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INTRODUCTION




Lorsque ce travail fut entrepris, les séquences protéiques
déja connues &taient peu nombreuses : il s'agissait essentiellemeni de
1'insuline, de la ribonucléase, du lysozyme et des cytochromes et h&mo-~
globines de quelques espéces animales.

A 1'&poque venaient d'€tre publids les résultats des travaux
de 1'&cole de KENDREW et PERUTZ (1) et (2) sur la myoglobine de Cachalot
d'une part, sur les hémoglobines de 1'Homme et de Cheval d'autre part,
qui montraient pour la premiére fois la ccounfiguration tridimensionnelle
d'une molécule protdique. Un peu plus tard, les &tudes chimiques
d’EDMUNDSON (3), réalisées sur la myoglobine de Cachalot, permettaient

-~

de relier une séquence d'amino~acides 3 une structure secondaire et
tertiaire, et de rattacher 3 vne activité physiologique ume structure
physico-chimique complétement &lucidée.

L'importance physiologique de la myoglcbine, la simplicité
relative de sa molécule et la facilité avec laquelie elle peut 8tre
préparée et purifie en font un substrat de choix pour les &tudes structu-
rales tant chimiques que physiques. Aussi nouws a~t-il paru intéressant
d'entreprendre 1'&tude de la séquence des acides aminds de la myoglobine
de Cheval afin de la comparer 3 celle du Cachalot. En effet, les grandes
analogies de composition en acides amings observées chez les différentes
espéces animales &tudiées (voir Chapitre I) doivent s: traduire par des
analogies de séquence.

D'autre part, sur le plan phylogénétique, les ressemblances
entre l'hémoglobine et la myoglobine posent le probléme d'un précurseur
ancestral commun 3 ces deux chromoprotéides, La comparaison des séquences
de la myoglobine et de 1'hémoglobine d'un méme animal présente donc un
trés grand intérét du point de vue de 1'évoluticn.,

Notre travail sur la myoglcbine de Cheval constitue le

premier stade de nos recherches dans ce domaine, que nous poursuivrons

par 1'étude conjointe de 1'hémoglobine et de lz ryoglobine chez des
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Vertébrés inférieurs, les résultats obtenus devant permettre de précicer

le point de divergence des deux structures.

Au cours de notre travail, nous avons tout d'abord préparé
et purifi& la myoglobine de Cheval et abcrdi le probléme de sa structure
primaire par l'&tude des hydrolysats chymotrypsiques. Le couplage de
différents procédés de fractionnement nous a permis de s@parer et d'isolex
les peptides de ces hydrolysats et de déterminer leur formule. Les
résultats obtenus conduisent 3 une reconstitution d'ensemble de la séquernce,
que nous envisagerors dans notre discussion. Enfin, les technicues

utilisées seront exposées dans le dernier chapitre de ce travail.



CHAPITRE I

PROPRIETES GENERALES DES MYOGLOBINES




A ~ IDENTIFICATION DE LA MYOGLOBINE. HISTORIQUE.

La présence dans le muscle d'un pigment coloré est connue depuis
longtemps, puisque BOERHAVE (4) en 1739 lui attribua la coloration rouge
du tissu musculaire. Les recherches spectroscopiques de MORNER (5) et
de RAY et PAFF (6) montrérent les analogies de proprié&t@s physico-chimiques
et physiologiques de ce pigment avec 1'hémoglobine ; cette '"hémoglobine
musculaire” fut distinguée de 1'hémoglobine globulaire par THEORELL (7)
au moyen de 1l'&tude comparative des propriétés physico-chimiques et par
ROSSI-FANELLI et TRAVIA (8) grace 3 la composition en amino-acides.

Enfin, les travaux de ROCHE, DERRIEN et VIEIL (9) en France, de
ROSSI~FANELLI (10) en Italie ont achevé 1'identification de la myoglo-
bine.

Depuis, de nombreuses &tudes ont 2t2 effectuées sur la myoglobine
de différentes espéces animales : &tudes structurales aboutissant aux
remarquables résultats de KENDREW (11) et d'EDMUNDSON (12) ; &tudes
physico-chimiques faisant suite aux précédentes : dans ce domaine, la
myoglobine apparait comme un véritable "modéle moléculaire naturel"
permettant de comprendre certaines propriétés physico-chimiques générales

des protéines.

B - STRUCTURE PRIMAIRE DE LA MYOGLOBINE

La myoglobine est un chiowoprotéide 3 un groupement prosthétique
ferro-porphyrinique. Ce groupement prosthétique ou héme est le méme que
celui de 1'hémoglobine:ferro-protoporphyrine IX (III),

La protéine ou globine est constituée d'une seule chalne peptidiquz
de 150 amino-acides environ, ce qui correspond 3 un poids molé&culaire
de 1l'ordre de 17.000.

1) Composition en amino-acides

La composition en amino-acides de la myoglobine dec nombreuses

espéces animales a été déterminde. Nous ne citerons ici que les compositions
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gtablies par une méthode chromatographique sur résines, qui sont les
plus satisfaisantes, Chez les Mammiféres, les résultats (Tableau I) sont
trés homogénes : entre des espdces voisines (Homme et Singe, Cachalot et
Baleine) les différences sont trés minimes (x).

La composition est essentiellement caractéris@e par des temeurs
Elevées en acide glutamique, en leucine et en lysine et des teneurs basses
en arginine, en tyrosine, en méthionine et en tryptophanne. Les taux
d'acide aspartique, de glycocolle, d'alanine et d'histidine sont &galement
importants. Un €lément intéressant de la composition est la pré&sence
d'isoleucine 3 un taux toujours supérieur 3 celui de la chalne vy de
1'hémoglobine (les chalnmes «, 8 et § cn sont dépourvues). On note 1'absence
constante de cystéine dans toutes les myoglobines de Mammiféres Etudiées
jusqu'3d présent ; la méme constatation a &té faite chez les Oiseaux
(Cormoran, Pélican), tandis que chez les Poissons il existe un résidu de
cystéine par molécule (BROWN, MARTINEZ et OLCOTIT (24)). La composition en
amino-acides de la myoglobine de deux esp@ces de Thon a &té récemment
étudiée : elle est comparée dans le tableau II & la composition moyenne
de la myoglobine des Mammiféres. Outre la présence de cystéine, la
myoglobine de Thon se distingue par un taux nettement plus faible d’acide
glutamique, de lysine et d'histidine.

La "myoglobine” d'un certain nombre de Mollusques a &té &galement

Ztudiée : chez ces espéces, la distinction entre hémoglobine et myoglobine

(x¥) L'étude de la composition en amino-acides de la myoglobine de Baleine
FINBACK (Balaenoptera physalus), réalisde par ATASSI et SAPLIN (22),
révéle cependant de grandes différences par rapport 3 celle de la myoglo-
bine de Cachalot ; les résultats sont également trds différents de ceux
donnés par SCHMID (23) pour la m@me Baleine.
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TABLEAU 1I
COMPOSITION EN AMINO-ACIDLES DES MYOGLORINES DE THON

Composition moyenne Thunnus orlentalis Thunnus albacores
chez les Mammiféres KONOSU, HASHIMOTO HIRS et OLCOTIT
et MATSUARA (25) (26)
Asp 10,8 12 12
Thr 5,5 7 7
Ser 6,6 4 5
Glu 18,5 11 11
Pro 4,4 6 5
cly 12,9 14 14
Ala - 21 21
1/2 Cys 0 1 1
Val 7,9 9 8
Met 2,6 2 3
Ile 7,1 9 10
Leu 17,4 16 17
Tyr . 2,1 2 2
Phe \ 6,6 6 6
Lys 18,5 15 15
His 10,5 5 6
Arg 3,0 2 2
Trp 2,3 1 -
Amide - 14 -
Total -151,6 143 145(x)

(x) Total ne comprenant pas le tryptophanne




est cependant beaucoup moins nette : malgré le manque d'homogénéité des
résultats obtenus actuellement dans ce domaine, il semble que les chromo-
protéides ferroporphyriniques isolés chez ces Invertébrés se distinguent

nettement 3 la fois des myoglobines et des hémoglobines de Vertébrés.

2) Acides aminés terminaux

L'acide aminé N-terminal est en général le glycocolle ;
chez certaines espéces on note la présence de valine (Tableau III). De
toute facon, chez toutes les espéces &tudides jusqu'a présent, 1l'acide
aminé N-terminal est toujours 1'un des deux acides aminds N-terminaux des
chaines de 1'hémoglobine. Dans trois cas (Homme, Cachalot, Cheval) la
séquence N-terminale a &té déterminée, soit par la méthode des phénylthio-
hydantoines d'EDMAN (35), soit par la méthode 3 la leucine~aminopeptidase ;
ainsi, pour la myoglobine de Cheval les &tudes d'INGRAM (36) ont établi
la sGquence Gly -~ Leu. La similitude structurale de ces myoglobines
apparait déji 3 1'examen des s@quences, quoiqu'il s'agisse d'espéces trés
différentes.

L'acide aminé C-terminal n'a &té déterminé que pour trois
espéces : Homme, Cachalot, Cheval ; 1'utilisation de la carboxypeptidase
et 1'2tude des peptides isolés des hydrolysats trypsiques -nt “salement
permis de préciser la séquence C-terminale (Tableau IV). Il faut noter
que dans les trois cas la carboxypeptidase semble détacher successivement
le glycocolle, la glutamine et un acide aminé aromatique (phénylalanine
ou tyrosine selon les espéces). Comme deux ré&sidus de glycocolle, situés
dans la séquence C-terminale, sont détachés lentement par la carboxypepti-
dase, PERKOFF, HILL, GROWN et TYLER estiment que 1'un d'eux est placé 3 la
pénultidme position dans la myoglobine humaine et non en position terminale :
en effet, un peptide isolé d'un hydrolysat trypsique et qui ne contient
ni lysine, ni arginine, révéle par la dégradation récurrente d'EDMAN
la séquence Glu ~ Leu - Gly - Phe - Gly - Gln qui semble bien correspondre
au peptide C-terminal. Cette ambiguité avait déj3 &té notée par EDMUNDSON

(40) pour la myoglobine de Cachalot : le problime a &té résolu par 1'iso-



TABLEAU III
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AMINO-ACIDES ET SEQUENCES N-TERMINAUX DES MYOGLOBINES

Homme
Singe
Cheval
Boeuf
Mouton
Porc
Phoque
Dauphin

Cachalot

Baleine

(PERKOFF et al.) (27)
(ZMRHAL et al.) (28)
(INGRAM) (29) |
(BERWARD ef al.) (30)
(BERWARD et al.) (30)
(BERNARD et al.) (30)
(THEORELL) (31)
(KARADZOVA et al.) (32)

(EDMUNDSON) (33)

(SCHMID) (34)

¢ Gly -~ Leu - Ser .....
P Gly seisoene

: Gly - Leu

$ Gly coues

3 Val ...

: Val ...

P Gly ceves

2 Gly .oose

¢ Val - Leu - Ser ~ Glu - Gly - Glu -

Trp tanase

¢ Val ...
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TABLEAU IV

SEQUENCES C-TERMINALES DES MYOGLOBINES

Homme  (PERKOFF et al.) (37) : ... Lys - Glu - Leu -~ Gly - Phe - Gly - Gln

Cachalot (EDMUNDSON) (38) : 0ec Glu ~ Leu - Gly - Tyr - Gln ~ Gly
Cheval (HOLLEMAN) (39) H ose Phe - Gln - Gly
ou

Asn
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lement d'un peptide pepsique qui contient en quantités &quimoléculaires
la tyrosine, la glutamine et le glycocolle, et dont 1'attaque par la
carboxypeptidase ne permet la lib&ration que du seul glycocolle.

3) Séquence des amino-acides

La premidre, et jusqu'ici la seule myoglobine dont on connaisse la
structure complSte est celle du Cachalot, &tudiée 3 la fois par des méthodes
chimiques [(EDMUNDSON) (41) et par la méthode de diffraction des rayons X
(KENDREW 2t al,) (42).

EDMUNDSON a reconstitué les séquences en amino-acides 3 partir
des résultats fournis par les hydrolyses enzymatiques (hydrolyses trypsiques,
chymotrypsiques ot pepsiques) et par des méthodes chimiques sp@cifiques de
coupure des protéines, telles que l'action du bromure de cyanogdne.

Par la méthode des phénylthiohydantoines ct d 1'aide d'un appareil-
lage automatique, EDMAN et BERG (43) ont déterminé la séquence (%) d'une

partie de la myoglobine de Baleine Hegaptera lodosa (Tableau V).

C — STRUCTURES SECONDAIRE ET TERTIAIRE DE LA MYOGLOBINE

-~

Paralldlement & ces méthodes chimiques, la méthode de diffraction
des rayons X appliquée 3 la myoglobine de Cachalot par KENDREW ef al. (45)
a permis la détermination des structures secondaire et tertiaire de la
molécule. C'est aprés avoir comparé, par une &tude cristallographique pré-
alable, les myoglobines de plusicurs espéces animales, que le choix de
FENDREW s'est porté sur celle du Cachalot en raison de son obtention plus
aisée et de son aspect cristallin plus satisfaisant.

Un premier travail effectué en 1958 permit a KENDREW ot af. (46)
de voir sc dessiner et se développer pour la premidre fois la chalne poly-
peptidique de 1a protéine (pouvoir de résolution 6 Z).

Les progrés réalisés dans le domaine des ordinateurs &lectroniques

leur permirent d'augmenter le pouvoir de résolution de la méthode.

(%) Une séquence trds partielle dc la myoglobine humaine a également &té
donnée par HARRIS C.if. (44) dans sa th@se de Doctorat — Duke University
Michigan (1965).
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En 1959, avec un pouvoir de résolution de 2 Ebwils purent ainsi identifier
1’hélice o de PAULING, les segments en pelote statistique ainsi que de
nombreux résidus d'amino-acides (avec une certaine probabilité). Enfin, en
1963, un pouvoir de résclution de 1,4 R montra 3 KENDREW les atomes

constitutifs de la protéine.

1) Forme de la molécule

La chalne peptidique de la myoglobine de Cachalot comporte huit
segments d'hélice a dextrogyre (figure 1) numérotds de A 3 H, de 8 3 24
résidus chacun et représentent au total 118 résidus sur les 153 que compte
la molécule (77 p. 100 d'hélicité). Ces segments sont unis par deux coins
aigus (BC et DE) et par 5 segments non hélicoldaux de 1 3 8 résidus
chacun (AB, CD, EF, FG et GH) ; en outre, les segments N- et C-terminaux
constituent deux zones non h&licoidales de 2 et 5 résidus respectivement
(WATSON et KENDREW) (48). Les résidus de proline se trouvent au voisinage
des coins (dans le premier tour de spire) ou dans des régions non hélicoi-
dales.

L'ensemble est pli& de facon complexe et asymétrique pour former
un prismeotriangulaire aplati dont les arGtes mesurent respectivement 45,
35 et 25 A. L'aspect est trds compact et ne laisse la place qu'id moins
de 5 molécules d'eau, emprisonnées définitivement au moment du plissement

de la molécule,

2) Disposition de 1'héme

L'h@me est disposé rresque perpendiculairement 3 la surface
et enfonecé dans une crevasse limit€e par les segments C, E, F, CD, EF et
FG ; les groupes propanoiques de 1'héme affleurent la surface de la molécule
alors que les groupes vinyle sont profondément cnfoncés dans la crevasse,
La surface intérieure de cette crevasse est tapissde principalement

des chaines latérales de résidus d'amino-acides non polaires aliphatiques
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ou aromatiques ; les chalnes latérales d'amino—-acides polaires sont au
contraire orient&es vers la surface extérieure de la molécule, qui

présente de ce fait un caractére hydrophile marqué.

3) Union h&me-globine

Le probléme de la liaison héme-globine posé depuis longtemps
i propos de 1'hémoglobine a &té r@solu de fagon indiscutable par les
diagrammes de KENDREW (49) L'hime est lié par son atome de fer i un
azote imidazolique d'un r8sidu d'histidine dite proximale (93 ou F8 chez
le Cachalot) (Figure 2).

Selon les schémas proposés par PAULING et CORYELL (50),
THEORELL (51) et PAULING (52), le fer peut acquérir une structure de gaz
rare en formant un complexe d25p3 octaidrique (Figure 3). KENDREW a
montré Que, dans la myoglobine réduite, la sixidme coordinence du fer
était occupée par une molécule d'eau, 'mie par une liaison hydrogéne
3 un azote imidazolique d'un deuxiéme résidu d'histidine dite distale
(64 ou E7 chez le Cachalot).

A coté de cette liaison primaire h3me-globine, d'autres
types de liaison assurent la stabilité de la myoglobine ; KENDREW a
ainsi montré 1'existence d'une liaison saline entre un groupe propanoique
de 1'héme et un groupe guanidyl de 1'arginine 45 (Cachalot). Il est
certain d'autre part -1'orientation vers 1'intérieur des chalnes hydro-
phobes le prouve — qu'il existe entre 1'h3me et la protéine des liaisons
de Van der Waals. Les expériences de CANH (53) ont mis en évidence la
possibilité de telles liaisons. Dans le cas de 1'hémoglobine, PERUIZ
(54) a montré leur existence : liaison saline entre la lysine FG? (95
de la chalne B) et un groupe propanoique de 1'hdme, liaison de Van der
Waals entre la leucine FG? de cette méme chaine et un groupe CH de 1'h3me.
A ce sujet, tout récemment, BRADLEY, WOHL et RIEDER (55) ont isolé une
hémoglobine anormale (Hb GUHN HILL) dans laquelle une délétion de 5 amino-
acides dans la chafne B (F9 et TGl-4) supprime ces deux liaisons secondaires,
ce qui emp@che la fixation de 1'héme par la chaine 8, bien que 1'histidine

proximale F8 soit présente. Ceci montre bien 1'importance de ces liaisons
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Déploiement
longitudinal
d'helice

avec
chaines
latérales

HFiGuRrE 9 MYOGLOBINE. - Carte ¢lecironique représentant, au degré de résolution de 1.4 A, I ironne-

ment du groupe héme, lié directement i un groupe histidine (partie inféricure). ainsi qu" moléculg.  d'ens (4 itme

coordination). La lécule deau est clle-méme lide 4 un m:l: histidine disl:l. au'd une d'eau (aix

Sur la méme figure apparaissent. dans la partic supéricure gauche, la coupe d’un: hélice long

du cote droit, ki trace dune hélice dans sa progression longitudinale, pt:unl les ;u:n':-”l:m&: :uhr\
flc

FIGURE 2 ULLE

DETAIL DE LA MOLECULE DE MYOGLOBINE AU VOISINAGE DE L'HEME
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secondaires, dans la formation de complexe héme-globine, pour la myoglo-
bine comme pour 1'h&moglobine.

Les hypoth&ses émises par O'HAGAN (56) (liaisons salines)
et HAUROWITZ et HARDIN (57) (liaisons de Van der Waals), 3 propos de la
liaison héme-globine, sont donc en partie exactes et trouvent leur

confirmation dans ces liaisons szcondaires de 1'h3me et de la globine.

D -~ DERIVES D'ADDITION DE LA MYOGLOBINE.

1) Fixation d'oxygéne.

Comme pour 1'h&moglobine, la plus importante des réactions
d’addition de la myoglobine est la fixation réversible d'oxygéne. Les
courbes de dissociation de 1°'oxyh&moglobine réalisées par HILL (58) et
ROSSI-FANELLI (59) montrent un aspect hyperbolique qui contraste avec
1'allure sigmolde des courbes de dissociation de 1%oxyhémoglobine. La
figure 4 montre qu'aux pressions d'oxygéne physiologiques, le pourcentage
de saturation en oxygéne est toujours plus &levé dans le cas de la
myoglobine que dans celui de 1'hémoglobine. La fixation d'oxyde de

carbone conduit 3 des courbes de saturation analogues & celles de

1'oxygéne.

2) Structure des dérivés d'addition.

Comme pour l'hémoglobine, la fixation d'oxygéne s'effectue
sans changement du degré d’oxydation du fer, qui reste 3 1'état ferreux.

L'8tude des propriétés magnétiques et optiques de la myoglo-
bine et de ses dérivés d'addition montre d'importantes différences dans
la nature de la liaison héme-globine (WANG) (61).

La forme réduite est paramagnétique, tout comme 1'h&moglobine,
ce qui implique une liaison & caractére surtout ionique entre le fer
ferreux et la globine (THEORELL) (62) 3 1'oxyhémoglobine et 1'oxymyoglobine
sont au contraire diamagnétiques, de méme que les dérivés carbonylés
correspondants, et la liaison hé&me-globine est alors covalentielle ;

1'oxygéne ou 1'oxyde de carbone occupe dans ce cas la sixidme coordinence
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du fer. THEORELL (63) confirme ces résultats par 1'étude des spectres vi-
sibles des chromoprotéides porphyriniques : quatre types de spectres
d'absorption dans le visible des composés ferri- et ferro-porphyriniques
peuvent &tre distingués et leurs caractéristiques sont indiquées dans
le tableau VI,

I1 est & noter que les bandes d'absorption de la myoglobine
et de 1'oxymyoglobine dans le visible sont décalées vers les grandes
longueurs d'onde par rapport a3 celles de 1'hémoglobine et de 1'oxyhémoglo-
bine : pour la myoglobine humaine (HAUROWITZ) (64) les maxima d'absorption
sont obtenus 3 543 mu et 583 mp , alors que pour 1'hémoglobine humaine
(THEORELL) (65) ils se situent d 541,5 et 577 mu .

Outre ces bandes d'absorption, on note pour la myoglobine,

comme pour 1'hé&moglobine, une forte bande d'absorption i la limite de

~1'ultra-violet (400 3 420 mu ) : c'est la bande de SORET, qui est due 3

1"hame,



TABLEAU VI
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CARACTERISTIQUES DES QUATRE TYPES DE LIAISONS DANS
LES COMPLEXES GLOBINE-HEME et GLOBINE~HEMATINE

. Bandes Electrons
Coloration d' absorption c&liba- Exemples
taires

Composés ferriques |Brune ou une bande vers 5 Catalase

liaisons ioniques |verte 630 mu Peroxydase
Metmyoglobine
acide
(THEORELL et
EHRENBERG) ( 63a )
Methémoglobine
acide

Composés ferriques | rouge une 3 deux 1 Cyan-catalase

liaisons covalentes bandes dans
Cyan-peroxydase

le vert
Composés ferreux Rouge une large 4 Myoglobine réduite
liaisons ioniques pourpre bggge a Hémoglobine
e réduite
Composés ferreux Rouge deux bandes 0 Oxymyoglobine
liaisons covalentes| brillant vers 545 mu Oxvhémoslobine
et 580 mu * &

Carbonylmyoglobine
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A — TENEUR EN MYCGLOBINE DU TISSU MUSCULAIRE

Dans les différentes esp@ces animales, la temeur du muscle en
myoglobine est variable, non seulement en fonction de 1'espdce, mals zussi

du type de muscle et de 1'activité physique de l'animal. C'est ainsi que

QD

la teneur en myoglobine est beaucoup plus élevée chez les animaux marins
(Cétacds, Phoque, Pingouin, Cormoran) que chez les animaux terrcstres

(KENDREW, PARRISH, MARRACK et ORLANS) (66). THEORELL ((7), par eufractica

des muscles sguelettiques de Phoque, obtient une solution contenant 5 3 10 g
1 q que, g

p. 100 de myoglobine, c'est-3-dire 10 fois plus concentrée gue dans le
cas des Mammifdres terrestres. De méme HARDMAN, EGLAR, BANASZAK et GURD
(68) extraient 30 A 35 g de myoglcbine par kilogramme de muscle de
Cachalot,

DRABKIN (69} a &tndié systématiquement la concentration en
nyoglobine du coeur et des muscles squelettiques de dififérents Mammiféres
(Tableau VIT), I1 corclut i une concentration en myoglobine 8levie chez les
grands Mamaiféres (Cheval) et chez les animaux & course rapide (Chien),
Chez ces deux espécas, la concentraticn en myoglobine est plus Elevia
dans les muscles sguelattiquss que dans le coeur. La concentration en
myoglobine est nettement plus faible chez les petits Mawrmifér
chez 1'Homme. BROWN (70) a &tudiéd la concentration en myoglobine chez les
Poissons (Then) @ il trouve uwne concentration de 1l7ordre de 0,37 2 1,78 ma/
dans les muscles blance et un taux trds &levé, de 3,3 & 24,4 mg/e dans

les muscles rouges.,

B - ISOLEMENT DE LA MYOGLOBINE

L'isolement de la myoglobine s’effectue en général par relargage,
a 1'aide dv sulfate d'ammoniuvm, dee solutions aqueuses obtenues par
extraction des broyats tissulaires. Les concentratinns en sulfate d'apmo-
nium et les pH utilis@s sont variabtles selon les auteurs ot seleon les

ecspéces animales. Chez les Mammiféres, la zone de relargage est en génizal

comprise entre 75 et 95 p. 100 da saturation en sulfate d'ammoniuvm.



