r i t e r z s ,  pa rn i s sen t  ~ I u s  Cvolu6s que l e s  P r i n q t ~ s  : c e c i  

s 7 e x p l i o u e  'eut-être pzr  iqne Z v o l ~ t i o n  accélérée a y î n t  permis un r e t ~ t i r  

.iu mi l i eu  aquat ique aprss une Src: t r a n s i t o i r e  de v i e  t e r r e s t r e .  ~ ' Z t u d c  

des c h T n e s  de lPhértoglobine ne acrmet oas  de dCterminer avec c c r t i t u d z  

l a  cha?ne l a  p lus  ancicnnem2ntr d i f f l r c n c i é e  e t  phylogSnStiqucment 12 

p lus  proche de 1'9. myoglobine. 3n cons t a t e  cmçndant  à l ' e x s ~ e n  des  t l b l ccux  

YV e t  ':VI que 13 conposi t ion di2 In  chqînc B e s t  re la t ivener i t  proche dc  

c e l l c  de In  myofiloblnz dcs Poissons : l a  teneur  Zn p ro l inê  de c e t t e  cha îns  E 

(2 o. 130 con t r e  4 ,6  D .  LOO m u r  l a  chaync a 1 e s t  s u s s i  du mbme orclrc de 

yrzndeur que c e l l c  des myoglobines (2,7 p. 100) ; ces  ana log ie s  çuggzrcnt 

un dczrS dZCvolu t ion  crzrn~ar~3ble nour l a  ch.zînc B de 17h&moglobinc e t  ?a 

nyoglobine des Poissons, ce  qu i  t e n d r a i t  c? prouver q u i  l n  chnlne 3 e s t  

l n  chaîne a n c e s t r ? l c  de 17h5mcglobine, L%volut ion des compositions e s  

amino-?cides, é t u d i z e  D q r  AT>iSSI (126) chez l e s  Primstcs ,  montre ?ne 
I* diminut icn marquée du r l ~ p c t r t  b2siques/hydroxYl.5s dans l n  c!121nc' 13 l o r squ  ' r n  

vn des  cspècss  l e s  a l u s  évoluées v c r s  l e s  moins évolu5es : l e  s imi l i t ude  

dcs cliaînnes cl e t  8 s e r a i t  de p?us Zn p lus  mnrquée au f u r  e t  5 mesure alle 



l ' o n  s ' a b n i s s e  dens  l ï ~ c h e l l c  phylogènZt iqua.  

On p e u t  donc ~ n v i s 2 q e r  o u t i l  e x i s t e  ou  q u ' i l  a c x i s t ?  des  

e s ~ è c c s  chez l e s q u e l l e s  l a  d i f f E r e n c i 2 t i o n  z n t r e  l e s  c \ a î n e s  a e t  8 

o ~ i  e n t r e  17 chnTne R e t  1 2  nyoglobine n2 s ï  c s t  p ~ s  encore  e f f e c t u é e ,  Dc 

c e  p e i n t  de vuc,  l a  eompnraison e n t r c  myoglgbine c t  3 é m o y l o b i ~ e  chez 

l e s  e s ~ Z c e s  m i m a l r ç  i n f g r i e u r c s  a y a r a î t  donc c ~ i ~ - e  p a r t i c u l i è r e m e n t  

i n t é r e s s n n t c .  

I in t re  t r z v l i l  s u r  1 2  m y o ~ l o h i n e  de  Cheval n e  c o n s t i t u e  

donc q u q u n c  St?pê.  11 nous r ~ c r n i s  de  m e t t r e  .u p o i n t  ou d 'amGliorer  nos 

t echn iques  de d è t c r m i n a t i m  des s t r u c t u r e s  ~ r o t C i q u e s  s u r  un s u b s t r a t  

£ ? c i l e  ? p r é ~ a r e r  ct 3. p r i f i e r ,  ~ ' S t u d c  d 'une myoglobine de Po isson  ou 

d î O i s e z u  d o i t  c o n s t i t u e r  71 prochaine  é t a p e  de  nos  rcchcrchcs .  



CHAPITRE VI1 

TECHNIQUES 



A - PREPAMTION ET CONTROLES DE PURETE DE LA MYOGLOBINE DE CHEVAL 

1 )  Isolement de l a  myoglobine 

a )  Extract ion de l a  myoglobine du t i s s u  cardiaque 

Le coeur de Cheval (poids 4 à 5 kg),  prélevé dans l 'heure 

q u i  s u i t  l ' aba t t age ,  est t ranspor té  au l abora to i re  dans l a  glace. 

Les t i s s u s  adipeux e t  conjonct i f ,  l e s  o r e i l l e t t e s  e t  l e s  a r t è r e s  

coronai res  sont  9,liminés e t  le  t i s s u  musculaire des ven t r i cu les  e s t  haché, 

pu i s  broyé finement (s) en présence d'eau d i s t i l l é e  (6 l i t r e s  pour 2 à 

3 kg de viande hachée). On a jou te  quelques gout tes  de toluène e t  l a  purée 

t i s s u l a i r e  obtenue e s t  abandonnée une n u i t  en chambre f r o i d e  à 4OC. Dans 

l e  cas où l ' on  dés i re  préparer  l a  myoglobine sous forme de carbonylmyoglo- 

b ine ,  on s a t u r e  l a  purée t i s s u l a i r e  en oxyde de carbone préparé par  a c t i o n  

de l ' a c i d e  sul fur ique  concentré su r  l e  formiate de sodium. Le lendemain 

on cent r i fuge  à 4000 t/min pendant 1 heure e t  on f i l t r e  le surnageant 

a f i n  d 'él iminer l e s  p a r t i c u l e s  graisseuses.  La f i l t r a t i o n  e s t  e f fec tuée  

à l ' a i d e  d'un f i l t r e  Büchner de 30 cm de diamètre svr papier  1-fiatman no 1 

e t  3 (2 épaisseurs  de Fihatman no 3 encadrant 1 épaisseur  de IJhatman no  1 ) .  

Au f i l t r a t  on a joute  de nouveau quelques gout tes  de toluène. On procède 

éventuellement 2 une n o w e l l e  sa tu ra t ion  en oxyde de carbone. 

b )  Pur i f i ca t ion  par p r é c i p i t a t i o n  des impuretés 

La so lu t ion  obtenue (volume approximatif de 6 l i t r e s )  est a j u s t é e  

à 83 p. 100 de sa tu ra t ion  en s u l f a t e  d P a m n i u m  : on a j o u t e  par p e t i t e s  

por t ions  562 g de s u l f a t e  d ' a m n i u m  so l ide  par  l i t r e  de solu t ion  (quan- 

t i t é  ca lculée  pour une température de 4-6OC), sous f o r t e  ag i t a t ion .  Pen- 

dant  c e t t e  opérat ion,  l e  pH de l a  so lu t ion  e s t  maintenu aux environs de 

7 ,  par  addi t ion  goutte  à gout te  d'amnoniaque concentrée, e t  finalement 

a j u s t é  à 7. 

(r) Broyeur Ultra-Turrax type TP 1812 



Après 1 à 2 heures  d 9 a g i t a t i o n ,  17hémo310bine e t  l e s  a u t r e s  

impuretés non héminiques o n t  p r é c i p i t é  e t  l a  s o l u t i o n  e s t  f i l t r é e  s u r  

papier  lhatman n o  1 (en double épa i s seu r ) .  Cet te  op5ra t ion  dure p l u s i e u r s  

heures .  La s o l u t i o n  e s t  r e f i l t r é e  dans l e s  mêmes cond i t i ons  ( l a  deuxième 

f i l t r a t i o n  e s t  cependant beaucoup p lus  rap ide  que l a  première : 1 heure 

environ)  . 
2 )  Obtention de l a  myoglobine pure 

Le surnageant  précédemment obtenu, q u i  e s t  éventuellement 

s a tu ré  e n  oxyde de carbone, (volume approximatif  : 7 à 8 l i t r e s )  e s t  

a l o r s  a j u s t é  à 94 p. 100 de s a t u r a t i o n  en s u l f a t e  d'ammonium dans l e s  

mêmes condi t ions  que précédemment : on a jou te  77,5 g (ih) de s u l f a t e  

dvamonium par  l i t re  de s o l u t i o n  sous f o r t e  a g i t a t i o n  en  maintenant l e  

pH aux environs de 7 e t  en l ' a j u s t a n t  f inalement  à 7 ,  La myoglobine 

p r é c i p i t e .  Au bout  de  2 heures  l e  p r é c i p i t é  peut  ê t r e  r e c u e i l l i  par  

f i l t r a t i o n  s u r  v e r r e  f r i t t S  (no 3 ou 4)  e t  l avé  p a r  0 ,5  à 1 l i t r e  de 

s o l u t i o n  de s u l f a t e  d'ammonium à 94 p. 100 de s a t u r a t i o n  (a*) a j u s t é e  à 

pH 7. Au cours  de c e t t e  manipulation, il f a u t  é v i t e r  soigneuserilent de 

l a i s s e r  sécher  l e  p r e c i p i t é  s u r  l e  f i l t r e .  

La myoglobine obtenue e s t  r ed i s sou te  dans 800 m l  à 1 l i t r e  

d'ammoniaque 0,01 N ; e l l e  e s t  éventuellement s a t u r é e  en oxyde de carbone, 

e t  d i a l y s é e  en boudin de cel lophane ( 4  à 5 boudins de 200 à 250 ml), 

cont re  10 l i t r e s  d 'eau d i s t i l l é e  changée quotidiennement, pendant 4 

jours  (mx). 

Finalement, l a  s o l u t i o n  de myoglobine est l y o p h i l i s é e  e t  

la  p r o t é i n e  e s t  conservée au  r é f r i g é r a t e u r  dans des  f l a c o n s  soigneusement 

(2) Quant i té  calculGe pour une température de 4-6 '~ .  

(m) A 1 l i t r e  d 'eau  il f a u t  a j o u t e r  662 g de s u l f a t e  d'ammonium. 

(*a) Cellophane Viscora-Visking : boudin de 50 mm de diamètre.  



bouch8s. 

On o b t i e n t  a i n s i  en moyenne 1 g de myoglobine p a r  kg de coeur  

b r u t .  

C r i s t a l l i s a t i o n  de l a  myoglobine 

~ o r s q u ' o n  d é s i r e  o b t e n i r  l a  myoelobine sous forme c r i s t a l l i s é e ,  

on r e d i s s o u t  l e  p r é c i p i t s  de myoglobine ( 3  3 4 g )  dans 1 l i t r e  d'eau 

d i s t i l l 6 e  e t  l a  s o l u t i o n  obtenue e s t  d i a lysée  à 4OC pendant 15 jours  à 

t r o i s  semaines cont re  10  l i t r e s  de so lu t ion  s a t u r é e  de s u l f a t e  d'ammonium 

a j u s t 6 e  à pH 7 (SI. C e t t e  s o l u t i o n  e s t  changce deux f o i s ,  au  bout de 24 

e t  48 heures  de d i a l y s e ,  

La myoglobine commence à c r i s t a l l i s e r  au  bout  de quelques j o u r s .  

3 )  Contrôles  de p u r e t c  de l a  prépara t ion  

a)  Electrophorèse de zones s u r  papier  

Lthomogénéit2 é l ec t rophoré t ique  de l a  myoglobine e s t  con t rô l ée  

e n  é lec t rophorèse  s u r  pap ie r  Schle icher  e t  Schül l  2043a FIgl en tampon 

véronal  de pH 8,9 ( x * )  pendant 9 heures  sous 80 v o l t s .  On dépose 200 à 

500 g de pro té ine  s u r  l a  bande humide du cô té  cathodique à 8 cm du bord. 

Après l a  migrat ion,  l e s  bandes s o n t  séchées à tempgrature ambiante puis  

f i x é e s  30 minutes à l00 'C e t  e n f i n  révélSes par  1'Amidosch~iarz dans l e s  

condi t ions  su ivantes  : l e s  bandes s o n t  trempées 3 minutes dans l e  co lo ran t ,  

p u i s  dans des  bains déco lo ran t s  jusqu 'à  ob ten t ion  d'un fond b lanc  ( x u )  

b:) Chromatographie s u r  couche mince de g e l  de Sephadex. Technique de 

JOHANSSON e t  RYMO (127) 

a )  Prépara t ion  du g e l  

10 grammes de  Sephadex G75 forme "fine" s o n t  m i s  à gonf l e r  dans 

( 2 )  Solu t ion  à 720 3 de s u l f a t e  dvzmmonium pour 1 l i t r e  d'eau. 

(s) Tampon -.Gronal de pH 8 ,9  : véronal  sodé 20,26 g ; HC1 5 m l  g eau  
d i s t i l l è e  q s g  2 l i t r e s .  

S. 

( a x e )  Formule du co lo ran t  : 1 g d1Amidoschwarz, 10  m l  d ' ac ide  acé t ique  e t  
90 m l  de m6thanol : &lanner ; l a i s s e r  reDoser une n u i t  e t  f i l t r e r .  
Bain décolorant  : 30 m l  d i  phénol aqueux à 10 p. 100 d 'eau ; 100 m l  d ' ac ide  
acé t ique ,  e a u  d i s t i l l é e  qsp 1 l i t r e .  



B*Q3 -I, xcx Q,% BJ & pR 
~SOSX %a: csa-narfis rad&% table 

par 8txts 6tjaU BW las p%qwa & W B ~ T B  * 
1 i - I g) m e o s  &.1~9hqwa  
Ir- 
1; Les plaquas de wrre 20 x 40 cm IO'RO neStoyihl% rni@&wmat 

P l'aide d'me iolstim mnriarr8P de ' f a t ~ & t @  ds a>dimu @5 g p. 100 a), 
1 I 
1.' . 
pi 

pu;Ss sbc8es &+dl a' @au d i s t i x l k  at: &&&as avec maitL, -tFllsis 

1 3  sas% &qrt1r)s@ag h 1'i~11m2 e t  3 ~ ' B G ~ M W  ~ w a t  XPuatge, 
!,$ 
hi i, 3Paur Bta3er la @SI O& ut%X&o~. ~10), 

d'un w%11c. 92- @wr lqwl ion2 prlafcIéZ@rr. k 

&gale, ibe couha r~~lJ.faase Lka#ak da 0,s nam d ' I ~ % e s é ) w  -5 &padiia 
an mg.ejs; d' ta -5icatetiraiillr mabila O*) ,  

1 - 
l ;  
l 'J 
I l  

#@lt€8z& @a mpm dPwt.8 aLmmIiB d ~ t h . 3  nk%l&ehe~&* 
1 I 
i: 

1-j +TI 
1 ' 5 pf dt1113s mlfX1~h p r o G i ~ w  h 22 q)git m r  dgwdr daara le 

I , 
' Y  rarmr prètr~mkz sa p i d i e i a .  SPilr a w  plaque dr;r 20 em de large un FIL 

1 

!;; 1.6i~a55ecsar q~llkm d8gw 8% 4 rn bu Ibsrd aexi,ew &B %ri. pktsqwl 
c;, ta pl*= ert pl& km rm cbcwlet a>b&la ecttqu ds fa- I ee 

1 
I I '  . qoRezga f iura oi -a .ne le p~.n ~ g i a e ~ t d .  a poat p~piat * 

3 WM rsl&e f;e r&s~rw%r de r: 3 l s & x t d d S  supfSgfeme do 

* 

#'! 

1 II 

? #  

I 
' 1  
I (x) Tampon Tris : Trishydroxyméthylaminométhane 30 g 

Chlorure de potassium 37925 8 
HC1 5,6 N qsp ,rRx 7,s (environ 30 ml) 
Eau distillée qsp 5 litres 

(a) Appareil DESAGA (Heidelberg) 

Y 

1 

C 

3 ). 

- l 
- - - -- - 

Ar 



Une bande de pap ie r  IJhatman 1 est  appl iquée à l ' e x t r é m i t é  opposée 

de l a  plaque de façon à r é g u l a r i s e r  l e  f l u x  du tampon dans l e  ge l .   e en- 
semble (plaque + r é s e r v o i r  à tampon) e s t  placé dans une chambre humide e t  

l a  chromatographie descendante e s t  poursuivie  pendant 15  heures ,  Ensui te ,  

l a  plaque e s t  séchée 30 minutes à 100°C e t  l e s  p r o t é i n e s  r évé l ées  pa r  

13 co lo ran t  à 1'Amidoschwarz précédemment d é c r i t  o l e  trempage dure 1 

heure e t  l a  plaque e s t  e n s u i t e  décolorée par  des  b a i n s  s u c c e s s i f s  de 

méthanollacide acé t ique leau  (70:15:15). 

c) Acide aminé N-terminal de l a  globine 

Nous avons u t i l i s é  l a  méthode c l a s s ique  de SANGER (128). 

a) Synthèse de l a  DNP-globine 

La globine (25 à 30 mg) e s t  d i s sou te  dans 5 m l  de so lu t ion  de 

b icarbonate  de sodium à 10 p.  100. On a jou te  10 m l  de s o l u t i o n  a l coo l ique  

de  f luorodin i t robenzène  (FDNB)(%) à 5 p. 100 (vo l /vo l )  préparée extempo- 

ranément. On main t ien t  l e  mélange sous a g i t a t i o n  magnétique pendant 2 à 

3 heures  à l ' o b s c u r i t é  e t  à température ambiante. La s o l u t i o n  e s t  e n s u i t e  

a c i d i f i é e  pa r  l ' a c i d e  chlorhydrique concentré ( j u s q u q à  ces sa t ion  de 

I f e f f e r v e s c e n c e )  e t  l e  p r é c i p i t é  de DNP-globine e s t  l avé  2 ou 3 f o i s  pa r  

l ' a c i d e  chlorhydrique 0,05 - N, 3 f o i s  à l ' a l c o o l  ou  à l ' a cé tone  (a*) 

( j u s q u g à  surnageant i nco lo re )  pu is  à l ' é t h e r  ( 1  f o i s )  e t  séché. 

B )  Hydrolyse de l a  DPP-globine 

La DNP-globine e s t  hydrolysée to ta lement  en tube s c e l l é  sous  

v ide  pa r  l ' a c i d e  chlorhydrique 6 - N ( m e )  pendant 24 heures.L1hydrolysat 

d i l u é  4 f o i s  e s t  e x t r a i t  3 f o i s  à l ' é t h e r  p r ivé  de peroxydes (%%%a) 

- 

(*) FDNB Merck 
(t*) Dans tous  nos e s s a i s ,  nous avons u t i l i s é  l ' a c é t o n e  commerciale préala-  
b l e m n t  r e d i s t i l l é e  dans l e s  condi t ions  su ivan te s  : on é l imine  t ê t e  e t  
queue de d i s t i l l a t i o n  e t  on r e c u e i l l e  l a  f r a c t i o n  médiane q u i  d i s t i l l e  à 
56-57 O C .  