TABLEAU VIL

TENEUR EN MYOGLOBINE DES MUSCLES DE QUELQUES MAMMIFERES

(en mg/g)
Coeur Muscles
squelettiques
RAT 0,91 0,89
CHIEN 1,83 3,33
HOMME 1,18 1,18
CHEVAL 4,56 7,3
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D'autres procédés de préparation ont également €té mis en ozuvre,
notarmment la prdcipitation &thanolique (25 p. 100) en présence de sels de
zinc (HARDMAN et al.) (71), et l'ultrafiltration, qui a été cmployde par
BOYER, FAINER et NAUGHTON (72) pour l'extraction de la myoglobine humaine
i partir de biopsies musculaires. Dans cette dernidre méthode, 1'ultra-
filtration est réalisée sous pression réduite 3 travers un sac de cello-
phane (Visking numéro 8) i 2-5°C pendant plusieurs heures. L'hémoglobine
est retenue par la cellophane *tandis que la myoglobine la traverse, ainsi
d'ailleurs que d'autres protéines, ce qui exige une purification de la
myoglobine par uvne deuxidme ultrafiltration (sur collodion, qui retient

la myoglobine).

C - PREPARATION DE LA MYOGLOBINZ DE CHEVAL

Nous avons utilisé. pour préparer la myoglobine de Cheval, un2
technique de relargage au sulfate d'ammonium dérivée de celle décrite par
ADAIR et BOARDMAN (73).

Nous avons choisi une zone de relargage relativement &troite,
entre 84 et 94 p, 100 de =zturation en sulfate d'armonium, ce qui pré@sente
1'avantaze de fournir une mroglobine homog3ne en &lectrophorése de rone
sur papier a4 pH 8,9.

Les auteurs gui utilisent une zone de relargage plus étendue

£

obtiennent une myoglobine souillée d'h3moglobine et qui doit Etre purifide

ultérieurement par gei-filtration sur Sephadex (AWAD, CAIMERON et KOTIIE
(74) et GONDKO, SCHMIDT ct LEVKC (75)).
Nous avons préparé la myoglobine de Cheval soit sous forme non

combinée, soit sour forme de carbonyl-myoglobine.

D - CRITERES DE PURETE ET D'IDENTIFICATION

1) Cristallisaticn

La myoglobine de Cheval cristallise dans un syst@me pseudo-
orthorhombique, dérivé d'un syst3me monocli ique obtenu plnus rarement

(KENDREW (76) et KENDREW, PARRISH, MARRACK et ORLANS (77)). La figuwre 5
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FIGURE 5

CRISTAUX DE MYOGLOBINE

environ 100 microns.

Taille des cristaux



montre 1'aspect des cristaux de myoglobine de Cheval.

L'état cristallisé de la préparation obtenue n'est pas vérifié
systématiquement ; en effet, pour juger de 1'homogénéité des préparations,
nous accordons plus de confiance aux critéres physico-chimiques tels que
1'électrophorése de zone sur papier, la gel-filtration en couche mince

de Sephadex G75 ou l'obtention d'un DNP-amino~acide terminal unique.

2) Electrophorése de zone sur papier

L'homogénéité électrophorétique de la préparation est contrdlée
en électrophorése de zone sur papier 3 pH 8,9. Dans les conditions
expérimentales utilisBes, 1l'é&lectrophorégramme de la myoglobine montre une

bande homogdne unique plus lente que 1'hémoglobine (Figure 6).

3) Chromatographie sur couche mince de gel de Sephadex G75

La chromatographie sur couche mince de gel de Sephadex est
une méthode plus sensible encore que la précédente pour contrdler 1'homo-—
généité de la myoglobine, qui migre beaucoup plus lentement que 1'hémoglo-

bine, comme 1'indique la figure 7.

4) Acide aminé N-terminal

Dans le cas de la myoglobine de Cheval, la vérification de
17 "unicité" du DNP-amino-acide terminal est particulid@rement intéressante,
puisque celui-ci est le glycocolle alors que 1'hémoglobine, qui est le
contaminant le plus g@nant ct le plus fréquent, posséde, aussi bien sur
les chalnes o que sur les chaines B8, un ré@sidu de valine en position

N—~-terminale.

E ~ MICRCHETEROGENELITE DE LA MYOGLOBINI

L'hétérogénéité de la myoglobine cristallis@e est connue
depuis reclativement longtemps, mais elle n'a &té définitivement &tablie
que grace 3 1'électrophorése en gel d'amidon : simultanément, LEWIS et
SCHWEIGERT (78) mirent en &vidence deux constituants A et B dans la
myoglobine de Bocuf, tandis que THEORELL et AKESON (79) cn déceclaient

trois dans la myoglobine de Cheval. Ce résultat fut confirmé ensuite
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FIGURE 6
ELECTROPHORESE DE ZONE DE LA MYOGLOBINE
ET DE 1'HEMOGLOBINE DE CHEVAL

Mb : Myoglobine
Hb : Hémoglobine

Révélation 3 1'Amidoschwarz
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FIGURE 7
CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE DE GEL DE SEPHADEX G75 DE
LA MYOGLOBINE ET DE L'HEMOGLOBINE DE CHEVAL

M: : Myoglobine Hb : Hémoglobine

Révélation par 1'Amidoschwarz
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pour la myoglobine humaine par ROSSI-FANELLI et ANTONINI (80).

Le fractionnement par chromatographie sur résine (Amberlite
IRC 50 ou CM-cellulose selon les auteurs) des différentes formes de
myoglobine a apportd un certain nombre de données intéressantes. Il a &té
admis assez rapidement que les poids moléculaires et les compositions en
amino-acides &taient identiques (BOARDMAN et ADAIR (81), AKESON et
THEORELL (82), EDMUNDSON et HIRS (83), ATASSI et SAPLIIU (84)).

L'hypothése d'un taux d'amidification différent &émise par
EDMUNDSON et HIRS & propos de quatre des cing constituants (Fractions II -
V) de la myoglobine de Cachalot, isolé&s par chromatographie sur Amberlite
IRC 50, semble devoir &tre abandonnée 3 la suite des dosages de groupements
amide effectués par AKESON et THEORELL sur les trois composants de la
myoglobine de Cheval, séparés par chromatographie sur CM-cellulose : le
taux d’amidification est en effet le méme pour ces trois formes de myoglo-
bine.

Une premidre cause de polymorphisme semble &tre la présence dans
les préparations de myoglobine, méme cristallisées, de constituants non
héminiques, mis en &vidence par PERKOFF, HILL, BROWN et TYLER (85) dans
la myoglobine humaine : par chromatographie sur DEAE-cellulcse, ces aute:urs
séparent quatre fractions dont trois (F 1, 2, 3) absorbent 3 la fois 3
280 mp et 415 my (bande de SORET) et une (FA) d 280 mp seulement. De
méme, ATASSI (86) sépare par chromatographie sur CM-cellulose 12 fractioms
dans la myoglobine de Cachalot, ia fraction I n'absorbant qu'a 280 mp et
non 4 415 mp . La composition en amino-acides de la fraction I de la
myoglobine de Cachalot (voir ci~dessus EDMUNDSON et HIRS), qui différe
de celle des trois autres, peut donc s'expliquer soit par sa nature non
héminique, soit par unc contamination par une protéine non héminique,.

L'éventualité d'unc telle contamination ne permet cependant pas
d'expliquer la multiplicité des fractions isol@es par ces différences de
méthodes de chromatographie sur colonne. En fait des différences de consti-

tution ont 4t2 mises en évidence par de nombreux autcurs. Ainsi, dans le
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cas des fractions héminiques 1 et 2 isolées par PERKOFF et al. dans le
cas de la myoglobine humaine, la rechromatographie de chacune de ces

deux fractions prises individuellement conduit 3 un mélange de 1 et de

2 : mais si les fractions sont rechromatographiées sous forme de cyanmet-
myoglobine, un pic unique, identique pour les deux fractions est alors
obtenu. De méme, parmi les douze fractions isolécs par ATASSI dans la
myoglobine de Cachalot, trois poss@dent le spectre de la metmyoglobine

et huit celui de la cyanmetmyoglobinc. Un résultat analogue a &té trouvé
par QUINN, PEARSON et BRUNNER (87) avec la myoglobine bovine.

Le polymorphisme peut donc Stre partiellement expliqué par
lexistence de complexes porphyriniques différents, mais il faut aussi
invoquer des différences de structurec secondaire ou tertiaire (PERKOFF
et al. (88), ATASSI (89), YAMAZAKI, YOKOTA et SHIKAMA (90)). Ces diffé-
rences peuvent &tre mises en &vidence par de ldgdres altérations du
spectre ultra-violet ou de la cinétique des réactions de dissociation
de 1'oxymyoglobine ou du complexe héme~clobine (QUINN, PEARSON et
BRUNNER (91) et RUMEN (92)).

L'une des causes de polymorphisme pourrait donc @tre l'exis—
tence ou 1l'apparition de formes partiellement dénaturées de la myoglobine
dans les préparations cristallisées.

La microh&térogénéité de la myoglobine semble donc due
essentiellement 3 des artéfacts dus au mode de préparation et d'isolement
(KOSSMAN, FAINER et BOYER) (93) ; il faut cependant signaler que HARDMAN,
EGLAR, RAY, BANASZAX et GURD (94), qui ont prépard la myoglobine de
Cachalot par une méthode & 1'&thanol, ont retrouvé le polymorphisme obser-—
vé par ATASSI (95) sur le m@me substrat préparé par relargage au sulfate
d’ammonium. Au contraire, cette microhétdrogéndité ne semble pas avoir étd
retrouvée par AWAD et KOTITE (96) pour la myoglobine de Chameau préparée
par chromatographie sur colonne de Cii~cellulose, purifiée par gel-filtrati
sur Sephadex G75 et finalement cristallisée dans une solution de sulfate

d'ammonium 3 75-85 7 de saturation.

on
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En ce qui concernc l'&tude structurale, notamment la détermination
de la séquence des acides aminés, cette microh&térogénéité ne constitue
pas un inconv3nient s@rieux, car d'une part la composition en amino-acides
et le poids moléculaire sont identiques pour toutes les fractions et
d'autre part la fraction majeure représente toujours 80 3 90 p. 100 de

la préparation.



CHAPITRE III1

HYDROLYSE CHYMOTRYPSIQUE
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A - CHOIX DE L'ENZYME

La détermination de la séquence des acides aminés de la
myoglobine de Cheval a &té abordée notamment par 1'&tude des hydrolysats
partiels enzymatiques : nous avons choisi 1'hydrolyse chymotrypsique.

La chymotrypsine hydrolyse principalement les liaisons dans

lesquelles sont impliqués les carboxyles du tryptophanne, de la tyrosine

et de la phénylalanine (dans l'ordre décroissant d'affinité). Sauf exception,

ces trois amino-acides seront donc en position C-terminale dans les
peptides qui les contiennent.

La chymotrypsine couge également, & un degré moindre, les
liaisons leucyl, méthionyl, histidyl, asparaginyl, glutaminyl, alanyl,
et plus rarement certaines liaisons séryl, thréonyl, aspartyl et peut-&tre
glutamyl. Une étude géndrale de la spécificité d'action de la chymotryp-
sine (=) sur diverses protéines a 8té r&alisée par NWEIL, NIEMANN et
HEIN (97).

En raison de cette spécificité assez large, le nombre de
coupures et par suite le nombre de peptides 1ibéré&s est &levé. La taille
de ces peptides est donc en moyenne plus faible que celle des peptides
libérés par la trypsine, dont la spécificité est limitée aux liaisons
lysyl et arginyl. De ce fait, 1'&tude structurale des peptides chymotryp—
siques sera plus simple que celle des peptidzss trypsiques ; de plus,
grice aux coupures secondaires de l°enzyme, de nombreux recoupements sont
possibles, ce qui facilite la reconstitution de la s&quence dans de larges
portions de la molécule.

En contre-partie, le probléme du fractionnement d’un tel

mélange est trds complexe du fait du grand nombre de peptides 1ibédrés.

(x) Unc &tude de 1l'hydrolyse des liaisons de la leucine par diverses
chymotrypsines a &té effectuée par GRATECOS et ROVERY (97bis).
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La ddtermination de la séquence compldte d’une protéine
ne peut cependant Stre réalisée par 1'utilisation d'un seul type d'hydro-
lyse enzymatique :; deux hydrolysats enzymatiques différents sont requis au
minimum : le premier permettra de déterminer des séquences partielles
limitées awpcptides isolés ; le seccond, en enchainant les unes aux
autres les séquences préalablement déterminées, donnera une vue d'ensemble
de la molécule.

L hydrolyse chymotrypsique nous a permis d'atteindre le
premicr de ces objectifs.

Les préparations commerciales de chymotrypsine utilisges
contiennent en général des impuretés ct notamment de faibles quantités
de trypsine ; en fait, nous avons isolé un certain nombre de peptides
"anormaux’ correspondant i des coupures de type trypsique.

Dans 1’enscmble, ces coupures parasites ont facilité
17étude de nombreux cenchalnements, mais elles constituent parfois un
obstacle & la reconstitution de certaines séquences basiques, profondément
dégradées par des coupures de liaisons lysyl.

11 est actuellement possible d'inhiber les traces de
trypsine présentes dans la chymotrypsine par un traitement par la l-chloro-
3~tosylamido-7-amino-2-hertanone (x) *IATAS-CUIA, CUAW e: COHED (Bé)) et
SHAW et SRINGHORN (99), selon une méthode analogue 3 celle employée par
SCHOELLMANN ct SHAW (100) et KOSTKA et CARPENTER (101) pour inhiber 1a
chymotrypsine par un inhibiteur spécifique, la l-chloro-3-tosylamido-4-
phényl~2~butanone (mx)

A 17époque ol ce travail fut commencd, nous ne disposions

pas de cet inhibiteur spécifique de la trypsine (TLCK) et l'essentiel de

(%) En abrégé TLCK : initiales de Tosyl-lysine-chloromethyl-ketcne

(x%) En abrZgé TPCK : initiales de Tosyl-phenylalanine~chloromethyl-ketone
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notre expérimentation a &té réalisée avec la chymotrypsine cristallisde du
commerce .
Nous avons par la suite &tudié 1l'influence du traitcment
de la chymotrypsine par le TLCK sur 1'hydrolyse de la myoglobine de Cheval
les résultats seront exposés dans le dernier chapitre de ce travail

(Chapitre VI),

B — CHOIX DES CONDITIONS D'HYDROLYSE
1) Choix du pH

Nous avons dans un premier temps précisé les conditions opti-
males d'hydrolyse de la myoglobine ct tout d'abord le pH optimum d'action
de la chymotrypsine sur la myoglobine par une &tude cindtique de 1'hydrolyse.
La figure 38 montre 1'&volution de la consommation de soude en
fonction du temps pour trois valeurs différentes du pH. Dans les trois
expériences nous avons utilisé des solutions de méme concentration en

globine de myoglobine (50 mg pour 20 ml) ; le pH est prdalablement ajustd

167

la valcur dé&sirée (le volume initial est le méme 3 chaque expérience,
soit 20 ml).

On voit qu'a pH 9, dans les premiers temps de 1°'hydrolyse, la
quantité de soude consommée est plus grande qu’d pH 3,5 ou 8 : cela
correspond 3 un plus grand nombre de liaisons peptidiques rompues. Pour
des durées dépassant 2 heures, les courbes correspondant aux pH 8,5 et
9 se rejoignent. On voit Zgalement qufune deuxiéme addition d'enzyme
n‘a qu'une assez faible influence sur la cinédtique d'hydrolyse.

Nous avons donc finalement retenu un pH de 9. En effet, i pH 9,
le rendement en peptides dialysables augmente, tandis que les fragments

adialysables diminuent (voir Chapitre IV).

2) DurZe de l'hydrolyse

Pour une valeur de pH donnée, la prolongation du temps
d'hydrolyse augmente lc nombre de coupures sccondaires et par suite le
nombre de peptides. Si le fractionnement se trouve quelque peu compliqué,
en revanche les &tudes de séquences sont facilit@ces grace aux nombreux

recoupements possibles. Nous avons utilisé@ une durde de 24 heures, qui



ml NaOH

FIGURE 8
ETUDE DE LA CONSOMATION EN NaOH 0,02 N EN FONCTION DU TEMPS
LORS DE L'HYDROLYSE CHYMOTRYPSIQUE DE LA GLOBINE

-

: rapport Enzyme/Substrat &gal 3

Temps O : premildre addition d'enzyme
1 p. 100 (en poids).

Temps 110~130 minutes : Deuxidme addition d'enzyme (dans le méme rapport).
: pH 9

scesee o pH 8,5

—————— : pH 8



donne un rendement plus satisfaisant en peptides dialysables que des du-
rées courtes, de 8 heures par exemple,
Toutefois, en préscnce de chymotrypsine trait@e par le TLCK, nous

avons 1limitd la dur@e de 1l'hydrolyse 3 6 heures.

3) Rapport Enzyme/Substrat

Nous avons adoptd une valeur du rapport Enzyme/Substrat de
2 p. 100 (en poids), obtenue soit en une seule addition d’enzyme, soit
en deux additions identiques aux temps zéro et quatre heures de 1'hydro-

lyse.

C ~ RECAPITULATION DES CONDITIONS ADOPTEES

Nous avons finalement adopté une valeur de pH d'hydrolyse de 9,
un rapport Enzyme/Substrat &gal i 2 p. 100 en poids, une durée de 24 heu-~
res 3 38°C, la concentration en protéine &tant de 1 g pour 100 ml.

Les conditions expé@rimentales seront d&crites au chapitre

technique (Chapitre VII).



CHAPITRE IV

FRACTIONNEMENT DES HYDROLYSATS CHYMOTRYPSIQUES




A - INTRODUCTION

L’hydrolysat chymotrypsique de la globine de myoglobine de

Cheval constitue un mélange relativement complexe. A titre d'exemple, nous
avons purifié et &tudi& 80 peptides, sans compter les amino—acides libres
et les fractions mineures ou trop hétérogdnes pour Stre purifides. On con-
coit donc que le fractionnement d'un tel mélange exige le couplage de
plusieurs des méthodes habituellement utilis@es pour la séparation des
peptides.

Ceux-ci peuvent E@tre tout d'abord séparés en fonction de leur taille
moléculaire soit par dialyse, soit par la gel-filtration sur Sephadex G25.

Les diffé&rences de point isodlectrique interviennent de facon peu
P q ¢ p

sélective dans l'&lectrophor@se préparative en film liquide, plus fine
avec la chromatographie d'échange d'ions et 1’Electrophordse sur papier.

Le caractérec aromatique des peptides 3 tryptophanne, phénylalanine

et tyrosinc peut également influencer leur comportement au cours de la
chromatographie de gel-filtration ou d'&change d’ioms.

Enfin, la nature hydrophile ou hydrophobe des peptides conditionne
leur séparation par chromatographie de partage sur papier.

Le plan de fractionnement adopté fait intervenir ces différents
facteurs dans un ordre bien déterminé.

Les méthodes les moins sélectives constituent les premidres &tapes,
car elles permettent la séparatinn de quantitds importantes de mélange
peptidique. Ensuite, les méthodes les plus fines permettent de séparer des
quantités nettement plus faibles 3 partir de mélanges déjd simplifids par
les étapes antériecures.

Par exemple, la dialyse, la gel-filtration, 1'Zlectrophord@se en film

iquide permettent de traiter i chaque op@ration 250 i 450 mg de peptides,
tandis que la chromatogsraphie sur ré&sines est effectude sur des quantités
de l'ordre de 100 mg. Dans les Stapes finales d'Glectrophorése ou de
chromatographie sur papier, on sépare quelques milligrammes de peptides

par exp@rience.




B ~ FRACTIOUNEMENT DE BASE PAR DIALYSE

1) Utilitd de la dialyse

Les conditions d'hydrolyse utilis@es laissent subsister dans
1'hydrolysat une quantitd de matériel adialysable qui représente 20 a
30 p. 100 du poids initial. Cet adialysable est constitu@ de gros fragments
peptidiques peu hydrolysiés par 1l'enzyme ot correspondant 4 un ou plusieurs
"noyaux’ résistants au scin de la molfcule de globine. Les hydrolysats
enzymatiques de myoglobine de Cachalot conticnnent &galement des noyaux
polypeptidiques difficilement attaqués (EDMUNDSON) (102). Ces fragments
peptidiques doivent 8tre obligatoircment €liminés par dialyse pour faciliter

les &tapes ultérieures du fractionnement.

2) Technique de dianlyse

La solution peptidique résultant de 1°hydrolyse chymotrypsique
(250 mg/25 ml) est dialysée contre de l'eau distiliée.

La dialyse peut 8tre effectude en boudin de cellophane de
facon classique, mais la mithode est longue (plusieurs jours) et la frac-
tion dialysable est dilude dans plusicurs litres d'cau 3 la fin de
1'opération.

La dialyse peut @tre accZlérée =t améliorde par liutilisation
d’un dialyseur automatique, par exemple celui qui &quipe 1'autoanalyseur
Technicon (x) : la solution peptidique, aspirZe 3 1'aide de la pompe
proportionnante (Technicen) circule en circuit fermé dans le dialyseur
avec un débit de 7,5 3 7,8 ml/minute. La dialyse est poursuivie pendant
24 heures contre un courant d'eau distillée (débit 0,6 ml/minute) cir-
culant dans le dialyseur 3 temp&rature ambiante.

OQutre la réduction de temps de dialyse, le wvolume de 1la solution
contenant la fraction dialysable se trouve riduit 3 300 ml environ, au
lieu de 10 litres dans les oplrations de dialyse classique 3 1'aide de

boudins de cellophane.

(%) Membrane : cellophane “'Cuprophane’ Technicon.
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Le dialysat est concentré dans un &vaporateur rotatif 3 40°C

et lyophilisé.

C -- CHROMATOGRAPHIE DE GEL-7ILTRATION

1) Iechnique

La gel-filtration est rZalisde sur une colonne de 100 cm de
hauteur (#%) sur 3 cm de diamdtre, garnie de Sephadex 625 "medium’, dquili-
brée avec un tampon pyridine 0,1 N-acide acdtique de pH 4,9. Cette colonne
permet le fractionnement de 250 3 300 mg de peptides dialysables. L'&lution
est assurle par passage de ce méme tampon avec un ddbit de 36 ml par heure
obtenu par pompage du liquide effluent, 3 la sortiec de la colonne, au
moyen diune pompe proportionnante (pompe Technicon). Cet effluent est
recueilli par fractions de temps de 10 minutes (6 ml par fraction) au
moyen d’un collecteur automatique (collecteur Technicon). La courbe d'dlu~
tion est &tablie par dosage automatique des peptides de chaque fraction
au moyen de la réaction de FOLIN et LOWRY (103) zdaptée i 1'autoanalyseur

(Autoanalyseur Technicon).

2) Résultats

Le diagramme de la figure 9 met en 3dvidence 4 fractions S1,
52, 83, 54,

La fraction S1 correspond aux plus gros fragments peptidiques.
Elle subsiste méme aprds dialyse préalable des hydrolyses chymotrypsiques
effectufes 3 pH 8. Elle disparalt compl3tement, au contraire, aprés dia-
lyse des hydrolyses effectu3es 3 pH 9. Ce résultat montre bien 1'intdr8t
de la dialyse en méme temps qu'il confirme 1'Gtude de la cinétique
d’hydrolyse.

La séparation des fractions 82 et S3 est nettement améliorée

par l'utilisation de la colonne de 1 m de hauteur sur 3 cm de diamétre

(%) Les premiers cssais, rZalisés avec une colonne de 60 cm de hauteur,
donnérent une séparation moins satisfaisante (Figures 9 et 10).
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FIGURES 9 et 10 \\:§>/

CHROMATOGRAPHIE DE GEL~FILTRATION SUR GEL DE SEPHADEX G25
DES PEPTIDES DIALYSABLES DE L'HYDROLYSAT CHYMOTRYPSIQUE DE LA GLOBINE

Fipure 9 : Dimension de la colomne 60 x 3 cm. L'hydrolyse a &t& effectuée
ipﬁgo

Figure 10 : Dimension d: la colonne 100 x 3 cm. L'hydrolyse a &té effectuée
épHgo

Les fractions sont dosles automatiquement sans dilution préalable.




-45-

(Figure 10) : c'est done le type de colonne qui a &té retenu pour les
séparations.

Les fractions S2, S3 ct S4 repré@sentent respectivement 77, 19
et 4 p. 100 du poids total de la fraction dialysable.

L'étude de la composition de ces fractions est effectude par
électrochromatographie sur papier : &lectrophorése "en toit" 3 pH 3,9
suivie de la chromatographie dans le solvant n-butanol - acide acétique -
eau (4:1:5) selon la technique décrite par PLAQUET, BISERTE et BOULANGER
(104).

Si les fractions S2 et S3 sont encore relativement complexes (%)
S4 par contre apparalt trd@s simple, comme le montre 1'&lectrochromatographie
de la figure 11, qui met en &vidence quatre taches majeures '"ninhydrine
positives”. Elle a donc 3té soumise directement 3 la chromatographie sur
&changeurs de cations, alors qua S2 et S3 ont &té au prialable fractionndes
par électrophorése en film liquide.

I1 faut signaler enfin que la zone comprise entre S3 et S4, qui
donne une coloration pratiquement nulle 3 la rZaction de FOLIN-LOWRY est
en fait "ninhydrine positive'. Elle correspond au passage de la phénylala-

nine libre, que 1'on trouve &galement dans S3 et S4.

D - ELECTROPHORESE PPEPARATIVTE 171. FILM LIQUIDE

1) Principe

-~

Les fractions S2 et S3 ont &t& soumises 3 une &lectrophorese

préparative en film liquide selon la technique de HANNIG (%) (105).

Le principe de la méthode peut &tre schématisé de la fagon sulvante :

une particule ionisée est soumise d'une part 3 un champ &lectrique qui lui
donne une vitesse uniforme Vi d’autre part au flux liquidien, dd au dépla-
cement d'ensemble d'un film liquide de 0,5 mm d'Gpaisseur circulant entre

deux plaques de verre planes et paralldles, qui lui donne une vitesse

(%) Les &lectrochromatographies de ces deux fractions mettent en &vidence
30 & 40 taches '"ninhydrine positives".

(x%) Appareil Elphor-Vap construit par BENDER et HOBEIN (Munich).
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FIGURE 11
ELECTROCHROMATOGRAPHIE DE LA FRACTION Sé&
SUR PAPIER WHATMAN n° 1
E : Electrophorése 3 pH 3,9 (7 heures sous 630 volts)

: Chromatographie dans le systéme solvant n-butanol-acide ac@tique-eau
(4:1:5) (18 heures)
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Cette résultante détermine donc la trajectoire de la particule.

L'effluent résultant de la s@paration &lectrophordtique en
continu est recueilli dans 483 tubes. La courbe de distribution &lectro-
phorétique des peptides est Gtablie par dosage automatique du contenu de
chacun de ces tubes au moyen des réactions A la ninhydrine et de FOLIN-
LOWRY adapt@es 3 1'autoanalyseur (#). La mise en ceuvre des rdactions
de SAKAGUCHI, de PAULY et de SPIES et CHAMBERS (106) adaptées a 1l'autoana-
lyseur permet en outre de localiser les fractions peptidiques contenant

respectivement de 1l'arginine, de l'histidine et du tryptophanne.

2) Résultats

a) Fraction S3

e 20 o 9t 08 st S s et

La fraction 83 est séparde en trois groupes (Figure 12), On
isole ainsi des peptides neutres (S3El) et basiques (S3E3) et on recueille
également une zone intermddiaire (83E2). La rdaction de PAULY est positive
pour ces trois groupes mais-surtout pour S3E2 et S3E3. La rCaction de
SAKAGUCHI montre que les peptides 3 arginine sont principalement localisés
dans S3E2.

Seul le groupe neutre donne une réaction positive pour le

tryptophanne.

(%) Autoanalyseur Technicon.



FIGURE 12
ELECTROPHORESE PREPARATIVE EN FILM LIQUIDE DE LA FRACTION S3

: Dosage automatique des fractions apr@s dilution au 1/10e
par la réaction 3 la ninhydrine

~e=o=e=,— + Réaction de SPIES et CHAMBERS "\
esssesceo - Reaction de SAKAGUCHI . sans dilution
————————— : Réaction de PAULY

-
Une densité optique de 1 pour la r@action i la ninhydrine correspond
d une densité optique de 0,5 pour les trois autres réactions

FIGURE 13
ELECTROPHORESE PREPARATIVE EN FILM LIQUIDE DE LA FRACTION S2

: Dosage automatique des fractions par la réaction de
FOLIN-LOWRY (sans dilution)

cocessos : Réaction de SAKAGUCHI (sans dilution)
: Réaction de PAULY "

Une densité optique de 0,5 pour la réaction de FOLIN-LOWRY correspond

i la méme valeur pour la r@action de SAKAGUCHI et 3 une densité de 1
pour la réaction de PAULY,
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Les trois groupes ainsi obtenus, dont le diagramme é&lectro-
phorétique est nettement simplifi&, sont alors soumis 3 une chromatographie
sur résine d échange de cations.

b) Fraction 82

La fraction S2 se divise en quatre groupes (Figure 13).
Comme pour S3 on isole ainsi des peptides neutres (S2El) et basiques (S2E3
et S2E4) ainsi qu'une zone intermédiaire (S2E2). La réaction de PAULY est
positive pour tous ces groupes. Les peptides 3 arginine sont localisés
dans les groupes neutre et intermédiaire. La r@action de SPIES et CHAMBERS
est négative pour 1l'ensemble de la fraction S2. A ce sujet, il faut cependamt
signaler que dans les premiéres expériences de gel-filtration réalisées avec
une colonne de 60 x 3 cm, la fraction S2 contenait un peptide neutre 3
tryptophanne qui se retrouve exclusivement dans les peptides neutres de S3
avec la colonne de 100 x 3 cm.

La fraction S2E4 qui correspond aux peptides trés basiques a

-

€té directement soumise 3 la chromatographie sur &changeur de cations,

Les fractions S2El, S2E2, S2E3, encore complexes, ont &té au
préalable rechromatographiges sur gel de Sephadex G25 dans les mémes condi-
tions que le dialysable total. Les figures 14, 15 et 16 donnent le résultat
de cette opératicn : chacun de ces trois groupes de peptides peut Gtre
séparé en deux sous-groupes qui sont alors chromatographiés sur une résine
d échanpe de cations. Les résultats obtenus par cette chromatographie

d'échange d'ions de chacun de ces sous-groupes justifient cette rechroma—

tographie de gel-filtration, comme nous le verrons plus loin.

E - CHROMATOGRAPHIE SUR ECHANGEURS DE CATIONS
1) Fractions S4, S3El, S3E2 et S3E3

Les fractions S4, S3El, S3E2 et S3E3 sont chromatographiées
sur une colomne (130 x 0,9 cm) maintenue 3 40°C et sarnie de résine
polystyr2ne sulfonée type Dowex 50W X 2 préalablement tamisée selon la

méthode hydraulique de HAMILTON (107) de fagon 3 ne conserver que les grains
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FIGURES 14, 15 et 16 -

CHROMATOGRAPHIE DE GEL-FILTRATION DES FRACTIONS S2E1 (Fig. 14)
S2E2 (Fig. 15) et S2E3 (Fig. 16) SUR SEPHADEX G25

Les conditions sont celles utilisées pour le dialysable total.

La courbe d'élution est &tablie par dosage automatique des fractions
par la réaction de FOLIN-LOWRY sans dilution préalable.
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ayant un diamétre de 50 + 5y (taille des grains de résine sous forme
H en suspension dans 1'eau distillée). L'&lution des peptides (25 3 130 mg
de mélange) est assurée par des tampons pyridine-acide formique ou
pyridine-acide ac@tique (PADIEU) (108). Le gradient de molarité (¥) ot de
pH est obtenu au moyen de 1'appareil décrit par PETERSON et SOBER (109)
(mod2le Varigrad). Une pompe type Milton-Roy (#%) assure le passage de
ces tampons &luants avec un débit de 36 ml par heure, Comme pour la gel-
filtration, 1'effluent est recueilli par fractions de temps de 10 minutes
(6 ml par fraction) au moyen d'un collecteur automatique (collecteur
Technicon). Les peptides de chaque fraction sont dosés par la réaction 3
la ninhydrine adaptée 4 1'autoanalyseur, ce qui permet 1'&tablissement de
la courbe d'élution (Figures 17, 18, 19, 20 et 21).

Chaque pic de la courbe d'élution est finalement contrdlé par
électrochromato; waphic sur papier. Seules les fractions homogénes peuvent

8tre dtudides directement.

b) Résultats

Cette fraction contient quatre constituants majeurs (Figure 17),
ce qui confirme 1°'é&tude &lectrochromatographique (Figure 11).

Les pics 3 et 4 correspondent respectivement 3 la phénylalaninc
et 3 la tyrosine libres, les pics 5 et 7 3 deux oligopeptides 3 tryptophanne
(voir Chapitre V). Du fait de leur caractdre aromatique, ces quatre cons-
tituants sont nettement retardés par rapport aux autres peptides de S2 et
53.

Fraction S3El

La courbe d'€lution du groupe neutre S3El fait apparaltre
29 pics (Figure 18).

(%) Les molarités indiquées dans les compositions des tampons sont celles
de la pyridine.

(%) Pompe branchée sur la tEte de colonne (voir chapitre VII).



FIGURE 17

CHROMATOGRAPHIE SUR DOWEX 50W X 2 DE LA FRACTION S4
Particularités du gradient

a) Elution de la rZsine par un tampon pyridine 0,1 N-acide formique de pH
2,90(16~17 heures).

b) Premiére partie du Varigrad & ¢ cellules : les cellules 1, 2, 3, 4
sont remplies chacune par 200 ml du tampon précédent ; les cellules 5 et 6,
chacune par 200 ml de tampon pyridine 0,1 N-acide formique de pH 4,25,

c) Deuxiéme partie du Varigrad i 9 cellules : la cellule 7 contient
200 ml de tampon pyridine 0,1 H-acide formique de pH 4,25 ; la cellule 8§,
200 ml de tampon pyridine 1,0 N-acide formique de pH 5,0 ; la cellule 9,

200 ml de tampon pyridine 2,0 H-acide acétique de pH 5,0.

Les deux parties du Varigrad sont utilisées séparément et
successivement : la cellule 1 &tant relide 3 la téte de colomme, par 1'inter-
médiaire de la pompe, le contenu des 6 premires cellules, soit 1200 ml,
est pompé & travers la r@sine. Puis, la cellule 7 étant relide 3 la téte
de colonne, le contenu des trois derniéres cellules (600 ml) est pompé 3
travers la résine.

d) Elution finale de la résine par le tampen pyridine 2,0 N-acide
acétique de pH 5,0 (20 heures).

FIGURE 18
CHROMATOGRAPHIE SUR DOWEX 50W X 2 DE LA FRACTION S3EL

Le gradient utilisé est celui décrit 3 propos de la Figure 17,
FIGURE 19

CHROMATOGRAPHIE SUR DCWEX 50W X 2 DES PEPTIDES 22-26 DE S3El

Particularités du gradient :

a' : Elution de la résine par le tampon pyridine 0,1 N-acide formique de

pH 4,25 (16~17 heures).

b' : Varigrad 3 neuf cellules : les cellules 1,2,3,4 coatiennent chacune

200 ml du tampon précédent ; les cellules 5,6,7 chacune 200 ml du tampon
pyridine 1,0 N-acide formique de pH 5,0 ; les cellules 8 et 9 chacune 200 ml
de tampon pyridine 2,0 N-acide acétique de pH 5,0,

¢’ : Elution de la r@sine par ce dernier tampon (20 heures). L'Gchelle est
la méme poyr.les trois figures.

srray
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Les pics 1 & 7 correspondent aux amino—-acides libres &lués dans
1'ordre suivant : Asp ; Thr + Ser ; Glu ; Gly + Ala ; Val ; Met ; Ile +
Leu.

Le pic 12 contient deux constituants a et b séparés par chroma-
tographie sur papier dans le solvant n-butanol-acide acétique-eau (4:1:5) ;
123 correspond & la phénylalanine libre.

Les fractions 22-26, bien que trés resserrées, sont en majeure
partie homogénes. Il faut noter par exemple que le peptide 23bis (homogéne)
correspond au creux entre les peptides 23 et 24 (également homogénes).
Cette zone a &té rechromatographiZe sur la résine Dowex 50W X 2 : la
figure 19 montre le résultat de cette deuxiéme chromatographie.

La fraction 22 s'est dédoublée (22§ et 22b), les fractions
23 et 23 bis passent ensemble, mais avant la fraction 24 apparait un

nouveau pic (23 ter).

Fraction S3E2

La figure 20 domne le diagramme d'@lution de cette fraction.

Le pic 1 correspond 4 la lysine libre,

La fraction 4 contient trois constituants, deux majeurs (2 et
g) et un mineur (b), séparés par chromatographie sur papier dans le
solvant n-butanol-acide acétique-eau (4:1:5),

Cette méme méthode permet de séparer les deux constituants
a et b de la fraction 11 (%) ainsi qu'un peptide mineur 12bis accompagnant
le peptide 12,

Enfin, par électrophor@se sur papier 3 pH 1,7 en tampon acide
formique-acide acétique-eau (1:3:16), on sépare les deux peptides a et b

du pic 16.

Fraction S3E3

Dans ce groupe basique, on trouve principalement des amino-
acides libres (Figure 21) élués dans l'ordre suivant : Orn (%%) (4), Lys +
His (5 + 6) et Arg (13).

(x) La fraction lla contient deux peptides différents (voir Chapitre V).

(x%) L'ornithine vient de la dégradation de 1'arginine au cours de
1'hydrolyse et du fractionnement.
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2) Fractions du groupe 52

L'ensemble des fractions du groupe 52 a &té chromatographié
sur une résine 3 &change de catiors du type Chromobeads P (%) qui est
beaucoup plus sélective que la Dowex 50W X 2. La colonne est maintenue
a 50°C, L'élution des peptides (100-130 mg de mélange) est assurde par les
mémes tampons que ceux utilisés pour la Dowex 50W X 2 avec le méme débit
de 36 ml par heure. La courbe d'élution cst établie comme précédemment
par dosage automatique 3 la ninhydrine des fractions de 6 ml recueillies
en 10 minutes.

Les figures 22 3 30 incluse donnent les résultats pour chaque

groupe de peptides.

b) Résultats

Fraction S2E4

Cette fraction contient, outre des constituants trés mineurs,
deux peptides P5 et P6 qui migrent plus rapidement vers la cathode que la
lysine en &lectrophorése a pH 3,9.

Fractions S2E3S82 (Figure 23) et S2E3S1 (Figure 24)

La comparaison des courbes d'&lution de ces deux sous-groupes
basiques montre 1'utilité de la rechromatographie sur gel de Sephadex
avant 1'@tape d'échange d'ions. A temps de rétention égal, les peptides
d'une fraction sont en cffet différents de ceux de 1l'autre, & 1'exception
toutefois de S2E3S1P1l2 identique & S2E3S2P19 et de S2E381P13 qui corres-—
pond au mélange de S52E3S2P20 et P21. La superposition des figures 23 et
24 montre bien que 1a chromatographie sur la résine Chromobeads P de la - - ‘o
fraction basique globale S2E3 fournirait dans les m€mes conditions que
celles utilis@es pour chaque sous—groupe, de nombreux pics h&téroglnes.
Grice 3 la rechromatographie de gel-filtration de cette fraction basique,

au contraire, les peptides obtenus dans chacun des deux sous-groupes sont

(%) Résine Technicon. Deux types de colonne ont &té utilis@s : 90 x 0,635 cm
et 140 x 0,635 cm.
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FIGURES 23 et 24

CHROMATOGRAPHIE SUR CHROMOBEADS P DES FRACTIONS S2E3S52 (Fig. 23)
et S283S81 (Fig. 24) (colonne de 90 x 0,635 cm)

-~

Le gradient utilisé est celui décrit 3 propos de la figure 19

L'échelle est la méme pour les deux figures.
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pour la plupart homogénes.

Certains peptides ont &té purifiés par &lectrophorése sur papier
i pH 3,9 : c'est le cas de S2E3S1P10, S2E352P17, S2E352P23 et S2E352P20
(ce dernier &tant souillé de peptide P19) ; le pic S2E3S2P24 correspond &

deux peptides a et b siparés par cette méme méthode.

Fractions S2E2S2 (Figure 25) et S2E2S1 (Figure 26)

La méme remarque que précédemment peut &tre faite 3 propos de la
comparaison des figures 25 et 26 : ici encore, a4 temps de rétention &gal,
les peptides isolés dans 1'un de ces deux sous—groupes différent de ceux
de 1'autre, ce qui confirme 1°utilité de la rechromatographie des fractions
S2E1, S2E2 et S2E3 préalablement i 1'Gtape d'échange d'ionms.

La purification par électrophor@se sur papier a pH 3,9 a ici aussi
6té utilis@e : un peptide majeur S2E2S1Plla peut ainsi &tre séparé d'une
impureté mineure 1lb.

L'électrophorése sur papier 4 haut voltage (x) (& pH 1,7) pcrmet de

purifier le peptide S2E2S2P14 des nombreuses impuretés qui le souillent.

Fraction S2E182

Plusieurs gradients différents ont été utilisés pour 1'&lution des
peptides de cette fraction, mais aucun d'eux ne permet 3 lui seul la réso-
lution compléte du mélange. Par couplage de trois d'entre eux, décrits 3
propos des figures 27, 28 et 29, il est cependant possible d'obtenir purs
la plupart des peptides de cette fraction.

La comparaison de ces trois figures est intéressante, car elle
montre d'une part 1'@volution dans la s&paration des peptides, d'autre
part les inversions dans 1'ordre d'&lution de certains peptides d'un

-~

gradient 3 1'autre.,

(%) Appareil GILSON GME (voir Chapitre technique).
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FIGURES 25 et 26

CHROMATOGRAPHIE SUR CHROMOBEADS P DES FRACTIONS S2E2S2 (Fig. 25)
et S2E281 (Fig. 26)

Les conditions sont les mémes que pour les figures 23 et 24,



FIGURES 27, 28 et 29
CHROMATOGRAPHIE SUR CHROMOBEADS P DE LA FRACTION S2E1S2 ™

Figure 27 : Particularités du gradient

a) Elution de la ré&sine par un tampon pyridine 0,1 N-acide formique de pH

2,90 (17 heures).

b) Varigrad 3 6 cellules : les cellules 1,2,3,4 contiennent chacune
200 ml du tampon précédent ; les cellules 5 et 6, chacune 200 ml de tampon
pyridine 0,1 N-acide formique de pH 4,25,

c) Vurlgrad a 7 cellules : les cellul;s 1 et 2 contiennent chacune
200 ml du tampon précédent (de pH 4,25) ; les cellules 3,4 et 5, chacune
200 ml de tampon pyridine 1,0 N—acide formique de pH 5,0 ; les cellules
6 et 7 chacune 200 ml de tampon pyridine 2,0 N-acide acé&tique de pii 5,0.

Les deux Varigrad & 6 et 7 cellules, utilisés séparément et

successivement pour l'élution de la résine, sont en fait deux appareils
distincts 4 9 cellules dont 6 ou 7 cellules selon le cas sont remplies
de tampon (les 2 ou 3 autres restant vides).

Figure 28 : Particularités du gradient

a) Partie identique & la partie a du cas précédent mais la durée est
portée 3 20 heures,

b') Elution de la résine par un tampon pyridine 0,1 N-acide formique
de pH 4,25 (30 heures).

c¢') Varigrad 3 8 cellules (appareil 3 9 cellules dont une inemployée) :
les cellules 1, 2, 3, 4 contiennent chacune 200 ml du tampon précédent ; les

cellules 5, 6 et 7 chacune 200 ml de tampon pyridine 0,5 N-acide formique
de pH 5,0; la cellule 8, 200 ml de tampon pyridine 1,0 N—ac1de formique de
pH 5,0.

d') Elution de la résine par le tampon pyridine 2,0 N-acide acétique
de pH 5,0 (3 heures),

Figure 29 : Particularités du gradient

a) Zone identique 3 celle du cas précé&dent

b') Zone également identique i celle du cas précédent mais de durée
réduite 3 24 heures.

c') Elution de la ré@sine par un tampon pyridine 0,2 N-acide formique
de pH 4,25 (22 heures)

d") Varigrad 3 4 cellules (apparcil 3 9 cellules dont 5 restent vides) :

la cellule lgontient 200 ml du tampon précédent ; la cellule 2, 200 ml
de tampon pyf“dine 0,3 N-acide formique de pH 5,0 ; la cellule 3, 200 ml
de tampon pyridine 0,4 V-ac1de formique de pH 5,0 ; la cellule 4, 200 ml
de tampon pyridine 0,5 N—ac1de formique de pH 5,0,

e") Elution de la rdsine par un tampon pyridine 1,0 N-acide formique
de pH 5,0 (2 heures 30 minutes).

") Elution de la ré&sine par un tampon pyridine 2,0 N~acide acétique
de pH 5,0 (3 heures), -

(%) Colonne de 140 x 0,635 cm.
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Le couplage de ces trois gradients est complété par 1'utilisation
de 1'électrophorése sur papier a pH 3,9 pour la séparation des peptides
23 et 24, et de la chromatographie de partage sur papier dans le solvant
n-butanol-acide acétique-eau (4:1:5) pour séparer les deux constituants

a et b des pics 3 et 11,

Fraction S2E1S1 (Figure 30)

La courbe d'élution de la fraction S$2E1S1 permet de mettre en
dvidence 13 pics dont 2 nettement majeurs (P6 et P9). P6 contient deux
constituants a et b séparés par chromatographie sur papier (6b &tant d'ail-

leurs encore hétérogéne).

F - CONCLUSION

Le couplage de ces différentes méthodes de fractionnement se montre
trés efficace, L'utilisation de procédés de plus en plus sélectifs aboutit
en effet 3 une simplification progressive du mélangce peptidique permettant
un fractionnement chromatographique sur &changeur d'ions en un temps
relativement court (70 3 90 heures). De plus, la quantité de matériau
mise en oeuvre i chague chromatographie peut &tre augmentée en fonction de
la simplicité du mélange, ce qui permet de terminer plusieurs opérations
par une étape chromatographique unique correspondant & une quantité ini-
tiale de protéine comprise entre 1 et 5 g selon les fractions.,

Certes les tampons volatils utilisés n'ont pas la reproductibilité
des tamponsdu type citrate de sodium, mais ils ont l'avantage d'Etre facile-
ment &liminés lors de la lyophilisation. Les peptides peuvent donc &8tre
recueillis sans souillure mindrale, ce qui facilite le contrdle électro-
chromatographique des pics isol&s dans 1'étapzs finale du fractionnement.

Les pics majeurs obtenus par chromatographie sur résine sont pour
la plupart homog@nes et peuvent Stre directement &tudids. Certains,
hétérogénes, sont facilement purifiés par les techniques de chromatographie

ou d'électrophordse sur papier, comme nous 1l'avons vu préc&demment 3 -

propos de chaque groupe de peptides.
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TICURE 3D

Eo vt i ey

DE LA FRACTINN S2ELS1

CHROMATOGRAPHIE SUR CHROMOBEADS P
& 5
1,635 cm)

(colonne de 140 x

PARTICULARITES DU GRADIENT

Zone a : [lution de la r&sine par le tampon pyridine 0,1 N-acide formique

de pH 2,90 (20 heures). -

Zone b : Elution de la résine par le tampon pyridine 0,1 N-acide formique

de pH 4,25 (30 heures). -

Zone c : Varigrad 3 7 cellules (%) : les cellules 1 et 2 contiennent chacune
200 ml de tampon précédent ; les cellules 3 et 4, chacune 200 ml de tampon
pyridine 0,5 N-acide formique de pH 5,0 ; les cellules 5 et 6 chacune

200 ml de tampon pyridinz 1,0 N-acide formique de pH 5,0 ; la cellule 7

200 ml de tampon pyridinc 2,0 E}acide acétique de pH 5,0.