(axn) Acide chlorhydrique Merck à 37 p. 100 d i l u é  de moi t ié  par  l ' e au .  
(*an*) Ether  su l fu r ique  d i s t i l l é  30 min à r e f l u x  s u r  ch lo ru re  stanneux, 
l avé  par  une so lu t ion  aqueuse de carbonate  de sodium à 20 p. 100, p u i s  5 
l ' e a u  d i s t i l l é e  e t  f ina lement  r e d i s t i l l s  sur  s u l f a t e  f e r r eux .  On l e  conservc 
à l ' a b r i  de l a  lumière s u r  s u l f a t e  f e r r eux .  



La phase é thé rée  est  l a v f e  par  un volume Sgal  d 'ac ide  chlorhydrique 1 - N 

puis  é v a p o r s  à sec .  Cet e x t r a i t  é t h é r é  con t i en t  du d in i t rophénol  formé au 

cours  de l a  d in i t rophényla t ion ,  q u i  d o i t  ê t r e  f l iminé  avan t  l a  chromatogra- 

phie  pa r  subl imation sous p re s s ion  r6du i t e  à 70-80°C pendant 45 minutes (n). 

y) Chromatographie 

L ' e x t r a i t  é thg ré  e s t  a l o r s  soumis à une chromatographie ascen- 

dante s u r  papier  Whatman n o  1 pendant 15  heures  dans l e  système de BISERTE 

e t  OSTEUX (129) ( T o l u è n e / ~ ~ r i d i n c / ~ ~ o n o c h l o r h ~ d r i n e  du glycol/Ammoniaque 

0 ,8  - N ; 30:9:18:18). Après séchage, on e f f e c t u e  en deuxième dimension une 

chromatographie descendante pendant 15  heures  dans l e  tampon phosphate 

1 ,5  M de pH 6 préconisz par  LEVY (130). 

Remarque : Le DNP-glycocolle peut  ê t r e  totalement  d é t r u i t  dans l e s  hydro lyses  

de 24 heu res  de l a  DIJP-globine. En e f f e c t u a n t  des  hydrolyses  de  durGe p l u s  

cou r t e  (8 à 16 heures) ,  on re t rouve  l e  DNP-glycocolle accompagné de t a c h e s  

p a r a s i t e s  q u i  correspondent à des DNP-peptides provenant d'une hydrolyse 

i ~ ~ ~ o m p l è t e  de l a  DNP-globine . 
B . *  IXDROLYSE CEIWIOTRYPSIQUE 

1 )  Dénaturat ion - r éa l ab le  de l a  myoglobine 

Afin de f a c i l i t e r  l ' a c t i o n  enzymatique, l a  myoglobine e s t  dénaturée 

avant l v h y d r o l y s e  chymotrypsique, Nous avons u t i l i s é  une technique de 

dénatura t ion  douce p a r  l P Z t h a n o l  e t  l e  ch lorhydra te  de guanidine (BISERTE 

ct HOLLEmT) (131). 

A une s o l u t i o n  aqueuse de myoglobine à 10 mg pa r  m l  on a j o u t e  du 

ch lorhydra te  de guanidine jusqu'à une concent ra t ion  de 1 9 , l  mg pour 1 m l  

(0,2 M) p u i s  gout te  à gout te  2 m l  d ' é thanol  absolu  pour 10  m l  de s o l u t i o n .  - 
On l a i s s e  en  contac t  t ou te  une n u i t  sous a g i t a t i o n  à température anbiante .  

Le lendemain on a j u s t e  lentement l a  proport ion dPi3thanol à 3 volumcs pa r  

volume de so lu t ion  aqueuse de myoglobine e t  on cont inue l s a g i t a t i o n  pendant 

3 heures .  L 'addi t ion  de 6 volumes d 'acétone p r é c i p i t e  totalement  l a  myoglo- 

(*) Pompe r o t a t i v e  ALCATEL type 1025. 



bine pa r t i e l l emen t  dénaturce que l ' on  r e c u e i l l e  par  c e n t r i f u g a t i o n  ( 5  

5000 t/min pendant 5  à 10  minutes) e t  que l ' o n  r e d i s s o u t  dans la q u a n t i t é  

minimum d 'acide chlûrhydrique 0,05 N (20 m l  par  gramme de g lobine) .  On - 
a jou te  sous f o r t e  a g i t a t i e n  8 volumes d'acétone contenant  2  p. 100 d ' ac ide  

chlorhydrique conccntrz  pour détacher  1 'hème. On c c n t r i f  uge e t  répè te  c e t t e  

opéra t ion  deux f o i s .  Enfin,  on l a v e  l e  p r é c i p i t é  de  g lobine  à l ' acé tone .  

Après sechage sous l e  vide p a r t i e l  d'une trompe à eau,  on o b t i e n t  une 

poudre g r i s e ,  so lub le  dans l ' e a u ,  

2) Traitement de l a  chymotrypsine par  l e  TLCR 

200 mg de chymotrypsine c r i s t a l l i s é e  du commerce (2) sont  d i s sous  

dans 20 m l  de tampon TRIS O , O 1  ?4, de pH 6,0, 0,005 M en CaCl (9%) e t  - - 2 
soumis à une u l t r a f i l t r a t i o n  5 4OC s u r  f i l t r e  Mi l l i po re  0,45 M. Les pores  

l a i s s e n t  passer  l a  chymotrypsine mais r e t i ennen t  des  impuretés i n so lub le s  

r ep ré sen tan t  environ 10 p. 100 du poids i n i t i a l  m i s  en jeu .  Au f i l t r a t  on 

a jou te  20 mg de TLCK (R*) préalablement d issous  dans 2 m l  de méthanol 

e t  on l a i s s e  l ' i ncuba t ion  s e  poursuivre pendant 2 h  30 5 température an- 

b i a n t e  e t  sous a g i t a t i o n  magnetique. La so lu t ion  e s t  e n s u i t e  à nouveau 

f i l t r é e  s u r  Mi l l i po re  0,45 u , a f i n  dfGliminer  l ' e x c è s  i n so lub le  de TLCK, 

e t  d i a l y s é e  une n u i t  à 4 " ~  con t r e  2  l i t r e s  d 'ac ide  chlorhydrique 0,01 N - 
a f i n  d ' é l imine r  l e s  ions  m6ta l l iques  b i v a l e n t s ,  a c t i v a t e u r s  des  carboxy- 

pept idases  A e t  3, q u i  peuvent sventuel lement  s o u i l l e r  l e s  prépara t ions  

de chymotrypsine. La  s o l u t i o n  d'enzyme e s t  f inalement  l y o p h i l i s é e  e t  

conservée à - 1 5 ' ~ .  

3 )  13ydrolyse chymotrypsique 

Une s o l u t i o n  aqueuse de g lobine  (7 g pour 100 ml) pa r t i e l l emen t  

dénaturée e s t  tamponnée pa r  add i t i on  d e  sesquicarbonate  d'amoniuoi (con- 

c e n t r a t i o n  1 g  p. 100 ml). Le pH e s t  a j u s t é  à 9 p a r  a d d i t i o n  d' ammoniaque 

On a j o u t e  e n s u i t e  une q u a n t i t é  de chymotrypsine correspondant à un 

( x )  Chymotrypsine Morthington Biochemical Corporat ion,  l o t  CD 537-40 

(%%) Tampon TRIS : T r i s  122 mg 
CaC12 55,5 mg 
Acide acé t ique  qsp pH 6,O 
Eau d i s t i l l é e  qsp 100 m l  

(sr%) Fournisseur  : Mann Research Laborator ies .  



r appor t  enzyme/substrat  é g a l  à 2 p.  100(en poids)  e t  on l o i s s e  l ' hyd ro lyse  

s e  développer pendant 24 heures  5 3 8 ' ~  sous a g i t a t i o n  magnétique. ~ ' h ~ d r o -  

l y s e  e s t  a r r ê t é e  pa r  simple congélat ion de l a  so lu t ion .  

1 C - TECHNIQUES DE FRACTIONNEMENT 

1)  Dialyse 

LPhydro lysa t  e s t  décongelé e t  l a  d i a l y s e  e s t  e f f ec tu6e  à 

l ' a i d e  d'un d i a lyseu r  automatique (Autoanalyseur Technicon). Le montage 

que nous préconisons (Figure 34) n é c e s s i t e  en o u t r e  l ' u t i l i s a t i o n  d 'une 

pompe proport ionnante (Technican) e t  d J  un a g i t a t e u r  magné t ique .  Une 

q u a n t i t é  d thydro lysa t  de l q c r d r e  de 250 à 300 mg, en s o l u t i o n  dans 25 à 

30 m l  du tampon d 'hydrolyse,  e s t  t r a i t é e  à chaque opéra t ion  (durée 24 

heures) .  Le d i a l y s a t  (environ 850 ml) e s t  concentré  dans un évapora teur  

r o t a t i f  à 40°C e t  f ina lement  l y o p h i l i s é ,  

2) G e l - f i l t r a t i o n  

a )  Prépara t ion  du g e l  

100 g de Sephadex G25 p e r l é  "medium" son t  mis en  suspension 

dans 1 l i t r e  de tampon pyr id ine  0 , l  - N-acide acé t ique  de pH 4,9 (%) e t  

p l acés  sous a g i t a t i o n  magnétique pendant 1 à 2 heures .  On dégaze e n s u i t e  

l a  suspension à l a  trompe à eau pendant 15 minutes,  à température ambiante. 

E l l e  e s t  a l o r s  p r ê t e  à ê t r e  versée dans l a  colonne. 

b )  Prépara t ion  de l a  colonne 

La colonne ( ~ i h ) ,  soigneusement ne t toyée ,  e s t  remplie  par  l e  

tampon précedent.  Avant de ve r se r  l a  suspension de g e l  de Sephadex, il 

f a u t  en lever  t o u t e s  l e s  b u l l e s  c o l l é e s  éventuellement s u r  l a  pa ro i  i n t e r n e  

de l a  colonne à l ' a i d e  d'une baguet te  de ve r r e .  