(%) I1 s'agit ici cncore d'un appareil 3 9 cellules dont 2 restent vides.
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D'autres enfin n’ont pas &té &tudiés par suite soit d'ume
trop grande hétérogénéité, soit d'une trop faible concentration.

Les fractions mineures sont en fait des produits de coupures
enzymatiques trés secondaires et les renseignements que fourniraient
1'étude de leur structure scraient loin d’'&tre en rapport avec le travail
exigé par leur purification.

Le tableau VIII résume le plan de fractionnement des hydrolysats
chymotrypsiques de la globine de myoglobine de Cheval. Dans ce tableau
les courbes sont schématisées et les fractions homologues hachurées de
fagon identique. Dans ia nomenclature adoptée, les peptides sont désignés
par leur fraction de gel-filtration (symbole S), leur mobilité@ &lectropho-
rétique (E) et leur numéro d'ordre dans le diagramme d'élution de la
résine (symbole A pour la Dowex 50W X 2, P pour la Chromobeads P), ces
désignations se succédant dans 1l'ordre des opérations de fractionnement,

Dans le cas oll un méme pic correspond 3 plusieurs peptides, le
numéro d'ordre est suivi des désignations bis, ter ou a, b, c. C'est ainsi
notamment que sont distingués les peptides sépar@s par chromatographie ou
électrophorése sur papier.

Un méme peptide peut se trouver présent dans deux fractions
voisines de la gel-filtration ou de 1'Electrophor@se et avoir ainsi plu-
sieurs désignations différentes. Ce genre de chevauchement est un incon-
vénient inh&rent au plan de fractionnement utilisé@. I1 s'agit cependant
d’un inconvénient mineur, car la réidentification d'un peptide déji
isolé et &tudié exige un simple contrdle &lectrochromatographique suivi

d’un contrdle qualitatif de la composition en acides aminés.

G - CAS PARTICULIER DE L'HYDROLYSE DE LA GLOBINE PAR LA CHYMOTRYPSINE
TRAITEE PAR LE TLCK.

Afin d'obtenir de chaque peptide de 1'hydrolysat chymotrypsique
une quantité suffisante pour les &tudes structurales, nous avons hydrolysé
environ 15 g de globine par la chymotrypsine commerciale.

(&

Dans 1'Ztude de 1'action du TLCK sur 1'activité de la chymotryp-
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TABLEAU VIII

PLAN DE FRACTIONNFMENT DES HYDROLYSATS CHYMOTRYPSIQUES
DE LA GLOBINE.



FIGURES 31, 32 et 33

CHROMATOGRAPHIE SUR CHROMOBEADS P DES FRACTIONS S2E3 (Fig. 31)
S2E2 (Fig. 32) et S2E1 (Fig. 33) DE L'HYDROLYSE DE LA GLOBINE
PAR LA CHYMOTRYPSINE TRAITEE PAR LE TLCK

Colonne de 140 x 0,635 cm.
L'échelle est la méme pour les trois figures.

Les peptides nouveaux apparus sur chacun de ces trois diagrammes
ont leur numéro d'ordre souligné d'un trait.

Tigure 31 : Particularités du gradient

a) Varigrad 3 9 cellules : les cellules 1 et 2 contiennent chacune
200 ml de tampon pyridine 0,1 N - acide formique, de pH 4,25 ; les
cellules 3, 4 et 5 chacune 200 ml de tampon pyridine 0,5 N - acide
formique de pH 5,0 ; les cellules 6, 7 et 8 chacune 200 ml de tampon
pyridine 1,0 N - acide formique de pH 5,0 ; la cellule 9, 200 ml de
tampon pyridine 2,0 N - acide acétique de pH 5,0.

b) Elution de la résine par ce dernier tampon (5 heures)

¢) Elution de la ré@sine par un tampon pyridine 2,0 N - acide acétique
de pH 6,5 (2 heures).

Figure 32 :

Le gradient utilis& est celui déerit 3 propos de la figure 19,

Figure 33

Le gradient utilisé est celui décrit 3 propos de la figure 29.
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sine commerciale, nous avons hydrolysé par 1l enzyme traité une quantité
beaucoup plus faible de protéine, soit 500 mg. C'est pourquol nous avons
légérement modifié le protocole de fractionnement précédemment décrit
pour mieux l'adapter aux quantit@s plus faibles de peptides 3 s@parer :
la fraction S2 de cet hydrolysat (environ 250 mg) donne, par &lectrophorésc
préparative en film liquide, trois groupes S2El, S2E2 et S2E3 (=) direc-
tement chromatographiés sur Chromobeads P. Les figures 31, 32 et 33 donnent
le r&sultat de cette opération pour chacun des trois groupes.

La plupart des peptides ainsi s@parés ont &té simplement réidentifiés
(#%) aux peptides déji ctudiés dans les hydrolysats antérieurs. Un certain
nombre de peptides nouveaux apparaissent cependant sur les diagrammes ;

leur structure a ét& déterminée : ils correspondent & des séquences moins

dégradées par 1'enzyme traité que par 1l'enzyme brut,

(%) Le groupe S2E4 a disparu.

(%%) par &lectrochromatographie sur papier suivi d'un contrdle qualitatif
de la composition en amino-acides (&galement par &lectrochromatographie
sur papier).
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CHAPITRE V

SEQUENCE DES PEPTIDES "CHYMOTRYPSIQUES"




La s@quence des peptides, séparés et purifiés par le couplage des
différents procédés de fractionnement décrits au chapitre précédent, a
été déterminée par l'utilisation des techniques classiques d'&tude des
chaines'peptidiques.

La composition en amino-acides est établie sur une certaine quantité
du peptide (%) aprés hydrolyse totale par 1'acide chlorhydrique, par
dosage automatique 3 1'autoanalyseur Technicon. Quand cette détermination
révéle la présence d'acides aminés dicarboxyliques ainsi que dans le cas
d'un peptide donnant une réaction d'Ehrlich positive, une hydrolyse totale
par la leucine aminopeptidase est également effectuée. Le dosage des amino-
acides 1libérés permet alors la mise en &vidence de l'asparagine et de la
glutamine ou du tryptophanne. Dans certains cas simples, ces amino-acides
sont identifiés par couplage des techniques d'&lectrophorése et de chroma-
tographie sur papier (z%x).

L'acide aminé N-terminal est identifié par application soit de la
méthode classique des DNP-amino-acides de SANGER (110), soit de la micro-
méthode plus récente des DANSYL-amino-acides de GRAY et HARTLEY (111).

Dans le cas de la méthode des DNP-amino-acides, nous avons utilisé
deux techniques différentes : le plus g@néralement celle 3 la triméthyl-
amine et aussi celle au bicarbonate de sodium (technique originale de
SANGER) pour les peptides 3 amino-acides aromatiques ou basiques, dont la
forme dinitrophénylée, trés hydrophobe, risque, en milieu peu ionisé,
d'€tre extraite par 1'éther en méme temps que l'excés de réactif (voir
Chapitre technique).

La séquence N-terminale est déterminée, soit par &tablissement de la
cindtique d'hydrolyse du peptide par la leucine aminopeptidase (avec

dosage automatique des amino-acides 1ibérés), soit par la méthode des

(#) La quantité du peptide qui sera soumise & 1'hydrolyse est déterminée
approximativement d'apré&s 1'intensitd de la tache ninhydrine positive obtenue
lors du contrSle de pureté en &lectrochromatographie sur papier.

(%) Par analyse automatique des acides aminés, nous ne pouvons distinguer
1'asparagine de la glutamine ; 1'identification définitive de 1'amide est
réalisée sur ces hydrolysats par dosage des acides aminés dicarboxyliques :
la différence du taux de 1'un et de 1'autre de ces acides aminés observée
selon le type d'hydrolyse indique alors la part prise par chacun d‘eux dans
le pic d'amide. Il est 3 noter également que les dosages d'acides aminés
réalisés sur les hydrolysats partiels ou "totaux" par la leucine aminopepti-
dase sont parfois entach@s d'erreur du fait de la présence de peptides ré-
siduels dont les pics d'@lution chevauchent souvent ceux des amino-acides.
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phénylthiohydantoines d'EDMAN (112). Dans ce dernier cas, nous n'avons pas
réalisé 1'identification systématique des PTH-amino-acides : une fois le
résidu N~-terminal détaché, le nouvel acide aminé N-terminal est identifié
par la méthode des DANSYL~amino-acides.

La sdquence C-terminale est &tablie par 1'dtude cinétique de
1'hydrolyse du peptide par les carboxypeptidases A et B, Dans les cas
simples, les amino-acides 1ib&rés sont identifiés par les méthodes d'électro-
chromatographie sur papier. Dans tous les autres cas, ils sont dosés i
1'autoanalyseur Technicon, notamment lorsque le peptide contient 2 la
fois de la leucine et de 1'isoleucine.

L'amino~acide C-terminal a parfois été identifi& par la technique
d'hydrazinolyse. Lorsque 1l'action de la carboxypeptidase est bloquée par
la présence de proline ou d'acide glutamique, l'hydrazinolyse a &galement
&té employée consécutivement 3 1'hydrolyse enzymatique par les carboxypep¥
tidases A ou B,

Toutes ces méthodes sont exposées du point de vue expérimental

dans le Chapitre VII,

Pour 1'exposé des résultats, nous avons découpé la molécule de

globine en segments principaux correspondant aux points de coupure majeurs

de 1'enzyme. Chaque segment contient un ou plusieurs peptides "chymotryp-
siques”. Pour chaque peptide, un schéma résume la structure ainsi que les

différentes techniques utilis@es pour la déterminer (Tableau IX),

La numérotation des r&sidus d'acides aminés a &té effectude
par comparaison des s&quences obtenues au cours de cette &tude avec les
séquences correspondantes de la myoglobine de Cachalot ; une &tude mende
parallélement, & 1'aide des coupures chimiques ou trypsiques, nous permettra
en fin de chapitre de discuter la position relative des différents segments

étudiés,



TABLEAU IX

PRESENTATION DE LA STRUCTURE I "N PEPTIDE

PEPTIDE :

A-B-C-D-E-F~-G-H

Ay By, vcoeeoey, Hooo @ résidus d'amino-acides

—-= 3t DNP- ou DANSYL-amino-acide terminal

¥ —¥ Amino-acides identifiés par la dégradation récurrente
d' EDMAN

arf

*0

Séquence déterminée par &tude cinétique de 1'action de
la leucine-aminopeptidase

<2 ¢ Résidu identifi& par hydrazinolyse

s

K. : Acide aminé dont la présence en position C~terminale
résulte d'une spécificité majeure de la chymotrypsine.

: Séquence déduite de 1'action des carboxypeptidases A et B



1) SEQUENCE 1 - 11

Gly - Leu - Ser - Asp - Gly - Glu -~ Trp - Gln - Gln ~ Val -~ Leu
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

. S3E1A23 A
o 7
.~ S3E1al2b - S4A5 \
=~ 7 ~ 7
P S2E1P8 b
& ra

La liaison Trp - Gln est coupée 3 100 p, 100 dans les hydrolysats

chymotrypsiques de 24 heures. Le peptide S2E1P8 a &té isolé 3 partir d'un
hydrolysat de 6 heures, ‘

a) Peptide S3E1A12b : SEquence 1 - 3

Gly - Leu - Ser

— é.__
Coggosition :

‘Ser , Gly , Leu
0,82 1,19 0,99

DNP-amino-acide terminal : DNP-Gly

Action de la carboxypeptidase A 3 37°C :

Au bout de 4 heures la sé@rine est 1libérde (identification

par &lectrochromatographie sur papier).

b) Peptide S4A5 : Séquence 5 - 7

Gly - Glu - Trp

— X

Ce peptide donne une réaction d'Ehrlich positive,
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Composition :

Glu Gly , Trp
0,99 1,01 détruit

DNP-amino-acide terminal : DNP-Gly

Action de la leucine amonipeptidase 3 37°C :

En 24 heures les trois amino—acides constitutifs sont 1lib&rés
dans les rapports molaires suivants :
Glu , Gly , Trp
1,04 1,16 0,80
Etant donné 1la spécificité primaire de la chymotrypsine, le tryptophanne
occupe la position C-terminale. Le peptide S4A5 est obligatoirement un
fragment de S3E1A23, car il n'existe que deux résidus de tryptophanne dans
la globine. L'autre sdquence 3 tryptophanne (S4A7) est nettement différente
(voir plus loin).
c) Peptide S3E1A23 : séquence 1 - 7

Gly - Leu - Ser - Asp - Gly ~ Glu - Trp
1 7

S
N X
£

Ce peptide donne une réaction d'Ehrlich positive.

Composition 3

Asp Ser , Glu , Gly , Leu , Trp
0,93 0,77 1,17 1,97 0,99 détruit

DNP-amino~acide terminal : DNP-Gly

Action de la leucine aminopeptidase d 37°C :

En 15 minutes sont libérés le glycocolle (1 mole), la leucine

(1 mole) et la sérine (0,9 mole) (x).

(x) Les résultats de 1'action des exopeptidases sont toujours exprimés en
moles d'acide aminé 1ibéré par molécule de peptide.



En 24 heures tous les acides aminés constitutifs sont libérés

dans les rapports molaires suivants :

Asp , Ser , Glu , Gly Leu Trp

s ’

0,78 0,86 0,95 1,61 1,08 0,87

La séquence compléte du peptide est déduite de ces résultats et de la

structure des deux produits de coupure secondaire S3E1A12b et S4p5.

d) Peptide S2E1P8 : séquence 1 - 11

Gly - Leu - Ser - Asp - Gly - Glu - Trp - Gln - GIln - Val - Leu
1 7 8 11

—_— —

e
——t—t——

Ce peptide a &té isolé d'un hydrolysat obtenu par la chymotryps’?

TLCK en 6 heures. I1 donne la réaction d'Ehrlich.
Composition :

Asp , Ser , Glu , Gly , Val , Leu , Trp
1,05 0,99 2,87 2,02 1,04 2,01 détruit

Dansyl-amino~acide terminal : DANSYL-Gly

Action de la leucine aminopeptidase 3 37°C :

En 24 heures les acides aminds constitutifs sont 1ibédrés

dans les rapports molaires suivants :

Asp , Ser , Gln , Glu Gly , val , Leu , Trp
1,02 0,79 1,93 1,47 1,96 0,90 2,33 0,58

Action de la carboxypeptidase 3 37°C :

L'enzyme libére trd@s rapidement (15 minutes) des quantitéds
Equimolaires de leucine et de valine ; puis en 30 minutes et 1 heure la

glutamine est libérée (identification par chromatographie sur papier).



Hydrazinolyse :

Aprés action de 1'hydrazine, on peut identifier de la leucine

qui est donc en position C-terminale.

L'ensemble des résultats permet d'2tablir la séquence : ce

peptide contient en effet 1'un des deux résidus de tryptophanne qui est

-

commun 3 S4A5 et i S3E1A23. L'existence d'wne liaison Trp —~ Glu ou Trp - Glm,

démontrde par 1'action de la N-bromosuccinimide sur la globine, confirme

également la séquence (112 bis),

Remarque : Si on admet un taux de coupure de 100 p.l00 pour les spécificités

majeures de 1l'enzyme, on obtient pour la liaison 3-4 et pour la liaison

4-5 un taux de coupure de 15 p. 100.

2) SEQUENCE_12-14

Asn -~ Val - Trp
12 13 14
Peptide $4A7
Asn - Val - Trp
S b

¥ e
Reéaction d'Ehrlich positive : il s'agit donc du deuxidme peptide 3
tryptophanne,

Composition :

Asp Val |, Trp
1,00 0,99 détruit

DNP-amino-acide terminal : DNP-Asp

Action de la leucine-aminopeptidase 3 37°C :

°

En 24 heures les acides aminés constitutifs sont 1ibérés dans
les rapports molaires suivants :

Asn Val |, Trp
1,15 1,06 0,78

Le tryptophanne occupe la position C-terminale en raison de la
spécificité primaire de la chymotrypsine.



3) SEQUENCE 15-29

Gly-Lys~Val-Glu-Ala-Glu-(Val,Ala,Gly,His,Gly,Gln,Asp,Ile) Leu
15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29

’ S2E181pba 5

A‘Ak

. S2E1£2P15 . S2E1S1P2
s

kY

iy s

a) Peptide S2E1S2P15 ou S2E2S2P4 : séquence 15-19

Gly - Lys - Val ~ Glu - Ala
15 19

——
ro———

kY
#
Composition :

Glu , Gly , Ala , Val , Lys
0,97 1,09 1,15 0,82 0,92

DNP-amino-acide terminal : DNP-Gly

Action de la carboxypeptidase A : pas d'acide aminé libéré.

Hydrazinolyse :

Aprés action de 1'hydrazine on peut identifier 1'alanine

par &lectrochromatographie sur papier.

Action de la leucine-aminopeptidase d 37°C

Aprds 24 heures d'action, l'enzyme hydrolyse totalecment le
peptide. Dans 1'hydrolysat, nous avons identifié par &lectrochromatographie
sur papier les amino-acides 1ibérés parmi lesquels 1'acide glutamique.
L'hydrolysat ne contient pas de glutamine.

En 30 minutes l'enzyme lib&re le glycocolle (0,09 mole),
la lysine (0,07 mole), la valine (0,06 mole), l'acide glutamique (0,05

mole) et 1'alanine (0,05 mole). En 1 heure les quantités 1lib&rées sont



respectivement de 0,20 mole ; 0,17 mole ; 0,15 mole ; 0,15 mole ; 0,15
mole. Ces résultats sont en faveur d'une séquence Gly - Lys - Val - Glu -
Ala, séquence confirmde par 1'&tude de 1'hydrolysat trypsique du fragment N-
terminal de la globine obtenu par coupure par le bromure de cyanogéne
(DAUTREVAUX, HAN, Y. BOULANGER et BISERTE) (113). Le peptide T2 Asn - Val -
Trp - Gly - Lys de cet hydrolysat contient en effet 1'unique séquence

Gly - Lys de la molécule, séquence qui appartient également aux peptides
S2E1S2P15 et S2E1S1P6a. D'autre part la séquence partielle du peptide T3

de ce m@me hydrolysat trypsique, Val-(Glu, Ala, Glu, Val, Ala, Gly, ilis,
Gly, Gln, Asp, Ile)-Leu-Ile-Arg achéve de démontrer la séquence Gly - Lys -
Val - Glu - Ala en méme temps qu’‘elle recoupe celle du peptide S2E1S1P6a

(voir ci-dessous) .

b) Peptide S2E1S1P6a : séquence 15-29

Gly-Lys-Val-Glu-Ala-(Glu, Val, Ala, Gly, His, Gly, Gln, Asp, Ile)-Leu
15 29

— —
Coonsition S

Asp , Glu , Gly , Ala , Val , Ile ;, Leu , Lys , His
1,03 3,03 2,88 2,10 2,04 0,99 1,00 1,03 0,86

Action de la leucine-aminopeptidase 3 37°C :

En 24 heures les amino-acides constitutifs sont libérés dans

les rapports molaires suivants :

Asp , Glm , Glu , Gly , Ala , Val , Ile , 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 la carboxypeptidase A i 37°C :

Au bout de 24 heures d'action de la carboxypeptidase A, seule

la leucine C-terminale est libérée (0,94 mole).
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c) Peptide S2E1S1P2 : séquence 20~29

Glu -(Val, Ala, Gly, His, Gly, Gln, Asp, Ile)-Leu
20 29

Composition :

Asp Glu s Giy s Ala , Val |, Ile , Leu |, His
1,01 2,08 2,03 1,15 0,97 0,93 0,95 0,87

Remarque : Le résidu de glutamine du peptide S2E1S1P6a appartient &gale-
ment au peptide S2E1S1P2 puisque le peptide S2E1S2P15 n'en contient pas.

DNP-amino~acide terminal : DNP-Glu

Action de la leucine-aminopeptidase a 37°C :

En 4 heures les amino-acides sont libérés dans les rapports

molaires suivants :

Asp |, Gln , Glu Gly , Ala , Val , Ile Leu , His
1,04 0,54 1,07 2,05 1,19 1,07 1,07 1,07 0,91

Ces résultats confirment ceux de 1'&tude du peptide S2E1S1P6a

L'étude de la séquence complite des peptides S2E1S1P2 et S2E1S1P6a

est actuellement en cours,

Remarque : La liaison Ala - Glu est coupée 3 60 p. 100.
19 20

4) SEQUENCE 30-33

Ile - Arg - Leu - Phe
30 31 32 33

P S3E1A29 .,
< >

» S3E2Al6a .,

. e
+S3E2A11la., , S3ElA23bis
"N, P -~

. S3E2A12bis

S /
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a) Peptide S3E1429 ou S3E2A16b : séquence 30-33

Ile - Arg — Leu ~ Phe

Composition :

Ile , Leu Phe Arg
0,87 1,11 1,17 0,84

DNP-amino-acide terminal : DNP-Ile ou DNP-Leu

Action de la carboxypeptidase A 3 37°C :

Au bout de 4 heures, 1 mole de leucine et 1 mole de phénylalanine
sont libérées (identification et dosage 3 1'autoanalyseur Technicon).

La séquence de ce peptide est d'ailleurs confirmée par 1'existence
d'une liaison Afg—Leu, mise en évidence par hydrolyse trypsique de la
globine acétylée (117 %7 :) et par l'examen de ces produits de coupure se-
condaire, dont la structure est déduite des résultats rassemblés dans le
tableau suivant.

b) Tableau :

Peptide Résidus Acides aminés DNP-amino-acide
Ile Leu Phe Arg terminal
S3E1Al6a 31-33 1,14 1,03 | 0,82 -
S3E2A11a’ 30-31 0,99 1,01 DNp-Ile
S3E2A12bis 31-32 1,19 0,81 -
S3E1A23bis 32-33 0,98 1,02 DNP-Leu
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Remarque : Le peptide S3E2Alla (Ile-Arg) est un produit de coupure secon-

daire du type "trypsique''(x),
A partir d'un taux de coupure majeure de 100 p. 100, le schéma

suivant donne les taux de coupures secondaires (en p. 100) :

100 5 4 5 100 (p. 100)
| i g‘ i
4 | ’ | |
N N v W K
-~ Ile - Arg - Leu - Phe -
30 31 32 33

5) SEQUENCE 34-43

Thr - Gly - His - Pro - Glu ~ Thr - Leu - Glu ~ Lys - Phe
34 35 36 37 38 39 40 41 42 43

S2E151P9

A

S2E152P13 N g S3E1A25

A
-
R

a) Peptide S2E182P13 : séquence 34-40

Thr -(Gly, His, Pro, Glu)-~ Thr - Leu

——— -_——.(-g-

Composition :

Thr |, Glu Pro Gly , Leu His
2,19 0,95 0,92 1,00 0,98 0,96

DANSYL-amino~acide terminal : DANSYL-Thr

Action de la carboxypeptidase A i 37°C :

Seule la leucine est libéréz par l'enzyme en & heures.

(%) La fraction S3E2Alla contient un autre peptide, Lys—Phe, produit de
coupure secondaire de S3E1A24 ou S3E1A25 (voir plus loin).
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Hydrazinolyse :
Aprés 6 heures d'action de la carboxypeptidase A d 37°C, le

peptide est soumis 3 l'action de 1'hydrazine : la thréonine est identifige

dans 1'hydrolysat par &lectrochromatographie sur papier.

b) Peptide S3ELA25 ou S3E2p4a : séquence 41-43

Glu - Lys - Phe

%,

a

Composition :

Glu , Phe |, Lys
1,02 0,97 1,01

DNP-amino—acide terminal : DNP-Glu

Action de la leucine-aminopeptidase 2 37°C :

En 24 heures les trois amino-acides constitutifs (Glu, Phe, “us)

sont libérés et identifiés par é&lectrochromatographie sur papier.