( x )  Formule du tampon : Pyr id ine  160 m l  
Acide acé t ique  100 m l  
Eau d i s t i l l é e  qsp 1 l i t r e  

Le tampon e s t  d i l u é  20 f o i s  au moment de l 'emploi .  

( ~ m )  La colonne (110 x 3 cm) comporte à s a  p a r t i e  supér ieure  un rodage 
femelle  e t  un v e r r e  f r i t t é  n o  2 à s a  p a r t i e  i n f é r i e u r e .  Le tampon Gluant 
a r r i v e  en haut  de l a  colonne par  1' in t e rméd ia i r e  d'une t ê t e  à r o b i n e t  e t  
à rodage mâle s ' adaptan t  au  rodage femel le  de l a  colonne. 



FIGURE 34 
DIALYSE DE L9HYDROL~SAT CHYMOTRYPSIQUE DE LA GLOBINE 

Hydrolysat chymotrypsique 
Agi ta teur  magnf t i que  D : Dialyseur  
Pompe proportionnan t e  
Tuyaux "pour?ressE ( d é b i t  2,5 m l  /min pour chaque tuyau) 
Tuyau blanc ( d é b i t  0 , 6  ml/min) 
: Entrée de l a  s o l u t i o n  dshydrolysa t  
: S o r t i e  de l a  s o l u t i o n  d 'hydro lysa t  
: Entrée de l ' e a u  d i s t i l l é e  
: S o r t i e  de l ' e a u  d i s t i l l é e  
: Solut ion de pep t ides  d i a lysab le s  



C) R e m ~ l i s s a e e  de l a  colonne 

A l ' a i d e  d'un en tonnoi r  surmontant l a  colonne (en tonnoi r  à 

rodage mâle),  on v e r s e  l a  suspension de Sephadex e t  on l a  l a i s s ç  &c.cÈt-cantea: 

dans l a  colonne par  simple g r a v i t é .  Une f o i s  achevée c e t t e  opéra t ion  

(après  p l u s i e u r s  heu res )  on l a i s s e  cou le r  l e  tampon pour t a s s e r  l e  g e l ,  

pendant une n u i t  envi ron .  On en lève  e n s u i t e  l e  surp lus  de g e l  par  siphon- 

nage. Le tassage  de l a  colonne e s t  achevé e n  a s p i r a n t  l e  tampon à l a  

s o r t i e  de  l a  colonne au  moyen c l v  une pompe propor t ionnante  (*), avec un 

d é b i t  i den t ique  à c e l u i  q u i  s e r a  u t i l i s é  l o r s  de l a  chromatographie. 

d )  Chromatographie 

L 'hydrolysat  d i a l y s é  e t  l y o p h i l i s é  e s t  r ed i s sous  dans l e  

tampon pyr id ine  0 , l  W-acide acé t ique  de pH 4 ,9  (250 à 300 mg pour 2 ml), - 
puis  cen t r i fugé  a f i n  d 'é l iminer  l e s  p a r t i c u l e s  i n so lub le s .  On l a i s s e  

couler  l e  tampon surmontant l e  g e l  à t r a v e r s  l a  colonne jusqulà  ce q u ' i l  

en a f f l e u r e  l a  su r f ace  e t  à l ' a i d e  d'une ser ingue ,  g a r n i e  d'une a i g u i l l e  

à ponct ion lombaire dont  l a  po in t e  a é t é  s c i é e ,  on dépose s u r  c e t t e  

sur face  l a  so lu t ion  d lhydro lysa t  chymotrypsique d i a l y s é  ; lo rsque  c e t t e  

so lu t ion  est ent ièrement  absorbée pa r  l e  g e l ,  on r e g a r n i t  de tampon l e  

haut  de l a  colonne, on branche l e  r é s e r v o i r  de tampon s u r  l a  t e t e  de l a  

colonne a i n s i  que l a  pompe proport ionnante à l a  s o r t i e  de l a  colonne e t  

l ' e f f l u e n t  e s t  envoyé à un c o l l e c t e u r  automatique (-) au  moyen d'un 

c a t h é t e r  (se). Le r é s e r v o i r  de tampon e s t  p l acé  30 à 50 cm au  dessus de 

l a  tête de  l a  colonne, l a  pompc au  niveau du b a s  de l a  colonne. Le 

c o l l e c t e u r  d o i t  ê t r e  s i t u S  à un n iveau  i n f é r i e u r  à c e l u i  du r é s e r v o i r .  

Le d é b i t  assuré  pa r  l a  pompe d o i t  ê t r e  légèrement i n f é r i e u r  au  d é b i t  

spontané de l a  colonne ( d é b i t  en l ' absence  de pompe); dans ces  cond i t i ons  

l a  pompe a pour s e u l  e f f e t  de f r e i n e r  l e  d é b i t  e t  de l e  r é g u l a r i s e r  

(*) Pompe Technicon : d é b i t  0,6 m l  par  minute. 

(e) Col l ec t eu r  Technicon g fonctionnement au  temps : 1 0  minutes p a r  tube.  

(t**) Cathé ter  B i o t r o l  n o  4 ou 5 



à une va leu r  cons tan te  dans l e  temps, malgré l ' é v o l u t i o n  du tassement e t  

des  d i f f é r e n c e s  de niveau.  

Elec t rophorèse  ?répsrrativ@ en f i l m  l i a g i i  - 
L q a p p a r e i l  u t i l i s é  e s t  1 9 a p p a r e i l  ELPHOR-VAP c o n s t r u i t  pa r  

BENDER e t  HOBEIN (Munich) . 
Les condi t ions  expérimentales  s o n t  l e s  su ivan te s  : 

- Concentration pept id ique  u 300 à 400 mg dans 1 5  m l  de tampon (tampon 

d 'é lectrophorZse) .  

- Débit de l a  s o l u t i o n  pept id ique  : 2 , 6  à 2 ,8  mllheure,  

- Débit du tampon : 114 ml/heure. 

- Lê tampon d 'é lec t rophorèse  e s t  un tampon pyr id ine  0,033 - M-acide acé t ique  

0,156 - M de pH 3 , 9 .  

- Le tampon d ' é l ec t rode  e s t  un tampon py r id ine  0,l - M-acide acé t ique  0,468 - M 
de pH 3,9. 

-  injection du tampon d 'é lec t rophorèse  e n t r e  l e s  deux plaques de v e r r e  

( f i l m  l i q u i d e  de 0 ,5  mm d ' épa i s seu r )  se f a i t  pa r  s i x  t rous .  Dans l e s  

t r o u s  1 e t  6 on i n j e c t e  l e  tampon d lGlec t rode ,  dans l e s  qua t r e  a u t r e s  l e  

tampon d ' é l ec t rophorèse  t r o i s  f o i s  p l u s  d i l u é .  

- La s o l u t i o n  pept id ique  e s t  i n t r o d u i t e  au  p o i n t  d ' i n j e c t i o n  n o  5 , ( ~ )  du 

cÔ t é  anodique. 

- La tens ion  aux bornes e s t  de 1350 v o l t s ,  s o i t  27 v o l t s  pa r  cm, l ' i n t e n s i t é  

est de 165 nn4 ; l a  température e s t  maintenue à 5OC. 

4) Dosage automatique des f r a c t i o n s  à l ' a ~ t o a n a l ~ s e u r  

Les r é a c t i o n s  de FOLIN-LOWIZY, de SAKAGUCHI e t  de PAULY son t  

e f f ec tuées  à l ' a i d e  des  "manifolds" d é c r i t s  dans l e s  techniques publ iées  

pa r  l a  Compagnie Technicon (adaptées à l ' u t i l i s a t i o n  de co lo r imè t r e s  à 

( r )  Les p o i n t s  d ' i n j e c t i o n  de l a  s o l u t i o n  pept id ique  son t  d i f f é r e n t s  d e  
ceux du tampon . 



cuves non t u b u l a i r e s ) .  Pour l a  r é a c t i o n  à l a  ninhydrine e t  c e l l e  de SPIES 

e t  CHAHBERS (pour l e  tryptophanne) nous avons u t i l i s ê  l e s  deux montages 

d 6 c r i t s  à propos des  f i g u r e s  35 e t  3 6 .  

5) Chromatographie s u r  échangeur d ' i ons  

a )  Chromatographie s u r  Dowex 50W X 2 

a )  P r é ~ a r a t i o i l  de l a  colonne --- ..................... 
La r é s i n e  préalablement  tamisée se lon  l a  méthode hydraul ique de 

mIILTON (vo i r  Chapi t re  I V )  e s t  mise en suspension dans l e  tampon i n i t i a l  

de 'la chromatographie, chauffée a u  bain-marie à 60°C e t ,  B 1' a ide  d q  une 

ampoule de remplissage spéc i a l e ,  vcrséc dans l a  colonne maintenue à 50°C (%), 

ûn l a i s s e  décanter  une n u i t  e t  on é l imine  l ' excédent  de r @ s i n e  par  asp i -  

r a t i o n  à l a  trompe à eau. La r é s i n e  e s t  a l o r s  t a s sée  sous p re s s ion  de 
2 0,5 kgp pa r  cm (ES) avsc un dEbit  de 0,6 m l  p a r  minute. 