La phénylalanine occupe la position C-terminale, &tant donn&

la spécificité primaire de la chymotrypsine.

c) Peptide S2ELS1P9 ou S2E251P2 : s8quence 34-43

Thr - Gly - His - Pro - Glu - Thr - Leu - Glu - Lys - Phe

N

A,

ComEosition :

Thr , Glu Pro , Gly , Leu , Phe , Lys , His
1,85 2,08 1,23 1,11 1,13 0,90 0,83 0,77

DANSYL~amino-acide terminal : DANSYL~Thr

Action des carboxypeptidases A et B 3 37°C :

L'action successive des carboxypeptidases A et B permet de
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libérer la phénylalenine (en 4 heures) puis la lysine (en 8 heures) en

quantitéds &quivalentes ainsi que la leucine et 1'acide glutamique en
quantité nettement plus faible. Au bout de 24 heures d'action du mélange
des carboxypeptidases A + B, ces quatre amino-acides sont libZrés en
quantités sensiblement &gales.

Dégradation récurrente d'EDMAN :

Apr@s la premidre &tape, le nouvel amino-acide N-terminal
est le glycocolle (méthode des DANSYL)

AprZs la deuxiéme et la troisiéme Ztape on trouve respective-
ment 1'histidine et la proline.

La séquence du peptide est déduite de ces résultats ainsi
que de 1'&tude de ses deux produits de coupure secondaire (S2E1S2P13 et
S3E1A25).
Remarques :
1) Si 1'on admet un taux de coupure de 100 p. 100 pour les liaisons aro-
matiques de la zone 34-43 il est possible de calculer le taux de coupwure
correspondant 34 la liaison 40-41 : cette liaison Leu - Glu est coupée
4 un taux de 70 p. 100 environ.
2) I1 reste une ambigulté 3 propos du résidu d'acide glutamique en
position 38 : 1'action de la leucine-~aminopeptidase ne permet pas en effet
de préciser si ce ré&sidu est sous forme acide ou amide, car le résidu de
proline 37 empéche 1'hydrolyse totale du peptide par l'enzyme. Ce genre
de blocage a été constaté pour d'autres peptides 3 proline (voir plus
loin). Cependant, dans le cas présent la mobilité &lectrophorétique i
pH 3,9 est celle d'un peptide "neutre'. Il existe un résidu d'histidine
(en position 36) et un résidu de lysine (en position 42), mais les deux
résidus d’acide glutamique (positions 38 et 41) neutralisent le caractédre
basique.

Un autre argument en faveur de la présence de 1'acide glutamique

est 1'impossibilité de détacher la thréonine 39 par la carboxypeptidase

A, méme en prolongeant l'action enzymatique pendant 48 heures. Un blocage
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identique de l'action de la carboxypeptidase A par l'acide glutamique

a été constaté 3 propos du peptide S2E1S2P15 (voir ci-dessus) ainsi que

d'autres peptides (voir page115).

6) SEQUENCE_44-46

Asp - Lys — Phe
bt 45 46
Peptide S3ELIA24

Asp ;];ys ~ The

s
 ——— AN

ComEosition :

Asp , Phe , Lys
0,94 0,98 1,08

DNP-amino-acide terminal : DNP-Asp

Action de la leucine—aminopeptidase 3 37°C :

En 24 heures, 1'acide aspartique, la phénylalanine et la lysine
sont 1libérés et identifiés par électrochromatographie sur papier.
La phénylalanine est er position C-terminale en raison de la

spécificité primaire de la chymotrypsine.

7) SEQUENGE_47-55

Lys - His - Leu - Lys - Thr - Glu - Ala - Glu - Met
47 48 49 50 51 52 53 54 55

.~ S2E2S1Plla .
< =
. S2E3S2P24a . S2E1S2P11b N
£ 3 L 5

a) Peptide S2E3S2P24a ou 53E3A21 : séquence 47-49

Lys - His - Leu

-
—— A
"



Composition :

Leu , Lys , His
1,07 0,98 0,95

DNP-amino—-acide terminal : di-DNP-Lys

Action de la carboxypeptidase A i 37°C :

En 8 heures la leucine est libé&rée et identifie par
électrochromatographie sur papier.

b) Peptide S2E152P11lb : résidus 50-55

Lys = Thr - Glu - Ala - Glu - et

S

— s

Composition :

Thr , Glu , Ala | Met Lys

0,94 2,11 1,09 0,92 0,92

DANSYL-amino-acide termingl : di-DANSYL-Lys

La séquence de ce peptide est démontrée par 1'étude d'un
peptide Thr - Glu - Ala - Glu - Hse?:isolé des hydrolysats trypsiques du
fragment N-terminal de la globine obtenu par coupure de la myoglobine

par le bromure de cyanogdne (DAUTREVAUX, HAN, Y. BOULANGER et BISERTE)
(114)

c) Peptide S2E2S1Plla ou S2E3S1P10 : sé&quence 47-55

Lys - His ~ Leu - Lys - Thr - Glu - Ala - Glu - Met

47 49 50 55
— €5——~———--
Composition :
Thr , Glu , Ala Met , Leu , Lys His
0,93 1,84 1,12 0,87 1,03 2,13 1,09

(%) Use = Homosérine,
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DNP-amino-acide terminal : di-DNP-Lys

Action de la leucine-aminopeptidase 3 37°C :

Par électrochromatographie sur papier on identifie, dans

1'hydrolysat de 24 heures, l'acide glutamique. Il n'y a pas de glutamine.

Action de la carboxypeptidase A 3 37°C :

Au bout de 8 heures, l'enzyme libdre la méthionine (1 mole)
et 1l'acide glutamique (0,40 mole). Au bout de 24 heures d'action, on
obtient 0,95 mole d'acide glutamique oour 1 mole de méthionine. La séquence
du peptide est déduite de ces résultats ainsi que de 1'&tude des peptides
S2E3S2P24 et S2E1S2P1lb (voir pages 81 et 32).
Remarque : Le taux de coupure de la liaison Leu - Lys est de 84 p. 100

49 50
par rapport aux coupures primaires de 1'enzyme.

8) SEQUENCE 56-69

Lys-Ala-Ser-Glu-Asp~Leu-Lys-Lys-His—Gly-Thr-Val-Val-Leu
56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69

Py S2E182P12 .. S2E4P6 . S2E351P3 N
N N RN
S2E281P1 et S2E2S1P4 . .S2E4P5 .
"R f? Ky el
P S2E2P10 \
< i
» S2E1P33 \
& s

a) Peptide S2E2S1P1 ou S2E3S1P2 : séquence 56-62

Lys -~ Ala - Ser - Glu - Asp - Leu - Lys
56 61 62

W
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Composition :

Asp , Ser Glu , Ala Leu | Lys

b2 3 3

S
0,98 0,93 1,06 1,03 1,05 1,91

DNP-amino-acide terminal : di-DNP-Lys

Action de la leucine-aminopeptidase 3 37°C

En 1 heure 1l'enzyme libdre de la lysine (0,20 mole), de
1'alanine (0,19 mole) et de la sérine (0,14 mole). En 8 heures 1'enzyme
libére de la lysine (1,11 mole), de l'alanine (0,85 mole), de la sérine
(0,71 mole), de l'acide glutamique (0,79 mole), de 1l'acide aspartique

(0,55 mole) et de la leucine (9,64 mole).

Action des carboxypeptidases A et B a4 37°C

La carboxypeptidase A est sans action sur le peptide. En
4 heures la carboxypeptidase B libére de la lysine (1 mole) et de la
leucine (0,6 mole) (%x). En faisant ensuite agir la carboxypeptidase A
pendant 4 heures, on libére 0,91 mole de leucine pour 1 mole de lysine.
L'action des deux carboxypeptidases A et B, mfme poursuivie pendant 24
heures, ne permet pas de libérer d'autres amino-acides.

L'ensemble de ces résultats démontre la séquence.

b) Peptide S2E2S1P4 : s@quence 56-62

Lys - Ala - Ser - Glu - Asp - Leu -~ Lys

e

Composition :

Asp , Ser , Glu , Ala , Leu , Lys
0,88 0,87 1,13 1,01 0,90 2,20

DANSYL~amino—acide terminal : di-DANSYL-Lys

Action de la leucine-aminopeptidase 3 37°C :

Nous avons identifié par &lectrochromatographie sur papier

les amino-acides lib&rés par 1l'enzyme. La cinétique est en tous points

(%) La préparation de carboxypeptidase B utilisZe contient en effet encore
un peu de carboxypeptidase A,
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comparable & celle observée pour le peptide précédent. Il faut cependant
noter que l'hydrolyse semble moins compldte, les quantités libé&rées de
leucine et d'acide aspartique restant méme en 24 heures nettement inférieu-
res 3 celles des autres amino-acides.

L'hydrolysat enzymatique contient les acides aspartique et

glutamique et non leurs amides.

Action des carboxypeptidases B et A 3 37°C :

L'action successive des carboxypeptidases B et A permet la
libdration de lysine puis de leucine (identification sur papier).

Les résultats sont donc en faveur de la méme séquence que pour
le peptide précédent. Or, ces deux peptides ont des migrations nettement
différentes en électrophor@se 3 haut voltage (x).

Dans 1'8tat actucl de nos recherches, il ne nous est pas possible
d'expliquer la présence de ces deux peptides apparemment identiques du
point de vue de leur séquence, mais néanmoins bien distincts par leurs
caractéristiques icniques (mobilité électrophorétique et temps de rétention
sur la résine Chromcbonds P). L'un de ces deux peptides résulte peut-€tre
de la transposition en B de la liaison Asp-Leu comme cela a déja &té
signalé par HALEY et al. (115) dans les hydrolysats enzymatiques de
diverses protéines et notammént dans le cas de la ribonucl@ase (HALEY et
CORCORAN) (116).

Les études effectudes récemment par JORNVALL (117) sur les
trois composants de la myoglobine de Cheval isolés par KKESON et THEORELL
(voir Chapitre I) semblent indiquer que 1'un des trois contient un
groupement acdtyle par molécule. Il serait alors possible d'envisager
que l'un des deux peptides (S2E251P1 ou S2E2S1P4) porte un groupement
acétyle sur la fonction c-aminée de la lysine C-terminale. Des &tudes
sont actuellement en cours pour vérifier ou infirmer ces différentes

hypothéses,

(%) 5000 volts = 250 mA - 15 minutes 3 pH 1,7 (voir Chapitre VII).
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¢) Peptide S2E182P12 : séquence 56-61

Lys — Ala - Ser - Glu - Asp - Leu
56 61

Composition
Asp , Ser , Glu , Ala | Leu , Lys

s

1,00 0,95 1,00 1,07 1,04 0,94

DANSYL-amino—-acide tcrminal : di-DANSYL-Lys

La sBquence de ce peptide est déduite de celle du peptide
S2E281P1,
Remarque : Le peptide S2E1S82712, quatre fois plus abondant que 1fensemble
S2B2S1P1 + S2E2S1P4, est en fait le produit de coupure normal de 1'hydro-
lyse chymotrypsique, alors que les peptides 52E2S1Pl et S2E2S1P4 repré-

sentent des produits de coupure du type "trypsique" (voir plus loin),

d) Peptide S2E351P3 : séquence 64-69

His - Gly - Thr - Val - Val - Leu

Composition :

The , ocly , val®™) tee ., mis
0,90 1,24 1,67 1,16 1,02

DANSYL~amino—~acide terminal : di-DANSYL~His

Action de la carboxypeptidase A 4 37°C :

En 4 heures, l'enzyme libé&re de la leucine (1 mole) et de
la valine (0,7 mole), En 8 heures, il lib&re 1 mole de valine pour 1 mole
de leucine. En 24 heures, il y a 1lib8ration de leucine (1 mole), de
valine (1,4 mole) et de thréonine (0,3 mole) : ces résultats sont en faveur

de la séquence C-terminale, Thr - Val - Val - Leu.

(%) La stabilité de la liaison Val - Val 3 1l'hydrolyse acide explique le
faible taux de valine,
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e) Peptide S2E2P10 : séquence 62-69

Lys - Lys — His - Gly = Thr - Val - Val - Leu
62 63 64 69

s

%

Ce peptide est isolé de la globine hydrolysée par la chymotryp-
sine -TLCK.

Comggsitygzz

Thr , Gly Val Leu | Lys , |His

9

0,92 1,19 1,96 1,07 1,96 0,99

DANSYL-amino-acide terminal : di-DANSYL-Lys

Action de la carboxypeptidase A 4 37°C :

En 24 heures l'enzyme libdre 0,89 mole de leucine et 1,78 mole
de valine.
L'ensemble des résultats obtenus sur ce peptide, ainsi que

ceux obtenus notamment sur le peptide S2E3S1P3, démontre la séquence.

f) Peptide S2E1P33 : séquence 56-69

Lys-Ala-Ser-Glu-Asp-Leu-Lys-Lys-His~Gly~-Thr-Val-Val-Leu
56 61 62 63 64 65 69

Ce peptide cst isolé de la myoglobine hydrolysée par la chymo-
trypsine-TLCK.

ComEosition :

Asp , Thr , Ser , Glu, Gly , Ala, Val , Leu , Lys , His
1,07 1,00 1,19 1,12 1,25 1,12 1,74 1,92 2,64 0,93

DANSYL~amino~acide terminal :di-DAHSYL-Lys

La séquence de ce peptide est déduite de celle des peptides

précédents,
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g) Peptide S2E4P5 ou S2E3S2P20 ou S3E3A19 : séquence 63-64

Lys - His

Composition :

Lys His
1,03 0,96

DNP-amino-acide terminal : di-DNP-Lys

I1 existe trois autres s@quences Lys - His dans la molécule :
résidus 47-48, résidus 96-97 et résidus 118-119. Le peptide S2E4P5
provient vraisemblablement de trois de ces quatre séquences 47-48, 063-64,
et 96-97 ; la troisidme, 118-119, précéde en effet un résidu de proline
<120 rne qui exclut une rupture chymotrypsique de la liaison His - Pro
(voir plus loin résidus 116-123). 119 120

h) Peptide S2E4P6 ou S2E3S2P21 : séquence 62-63 (&)

Lys - Lys
Comgosition :

L'hydrolyse totale donne exclusivement de la lysine. Ce
peptide a un temps de ré&tention sur la Chromobeads P trés supérieur a
celui de la lysine libre. En &lectrophorése sur papier a4 pH 3,9 il migre

plus rapidement que la lysine libre,

Dinitrophénylation :

Le peptide est dinitroph&nylé puis hydrolysé par l'acide
chlorhydrique (24 heures a 105°C). L'hydrolysat est extrait a 1'&ther
et la phase &thérée soumise 3 la chromatographie classique des DNP-amino-
acides (voir Chapitre VII)., La phase aqueuse est redinitrophénylée et
soumise 3 cette méme chromatographie. Dans ces conditions, on identifie

la di--DNP-lysine dans les deux phases (phase &thé&rée ct phase aqueuse

(%) Ce peptide provient &galement de la séquence 77-79 (voir page 91).
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redinitrophényiée}aLe dosage de cette di-DNP-lysine montre que la phase
aqueuse redinitrophénylée en centient 0,9 mole pour 1 mole dans la phase
gthérée, ce qui démontre la séquence Lys - Lys.

Remarque : Le schéma suivant donne les taux (en p. 100) des différentes
liaisons de la séquence 56~69, '

100 80 90 90 296 100(en p.
i | i 100)

/ . v
His - Gly - Thr-Val-Val-Leu -

z {
o .

. i At Y
- Lys~Ala-Ser-Glu~Asp-Leu - Lys - Lys

1) Cas particulier du peptide S2E2S1P5

Lys - Ala - Ser - Glu - Asp - Leu -~ Lys -(Leu, His)
56 64

Composition :

Asp , Ser , Glu , Ala , Leu Lys His
1,02 0,95 1,03 1,08 1,93 2,04 0,94

DANSYL~amino-acide terminal : di-DANSYL-Lys

Action de la leucine-aminopeptidase 3 37°C :

Parmi les amino-acides 1ib&rZs en 24 heures on peut identifier
par électrochromatographie sur papier les acides aspartique et glutamique :

il n'y a ni asparagine ni glutamine dans 1l'hydrolysat,

Action de la carboxypeptidase A 3 37°C :

Quel que soit le temps d'action, l'enzyme libére en quan-
tités sensiblement &gales leucine et histidine, ce qui ne permet pas de
préciser complétement la séquence C-terminale. Seuls ces deux acides
aminés sont libérés par la carboxypeptidase A.

Remarque : Le peptide S2E2S1P5 semble correspondre 3 la sé@quence 56-64 avec
substitution de la lysine 63 par un résidu de leucine. Ce peptide provient

peut-Gtre de l'une des formes de myoglobine sdparable en &lectrophor@se en



gel d'amidon puisque notre &tude
globale (voir microhé&térogénéité

La récupération de ce

_90_

a &té effectuée sur la préparation
de la myoglobine, Chapitre II),

peptide représente au maximum le dixiéme

de celle du peptide S2E2P10 : la séquence L%S - ng - Héz est donc prédo-

minante, tandis que la séquence Lys - Leu - His est mineure.

9) SEQUENCE_70-76

Thr - Ala - Leu - Gly - Gly - Ile - Leu
70 71 72 73 74 75 76

. S3E1Al4 .,  S3ELAL6 |
. £ S g
s 32E152P5
*, £

a) Peptide S3ElAl4 ou S2E1S2P4 : séquence 70-72

Thr - Ala -~ Leu

— -
Composition :

Thr , Ala , Leu

1,03 0,94 1,06

DNP~amino-acide terminal : DNP~Thr

Action de la carboxypeptidase A 3 37°C :

En 4 heures ccule la lecucine est lib&rée et identifide par

électrochromatographie sur papier.

b) Peptide S3ELAL6 ou S2EL1S2P6 : sdquence 73-76

Gly - Gly - Ile - Leu

s

Composition :
Gly ., Ile , Leu
2,01 0,92 1,07
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DNP-amino-acide terminal : DNP-Gly

Action de la carboxypeptidase A & 37°C :

En 4 heures sont libdrées la leucine (1 mole) et 1'isoleucine
(0,27 mole). En 8 heures on obtient 0,58 mole d'isoleucine pour 1 mole de

leucine.

c) Peptide S2E1S2P5 : séquence 70-76

Thr - Ala - Leu - Gly - Gly - Ile - Leu

Composition :

Thr , Gly , Ala , Ile | Leu
0,95 2,03 1,02 0,99 2,01

DANSYL-amino-acide terminal : DANSYL-Thr

La s@quence de ce peptide est déduite de celle de ses deux
produits de coupure secondaire S3E1Al4 et S3E1AL6 (voir page. 90)..7
Le pourcentage de la coupure sccondaire de la liaison qui unit ces deux

peptides est de 47 p. 100,

e s ¥ v o £ e e o e o e e e

Lys = Lys = Lys = Gly - His - His - Glu - Ala - Glu - Leu - Lys - Pro - Leu
77 78 79 80 81 82 83 84 85 86 87 88 &9

B S2E3S1P15 ., S3E248 N
=, P Y
p S2E3S1PL4 N
Dy ~
p S2E351P6 <
v

S2E3S1P4
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a) Peptide S2E3S1P4 : séquence 80-86

Gly - His ~ His - Glu - Ala - Glu - Leu
80 86

Comgositiog_z

Glu Gly Ala Leu | His
2,02 1,04 1,04 1,05 1,86

DNP-amino-acide terminal : DNP-Gly

Action de la carboxypeptidase A 3 37°C :

En 4 heures la leucine est libérée (1 mole). En 8 heures
on obtient 1 mole de leucine et 0,29 mole d'acide glutamique. En 24 heures
sont libérés. : leucine (1 mole), acide glutamique (0,77 mole) et alanine

(0,52 mole).

Action de la leucine amincpeptidase 3 37°C :

En 30 minutes on observe la lib&ration de glycocolle,
(0,39 mole), d'histidine (0,58 mole) et d'acide glutamique (0,15 mole).
En 1 heure, 1'enzyme lib&re tous les amino-acides du peptide (jusqu'au

C-terminal).

b) Peptide S3E2A8 ou S2E352P8 cu S52E2S2P1l2 : séquence 87-89

Lys = Pro — Leu

S

— A
Composition :
Pro Leu | Lys
1,12 1,02 0,85

DNP-amino~acide terminal : di~DNP-Lys

La présence de la proline dans ce peptide permet de d&duire la

séquence, étant donné la spécificité de la chymotrypsine.
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c) Peptide S2E3S51P6 ou S2E2S1P8 : résidus 80-89

Gly - His = His - Glu - Ala - Glu - Leu - Lys ~ Pro -~ Leu
80 86 87 89

Composition :
Pro , Gly , Ala , Leu Lys His

Glu 5 H ’
1,94 1,07 1,06 1,06 1,83 1,02 1,99

DNP-amino~acide terminal : DNP-Gly

La séquence de ce peptide est déduite de celle des deux
peptides S3E2A8 et S2E3S1P4 qui sont ses deux produits de coupure secon-

daire,

d) Peptide S2E3S1Pl4 : séquence 79-89

Lys - Gly - His - His - Glu -~ Ala - Glu - Leu - Lys - Pro - Leu
79 80 86 87 89

Composition :

Glu Pro Gly Ala Leu , Lys His
1,82 0,97 1,09 1,08 1,78 2,13 2,10

DNP-amino-acide terminal : di~DNP-Lys

Action de la leucine-aminopeptidase 3 37°C :

En 24 heures, tous les amino-acides constitutifs sont libérés,
parmi lesquels 1'acide glutamique, identifié par &lectrochromatographie
sur papier ; il n'y a pas de glutamine dans 1'hydrolysat.
La séquence de ce peptide est déduite de celle du peptide précédent,

S2E381P6.

e) Peptide S2E3S1Pl5 : séquence 78-86

Lys — Lys - Gly - His - His - Glu - Ala - Glu - Leu
78 79 80 86
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Composition :

clu , Gly , Ala , Leu , Lys , His
2,15 1,2 1,3 0,94 1,81 1,56

DNP-amino-acide terminal : di-DNP-Lys

La séquence de ce peptide est déduite des séquences des
peptides précédents.
Remarque : La lysine 77 est placée par.analogie avec la myoglobine de
Cachalot. Les résultats de 1'hydrolyse trypsique de la globine de myoglo-
bine de Cheval sont 8galement en faveur de 1l'existence d'un r@sidu de
lysine dans cette position (®). Les trois liaisons lysyl de cette séquence
77-79 sont nettement hydrolysées par la chymotrypsine commerciale : les
pourcentages de coupure des trois liaisons 77-78, 78-79 et 79-80 sont
respectivement de 100 p. 100, 83 p. 100 et 87 p. 100. Aucun peptide chymo-
trypsique contenant 3 la fois les trois résidus de lysine 77, 78 et 79 n'a
en effet €té@ isolé, La liaison Leu -~ Lys cst coupée 4 40 p. 100 environ.

86 87

11) SEQUENCE 90-97

Ala - Gln - Ser - His - Ala - Thr - Lys - His
90 91 92 23 94 95 96 97

y S2E352P19 \

K -

y S3E242 \ , S2E3S2P13 \

\'\ ? (\ /“r
y S2E3S2P26 .
”‘-._—‘ i

I S2E3582P10 .

= -

8

S2E352P3 5

,S3E1A8. ,S2E4P5 .
A # ~ s

4

# S3E2A4¢c
(Bt

,  S2E282P2

A
i

(%) Résultats non publiés,
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a) Peptide S3E2A2 ou S2E282P1 : séquence 90-93

Ala - Gln - Ser - His
ComEosition 2

Ser , Glu , Ala , His
0,70 1,15 1,22 0,91

DNP-amino—acide terminal : DNP-Ala

Action de la leucine-aminopeptidase & 37°C :

En 24 heures, le peptide est totalement hydrolysé. L' hydro-

lysat contient de la glutamine, mais pas d'acide glutamique.

Action de la carboxypeptidase A i 37°C :

L'enzyme lib&re en 4 heures de 1 histidine, 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

Ala - Thr - Lys - His

_‘"9

ComEosition :

Thr , Ala , Lys , His
0,91 1,02 1,03 1,05

DNP~amino-acide terminal : DNP-Ala

Action des carboxypeptidases A et B 4 37°C :

En 4 heures, la carboxypeptidase A libére uniquement de
l'histidine. L'action de la carboxypeptidase B pendant 4 heures (aprés
celle de 1la carboxypeptidase A) permet la libération de la lysine.

c) Peptide S2E3S2P19 ou S2E3S1P12 : sdquence 90-97

Ala - Gln - Ser - His - Ala - Thr - Lys - His

rd
— L e
Y
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Composition :

Thr » Ser Glu Ala Lys His
0,96 0,92 1,01 2,02 1,11 1,96

DNP-amino~-acide terminal : DNP-Ala

Action de la leucine-aminopeptidase i 37°C :

En 24 heures, les amino-acides constitutifs sont libérés
et, par &lectrochromatographie sur papier, on identifie la glutamine

dans 1'hydrolysat qui par ailleurs ne contient pas d'acide glutamique.

Action de la carboxypeptidase A & 37°C :

En 8 heures 1l'enzyme libdre uniquement de 1'histidine.
L'étude des produits de coupure secondaire de ce peptide, notamment
S3E242 et S2E3S2P13, permet d'en Etablir la s@quence., D'autres peptides

mineurs confirment cette structure.

d) Peptide S2E3S52P26 : s&quence 92-97

Ser - His - Ala - Thr - Lys - His

Composition :
Thr | Ser | Ala | Lys | His
1,12 1,06 1,02 1,07 1,71

DNP-amino~acide terminal : DNP-Ser

Action de la carboxypeptidase A 3 37°C :

L'enzyme lib&re uniquement de 1'histidine (en 8 heures).

e) Peptide S2E3S2P10 ou S2E2S2P14 : séquence 90-96

Ala - Gln - Ser - His - Ala - Thr - Lys
90 96
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Compocition :

Thr , Ser , Glu Ala , Lys , His
0,93 0,96 1,01 1,90 1,08 1,10

DNP—-amino~acide terminal : DNP-Ala

Action de la leucine-aminopeptidase i 37°C :

L'hydrolyse totale du peptide par 1'enzyme (24 heures)

permet d'identifier la glutamine dans 1'hydrolysat.

- Action de la carboxypeptidase B i 37°C :

L'enzyme 1ib&re de la lysine (4 heures), La carboxypeptidase

A est sans action sur le peptide,

f) Peptide S2E2S2P2 : séquence 90-95

Ala ~ GIln - Ser - His - Ala - Thr
90 95

et

Composition :

Thr | Ser Glu , Ala His
1,07 1,07 0,92 1,92 1,00

DNP-amino-acide terminal : DNP-Ala

g) Peptide S2E3S2P3 : séquence 94-96

Ala - Thr - Lys
— _{.,____"1
Composition

Thr Ala Lys
0,92 0,99 1,08

DNP—-amino—-acide terminal : DNP-Ala

Action de la carboxypeptidase B 3 37°C :

L'enzyme libére de la lysine(en 24 heures)



h) Peptide S3EIA8 : séquence 94-95

Ala - Thr

Composition :

Thr |, Ala
0,99 ©.1,01

DNP-amino~acide terminal : DNP-Ala

i) Peptide S3E2p4c : sBquence 95-96

Thr - Lys

Composition :

Thr , Lys
0,86 1.13

DNP-amino-acide terminal : DNP-Thr

i) Peptide S2E4PS

(voir 1'étude de la s&quence 56-69, page 88 ).

Remarque : La séquence des résidus 90-97 est abondamment confirmée par
1'ensemble de ces résultats : ceux-ci nous fournissent une excellente
illustration des possibilités de recoupement offertes par 1l'hydrolyse
chymotrypsique,

Nous avons rassemblé ci-dessous en pourcentages de coupure
des différentes liaisons de cette zone. Ils sont calculés (en p. 100) par
rapport.d un taux de 100 p, 100 affecté aux coupures primaires (liaison

89-90 et liaison 97-98).
1 00 10 34 7 19 100

i j; é, \_,%- i; \ff ’ ‘j..l

- Ala - Gln- Ser~His - Ala - Thr - Lys - His -

I1 n'est pas possible de calculer le pourcentage d'hydrolyse de la

liaison Ala - Thr, car les produits de cette coupure (par exemple les
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peptides Thr ~ Lys et Lys - His) ne proviennent pas exclusivement de cette
portion de la molécule : le peptide Thr - Lys peut provenir aussi de la

séquence 132-133 (voir page 110 ),

12) SEQUENCE_98-103

Lys - Ile - Pro - Ile - Lys - Tyr
98 9¢ 100 101 102 103

52E352P24b

o S2E3S2P17 "

" P

a) Peptide S2E3S82P24b ou S2E2S2P20 : séquence 98-103

Lys - Ile - Pro - Ile - Lys - Tyr
98

Composition :

Pro , Ile Tyr Lys
1,20 1,87 0,97 1,94

DNP-amino~acide terminal : di-DWP-Lys

Action des carboxypeptidases A et B i 37°C :

La carboxypeptidasc A détache uniquement de la tyrosine
(en 4 heures). Ensuite, 1'action de la carboxypeptidase B permet en 4
heures de détacher de la lysine., L'action du mélange A + B en 24 heures ne

permet pas de détacher d'autres amino-acides que tyrosine et lysine.

Action dela leucine-aminopeptidase 4 37°C :

En 6 hcures 1'enzyme ne détache que la lysine N-terminale
(0,9 mole). En 24 heures d'action, on obtient 0,94 mole de lysine, mais

aucun autre amino-acide.
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Dégradation ¢' EDMAN :

Aprés 24 heures d'action de la leucine-aminopeptidase,
le nouvel amino-acide N-terminal est 1l'isoleucine (identification de
la di-DANSYL-Lys et de la DANSYL-Ile) : aprés enlé@vement de cette iso-
leucine par la méthode d'EDMAN, on peut mettre en évidence la proline
en position N-terminale par la méthode des DANSYL-amino-acides.

L'ensemble de ces résultats permet d’&tablir la séquence.

b) Peptide S2E3S2P17 : séquence 98-102

Lys = Ile - Pro - Ile ~ Lys

o

Composition :
Pro Ile |, Lys
1,08 2,03 1,88
La séquence de ce peptide est déduite de celle du peptide
précédent dont il est un produit de coupure secondaire du type "trypsique".

Le pourcentage d'hydrolyse de la liaison Lys - Tyr est de 1,7 p. 100.
102 103

13) SEQUENCE 104-106

Leu - Glu - Phe
104 105 106

Peptide S3E1A22b

Leu - Glu -~ Phe

S
v
Ay

Composition ¢

Glu Leu , Phe
1,05 0,95 1,00

DNP—-amino~acide terminal : DNP-Leu
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Action de la leucine—aminopeptidase 3 37°C :

En 24 heures, l'enzyme libére 1l'acide glutamique, la
leucine et la phénylalanine, identifiés par &lectrochromatographie sur
papier.

La phénylalanine est en position C-terminale, &tant
donné la spécificité primaire de la chymotrypsine.

Ile -~ Ser - Asp ~ Ala - Ile -~ Ile - His
107 108 109 110 111 112  1i3

S52E152P10 5

T
# N,
g

S2E182P7 \

a) Peptide S2E1S2P7 : séquence 109-113

Asp - Ala -(Ile, Ile, His)
109 113

oy

Composition :

Asp , Ala | Ile | His
0,94 1,02 1,02 0,99

DNP-amino-acide terminal : DNP-Asp

Action de la leucine-aminopeptidase 3 37°C :

L'enzyme lib&re en 24 heures les amino-acides constitutifs
dans les rapports molaires suivants :
. (=
Asp Ala Ile His ()
0,97 0,97 2,07 0,30
Le fait que les hydrolyses enzymatiques mettent en &vidence 2 résidus
d'isoleucine alors que l'hydrolyse acide n'en donne qu'un seul peut

s'expliquer par l'existence d'un enchainement Ile - Ile difficilement

(%) Nous n'avons pu expliquer ce faible taux d'histidine.
p pliq
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hydrolysé par 1'acide chlorhydrique en 24 heures.

Action de la carboxypeptidase A 3 37°C :

L'&tude cinétique de l'action de la carboxypeptidase A
ne permet pas de préciser complétement la sZquence C-terminale, car les
vitesses de libération de 1'isoleucine et de 1’'histidine sont comparables :
en 24 heures 1l'enzyme libére 0,8 mole d'histidine et 1,9 mole d'isoleu-
cine,

L'ensembie de ces ré@sultats conduit 3 la séquence par-

tielle Asp - Ala ~(Ile, Ile, His).

b) Peptide 32E132P10 : séquence 107-113

Ile ~ Ser - Asp ~ Ala - Ile - Ile ~ His
107 108 109 113

Composition :

Asp Ser , Ala Ile His
1,09 0,86 1,02 2,20 0,84

DANSYL-amino~acide terminal : DANSYL-Ile

Action de la leucine-aminopeptidase A 37°C :

Lienzyme lib&re en 24 heures les acides aminés constitu-
tifs dans les rapports molaires suivants :

4sp Ser | Ala | TIle | His (=)

3

0,92 0,95 0,9 3,19 0,35

Ces résultats confirment donc ceux de 1'étude du peptide
précédent et permettent de conclure i la présence de 3 résidus d'iso-—

leucine dans lec peptide, dont 2 appartiennent & 1l'enchalnement Ile ~ Ile,

*

(x) Ce faible taux d'histidine ne peut &tre expliqué (voir note de la
page 101).



difficilement hydrolysé par 1'acide chlorhydrique 6 N a 100°C.

Hydrolyse pepsique (24 heures 3 37°C : pH 1,8) :

L'hydrolysat pepsique du peptide est soumis 3 une &la-tro-
phorése sur papier & pH 3,9. On sépare ainsi deux bandes niphydrine poci-
tive : 1'une est 1égérement basique et donne une réaction de PAULY forte-
ment positive "autre est neutre et dorne une rdaction de PAULY tris
faiblement positive.

Le peptide iZgerement basique posséde en position N-terminal
1l'alanine (mBthode des DANSYL-zmino-acides) et correspond donc au
fragment C-terminal du peptide : Ala-(Ile, Ile, His).

‘action de la carboxypeptidase A 3 37°C pendant 6 keurcs
libére 1'histidine et 1'isoleucine en quantitds 8quivalentes,

Aprés avoir cnlevé 1'alanine N-terminale par ia mdthode
d'EDMAY, on obtient um tripeptide (Ile, Ile, His) ; la carbozypepiidase A
n'enléve que le résidu d'hisitidne C-terminal et n'agit pas sur le
dipeptide résiduel,

En conclusion, 1'ensemble des r8sultats cbtenus perre:

d'établir la siquence

Ile - Ser - Asp ~ Ale - Ile - Ile - His

Par rapport aux coupures primaires, la lisison Ser~Asy 23t

coupée I 36 p, 100,

Peptide S3EIAL7

Val - Leu

{omposition :

Val
1,02 5,97

[
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DNP-amino—-acide terminal : DNP-Val

I1 faut noter que deux autres séquences Val - Leu existent

par ailleurs dans la moldcule (résidus 10-11 et 68-69).

16) SEQUENCE 116-131

His=-Ser-Lys-His-Pro~Gly-Asn-Phe-Gly-Ala~Asp-Ala-Gln-Gly~Ala-Met
116 117 118 119 120 121 122 123 124 125 126 127 128 129 130 131

[€2]

2E352P223

P S2E252P15

S2E181pl1 S

S2E152P2 N

a) Peptide S2E3S2P23 ou S2E282P19 : séquence 116-123

His -(Ser, Lys)-(His, Pro, Gly, Asx)- Phe
116 117 123

Composition :

Asp | S Pro Gly | Phe Lys His

er
1,07 0,98 i,27 1,00 0,56 0,93 1,78

DiP-amino-acide terminal : di-DNP-His

Action de la carboxypeptidase A i 37°C :

Apré&s 24 heures d'action, seule la phénylalanine est libérée

et identifi&e par &lectrochromatographie sur papier.
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Action de la leucine-aminopeptidase 3 37°C :

En 24 heures, 1l'enzyme lib8re uniquement de 1'histidine
P ¥ q

de la sérine et de la lysine.

b) Peptide S2E2S2P15 ¢ résidus 117-123

Ser - Lys ~— His - Pro - Gly ~ Asn - TFhe
117

Composition :

Asp s  Ser , Pro , Gly , Phe , Lys , His
1,05 0,95 0,99 1,18 0,78 1,15 c,51

DNP-amino-acide terminal : DNP-Ser

Action de la carboxypeptidase A ( 4 h 3 37°C), suivie d'hydrazi-

nolyse :

o
Yyt

Ce procédé permet la libération et 1'identification par &lec-

trochromatographie sur papier de la phénylalanine, de 1%acide aspartique

]

et de 1'asparagine,

Action de la N-bromosuccinimide :

La méthode de SHALTIEL et PATCHORNIK (118) appliquée

au peptide permet la rupture de la liaison histidyl. Par électrcphordse
sur papier & pH 3,9 nous avons pu séparer le peptide non coupd de ses
deux produvits de coupure, L'un de ces devx produits a la composition
(Ser, Lys) ; l'autre la composition (Pro, Gly, Asp, Phe) avac la prolinc
en position N~terminale {(méthode des DANSYL).

La séquence des ré&sidus 116-123 est démontrie par
1l'ensemble de ces résultats.,

La liaison His - Ser esi coupde a4 37 p. 100,
116 117

c) Peptide S2E182P2 : siquence 124-131

Gly - Ala - Asp -(Ala, Gln, Gly)- Ala - Met
124 131
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Comgosition :

Asp s Glu , Gly , Ala » Met
1,03 1,10 1,93 2,91 0,9

DANSYL-amino-acide terminal : DANSYL-Gly

Action de la carboxypeptidase A 3 37°C :

En 24 heurcs, l'enzyme libdre la mdthionine (0,73 mocie)

et 17alanine (0,19 mole).

Action de la leucine—aminopeptidase 3 37°C :

L'action de l'enzyme est résumde dans le tableau

suivant :

Amino-acide Quantités 1ib&rées (en mole) E
15 min 60 min 120 min
Gly 0,11 1,12 1,25
Ala 0,25 1,39 1,71
Asp 0,15 0,44 0,58
Gln 0,37 0,47
Met 0,20 0,35

Ces résultats ne permettent pas de préciser la séquence
N~-terminale.

Dégradation récurrente d7EDMAN

Aprés la premiZre Etape le nouvel acide amind N-terminal cst
17alanine (mdthode des DANSYL-amino-acides) ; aprés la deuxidme &tape,
on peut identifier l'acide aspartique par la méme méthode.

La s3quence est déduite de ces résultats et de ceux de 17éxude

du peptide S2E1S1P11.
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d) Peptide S2E1S51P11 : séquence 116-131

His-Ser-Lys-His~Pro-Gly-Asn-Phe-Gly-Ala-Asp-Ala-Gln-Gly-Ala-Met
116 117 123 124 131

Composition :

Asp , Ser , Glu , Pro , Gly , Ala , HMet , Phe , Lys , His
2,14 0,98 1,04 1,08 3,06 3,06 0,66 0,98 1,12 1,88

DANSYL~amino-acide terminal : di-DANSYL-His

Action de la carboxypeptidase A 3 37°C :

En 6 heures, l'enzyme 1ibére la méthionine et 1'alanine en
gquantités sensiblement &gales, ce qui confirme la séquence C-terminale

du peptide S2E152P2.

En 24 heures, on note la libération de méthionine, d'alanine
et, en quantités nettement plus faibles, de glycocolle et de glutamine.

La séquence C~terminale du peptide est donc :

-(Gln, Gly)- Ala - Met

Hydrazinolyse :

Aprés 6 heures d’action de la carboxypeptidase A i 37°C,
1'action de 1'hydrazine permet d'identifier le glycocolle, ainsi qu'une
certaine quantité d'alanine et de méthionine-sulfoxyde.

La séquence du peptide est ddduite de 1'ensemble des
résultats précédents.

Remarque : Les pourcentages de coupure pour les différentes liaisons

de la s&quence 116-131 sont les suivants :

100 37 91

¥ 2

Y- His - Ser % Lys - His - Pro - Gly - Asn - Phe Gly = Ala - Asp ~...

100

e A&la - Gln - Cly - Ala - Met =



17) SEQUENCE_132-138

Thr - Lys - Ala - Leu - Glu - Leu - Phe
132 133 134 135 136 137 138

. S2E2S2P10 . . S3E1A22a .
. S2E152P22

S2E152P25 .
. S3E28be. S2E1S2P8 N

- .

£ S3E3L4

S2E3S2P7

P

. _S3E1A15,
%, &

a) Peptide S2E282P10 : s&quence 132-135

Thr - Lys - Ala - Leu
132 135

Composition :

Thr , Ala , Leu , Lys
0,90 1,05 1,09 0,97

DNP-amino—-acide terminal : DUP-Thr

Action de la carboxypeptidase A 3 37°C :

En 2 heures, 1l'enzyme libére la leucine, et 1'alanine en

quantité beaucoup plus faible, En 8 heures, ces deux amino-acides sont

1ibérés en quantit@s sensiblement &gales (identification par &lectrochro-

matographie sur papier).
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b) Peptide S3ElA22a : sEquence 136-138

Glu - Leu - Phe
136 138

Comgosition :

Glu Leu ,
0,97 0,99

Phe

1,04

DNP-amino-acide terminal : DNP-Glu

Action de 1a leucine-aminopeptidase 3 37°C :
En 24 heures, 1'acide glutamique, la leucine et la phényl-

alanine sont 1ib3r&s et identifi&s par &lectrochromatographie sur papier.

La phénylalanine est cn position C-terminale, &tant donnd la spécificité

primaire de la chymotrypsine.

c) Peptide S2E1S2P25 : séquence 133-138

Lys — Ala - Leu - Glu - Leu - Phe

133 138
— <
Composition :
Glu Ala Leu The , Lys
0,93 '1.05 2,04 0,93 1,04

: di-DANSYL-Lys

°

DANSYL—amino—-acide terminal

Action de la carboxypeptidase A 4 37°C :
L'enzyme lib&re en 2 heures la phénylalanine et la leucine

en quantit@s sensiblement équivalentes (identification par &lectrochro~

matographie sur papier). La séquence de ce peptide est déduite de ces
résultats et des séquences des peptides S2E2S2Pl0et S3EL1A222 (voir page 103)




d) Peptide S2ELS2P22 :

séquence 132-138

Thr - Lys - Ala - Leu - Glu - Leu - Phe
138

132
ggmgosition :

Thr |, Glu

0,92 1,03

, Ala
1,15

3

. DANSYL~amino-acide terminal :

Leu
1,97

Phe
0,87

DANSYL~Thr
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L'ensemble des résultats précédents permet d'établir la

séquence de ce peptide. Celle-ci est en outre confirmée par l'étude des

autres produits de coupure secondaire (voir Tableau suivant).

e) Tableau :

. oo Acides Aminés DANSYL ou
Peptides Résidus DNP-amino-acide
Thr | Glu Alaj Leu |Phe |Lys -
terminal
s38204c™ 132-133 | 0,86 1,13 DNP-Thr
S3E3414 ou ;
- i ~DNP~-
S2E3S2P6 133-134 1,03 0,97 di~DNP-Lys
S2E352P7*F 133-135 + 4 " di-DNP-Lys
S3E1A15 134~135 0,94 1,06 DNP-Ala
S2E1S2P8 134-138 1,14] 1,22| 1,83(0,80 DANSYL-Ala
(%) Voir la remarque sur la séquence 95-96, page 99.
(%) Composition qualitative (identification sur papier des amino-acides apriz
hydrolyse totale),

L'ensemble des résultats rassemblés dans ce tableau permet de ddduire les

séquences des peptides correspondants,
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Les pourcentages de coupure des liaisons de cette séquence

sont les suivants :

1?0 41 8
i i
| ¥ b 4

bt leu - Glu - Leu - Phe -

1 34 IQO (en p. 100)
& ; i
- Thr - Lys -

18) SEQUENCE 139-146

Arg = Asn - Asp - Ile - Ala - Ala - Lys - Tyr
139 140 141 142 143 144 145 146

. S3E2011b

%

Y
o

, S3E2A12
iy

S2E252P16

) Peptide S3E2p1lb : séquence 144~146

Ala - Lys - Tyr
144 146

L

ks
&
N l

Comgosition 3

Ala , Tyr s+ Lys
0,98 0,39 1,01

La tyrosine a &té partiellement détruite lors de 1'hydrolyse
acide.,

DNP-amino—acide terminal : DNP-Ala

Action de la leucine-aminopeptidase 3 37°C :

En 24 heures, les trois amino-acides suivants sont libdrés

dans les rapports molaires indiqués :

Ala , Tyr , Lys
1,10 0,72 0,94
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La tyrosine occupe la position C-terminale, étant donné la spécificité
primaire d'action de la chymotrypsine. Cette séquence est confirmée par

1'existence du peptide S3E2A12 (Lys - Tyr).

b) Peptide S2E2S2P16 ou S2EL1S2P27 : séquence 139-146

Arg - Asn - Asp = Ile - Ala - Ala - Lys - Tyr
13¢ 146

Composition :

Asp Ala , Ile , Tyr , Lys , Arg
1,91 1,91 0,97 0,93 1,15 1,07

DANSYL-amino—-acide terminal : DANSYL-Arg

Action de la leucine-aminopeptidase 3 37°C :

En 24 heures, l'enzyme libére les amino-acides constitutifs
Par électrochromatographie sur papier on identifie dans 1'hydrolysat
1'acide aspartique et 1'asparagine en quantités équivalentes.

A ce sujet, il faut signaler que le peptide S2E1S52P20
possdde la méme composition en acides aminés. Cependant, 1l'hydrolysat
de ce peptide par la leucine-aminopeptidase ne contient pas d'asparagine,
mais uniquement de l'acide aspartique. I1 s'agit donc bien d'une forme
désamidée du peptide S2E2S2P16. Elle est d'ailleurs prédominante et
constitue 75 p. 100 du total des deux peptides.

La sé@quence 139-146 est déduite d'une part des résultats
de 1'8tude des peptides chymotrypsiques correspondants, d'autre part
de 1'existence d'un peptide Asn - /:gn = Ilc - 1o - Ala = Lys (%) Lo2l3 des
hydrolysats trypsiques du fragment C-terminal de la globine obtenu par
coupure par le bromure de cyanogéne (DAUTREVAUX, HAN, Y. BOULANGER et
G. BISERTE) (119).

L'existence d'une liaison Arg - Asp ou Arg - Asn mise en

(%) Ce peptide existe &galement sous forme désamidée dans ces hydrolys.ats.




évidence par hydrolyse trypsique de la globine acétylée (119 bis) confirme
8galement la séquence,

19) SEQUENCE 147-153

Lys = Glu - Leu - Gly - Phe - Gln -~ Gly
147 148 149 150 151 152 153

- SZE1S2p21 y
Y rd
-S3E1A 19
~S3E1A23terx N
5 S52E1S2P18 o

a) Peptide S3EIA23 ter : séquence 149-151

Leu -~ Gly - Phe
149 151

g
v

Composition :

Gly , Leu Phe
0,85 1,17 0,97

DNP-amino—~acide terminal : DNP-Leu

La phénylalanine est en position C-terminale étant donné& la

spécificité primaire de la chymot sine,
L p ymoLryp

b) Peptide S3E1A19 : séquence 148-151

Glu - Leu - Gly -~ Phe
148 151

ey

AN



Cogposition :

Glu , Gly Leu , Phe
1,14 1,10 0,77 0,97

DNP-amino-acide terminal : DNP-Glu

Action de la leucine-aminopeptidase & 37°C :

En 24 heures, tous les amino—acides constitutifs sont
1ibérés. L'hydrolysat contient de 1'acide glutamique, mais pas de gluta-

mine,

c) Peptide S2E1S52P21 ou S3E1A26 : séquence 147-151

Lys - Glu - Leu - Gly - Phe
147 151

Composition :

Glu » Gly Leu Phe Lys
1,01 1,11 0,98 0,78 1,11

DANSYL~amino~acide terminal : diDANSYL-Lys

Action de la carboxypeptidasz A i 37°C :

En 8 heures, l'enzyme libére la phénylalanine et en
quantité nettement plus faible le glycocolle et la leucine.

En 24 heures, ces trois amino-acides sont libérés en
quantités sensiblement &gales (identification par électrochromatographic
sur papier). La séquence C~terminale est donc (Leu, Gly)-Phe., L'étude des
produits de coupure secondaire (S3ElA23ter et S3E1A19) de ce peptide
achéve de démontrer sa séquence.