La colonne est  maintenue à 4 0 ' ~ .  Le tampon qui  surmonte 13 r é s i n e  

e s t  éliminC avant l e  dépôt d ' é c h a n t i l l o n ,  Le mélange pept id ique  est  

d issous  dans 1 à 2 m l  du tampon i n i t i a l  de chromatographie, cen t r i fugé  

pour é l imine r  l e s  p a r t i c u l e s  i n so lub le s  e t  déposé à l a  su r f ace  de 

lqéchangeur  d ' ions.  On l e  l a i s s e  s q  absorber  par  simple g r a v i t é  p u i s  on 

r i n c e  pa r  1 m l  de tampon g on r e g a r n i t  e n s u i t e  de tampon l a  p a r t i e  supé- 

r i e u r e  de l a  colonne e t  on branche a l o r s  l a  t ê t e  s p é c i a l e  (+B) r e l i é e  à l a  

pompe. 

Les tampons, avant  d ' ê t r e  pom?Ss, c i r c u l e n t  dans un dagazeur 

maintenu à 6 0 ' ~ ~  c e  qui é v i t e  l a  f o m a t i û n  de b u l l e s  gazeuses dans l a  r f s i n e  

du f a i t  de l a  chute  de press ion  e n t r e  l e  hau t  e t  l e  bas  de la colonne. 

(n) Colonne de 130 cm de long e t  0,9 cm de diamètre 2 j a q u e t t e  de c i r cu l a -  
t i o n  d'eau. E l l e  comporte à s a  p a r t i e  supér ieure  un rodage sphCrique norma- 
l i s é  de 18 mm de dismètre  s u r  l eque l  s P a d a p t e n t  3 l a  f o i s  l iampoule spé- 
c i a l e  de  remplissage e t  une " t ê t e "  à rodage correspondant par  l a q u s l l c  
a r r i v e n t  l e s  tampons Gluants.  

(m) Press ion  obtenue, ' l ' a i d e  d'une pompe Milton Roy modèle 1-B-29 D pres- 9 * s ion  maximum 70 kgp.hc~fl: - d é b i t  maximum 144 mllheure (30 tours/min) .  
I b 

(se) ~ ê t e  de colorne à rodage sphérique normalisé : 1 8  mm de diamètre 
e x t f r i e u r ,  2 mm de diamètre  t n t é r i e u r  ( v o i r  no te  (x)) . 





FIGURE 36 
DOSAGE AUTOPlATIQU17 TUBE A TUBE A L'AUTOANALYSEUR POUR LA WCTION DE 

SPIES ET CWNefBERS 

P = Pompe proport ionnante 3 

1 = Pompage d ' échan t i l l on  (tuyau n o i r ,  d c b i t  0,"32 m l  p a r  minute) g 

2 = Pompage d ' a i r  (tuyau n o i r )  ; 

3 = Pompage du r é a c t i f  au  g.diméthylaminobsnzaldéhyde (*)(tuyau 
a c i d f l e x ,  d é b i t  1,2 m l  par  minute) g 

4 = Pompage ( tuyau n o i r )  d'une s o l u t i o n  de n i t r i t e  de sodium à 
0,04 g p. 100 m l  d'eau (prépara t ion  extemporanée) ; 

C = "Cactus" à 2 branches c a p i l l a i r e s  1 e t  2 ; 

!IR = Bobine de refroiciissemcnt à c i r c u l a t i o n  d 'eau ; 

Bo = Bobine de d é l a i  en ver re ,  s o i t  450 cm de tube de v e r r e  de 
3 mm de diamètre  (environ 1 7  minutes de t r a j e t )  ; 

T = T c a p i l l a i r e  dans l a  branche n i t r i t e  de sodium ; 

MX 6 = 6 bobines de mglange p 

Co = Colorimètre ( f i l t r e s  à 660 ; cuve t u b u l a i r e  de 15  mm 
d s é p a i s s e u r )  ; 

Corne pour l a  f i g u r e  35, à 17en t rÉe  du co lor imèt re ,  un 
"T débulleur" permet l ' envo i  d i r e c t  à l ' é v i e r  de l ' excès  de  l i q u i d e  
e t  des b u l l e s  d ' a i r  ; 

En = Enreg i s t r eu r  g 

5 = Retour de co lor imèt re  ve r s  l ' é v i e r  (E) ( tuyau a c i d f l e x ,  d e b i t  
1 , 2  m l  pa r  minute).  

(z) Formule du r é a c t i f  o ~2.diméthylaminobenzaldéhyde 0,3 g pour 100 m l  
d ' ac ide  s u l f u r i q u e  à 60 p. 100 (en volume). 





L'eff luent  de l a  colonne est  envoyé au  co l l ec teur  de f r a c t i o n s  (col lec teur  

Technicon fonctionnant au temps - 1 0  minutes pa r  tube) au moyen d'un 

ca thé te r ,  type Biot ro l  n o  4 ou 5. 

y) Régénération de l a  rés ine  -- ...................... 
Après l a  chromatographie, l a  r é s ine  e s t  r e t i r é e  de l a  

colonne par  a sp i ra t ion  2 l a  trompe à eau en vue de sa  régénérat ion.  Celle- 

c i  se f a i t  par  lavage en vase cylindrique par l ' ac ide  chlorhydrique 1 N - 
pendant 1 heure sous a g i t a t i o n  magnétique, puis  par l ' eau ,  jusqu'à 

n e u t r a l i t é  du surnageant, enf in  par  l e  tampon i n i t i a l  u t i l i s é  pour l a  

chromatographie. La rés ine  e s t  a l o r s  p r ê t e  pour un nouveau cycle. Il n ' e s t$ .  

pas possible d ' e f fec tue r  c e t t e  régénération dans l a  colonne en ra ison de 

l a  contrac t ion de l a  r és ine  en f i n  de chromatographie, du f a i t  de l a  f o r t e  

concentration en pyridine : l e  volume f i n a l  de l a  rés ine  est d'environ 

60 p. 100 de c e l u i  qui  e s t  noté au début de l a  chromatographie. Au cours 

de l a  régénérat ion,  l e  r e tour  à une concentrat ion nu l l e  en pyridine 

e t  à un pH acide provoque une augmentation de volume de l a  r és ine  : dans 

l a  colonne, c e t t e  expansion provoquerait au f u r  e t  à mesure de l a  régéné- 

r a t ion  une augmentation considérable de l a  pression pouvant e n t r a k e r  

l 'éclatement de l a  colonne ou des conduits.  

b )  Chromatographie su r  Chromobeads P 

a )  Préparation de l a  colonne --- .................... 
La rés ine  est mise en suspension dans l e  tampon pyridine 

2,O - N - acide acét ique  de pH 5,O (x) e t  versée à l ' a i d e  d ' m e  ampoule 

dans l a  colonne (nr) maintenue à 50°C. On l a  l a i s s e  décanter une n u i t  

par  g rav i t é ,  pu i s  on se  dzbarrasse de l 'excédent de rés ine  par a sp i ra t ion  

à l a  trompe à eau, on enlève l'ampoule e t  on t a s s e  l a  r é s i n e  sous pression 
2 

(m*) (environ 20 kgp par  cm ) avec un d é b i t  de 0,6 m l  par  minute pendant 

2 heures, On é q u i l i b r e  ensui te  l a  r é s i n e  au pH dés i ré  par pompage pendant 

(2) Formule du tampon : pyridine : 644 m l  
acide acétique : 400 m l  + qsp pH 5,00 (environ 40 ml) 

eau d i s t i l l é e  qsp 4 l i t r e s  

(=) Colonne Technicon 140 x 0,635 cm à jaquet te  de c i r c u l a t i o n  d'eau 

(am) Pression obtenue à l ' a i d e  d'une pompe Milton Roy (vo i r  p lus  hau t ) .  



2 à 3 heures du  tampon i n i t i a l  u t i l i s é  pour l a  chromatographie (tampon 

pyridine 0 , l  N de pH 2,90 ou 4,251 (*). Pendant c e t t e  opérat ion,  l a  

pression diminue jusquqà 14 kgp par  cm2 environ. 

) C h s o ~ r o g ~ a ~ h i e  
Le mélange peptidique es t  dissous dans 0,5 m l  du tampon 

i n i t i a l  de l a  chromatographie. On a j o u t e  après  d issolu t ion  0 , s  m l  de 

s i r o p  de saccharose à 30 g pour 100 m l  ou mieux 0,5 m l  de g lycér ine .  

Après homogénéisation, l e  d l a n g e  est  déposé directement à l ' a i d e  d'une 

seringue à la  surface  de l a  rés ine  sous l a  couche de tampon. On branche 

a l o r s  l a  tête de colonne e t ,  dès l a  m i s e  en rou te  de la  pompe, l v é c h a n t i l -  

lon pénètre dans l a  rcs ine .  Cette mfthode est  beaucoup p lus  commode e t  

rapide que celle u t i l i s e e  pour l a  Dowex 50W X 2. 

Remarque : Pour l e s  peptides basiques en électrophorèse prépara t ive  en 

f i l m  l iqu ide  (exemple des f r a c t i o n s  S2E3 ou S2E2)on peut indifféremment 

dissoudre l e s  mélanges peptidiques dans l e  tampon i n i t i a l  de l a  chromato- 

graphie ou dans l 'eau. Pour l e s  f r a c t i o n s  neut res ,  au con t ra i r e ,  il f a u t  

dissoudre l e s  pept ides  dans l e  tampon i n i t i a l  e t  a c i d i f i e r  par  l ' a c i d e  

formique jusqutZ obtention d'un pH i n f é r i e u r  à c e l u i  du tampon (par 

exemple 2,5 pour  l e  tampon de pH 2,90). 

Comme dans l e  cas  de l a  Dowex 50W X 2 l e s  tampons, avant  d ' ê t r e  

pompés, c i r c u l e n t  dans un dégazeur maintenu à, 6o0C, ce q u i  é v i t e  l a  forma- 

(%) Formule du tampon pyridine 0 , l  N de pH 2,90 : 
Pyr id ine  40 m l ,  
Acide formique pur 80 m l ,  
Eau d i s t i l l é e  4,5 litres, 
Acide formique d i lué  au  1/10 qsp pH 2,90 
Eau d i s t i l l é e  qsp 5 l i t r e s .  

Formule du tampon pyridine 0 , l  N de pH 4,25 : 
Pyr id ine  32 m l ,  

(environ 70 ml), 

  ci de formique pur 10  m l ,  
Eau d i s t i l l é e  3,5 l i t r e s ,  
Acide formique d i lué  a u  1 /10 qsp pH 4,25 (environ 65 ml), 
Eau d i s t i l l é e  qsp 4 l i t r e s .  



t i on  de b u l l e s  gazeuses dans l a  r é s i n e  du f a i t  de l a  chute  de press ion  

t r è s  importante  e n t r e  l e  haut  e t  l e  bas  de l a  colonne. 

1') RClgénération de l a  r e s i n e  -- ...................... 
La press ion  en f i n  de ch roma to~raph ie  a t t e i n t  normalement 21 

2 à 25 kgp p a r  cm . La v a r i a t i o n  de volume de l a  r é s i n e  au  cours  de l a  

chromatograpi~ie e s t  t r è s  f a i b l e .  On peut  donc régénérer  l a  r é s i n e  dans 

l a  colonne par  simple pompage du tampon i n i t i a l  de l a  nouvel le  chromato~;ra- 

phie.  Pendant l a  regéngra t ion ,  l a  p re s s ion  b a i s s e  j u squVà  envi ron  14 kgp 
2 

par  cm . .Au bout  de 5 ou 6 chromatographies, il e s t  n é c e s s a i r e  de d é t a s s e r  
2 

l a  r é s i n e ,  c a r  l a  p re s s ion  f i n a l e  a t t e i n t  ou dépasse 30 kgp pa r  cm , c t  
2 

l a  régénSrat ion ne permet pas de r e t rouve r  une press ion  de 14 kgp par  cm . 
6) Electrochromatographie s u r  papier  

Les pep t ides  i s o l é s  o n t  6 t é  c o n t r ô l é s  du p o i n t  de vue de 

l e u r  homogénéité pa r  l e s  techniques c l a s s i q u e s  d fé l ec t rophorèse  e t  de 

chromatogra~hie  s u r  pap ie r  d é c r i t e s  par  PLAQUET, BISERTE e t  BOULM4GER 

(132). 

En première dimension (*) d'une f e u i l l e  de papier  Whatman 

no  1 ou 3 on e f f e c t u e  une é l e c t r ~ p h o r è s e  en t o i t  $5 pH 3,9 en tampon 

pyridine-acide acétique-eau (60:200:9740) ( ~ x ) ,  En deuxième dimension, 

on e f f e c t u e  une chromatographie descendante pendant 18 heures  dans l e  

système so lvan t  - n-butanol-acide acetique-eau (4: 1: 5).  

Les f r a c t i o n s  hét6rogènes ont  p a r f o i s  é t é  p u r i f i é e s  par  ces  

mêmes techniques.  Nous avons a l o r s  u t i l i s é  du pap ie r  Whatman n o  3 préala-  

blement l a v é  successivement par  l e s  deux phases,  aqueuse e t  organique, du 

so lvant  précédent .  

P3ur l e s  p u r i f i c a t i o n s  chromatographiques, ce  même so lvan t  

a é t é  u t i l i s s  en chromatographie descendante pendant 18 à 24 heures .  Pour 

(R) Il  s ' a g i t  de l a  p lus  grande dimension de l a  f e u i l l e .  

(w*) Durée : 7 heures  sous 600 v o l t s  ou 15  heures  sous 400 v o l t s .  



-T19- 

l e s  s épa ra t ions  é l ec t rophoré t iques ,  nous avons employé l a  technique d'  

é l ec t rophorèse  en t o i t  avec l e  tampon précédent  de  pH 3,9 ou avec des 
l 

tampons pyridine-acide acétique-eau (200:8:1792) de pH 6,5 ou ac ide  

formique-acide acétique-eau (5:15:80) de pH 1 ,7 .  Les vo l t ages  mis en 

oeuvre s o n t  de l ' o r d r e  de 400 à 600 v o l t s  pendant 5 à 7 heures .  

S n   électrophorèse à h a u t  vo l tage  a égalenient é t é  u t i l i s é e  avec 

I l ' a p p a r e i l  GILÇOiq G1-E : l e s  f e u i l l e s  de papier  Whatman n o  1 s o n t  trempées 

dans l e  tampon d 'é lec t rophorèse  (%), es so rées  e n t r e  deux f e u i l l e s  de 

p a p i e r - f i l t r e ,  pu is  l a i s s é e s  à l ' a i r  pendant 15 minutes à température 

1 ambiante. On dépose s u r  un t r a i t  de dépa r t  à 12 cm du bord de l a  f e u i l l e  

c (cô té  anodique) 25 à 50 p! de  s o l u t i o n  pept idique (concent ra t ion  : 1 mg 
\ 

I p a r  m l  envi ron) .  La migra t ion  dure 20 minutes dans le  sens  de l a  p lus  

grande dimension de l a  f e u i l l e .  La tens ion  e s t  de 5000 v o l t s  avec une 

i n t e n s i t é  de 250 RA. 
t ,  

l-( 9 - TECHNIQUES D'ETUDE DES SEQUENCES PEPTIDIQUES 
' 7  

T 1 )  Hydrolyse t o t a l e  e t  composition en amino-acides 
l 

Le pept ide  (0,2 à 0 , 5  ui401e) est  hydrolysé p a r  l ' a c i d e  chlorhy- 
I 

dr ique  6 - N (az) (4 ml) en tube s c e l l é  sous v ide  (-) à 105OC pendant 

24 heures .  La composition en a c i d e s  aminés e s t  déterminée p a r  une méthode de 
J 
T 
f 

dosage automatique (Autoanalyssur Technicon). 

2) Acide aminé N-terminal 

a )  Méthode des  DNP-arnino-acides de SANGER 

A i n s i  que nous l ' avons  vu au  Chapitre  V, nous avons u t i l i s é  s o i t  

l a  méthode à l a  triméthylamine de SANGER e t  THOPPSON (133), s o i t  l a  

l 

l 

L 

-- -- - - -- - - 
I 

( t )  Tampon ac ide  formique-acide acé tique-eau (5: 15 : 80) de pH 1 , 7  

( e t )  Acide chlorhydrique Merck à 37 p. 100 d i l u é  de moi t i é  pa r  l ' e a u  d i s t i l -  1 
l é e  au moment de l 'emploi .  

( m a )  Tube de 30 cm de long e t  de 14 m de diamètre i n t é r i e u r  en  v e r r e  
pyrex. 



méthode au b icarbonate  de sodium dans l e  c a s  des  pept ides  à amino-acides 

basiques e t  aromatiques.  

a )  Méthode à l a  triméthylaminc ---------*---------- ------ 
Le pept ide  (0,2 2 0,5 uEfole) e s t  d i s sous  dans 1 m l  de s o l u t i o n  

de triméthylamine à 1 p. 100, On a j o u t e  2 m l  d ' é thanol  contenant  10  p l  de 

1-fluoro-2-4-dinitrobenzène (FDNB) (a) e t  on l a i s s e  en con tac t  2 2 3 heures  

à l ' o b s c u r i t é  sous a g i t a t i o n  magnétique à température ambiante, L 'a lcool  e s t  

e n s u i t e  é l iminé s o i t  par  d i s t i l l a t i o n  sous p re s s ion  r é d u i t e ,  s o i t  p l u s  

simplement pa r  évapora t ion  à l v é v a p o r a t e u r  r o t a t i f  à 40°C. La s o l u t i o n  

aqueuse de pep t ide ,  r é a l c a l i n i s é e  par  a d d i t i o n  de quelques gout tes  de 

so lu t ion  de triméthylamine, e s t  e x t r a i t e  à l ' é t h e r  r e d i s t i l l é  (3  f o i s ) ,  

pour é l iminer  1 excès de  FDNB (RS) . La phase aqueuse, concentrée à 1 ' évapo- 

r a t e u r  r o t a t i f  ( j u s q u V a u  volume de 2 à 3 ml), e s t  hydrolysée par  un é g a l  

volume d 'acide chlorhydrique (Merck à 37 p. 100) en tube s c e l l é  sous v ide ,  

à 105OC pendant 24 heures .  Lghydrolysa t  e s t  soumis à l a  chromatographie 

des DNP-amino-acides ( v o i r  paragraphe 4) 

B) Pléthode au  b icarbonate  de sodium ................................ 
Le pept ide  e s t  d i ssous  dans 1 in1 de s o l u t i o n  de bicarbonate  de 

sodium à 10 g/100 m l .  La d in i t rophény la t ion  e s t  conduite  de l a  mzme façon  

que précédemment. 

Remarque : Dans l e  ca s  de pept ides  à l y s i n e  ou h i s t i d i n e ,  l a  dinitrophény- 

l a t i o n  e s t  e f f e c t u é e  à 37OC. 

b )  Méthode des  DANSYL-amino-acides (GMY e t  IIARTLEY) (134) 

Technique de WOODS e t  WANG (135) 

a )  Dansylation du p?2ti.de ---- ---------- ---- 
La s o l u t i o n  de pept ide  (1 à 2 nano moles dans 10 p l  d'eau) e s t  

placée dans un tube de v e r r e  s p é c i a l  (ma). On a j o u t e  10 u l  de s o l u t i o n  de 

(ZR) FDNB Nerck. 