Remarque : Les deux peptides S3ElA23ter et S3EIALl9 sont trés mineurs

par rapport au peptide S2E1S2P21 (moins de 5 p. 100).

d) Peptide S2E1S2P18 : séquence 147-153

Lys - Glu - Leu - Gly - Phe - Gln -~ Gly
147 151




Composition :

Glu Gly Leu Phe Lys
1,98 2,03 1,11 0,83 1,03

DANSYL-amino-acide terminal : di~DANSYL-Lys

Action de la leucine-aminopeptidase 3 37°C :

Aprés 24 heures d'hydrolyse, on identifie dans 1'hydrolysat
1'acide glutamique et la glutamine en quantitds é&gales,

Action de la carboxypeptidase A 3 37°C :

En 24 heures, l'enzyme lib3re principalement du glycocolle,
puis en quantités plus faibles de la glutamine et de la phénylalanine, et
des traces de leucine,

Hydrazinolyse :

L'action de l'hydrazine permet la lib&ration de glycocolic,
Remarque : Un autre peptide (S2EL1S2P16) posséde la mEme composition en
acide aminé et le méme amino-acide N-terminal (Lysine). L'hydrolysat
total par la leucine-aminopeptidase ne contient pas de glutamine, mais
seulement de 1l'acide glutamique. Il s'agit donc &galement d'une forme
désamidée (z). Elle représente 40 p. 100 du total des deux peptides.,

La liaison Phe - Gln est coupée 3 70 p., 100 seulement, contrai-
151 152
rement aux autres liaisons aromatiques dont le taux de coupure avoisine

100 p. 100. Ce résultat est normal, compte tenu de la position ti3s
"externe' de cette liaison dans la chaine peptidique.

I1 faut enfin signaler que, dans les hydrolysats trypsiques
du fragment C-terminal de la globine obtenu par coupure par le bromure de
cyanogeéne, le peptide Gly - Leu - Gly - Phe - Gln ~ Gly a été isolé (120),
ainsi que la forme désamidée correspondante Glu - Leu - Gly - Phe - Glu -

Gly. Dans les hydrolysats chymotrypsiques, les résidus Gln et Asn sont
152 140

-~

donc vraisemblablement les seuls 3 Stre désamidés.

(x) La carboxypeptidase A est sans action sur ce peptide, sans doute 3
cause du résidu d'acide glutamique en position 152 qui inhibe l'enzyme.
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CHAPITRE VI

DISCUSSION DES RESULTATS

CONCLUSION
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L - CONTROLE DE LA SPECIFICITE DE LA CHYMOTRYPSINE

icité

]

e

Nos résultats sont dans 1l'ensemble conformes d la spéei
admise pour la chymotrypsine. Ils sont trés comparables & ceux obtenus
par EDMUNDSON (121) au cours de 1l'hydrolyse chymotrypsique de la globine
de myoglobine du Cachalot. Nous avons en effet retrouvé la plupart des points
majeurs de coupure chymotrypsique signalés par cet auteur,

"parasites" de type trypsique, elles sont

Quant aux coupures
en général mineures (liaisons 31-32, 96-97, 133~134 par exemple),
exception faite toutefois des séquences basiques ol deux ou trois résidus
de lysine sont contigus dans la chalne peptidique. Le taux de coupure
des liazisons lysyl correspondantes peut alors atteindre 100 p. 100
(séquences 62-63 et 77-79).

Le traitement de la chymotrypsine par le TLCK se vévéle trés
efficace et supprime la plupart de ces coupures parasites.

Nous avons étudié par @lectrochromatographie sur papiler les
fractions S3 et 54 correspondant aux hydrolyses effectufes awvec la
chymotrypsine traitée par le TLCK. La fraction S$3 ne contient plus de
lysine libre et la fraction S4 ne contient plus de tyrosine libre. Les
deux résidus de tyrosine cngagés dans des liaisons Lys - Tyr ne peuvent
en effet Stre 1ib&r&s que par des coupures de type trypsique.

Bien que nous n'ayons pu dtudier systématiquement tous les
peptides de la fraction S2 de ces mémes hydrolysats, les r&sultats
rassemblés dans les tableaux X, XI et XII montrent une disparition trds
nette des coupures de type trypsique. Cependant, la liaison 26 - 97,
Lys-His, est coupé@e par la chymotrypsine-TLCK & un taux de 20 p. 100, ce
qui constitue une ré&plique 3 la coupure de certaines liaisons leucyl
(11-12 et 89-90) par la trypsine~TPCK (DAUTREVAUX, HAN, Y. BOULANGER,
BISERTE) (121 bis).

Certaines coupures chymotrypsiques sont supprimées ou nettement:
diminuées quand on utilise 1'enzyme traité par le TLCK (liaisca Ala-Glu

19-20 par exemple), mais ceci peut s'expliquer par la r&duction I 6 hrures



de la durée de l'hydrolyse. A ce sujet, un fait remarquable i sigraler
est la présence, dans les hydrolysats correspondants, du peptide S2E1P§
(séquence 1-11) qui contient une liaison Trp - Gln non coupde 3 1'enzyme
paralt donc couper la liaison leucyl 11~12 de pré&férence 3 cette

liaison tryptophyl.

‘B - ETABLISSEMENT DE LA SEQUENCE

Les peptides isolés des hydrolysats chymotrypsiques couvrent
les 153 amino-acides de la protéine. L'&tude de leu:r structure permet
la reconstruction de portions assez importantes de la molécule.

Le raccordement des diverses séquences chymotrypsiques ainsi
étudiées peut se faire en premier licu en placant les différents neptides
par analogie avec la sé@quence de la myoglobine de Cachalet, en tenant
compte éventuellement des substitutions d'amino-acides correspondant aux
différentes mutations subies par les deux esp3ces. Tous les peptides
isolés peuvent ainsi &tre placés dans une chalne peptidique qui constitue
avec une grande probabilité la molic:le de myoglcobine de Cheval.

Cette séquence probable est actuellement en grande partie

confirmée par 1'étude des 3 peptides 1ib8rés par 1'action sur la globine

[o N
)

du bromure de cyanogéne, &tude réalisée conjointement 3 celie des
hydrolysats chymotrypsiques (DAUTREVAUX, HAN, Y. BOULANGER et BISERTE)
(122 et 123),

La séquence C-terminale (r&sidus Met 131 3 Gly 153) a pu
ainsi €tre compldtement démontrde, ainsi que la séquence N-terminale
jusqu'au résidu Met 55, par hydrolyse trypsique des deux peptides
correspondants ; 1'8tude du segment médian est actuellement en cours
(résidus 56-131).

Les tableaux X, XI et XII montrent la reconstitution de ces

trois segments.,



~119~
TABLEAU X

EQUENCE N~-TERMINALE DE LA MYOGLOBINE DE CHEVAL

RESIDUS 1-55 m

C C C C

i 1 ; t

Gly - Leu - Ser ~ Asp = Gly - Glu - Trp + 6ln - Gln - Val - Leu
1 ? * ! 11!
& BNT1 N

C T C
i !
Asn -~ Val - Trp ? Gly - Lys L val - glu -~ Ala - Glu -(Val, Ala,
12 % ! 22
7 BNT2 o BNT3 coo
. < h
icl i<l
c c CT C C
' ! ' !
Gly, (His - Gly), Gln, Asp, Ile) - Leu } Ile + Arg*# Leu - Phe j
23 f ? i 33
BNT3 .. . BNT4
s ¢ o .‘/ .:\.‘ LA ]
c T C c
£ ; ’
Thr - Gly - His - Pro - Glu - Thr - Leu + Glu - Lys + Phe + Asp !
34 ' | YA
. BNT4 \ - _ BNT5 )
+BNT6bis e
—
BrCN
1 e
P T ¢ T
. i i :
Lys L Phe + Lys ¢ His - Leu & Lys + Thr - Glu - Ala -
45 1 ! | i ;
"BNT5, . BNT6 ., BUIT7 _ BNT8 .
o 3 - i ~ i o '
BNT6bis :
T = Coupure par la trypsine ; C = Coupure par la chymotrypsine (en trai:
plein les points d'attaque majeurs, en pointillé les coupures seccudaires)
cl =
G =

sique du fragment N-terminal obtenu par coupure de la globine par le
bromure de cyanogéne (BrCN).

Coupure par la chymotrypsine traitée par le TLCK ; BNT = Peptide tryp-



SEQUENCE P

TABLEAU XI

ROBABLE DU SEGMENT MEDIAN DE LA

MYOGLOBINE

DE CHEVAL

(résidus 56-131)

<2

s

Lys = Ala - Ser - Glu - Asp - Leu + Lys

56

His
82

Thr
95

Ser
108

Gly
121

- e ey

— e Yy

Thr - Ala ~ Leu

Glu - Ala - Glu

Asp - Ala

Asn - Phe

- Ile

kel

v
¢
+ Gly

(@]

Gly

- Ile

- Ala

- Gly - Ile

ey

10

- Pro - Ile

C

- His Val

- Asp - Ala

Fesairnty

Gln - Gly - Ala

Gly - Thr - Val - Val

Lys Gly - His

Lys - His ~ Pro

- -0
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TABLEAU XII

SEQUENCE C-TERMINALE DE LA GLOBINE DE MYOGLOBINE DE CHEVAL
Résidus 132 3 153

4 el
C CcT C C T
i
Thr + Lys =|Ala - Leu + Glu - Leu - Phe + Arg + Asn - Asp — Ile -~ .o
132 | 139 | 140
£ BCT] at . BCT2 it (’ BCT3 - 6o
v C"i'

C C T C CT C

! i I
Ala + Ala + Lys + Lys +~|Glu + Leu - Gly - Phe + Gln - Gly
143 ] 1 [ | 148 149 ] 153

BCT3 . . BCT4 . BCT5 .

7 ™ I N -

BCT =

Peptide trypsique du fragment C-terminal obtenu par coupure
de 1la globine par le bromure de cyanogéne.
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C - COMPARAISON ENTRE MYOGLOBINE ET HEMOGLOBINE

La comparaison des séquences des myoglobines de Cachalot
et de Cheval montre une grande ressemblance entre les deux protéines,
puisque 1'on n'observe que 16 différences sur 153 acides aminés. Il s’agit
d'une part de 15 substitutions correspondant A des mutations ponctuelles
conformes au code génétique de NIRENBERG (124) (Tableau XIII). A ces 15
mutations ponctuelles, il faut ajouter d'autre part une inversion : la
séquence Val -~ Thr (66-67) du Cachalot est remplacée par une séquence
Thr - Val chez le Cheval. Dans le Tableau XIII, les deux myoglobines du
Cachalot et du Cheval sont Zgalement comparées 3 la myoglobine de Baleine

{Megaptena Modosa) dont la séquence des 60 premiers acides aminés a &té
déterminée par EDMAN et BERG (124 bis). Dans cette s@quence des résidus
1-60, on observe 7 substitutions entre les myoglobines de Cheval et de
Baleine, 9 entre le Cheval et le Cachalot, 6 entre le Cachalot et 1a
Baleine,

Au total, il existe 18 différences entre ces trois myoglo-
bines : 17 substitutions et 1 inversion,

Du point de vue du code génétique, 3 chacune des 17 substi-
tutions correspond un changement de 1l'une des trois bases du codon :

3 mutations affectent la premidre de ces trois bases, 10 la seconde et 4
la troisiéme ; 13 de ces 17 mutations ont pour cause le remplacement &‘'une
base purique par une base pyrimidique (mutation par transversion) dont 6
correspondent & une mutation U;—» A,

I1 faut noter également que 10 mutations (sur 17) sont
"conservatrices' c'est-a-dire qu’elles remplacent un acide amind par un
autre ayant le méme caractdre ionique, hydrophile ou hydrophobe (Asp - Glu,
Lys - Arg, Val - Leu ou Val - Ile, Gly - Ala).

L'@tude de la localisation de ces substitutions par rapport
d la position de 1'héme est trds intéressante. Nous avons vu (Chapitre I)
que 1'h3me &tait enfoncé dans une crevasse limitée par les segments C, E,

¥, CD, EF et FG. Seules, deux substitutions affectent ces zones : résidu



DIFFERENCES OBSERVEES ENTRE LES MYOGLOBINES

TABLEAU XITI

DU CACHALOT, DE LA BALEINEx ET DU CHEVAL

Résidu 1 4 5 9 12 13
Cachalot Val Glu Gly Leu Hi;~ Val
Baleine Val Asp Ala Leu Asn Ile
Cheval Gly Asp Gly Gln Asn Val
Résidu 15 - 20 34 35 ” 45 66-67
Cachalot Ala Asp Lys Ser Arg Val-Thr
Baleine Ala Asp Lys Gly Lys
Cheval Gly Glu Thr Gly Lys Thr-Val
Résidu T4 109 ‘118 132 1490 151 -
Cachalot Ala Glu Arg Asn Lys Tyr
Cheval Gly Asp Lys Thr Asn Phe

(x) Baleine Megapfena ilodosa dont la séquence des 60 prem.
acides a été déterminée par EDMAN et BERG,
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45 ou CD3 (Arg -Lys) et résidu 74 ou E17 (Ala - Gly). Ces deux substitu-
tions concernent des résidus tournés vers l'extérieur de la molécule et
non vers 1l'intdriecur de la crevasse. Il en est de méme pour l'inversion
66-67 ou E10 - Ell qui affecte deux résidus (Val et Thr) tournés vers
l'intérieur de la molécule, De plus la substitution Arg - Lys en CD3
laisse subsister la liaison ionique existant entre le groupement basique
de la chaine latdrale (guanidyie ou e—NHQ) et un des groupements propa-
noiques de 1'héme.

Les autres substitutions intéressent des acides aminés
Eloignés de 1'h&me ou qui ne sont pas directement en contact avec celui-ci,

La comparaison entre les deux myoglobines de Cachalot et
de Cheval et les chaines o et 8 de 1'hémoglobine de Cheval (Tableau XIV)
est également intéressante. La myoglobine de Cheval est en effet beaucoup
plus proche de la myoglobine de Cachalot que de 1'une ou l'autre des
chaines o ou B de l'hé&moglobine de Cheval. En particulier les centres
basiques contenant les histidines proximales at distales sont identiques
pour les deux myoglobines. Par contre, le centre basique contenant
l'histidine proximale des chalnes o et B8 de 1’'hémoglobine de Cheval
différe sensiblement de celui de la myoglobine. En effet, seules l'histidine
F8 (93 ™Mb, 928 ou 87a ) et la lysine FG2 (96 b, 958 ou 90a } sont
communes aux trois types de chafne. On note dans cette région plusicurs
mutations non conservatrices, dont 1'une surtout est importante : la
leucine FG3 des chalnes de 1l'hémoglobine (91c ou 968 ) est remplacée dans
la myoglobine par une histidine. Or cette leucine est liée 3 1'héme par une
liaison de Van der Waals (voir Chapitre I). D'autres mutations changent

la charge &lectrique exemple les mutations Gl et Glu u
g ectrique, par mp les mutations G Do G 903 °

Asp et Pro

v G o
1007 452908 ou 944
Ces changements de structure primaire entre myoglobine

85a

et hémoglobine peuvent expliquer en partie les différences d'affinité
pour l7oxygéne, notamment 1'allure des courbes de dissociation de 1loxy=-

hémoglobine et de 1'oxymyoglobine, car de tels changements modifient



1'affinité de 1'hdme pour la globine. A 1'appui de cette hypothdse il faut
ranpeler l'exemple de 1'hémoglobine GUN HILL (voir ~hapitre I) ofi vne d&lé-
tion F9 - FGl-4 de 5 acides aminés de la chalne B swpprime la fization de
1'h3me par cette chalne. Le cas des hé@moglobinas pathologiques YARIMA et
KEMPSEY Gtulides par JONES et al., (125 a) et YoVY ef al. (12

ment tr3s intéressant : le ré&sidu d’'acide aspartique Gl on 9
est remplacé dans 1 hdmoglobine YAKIMA par un r@sidu d'histidine et dans
1"hémoglobine KEMPSEY par uvn résidu d'asparagine. Selon ces auteurs, ces

modifications entraineraient des changements de structure secondalre et

e

: ¢

aie
tertiaire affectant 1'affinité de 1'hémoglobine pour 1 oxygine, Lfoxyhémo-

i
globine YAKIMA donne en effet une courbe de dissociation hynarbsligue

qui se superpose presque I celle de la myoglobine. Il ne faut ceperdant

pas négliger une autre explication possible d certe diffé

i—-‘Q

pour 1l'oxygéne entre hémoglobine et myonslobine, qui cst
les chaines a et 8 au cours de la saturation en oxygdne, interaction
inexistante dans le cas de la myoglobine, constitufe d'un seul type de

chafne (sous forme monomdre), Le comportement de 1°'hdmoglobine H ou B

,

constitude de 4 chafnes 8 associfes, ost 3 cet Ggard significatif : 13

i‘

courbe de dissociation de 1'oxy! globine correspondante est hyperbo-
10

ném
ligue comme celle de 1'oxymyogiobine (BENESCH ef af,) (125 c).

Ces deux explications apparemment différentes cont peut-
etre ndanmoins conciliables : en effet, les changements de structures

primaires peuvent modificr simultanément 17affinité de la chafne corres—

sondante pour 1'hdme (et par suite nour l'oxyedne) ot l'interaction entre
P p I 2 ¥a

chafnes o et § . Cette modification de 17interaction entre chafres o er
B a &td invoquie notamment par CHARACHE ef al,(125 d) dans e cas de

1'hémoglobine CHESAPEAKE, dans laquelle le résidu d'arginine FG4 de la

chaine a{92) est remplacd par un résidu de leucine,

[0

Au total, si l'on compare myoglobine et himoglobine d

Cheval, on note 35 correspondances entre la cha¥ne ¢ et la myoglobine
et 36 entre la chalne B et la myogleobine. La comparaiscn de la myoglobine

du Cachalot avec 1'h&moglobine de Cheval ne r8vdle gudre niue de ragsemn—

blances : respectivement 36 et 35,
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TABLEAU XV
EVOLUTION DES COMPOSITIONS EN ACI

ET DES HEMDGLOBINES

DES A'S
DARS LES DIFFERINTES ESPEC

AT

GLOBINES
ES

INES DES M70

[

HYOGLORINES HEMOGLOBINES
Primates |Mammiférces| 'lammifdres| Poissons|“ammiféres| Poissons!Inve: iibrds
terrestres marins
uP/® 1,26 1,32 1,06 1,80 1,70 2,07 2,73
B/H 2,40 2,33 3,15 1,96 1,51 1,41 0,58
NP ¢ amino-acides non polaires (Phz, Val, Ile, Leu)
B : amino-acides basiques {(Arg, Hiz, Lys)

Nt

H : amino-acides hydroxylés (Thr, Ser
TABLEAU XVI
EVOLUTION DE LA COMPOSITION BN AMINO-ACIDES DANS
LES DIFFERENTAS CHAINES DT L'HEMOGLORING
o B Y S
NP/B 1,52 136 1,91 1,91
3/H 1,29 2,25 1,05 2,09




Du point de vue de 1l'8volution, ces résultats signifient que la
différenciation Myoglobine~Hémoglobine a &té trés précoce, beaucoup plus
précoce que la différenciation des espices,

I1 est vraiscmblable que les diffZrences observées entre la
myoglobine et les chalnes o ou 8 de 1'hZmeoglobine sont trds estompdes
dans les espdces inférieures.,

A cet égard, la comparaison des compositions en amino-acides est
intéressante car elle peut, 1 di&faut de notre connaissance des structurcs
marquer le sens de 1'2volution de la myoglobine (Tableau %ZV), On remarque que
le rapnort des acides amin@s non polaires (Phe, Val, Ile, Leu) aux acides
aminZs basiques diminue quand on passe des Poissons avx Mammif3res marins
et aux Primates : inversement, le rapport des acides aminés basiques aux
acides aminZs hydroxylés auemente des Poissons aux Primates ; la scule
exception est constitude par les Mammifdres marins qui, lorsqu’on se
fonde sur ces critdres, paraissent plus &volués que les Primates : ceci
s'explique peut-Ctre par uvne 2volution accdlérée ayant permis un retour

3

au milieu aguatique apr8s unc &re transitoire de vie terrestre. L'Ztude

des chafnes de 1'hémoglobine ne nermet pas de déterminer avec certitude

la chaine la plus ancicnnement diffdrencide et phylogindtiquement la

plus proche de la myoglobine., On constate cependant a4 1'examen des tableaux

3 > n

XV et XVI que la composition dc la chaine B est relativement proche de

celle de 1la myoglobine des Poissons : la teneur cn proline de cette chafne B
(3 p. 190 contre 4,6 p. 100 pour la chalne o ) est aussi du mfme ordre de
grandeur que celle des myoglobines (2,7 p. 100) ; ces analogies suggdrent

un degrd dfévolution comparable pour la chalne B de 1'hdmoglobine ot la

myoglobine des Poissons, ce qui tendrait A prouver que la chalne 8 est

T

la chafne ancestrale de 1'h&mcglobine. L'@volution des compositions en

amino-acides, &tudife par ATASSI (126) chez les Primates, montre une
diminuticn marquée du rapport basiques/hydroxyl3s dans la chafne B lorsqu'ecn
va des espdces les plus &voludes vers les moins &voludes : la similitude

des chaines o et 8 serait de plus en plus marquée au fur et 3 mesure que
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1'on s'abaisse dans 1'achelle phylogéndtique.

On peut donc anvisager qu'il existe ou qu’il a existd des
espéces chez lesquelles la diffdrenciation entre les chafnes o et B8
ou entre la chalne B et la myoglobine ne s'est pas encore effectude. Do
ce peint de vue, la comparaison entre myoglobine et hémoglobine chez
les cspaces animales infd@rieures apparait donc comme particulirement
int8ressante.,

fiotre travail sur la myoglobine de Cheval ne counstitue
donc qu'une Ztape. Il nous a permis de mettre 2u point ou d'amdlicrer nos
techniques de détermination des structures protéiques sur un substrat
facile 3 préparer et 3 purifier. L'étude d'une myoglobine de Poisson ou

d'0iseau doit constituer la prochaine &tape de nos recherches.



CHAPITRE VII

TECHNIQUES
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A - PREPARATION ET CONTROLES DE PURETE DE LA MYOGLOBINE DE CHEVAL

1) Isolement de la myoglobine

a) Extraction de la myoglobine du tissu cardiaque

Le coeur de Cheval (poids 4 3 5 kg), prélevé dans 1'heure
qui suit 1'abattage, est transporté au laboratoire dans la glace,

Les tissus adipeux et conjonctif, les oreillettes et les artéres
coronaires sont 2liminés et le tissu musculaire des ventricules est haché,
puis broyé finement (%) en présence d'eau distillée (6 litres pour 2 3
3 kg de viande hachée). On ajoute quelques gouttes de toluéne et la purée
tissulaire obtenue est abandonnée une nuit en chambre froide d& 4°C. Dans
le cas oli 1'on désire préparer la myoglobine sous forme de carbonylmyoglo-
bine, on sature la purée tissulaire en oxyde de carbone préparé par action
de 1'acide sulfurique concentré sur le formiate de sodium. Le lendemain
on centrifuge 3 4000 t/min pendant 1 heure et on filtre le surnageant
afin d'éliminer les particules graisseuses. La filtration est effectude
3 1'aide d'un filtre Blichner de 30 cm de diamdtre sur papier Whatman n° 1
et 3 (2 épaisseurs de Whatman n° 3 encadrant 1 &paisseur de Whatman n° 1).
Au filtrat on ajoute de nouveau quelques gouttes de toluéne. On procéde

éventuellement 3 une nouvelle saturation en oxyde de carbone,

b) Purification par précipitation des impuretés

La solution obtenue (volume approximatif de 6 litres) est ajustée
3 83 p. 100 de saturation en sulfate d'ammonium : on ajoute par petites
portions 562 g de sulfate d'ammonium solide par litre de solution (quan-
titd calculZe pour une température de 4-6°C), sous forte agitation. Pen-
dant cette opération, le pH de la solution est maintenu aux environs de
7, par addition goutte 3 goutte d'ammoniaque concentrée, et finalement

ajusté a 7.

(%) Broyeur Ultra-Turrax type TP 1812
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Aprés 1 3 2 heures d'agitation, l1'hémoglobine et les autres
impuretds non héminiques ont précipité et la solution est filtrée sur
papier Whatman n° 1 (en double &paisseur). Cette opération dure plusieurs
heures. La solution est refiltr@e dans les mémes conditions (la deuxidme
filtration est cependant beaucoup plus rapide que la premiére : 1 heure

environ).