(**) Au cours  de c e t t e  e x t r a c t i o n  de l ' excès  de FDNB, l e s  deux pept ides  
contenant  des ac ides  aminés basiques e t  aromatiques peuvent passer  dans l a  
phase é thé rée  pa r  s u i t e  de lv  i o n i s a t i o n  i n s u f f i s a n t e  du mi l ieu .  Pour c e s  
pept ides ,  l a  méthode au  b icarbonate  e s t  de beaucoup p ré fé rab le .  

mt)  Tube Teswell Warner-Chilcott o 26 mm de long,  5 mm de diamètre i n t e r i s u r .  



bicarbonate  de sodium 0 ,2  21 e t  20 p l  dz s o l u t i o n  acr ton ique  de ch lo ru re  - 
a e  1 ' ac ide  1-dimé thyl-amino-naph t a l h - 5 - s u l f o n i q u e  (ch lorure  de DMGYL) 

(n) à 1 mg pour 1 m l .  On bouche l e  tube avec  une f e u i l l e  de p a p i e r  

p a r a f f i n é  (e) e t  on l a i s s e  en con tac t  2 3 6 heures  à l ' o b s c u r i t é  c t  

à température ~ m b i a n t e .  Le tube e s t  e n s u i t e  p l acé  dans un d e s s i c a t c u r  

en  présencz d ' ac ide  s u l f u r i q u e  e t  son contenu évaporé 2 scc  sous vide 

p a r t i e l  (trompe à eau) .  On i n t r o d u i t  e n s u i t e  dans l e  tube 50 p l  d ' a c ide  

chlorhydrique 6 - 14 e t  on hydrolyse à 105OC pendant 16 heures .  Pour c e t t e  

opé ra t i on  l e  tiioc p u t  ê t r e  s o i t  sccl lG d i rec tement ,  ce q u i  r ep ré sen t e  

dc grandes d i f f i c u l t é s  tzchniquès -il r a i s o n  de s e s  dimensions t r S s  

r é d u i t e s ,  s o i t  place dans l a  p a r t i e  sup6r ièure  dgun  tube ( 2 ~ 2 )  dont l c  

t iers i n f é r i e u r ,  i s o l c  p a r  un Ctranglement est rempli d ' ac ide  chlorkydriquc 

6 $7. - 
Lihydro lysa t  e s t  séchG dans un d e s s i c a t e u r  en prEsencc de 

p a s t i l l e s  de soude sous v ide  p a r t i c l  (trompe 2 eau) ,  p u i s  r e p r i s  dans 

50 pl d'un mélange acétone-acide acé t ique  ( 3  D 2) en  vue de l a  chromato- 

graphie .  

B )  Chromatogra~hie  des  DANSYL-amino-acides -------- -- ........................... 
Nous avons u t i l i s é  13 chromatographie en couche mince s u r  g e l  

de s i l i c e  G o  Merck. 

25 g de g e l  en suspension dans 50 m l  d 'eau son t  é t a l é s  (=ES) 

en une couche de 0,25 m d s é p a i s s e u r  s u r  c inq  plaques de v e r r e  de 20  x 

20 cm juxtapos6es.  On l a i s s e  séc11er l e s  p laques  p l u s i e u r s  heures  à 

température ambiante, p u i s  1 heure 3 100°C (avant  1' usage).  

LJhydro lysa t  es t  dfposs  à 3 cm de chacun d2s bords de l a  plaque.  

La migrat ion dans l e  premier systèine s o l v a n t  s e  f a i t  perpendiculairement  

a u  sens  dPCt21ement du g e l .  

- 

(n)  Chlorure de DAPTSYL Sigma : Solu t ion  ccnservée à l Y o b s c u r i t C  e t  2 4 O C .  

(e) Paraf i lm "î.!" Marathon f'imerican Can Company 

(29%) Tube de v c r r e  Pyrex dc 20  cm dc long e t  14 mm de diamètre  i n t a r i e u r .  

(%XE%) Appareil  i den t ique  à c e l u i  utilise pour  le  Saphadex (Voir para- 
graphe &..- 21 ). 



La pl-w est &aX;Ido fO daatar il lW"G rtprBtr ka 

&-@%on a t  tmta~â,m cl &ni&@ HËZgli~atim (Wrl w ser;ee p ~ i f i c w  

laira, ES 1s prelEaiBts). Avant Irr migration, oa 1aZs~s la plaque lsse iarrtarcer dans 

lor cuve en =peut $e?. solvrtnt pend-% 30 -LntrE:ens, Chaqwt dgration d m  de 

45 (iI 79 ntistutei ends=. 

Ww8 avons wtiljtsé Ies apgsrnes wlaines d6cr.its par SEJZER e t  

[136). 

lk prewiare diasasicm un aolwnr ac1mte de dttrapls-farogropml 
esqw conc.entr2Sc (45r34:20) ,  en de=$@= dg-nsîen im sialvant chtom- 

f om*thaaol-&eid@ a& ~iqw (75: 20: 5) ou chlioroforaie--&1~ate dTG&ylli-- 

& a l - a c i d ~  a d  tique (30: 30: 26: El. 

33 WE~&*&% 
Bous a m ~ i  utiJisG tan% tieCEzn3.q~ &ridX? &e ;celle da HXEf e t  

CO-T fE37). Le peptitia, (0,s pMOEts) m ;rie~luticm 1tms E%au est 

p%-25 dan8 un t&e coatqua eg6ciai3. (SI, 8mp0d 8, S ~ E  &SS~WMUJ: 
t 

sous d e  en pr'lamïca da soude 9n pastAlle_at, p d s  wlgSeMT p e d ~ n a  m e  SOUP 
&B il.lh pa~~_gj~ C ~ S  C ~ D  pita-$== d*mb~d~iaht * Q B ~ L Q W .   in a;jou& 

1 al dfh>dra%lns 98 p. 1M) et  on le tribe confgy 4 m ~  on c a b  8 
e ~ a i  l'cm &.cella, ~ ' m ~ s d l ~  eot miamnu p n b t  wm auit (16 hsaxaa) 
B ltgtam rll: 76@5)* Ira ~ m ~ e n u  da ta ux &rwrpps6 B ~ l w  OQW pj,& . 

m gri5ecmc@ d'aciide swlftar%qmx, repris par 3 nrl d'@au e t  ctmkrifqgf2 ; 

le mntrt8c;am.t: est  ~ r w a i t  3 %asta par X aJi de $lensraZ&@We Ciafin ~ ' & ] E & & B D ~  

a r t  aax ;hdÈ bi l'?Ei&em 

(1 taIl a@ Xa pksa  WmElete ee% s&eh@ a o m  *de sur somh etl p&@tZSPers. 

repremd e n q d t ~  par 0,s  al d'eau e t  ta ddmeiffris 1' 

acri t;9?a. 

(*) Tube de 10 mm de diamètre i n t é r i e u r  e t  de 9 cm de long,  dont  2 cm de 
p a r t i e  conique e t  2 c m  de rodage (rodage femel le )  à bouchon rodé. 

(**) Pompe à h u i l e  ALCATEL ( type 1025). 



4) fléthode dVEDlZAN --------------- 
Nous avons u t i l i s é  une technique analogue à c e l l e s  de S U T H  

(138) e t  de  KONIGSVERG (139). 

Le pep t ide  (0,5 S fo l e )  d i s sous  dans 0 , 5  m l  d ' eau  est  placé 

dans un tube  analogue à c e l u i  q u i  e s t  u t i l i s é  pour l a  technique d'hydra- 

z inolyse.  On a jou te  100 p l  de  s o l u t i o n  aqueuse de triméthylamine à 25 p. 

100 e t  500 p l  de s o l u t i o n  de phenylisothiocyanate  à 2 p. 100 (vo l /vo l )  

dans l a  py r id ine  (m). On l a i s s e  en c o n t a c t  1 heure à 40°C sous barbotage 

d 'azote ,  p u i s  on r a j o u t e  10 ~1 de phénylisothiocyanate  pur e t  l a i s s e  de  

nouveau 1 heure 2 40°C sous barbotage d 'azo te .  Puis  a p r è s  a d d i t i o n  de 

300 p l  d 'eau,  on e x t r a i t  5 f o i s  pa r  1 , 5  m l  de benzène (m) pour é l i m i n e r  

l ' excès  de  phénylisothiocyanate .  Après chaque e x t r a c t i o n ,  l e  tube e s t  

cen t r i fugS pour a c c g l è r e r  l a  décanta t ion .  L e  benzène r é s i d u e l  e s t  f inalement  

éliminé p a r  un barbotage d 'azote  à 30°C pendant 1 5  minutes. La phase 

aqueuse e s t  a l o r s  séchée sous v ide  (am) en présence de p a s t i l l e s  de 

soude. 

Après séchage, on a j o u t e  2 m l  d 'ac ide  t r i f  luoroacé t ique  anhydre 

e t  on l a i s s e  en c o n t a c t  1 à 2 heures  à 20-25OC. Après un nouveau séchage 

sous vide en  présence de p a s t i l l e s  de soude, le  contenu du tube  e s t  r e p r i s  

pa r  0 ,5 m l  d ' ac ide  chlorhydrique 0,01 - N. La phényl th iohydantohe  formée 

est  e x t r a i t e  à l ' é t h e r  s a t u r e  d 'eau  (4 f o i s  1 ml). 

La phase aqueuse r é s i d u e l l e  e s t  évaporée à sec  sous v ide  en  

présence d e  soude e n  p a s t i l l e s  en vue d'un nouveau cyc le  : e l l e  e s t  r e p r i s e  

dans 0 ,5  m l  d 'eau e t  on en  pré lève  10 à 20 p l  pour déterminer  par  l a  

méthode des  DANSYL-amino-acides l e  nouveau r é s i d u  N-terminal . 

- - - 

(t) Pyr id ine  Merck 

(r+) Benzène Merck 

(w) Le v i d e  p a r t i e l  d e  l a  trompe à eau  a é t é  u t i l i s é  pour t o u t e s  l e s  
opéra t ions  en d e s s i c a t e u r  n é c e s s i t é e s  p a r  c e t t e  technique. 



5 ) Hydrolyse Ear l a  i e u c i n e a ~ i n o ~ e 2 t i d a s ê  - ---- i-- ------------------h- ------ 
a)  Prepara t ion  dc lqcnzyme 

1 0  mg de leucineaminopept idase ( z )  sont  d i s sous  dans 1 m l  de 

Tampon T r i s  0 , l  - ;ji c!.c pH 8 ,5  (%%). On a j o u t e  1 m l  de s o l u t i o n  de ch lo ru re  

de manganèse 0 , û l  - M (1,98 g p ,  100 ml) e t  l a  s o l u t i o n  enzymatique obtenue 

est conservée ,3 - 15OC. 

b)  Ilydrolyse 

Une q u a n t i t é  da pep t ide  de l ' o r d r e  de 1 pmole en s o l u t i o n  dans 

l Q e a u  e s t  l y o p h i l i s é e  e t  r e p r i s e  dans 1 m l  de tampon T r i s  0 , l  - M de  pH 

8 , 5  ou mieux de vzronal  de TH 8,5 ( ~ & n ) .  On a j o u t e  1 m l  de s o l u t i o n  de 

ch lo ru re  dc nanganèse 0 ,01  - h l  e t  on l a i s s e  l e  mélange 20 minutes à 37OC. On 

a j o u t e  e n s u i t e  I n  s o l u t i o n  de leucineaminopept idase,  en gzné ra l  100 p l ,  

p a r f o i s  20 à 30 p l  s i  on d é s i r e  l i m i t e r  l a  v i t e s s e  d 'hydro lyse ,  ~ ' h ~ d r o l y s e  

est  e f f e c t u 2 e  2 37°C e t  sa  durée v a r i e  de 5 minutes à 24 heu re s ,  

S ' i l  s ' a g i t  d'une Gtude c ine t ique ,  une q u a n t i t é  connue de norleu-  

c i n e  es t  incorporée à l a  s o l u t i o n  pept id ique  avant  l V h y d r o l y s e ,  Des pré lè -  

vements s o n t  e f f e c t u è s  à des  temps v a r i a b l e s  au  cours  de 19hydro lysc  e t  

l e s  a c i d e s  aminés l i bCrés  s o n t  dosés  5 lPButoana lyseur .  L'hydrolyse est  

a r r ê t é e  p a r  une é b u l l i t i o n  de 5 minutas au  bain-marie b o u i l l a n t .  La solu-  

t i o n  e s t  e n s u i t e  f i l t r é e  s u r  pap i e r  Ialatman n o  1 e t  l y o p h i l i s é e .  

6 )  gydrolysc Ear l e s  c a r b o x y ~ e p t i d a s c s  A e t  B --- ------------- ---------------- 
a)  Prépara t ion  de 1 \nzyme 

a) Carboxypeptidase LI 

On pr@lGvc 5 p l  de l a  suspension c o m r c i a l e  de DFP-carboxy- 

(9) KOCH-LIGI-IT ( l o t  16  855) e t  SIGFU ( l o t  66 B 2570). 

( m )  Formule du tampon r T r i s  1722 8 
H C I  d i l u e  

a u  1 / 2  qsp pli 8,5 
Eau qsp 100 m l  

(a=) Le T r i s  @nc en e f f e t  l e s  migra t ions  é l ec t rophoré t iques  d e s  amino- 
ac ides  e t  donne en o u t r e  à 1' Aiutoanaiyseur un p i c  âa : ~ i v ~ ~ u  de $ti&olcucinem 

Formule du tampon vérona l  : VGronal sodé 20,618 g 
Acide chlorhydrique 
( d i l u é  a u  1 /2 )  qsp pH 8,5 
Eau d i s t i l l é e  qsp  1 l i t r e  



peptidaseA(aj  que l ' o n  d i l u e  dans 50 ~1 de so lu t ion  de chlorure de l i th ium 

à 1 0  g pour 100 m l .  On l a i s s e  une n u i t  à 4OC (tube à DANSYL-amino-acide 

bouché par  une f e u i l l e  de Parafi lm "M"). Le lendemain l a  so lu t ion  enzyma- 

t ique  d i luée  e s t  limpide e t  propre à l 'emploi.  

B) Carboxypeptidase B 

On prélève 10 ~1 de suspension commerciale de DFP-carboxypeptidase B 

(nn) que l 'on  d i l u e  dans 100 v l  de so lu t ion  de chlorure de l i th ium à 1 0  g 

p. 100 m l .  On procède ensu i t e  comme pour l a  carboxypeptidase A. 

b)  Hydrolyse 

Le peptide (1  mole environ) e s t  dissous dans 2 m l  de tampon a c é t a t e  

d'ammonium 0 , l  - M de pH 7,5 ( e x )  e t  placé 20 minutes à 3 7 O ~ .  On a joute  

a l o r s  l a  so lu t ion  enzymatique, 5 à 10 pl pour l a  carboxypeptidase A, 25 ~1 

pour l a  B, e t  on l a i s s e  incuber 24 heures à 37°C. De nouvelles add i t ions  

d'enzyme sont ef fec tuées  au bout de 4 e t  8 heures d'hydrolyse. 

Des prélèvements sont  f a i t s  à des temps va r i ab les .  Les amino-acides 

l i b é r é s  son t  dosés à lFAutoanalyseur (xlrrr) ou i d e n t i f i é s  par  électrochro- 

matographie sur  papier.  ~ ' h ~ d r o l ~ s e  e s t  a r r ê t é e  par  a c i d i f i c a t i o n  par  

l ' a c i d e  formique ou par  simple congélation. L'hydrolysat est finalement 

lyoph i l i sé .  

7 )  Coupure chimique des p e ~ t i d e s  --- --------- ------- - ----- 
Nous avons u t i l i s é  dans c e r t a i n s  cas l e  c l ivage  des l i a i s o n s  h i s t i -  

dyl  par  l a  N-bromosuccinimide selon l a  technique de SCHALTIEL e t  PATCHORNIK 

(140). Le peptide (0,4 ~14ole)  e s t  dissous dans 6 m l  de tampon pyridine- 

ac ide  acétique-eau (2:20:38) de pH 3 ,3 .  

La fil-bromosuccinimide (NB'S) e s t  d issoute  dans l e  même tampon 

(10,7 mg pour 10  ml). Aux 6 m l  de so lu t ion  peptidique on a jou te  0,7 m l  

(*) Sigma ( l o t  124 B - 1850) ; suspension à 100 mg pour 2 m l .  

(**)Sigma ( l o t  17 B 1070) ; suspension à 10 mg pour 1 m l .  

(-z) Solution d'ammoniaque 0,2 M (1,65 m l  d'ammoniaque concentrée pour 
100 m l  d 'eau) a jus tée  à pH 7,5 gr l ' a c i d e  acét ique.  On mélange c e t t e  
so lu t ion  tamponnée à p a r t i e s  égales  avec l a  so lu t ion  aqueuse de peptide,  

( m e )  Dans ce  cas, une ce r t a ine  quan t i t é  de norleucine e s t  incorporée à l a  
so lu t ion  peptidique avant l 'hydrolyse,  tout  connne dans l 'hydrolyse par  l a  
leucineaminopeptidase. 



de la soXution de W$S, .ee qd com~sipond B I D  mles  da eJ1B;S ~ ~ ~ I O U F  1 mZe 

dTkist.Ldh-m. dn l a l s m  en coetaet 19 aiaubs à tewmtzus aa&Fante e t  

on a j a u t ~  ansuite LO mg d'Za2CLamXe pa-rtr Strufre E'exc&gl de BS. 8n parite 

tirizrrdte Xe m!Efan@ 8 lQûeC pemiant 1 Eic;nre I(s2.n t d m  schll8). La soluttm wl: 

Pi.aa%@mnt lyophilisée, &a peptideers 1ibki ls  sont .tlrt;?drieummat 3tmfBs par . 
chiramtragpaph2a ou 61aetro~sr~se  s a  papier, pais i.bentiftf4s pas 24ru 

Rdli2I15YE,-&o-&cidie term1n~l et leur c0t~p"rîtio.n an cr.c1&a mimss [2'hZs~%- 

dîne, d f  i&e mus Igacch%!h de la AtIs5, a& peut plus e"tm sairs ea 6drkma).  

Zle lpirptïkde f 5 yH~1e5 csk ~ % I I E ~ S ~ ~ U @  dane 1 II d ' a e t b  $ofiifSquat 

5 gî 109 (if53 E,8), 0s ajoute 40 u1 dpsma solurim de p g ~ h  î#J a 5 mg 

pur t rsl, et an fai8se 1' Ladation &e powsui't~re 24 hetrxtes f J?"c. (&mioz 
e t WUVETl C141), 

tTbydroZpsat asf earpirfte Ipaph%li&, U s  p,ptSdaa~ X]tbB&r mat 

eosldte s&p9x&s gtar lac tiecEraatqm~ d'l&acrs~phor&s-e et de &ru1p&bgrapEbf~ 

sua: papbr ;es 6 ~ a d U s  &as Ia eaa de f'accki~~t de La HBS it fa fais 
du *fakt 4e vw &a le= s~lpol8itlon m~ a~~%rms-acid~~ et $e ilerura rékaf&as 

Il- et @te&=* 

(a) Pepsine LIGHT. 
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