2) Obtention de la myoglobine pure

Le surnageant précédemment obtenu, qui est &ventuellement
saturé en oxyde de carbone, (volume approximatif : 7 4 8 litres) est
alors ajusté 3 94 p. 100 de saturation en sulfate d'ammonium dans les
mémes conditions que précédemment : on ajoute 77,5 g (x) de sulfate
d'ammonium par litre de solution sous forte agitation en maintenant le
pH aux environs de 7 et en l'ajustant finalement 3 7. La myoglobine
précipite. Au bout de 2 heures le précipité peut €tre recueilli par
filtration sur verre fritté (n° 3 ou 4) et lavé par 0,5 3 1 litre de
solution de sulfate d'ammonium 3 94 p. 100 de saturation (%=x) ajustde 3
pH 7. Au cours de cette manipulation, il faut &viter soigneusement de
laisser sécher le précipité sur le filtre.

La myoglobine obtenue est redissoute dans 800 ml 3 1 litre
d'ammoniaque 0,01 N ; elle est &ventuellement saturde en oxyde de carbone,
et dialysé@e en boudin de cellophane (4 4 5 boudins de 200 3 250 ml),
contre 10 litres d'eau distillée changée quotidiennement, pendant 4
jours (=),

Finalement, la solution de myoglobine est lyophilisée et

la protéine est conservée au réfrigérateur dans des flacons soigneusement

(%) Quantité calculée pour une température de 4-6°C.
(xx) A1 litre d'eau il faut ajouter 662 g de sulfate d'ammonium.

(2xx) Cellophane Viscora~Visking : boudin de 50 mm de diamétre.
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bouchés., .
On obtient ainsi en moyenne 1 g de myoglobine par kg de coeur
brut. |

t

Cristallisation de la myoglobine

Lorsqu'on désire obtenir la myoglobine sous forme cristallisde,
on redissout le précipité de myoglobine (3 3 4 g) dans 1 litre d'eau
distillZe et la solution obtenue est dialys@e 3 4°C pendant 15 jours 3
trois semaines contre 10 litres de solution saturée de sulfate d'ammonium
ajustée & pH 7 (x). Cette solution est change deux fois, au bout de 24
et 48 heures de dialyse.

La myoglobine commence 3 cristalliser au bout de quelques jours.

3) Contrdles de pureté de la préparation

a) Electrophorése de zones sur papier

L'homogénéité &lectrophorétique de la myoglobine est contrdlée
en Electrophorése sur papier Schleicher et Schiill 2043a Mgl en tampon
véronal de pH 8,9 (®x) pendant 9 heures sous 80 volts, On dépose 200 3
500 g de protéine sur la bande humide du cBtd cathodique 3 8 cm du bord,
Aprés la migration, les bandes sont séchées 3 température ambiante puis
fixées 30 minutes 3 100°C et enfin révélies par 1'Amidoschwarz dans les
conditions suivantes : les bandes sont trempées 3 minutes dans le colorant,

puis dans des bains décolorants jusqu'3 obtention d°un fond blanc (m=x)

B) Chromatographie sur couche mince de gel de Sephadex. Technique de
JOHANSSON et RYMO (127)

@) Préparation du gel

10 grammes de Sephadex G75 forme "fine” sont mis 3 gonfler dans

(%) Solution d 720 g de sulfate d'ammonium pour 1 litre d‘eau.
(*%) Tampon v3ronal de pH 8,9 : véronal sodé 20,26 g ; HC1 5 ml ; eau
distillée qsg 2 litres.

(x%xx) Formule du colorant : 1 g d'Amidoschwarz, 10 ml d'acide acétique et
90 ml de méthanol ; mélanger ; laisser reposer une nuit et filtrer.
Bain décolorant : 30 ml de phénol aqueux 3 10 p. 100 d'eau ; 100 ml d'acide

acétique, eau distillée gsp 1 litre.




~T5—

150 ml de tampon TRIS-hydroxyméthylaminométhane 0,05 M, KC1 0,1 M de pH
7,5 (x) pendant 5 heures. Le gel posséde ainsi la consistance souhaitable
pour &tre &tal@ sur les plaques de verre.

g) Préparation des plaques

Les plaques de verre de 20 x 40 cm sont nettoyées soigneusement

d 1'aide d'une solution concentrée de carbonate de sodium (25 g p. 100 ml),

8
puis rincées abondamment 3 1l'eau distillée et s&chées avec soin. Elles
sont dégraissées i 1'alcool et 3 1'acétone avant 1°usage.

Pour étaler le gel on utilise un appareillage spécial constitué
d'un socle plan sur lequel sont placées les plaques de verre d'épaisseur
8gale. Une couche uniforme de Sephadex de 0,5 mm d'&paisseur est déposée
au moyen d'un applicateur mobile ().

10 3 15 minutes aprds 1'Gtalement, les plaques sont prites 3
1'emploi. Elles peuvent &tre conservées plusieurs jours dans un récipient

saturé en vapeur d'eau avant d'Gtre utilisées.

:¥) Chromatographie

5 pl d'une solution protéique 3 12 mg/ml sont déposés dans le gel
sans perturber sa surface. Sur une plaque de 20 cm de large on peut
réaliser quatre dépdts 3 4 cm du bord supérieur de la plaque.

La plaque est place sur un chevalet mobile congu de fagon 3 ce
qu'elle fasse un angle de 10° avec le plan horizontal. Un pont de papier

Whatman 3 MY relie le réservoir de tampon i 1'extrémité supérieure du

gel.,

(%) Tampon Tris : Trishydroxyméthylaminométhane 30 g
Chlorure de potassium 37425 g
HC1 5,6 N gsp . ¢ni 755 (environ 30 ml)
Eau distillée ' gsp 5 litres

(x%) Appareil DESAGA (Heidelberg)



~T 6=

Une bande de papier Whatman 1 est appliquée 3 1’extrémité opposée
de la plaque de facon 3 régulariser le flux du tampon dans le gel. L'en~
semble (plaque + réservoir 3 tampon) est placé dans une chambre humide et
la chromatographie descendante est poursuivie pendant 15 heures. Ensuite,
la plaque est séchée 30 minutes 4 100°C et les proté@ines révélées par
la colorant 3 1'Amidoschwarz précédemment décrit : le trempage dure 1
heure et la plaque est ensuite décolorée par des bains successifs de

méthanol/acide acétique/eau (70:15:15).

¢) Acide aminé N-terminal de la globine

Nous avons utilisé la méthode classique de SANGER (128).
a) Synth@se de la DNP-globine

La globine (25 3 30 mg) est dissoute dans 5 ml de solution de
bicarbonate de sodium 4 10 p. 100. On ajoute 10 ml de solution alcoolique
de fluorodinitrobenzéne (FDNB)(%) & 5 p. 100 (vol/vol) préparée extempo-—
ranément., On maintient le mélange sous agitation magnétique pendant 2 3
3 heures 3 1'obscurité et 3 température ambiante, La solution est ensuite
acidifiée par 1l'acide chlorhydrique concentré (jusqu'd cessation de
1'effervescence) et le précipité de DNP-globine est lavé 2 ou 3 fois par
1'acide chlorhydrique 0,05 N, 3 fois a 1'alcool ou a4 1'acétone (xx)
(jusqu'ad surnageant incolore) puis 3 1'éther (1 fois) et séché.

B) Hydrolyse de la DNP-globine

La DNP-globine est hydrolysée totalement en tube scellé sous
vide par 1'acide chlorhydrique 6 N (x%%) pendant 24 heures.L'hydrolysat

dilué 4 fois est extrait 3 fois 3 1l'é@ther privé de peroxydes (¥xxx)

(%) FDNB Merck

(#x) Dans tous nos essais, nous avons utilisé 1l'ac&tone commerciale préala-
blement redistillée dans les conditions suivantes : on €limine téte et
queue de distillation et on recueille la fraction médiane qui distille &
56-57°C.

(#x%) Acide chlorhydrique Merck & 37 p. 100 dilué de moiti& par 1'eau.
(xxxx) Ether sulfurique distillé 30 min 3 reflux sur chlorure stanneux,

lavé par une solution aqueuse de carbonate de sodium 3 20 p. 100, puis 3
1l'eau distillée et finalement redistillé sur sulfate ferreux. On le conservc
ad 1'abri de la lumidre sur sulfate ferreux.
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La phase &éthérée est lavée par un volume &gal d'acide chlorhydrique 1 N
puis évapor@ i sec. Cet extrait &théré contient du dinitrophénol formé au
cours de la dinitrophénylation, qui doit @tre &liminé avant la chromatogra-
phie par sublimation sous pression réduite 3 70-80°C pendant 45 minutes (%).

%) Chromatographie

L'extrait &éthéré est alors soumis 3 une chromatographie ascen-
dante sur papier Whatman n°® 1 pendant 15 heures dans le systéme de BISERTE
et OSTEUX (129) (Toluéne/Pyridine/Monochlorhydrine du glycol/Ammoniaque
0,8 N ; 30:9:18:18). Aprés séchage, on effectue en deuxiéme dimension une
chromatographie descendante pendant 15 heures dans le tampon phosphate
1,5 M de pH 6 préconisi par LEVY (130).
Remarque : Le DNP-glycocolle peut €tre totalement détruit dans les hydrolyses
de 24 heures de la DNP-globine., En effectuant des hydrolyses de durée plws
courte (8 3 16 heures), on retrouve le DNP-glycocolle accompagné de taches
parasites qui correspondent 3 des DNP-peptides provenant d'une hydrolyse

inrompléte de la DNP-globine.

B -~ IIYDROLYSE CHYMOTRYPSIQUE
1) Dénaturation préalable de la myoglobine

Afin de faciliter 1'action enzymatique, la myoglobine est dénaturée
avant 1'hydrolyse chymotrypsique. Nous avons utilisé une technique de
dénaturation douce par 1'Gthanol et le chlorhydrate de guanidine (BISERTE
et HOLLEMAN) (131).

A une solution aqueuse de myoglobine 3 10 mg par ml on ajoute du
chlorhydrate de guanidine jusqu'a une concentration de 19,1 mg pour 1 ml
(0,2 M) puis goutte 3 goutte 2 ml d'éthanol absolu pour 10 ml de sclution.
On laisse en contact toute une nuit sous agitation 3 tempé@rature ambiante.
Le lendemain on ajuste lentement la proportion d'&thanol 3 3 volumes par
volume de solution aqueuse de myoglobine et on continue 1'agitation pendant

3 heures. L'addition de 6 volumes d'acétone précipite totalement la myoglo-

(%) Pompe rotative ALCATEL type 1025.
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bine partiellcment dénaturde que 1'on recueille par centrifugation (3

5000 t/min pendant 5 & 10 minutes) et que l'on redissout dans la quantitd
minimum d'acide chlorhydrique 0,05 N (20 ml par gramme de globine). On
ajoute sous forte agitation 8 volumes d'ac&tone contenant 2 p. 100 d'acide
chlorhydrique concentr@ pour détacher 1'héme. On centrifuge et répéte cette
opération deux fois. IEnfin, on lave le précipité de globine 3 1'acétone.
Aprés séchage sous le vide partiel d'une trompe 3 eau, on obtient une

poudre grise, soluble dans 1'eau.

2) Traitement de la chymotrypsine par le TLCK

200 mg de chymotrypsine cristallisée du commerce (%) sont dissous
dans 20 ml de tampon TRIS 0,01 M, de pH 6,0, 0,005 M en CaCl2 (xx) et
soumis 34 une ultrafiltration 3 4°C sur filtre Millipore 0,45 u. Les pores
laissent passer la chymotrypsine mais retiennent des impuretés insolubles
représentant environ 10 p. 100 du poids initial mis en jeu. Au filtrat on
ajoute 20 mg de TLCK (#=x) prZalablement dissous dans 2 ml de méthanol
et on laisse 1'incubation se poursuivre pendant 2 h 30 i température am—
biante et sous agitation magnétique. La solution est ensuite 3 nouveau
filtrée sur Millipore 0,45 u , afin d'&liminer 1'excé@s insoluble de TLCK,
et dialysée une nuit & 4°C contre 2 litres d'acide chlorhydrique 0,01 N
afin d'éliminer les ions métalliques bivalents, activateurs des carboxy-
peptidases A et B, qui peuvent &ventuellement souiller les préparations
de chymotrypsine. La solution d'enzyme est finalement lyophiliséde et

conservée a - 15°C,

3) Hydrolyse chymotrypsique

Une solution aqueuse de globine (1 g pour 100 ml) partiellement
dénaturée est tamponnée par addition de sesquicarbonate d'ammonium (con-
centration 1 g p. 100 ml). Le pH est ajusté 3 9 par addition d'ammoniaque

On ajoute ensuite une quantité de chymotrypsine correspondant i un

(%) Chymotrypsine Worthington Biochemical Corporation, lot CD 537-40

(x%) Tampon TRIS : Tris 122 mg
CaCl 55,5 mg
Acidé acétique gsp pH 6,0
Eau distillée gsp 100 ml

{xx%) Fournisseur : Mann Research Laboratories.
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rapport enzyme/substrat &gal & 2 p. 100(en poids) et on laisse 1'hydrolyse
se développer pendant 24 heures 3 38°C sous agitation magnétique., L'hydro-

lyse est arrétée par simple congélation de la solution.

+ C - TECHNIQUES DE FRACTIONNEMENT

1) Dialyse
L'hydrolysat est décongelé et la dialyse est effectuée 3

1'aide d'un dialyseur automatique (Autoanalyseur Technicon). Le montage
que nous préconisons (Figure 34) nécessite en outre 1'utilisation d'une
pompe proportionnante (Technicon) et d'un agitateur magnétique. Une
quantité d'hydrolysat de 1'crdre de 250 3 300 mg, en solution dans 25 3
30 ml du tampon d'hydrolyse, est traitée A chaque opération (durée 24
heures). Le dialysat (environ 850 ml) est concentré dans un évaporateur

rotatif 3 40°C et finalement lyophilisé,

2) Gel-filtration

a) Préparation du gel

100 g de Sephadex G25 perlé "medium" sont mis en suspension
dans 1 litre de tampon pyridine 0,1 N-acide acétique de pH 4,9 (%) et
placés sous agitation magnétique pendant 1 & 2 heures. On dégaze ensuite
la suspension 3 la trompe 3 eau pendant 15 minutes, 3 température ambiante.
Elle est alors préte 3 @tre versée dans la colonne.

b) Préparation de la colomne

La colonne (%%), soigneusement nettoy@e, est remplie par le
tampon précédent. Avant de verser la suspension de gel de Sephadex, il
faut enlever toutes les bulles collées &ventuellement sur la paroi interne

de la colonne 3 1'aide d'une baguette de verre.

(%) Formule du tampon : Pyridine 160 ml
Acide acétique 100 ml
Eau distillée gsp 1 litre

Le tampon est dilué 20 fois au moment de 1'emploi.

(*%) La colonne (110 x 3 cm) comporte 3 sa partie supérieure un rodage
femelle et un verre fritté n° 2 3 sa partie inférieure. Le tampon &luant

arrive en haut de la colonne par 1'intermédiaire d'une t€te 3 robinet et
i rodage male s'adaptant au rodage femelle de la colonnme.
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FIGURE 34

DIALYSE DE L'HYDROLYSAT CHYMOTRYPSIQUE DE LA GLOBINE
HC ¢ Hydrolysat chymotrypsique
A ¢ Agitateur magnétique D : Dialyseur
P ¢ Pompe proportionnante
1,2,3 : Tuyaux "pourpres" (débit 2,5 ml/min pour chaque tuyau)
4 : Tuyau blanc (débit 0,6 ml/min)

El : Entrée de la solution d'hydrolysat

s1 : Sortie de la solution d'hydrolysat

E2 : Entrée de 1'eau distillée

S2 ¢ Sortie de 1l'eau distillée

Dial : Solution de peptides dialysables
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c) Remplissage de la colonne

A 1'aide d'un entonnoir surmontant la colonne (entonnoir a
rodage male), on verse la suspension de Sephadex et on la laissc sé«d&canter
dans la colonne par simple gravité. Une fois achevée cette opération
(aprés plusieurs heures) on laisse couler le tampon pour tasser le gel,
pendant une nuit environ. On enld8ve ensuite le surplus de gel par siphon-
nage. Le tassage de la colonne cst achevé en aspirant le tampon 3 la
sortie de la colonne au moyen d’une pompe proportionnante (%), avec un

débit identique 3 celui qui sera utilis@ lors de la chromatographie.

d) Chromatographic

L'hydrolysat dialysé et lyophilisé est redissous dans le
tampon pyridine 0,1 N-acide acétique de pH 4,9 (250 3 300 mg pour 2 ml),
puis centrifugé afin d'éliminer les particules insolubles. On laisse
couler le tampon surmontant le gel 3 travers la colonne jusqu'd ce qu'il
en affleure la surface et 3 1'aide d'une seringue, garnie d'ume aiguille
a ponction lombaire dont la pointe a &té scie, on dépose sur cette
surface la solution d'hydrolysat chymotrypsique dialysé ; lorsque cette
solution est entiérement absorbée par le gel, on regarnit de tampon le
haut de la colonne, on branche le ré&servoir de tampon sur la tite de la
colonne ainsi que la pompe proportionnante 3 la sortie de la colonne et
l'effluent est envoyé 2 un collecteur automatique (%x) au moyen d'un
cathéter (#xx). Le réservoir de tampon est placé 30 3 50 cm au dessus de
la téte de la colonne, la pompe au niveau du bas de la colonmne. Le
collecteur doit Stre situé 3 un niveau inférieur 3 celui du réservoir.
Le débit assur@ par la pompe doit &tre légdrement inf@rieur au débit
spontané de la colonne (débit en 1'absence de pompe): dans ces conditions

la pompe a pour seul effet de freiner le d8bit et de le ri@gulariser

(x) Pompe Technicon : débit 0,6 ml par minute.
(%%) Collecteur Technicon ; fonctionnement au temps : 10 minutes par tube.

(%x%x) Cathéter Biotrol n° 4 ou 5



i une valeur constante dans le temps, malgré 1'évolution du tassement et

des différences de niveau.

3) Electrophorése préparative én film liquide

L'appareil utilisé est 1'appareil ELPHOR-VAP construit par
BENDER et HOBEIN (Munich).

Les conditions expérimentales sont les suivantes :
~ Concentration peptidique : 300 3 400 mg dans 15 ml de tampon (tampon

d'électrophordse).

Débit de la solution peptidique : 2,6 3 2,8 ml/hecure.

Débit du tampon : 114 ml/heure.

- Le tampon d'électrophorése est un tampon pyridine 0,033 M~acide acétique
0,156 M de pH 3,9.

- Le tampon d'8lectrode est un tampon pyridine 0,1 M-acide acétique 0,468 M
de pH 3,9.

~ L'injection du tampon d'@lectrophor@se entre les deux plaques de verre
(film liquide de 0,5 mm d'€épaisseur) se fait par six trous. Dans les

trous 1 et 6 on injecte le tampon d'électrode, dans les quatre autres le
tampon d'&lectrophordse trois fois plus dilué.

- La solution peptidique est introduite au point d'injection n°® 5,(%x) du
cOté anodique.

~ La tension aux bornes est de 1350 volts, soit 27 volts par cm, 1l'intensité

est de 165 mA ; la templrature est maintenue 3 5°C.

4) Dosage automatique des fractions 3 1'autoanalyseur
Les r€actions de FOLIN-LOWRY, de SAKAGUCHI et de PAULY sont

-

effectudes 3 1'aide des "manifolds" décrits dans les techniques publides

par la Compagnie Technicon (adaptdes 3 1'utilisation de colorimétres 3

(%) Les points d'injection de la solution peptidique sont différents de
ceux du tampon.
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cuves non tubulaires). Pour la réaction 3 la ninhydrine et celle de SPIES
et CHAMBERS (pour le tryptophanne) nous avons utilis@ les deux montages

décrits a4 propos des figures 35 et 36.

5) Chromatographie sur &changeur d'ions

a) Chromatographie sur Dowex 50W X 2

a ) Préparation de la colonne

La résine préalablement tamisée selon la méthode hydraulique de
HAMILTON (voir Chapitre 1IV) est mise en suspension dans le tampon initial
de la chromatographie, chauffée au bain-marie 3 60°C et, 3 1'aide d'une
ampoule de remplissage spéciale, versée dans la colonne maintenue 3 50°C (x%).
On laisse décanter une nuit et on &limine 1'excédent de rZsine par aspi-
ration 4 la trompe 3 eau. La résine est alors tassée sous pression de

0,5 kgp par cm2 (%) avec un débit de 0,6 ml par minute.

8 ) Chromatographie

La colonne est maintenue 3 40°C, Le tampon qui surmonte la résine
est éliminé avant le dépot d'échantillon. Le mélange peptidique est
dissous dans 1 4 2 ml du tampon initial de chromatographie, centrifugé
pour &éliminer les particules insolubles et déposé & la surface de
1'échangeur d'ions. On le laisse s'absorber par simple gravité puis on
rince par 1 ml de tampon ; on regarnit ensuite de tampon la partie supé-
rieure de la colonne et on branche alors la t@te spéciale (#x%) reliée 3 la
pompe.

Les tampons, avant d'€tre pompés, circulent dans un dégazeur
maintenu 4 60°C, ce qui &vite la formation de bulles gazeuses dans la résine

du fait de la chute de pression entre le haut et le bas de la colonne.

(%) Colonne de 130 cm de long et 0,9 cm de diamdtre 3 jaquette de circula-
tion d'eau. Elle comporte 3 sa partie supérieure un rodage sphérique norma-
lisé de 18 mm de diamdtre sur lequel s’adaptent 3 la fois 1'ampoule spé-

ciale de remplissage et une "t8te" 3 rodage correspondant par laquelle
arrivent les tampons &luants.

-~

(%%) Pression obtenue 3 17aide d’une pompe Milton Roy modéle 1-B~29 : pres-
sion maximum 70 kgp# débit maximum 144 ml/heure (30 tours/min).

e

(xxx) Téte de colomne 3 rodage sphérique normalisé : 18 mm de diamdtre
extirieur, 2 mm de diamétre intérieur (voir note (%x)).
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FIGURE 36
AUTOMATIQUE TUBE A TUBE A L'AUTOANALYSEUR POUR LA REACTION DE

SPIES ET CHAMBERS

Pompe proportionnante ;
Pompage d'@chantillon (tuyau noir, débit 0,32 ml par minute) ;
Pompage d'air (tuyau noir) ;

Pompage du r&actif au p.diméthylaminobenzaldéhyde (x)(tuyau
acidflex, d&bit 1,2 ml par minute) ;

Pompage (tuyau noir) d'une solution de nitrite de sodium a
0,04 g p. 100 ml d'cau (préparation extemporanée) ;

"Cactus" 3 2 branches capillaires 1 et 2 ;
Bobine de refroidissement 3 circulation d'eau

Bobine de délai en verre, soit 450 cm de tube de verre de
3 mm de diamétre (environ 17 minutes de trajet) ;

T capillaire dans la branche nitrite de sodium :
6 bobines de mélange ;
Colorimétre (filtres @ 660 my ; cuve tubulaire de 15 mm

d'épaisseur) ;

Comme pour la figure 35, 3 1'entr@e du colorimétre, un

"T débulleur" permet 1'envoi direct d 1'évier de l'excds de liquide
et des bulles d'air ;

En
5

W

(%) Formule du rBactif

Enregistreur ;

Retour de colorimétre vers l'évier (E) (tuyau acidflex, débit
1,2 ml par minute),

p.diméthylaminobenzaldéhyde 0,3 g pour 10C ml

d'acide sulfurique 3 60 p. 100 (en volume).
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L'effluent de la colonne est envoyé au collecteur de fractions (collecteur
Technicon fonctionnant au temps - 10 minutes par tube) au moyen d'un

cathéter, type Biotrol n® 4 ou 5,

-

v) Régénération de la résine

Aprés la chromatographie, la résine est retirée de la
colonne par aspiration A la trompe 3 eau en vue de sa régénération. Celle-
ci se fait par lavage en vase cylindrique par 1l'acide chlorhydrique 1 N
pendant 1 heure sous agitation magnétique, puis par l'eau, jusqu'a
neutralité du surnageant, enfin par le tampon initial utilisé@ pour la
chromatographie. La résine est alors pr@te pour un nouveau cycle. Il n'est
pas possible d'effectuer cette régénération dans la colonne en raison de
la contraction de la résine en fin de chromatographie, du fait de la forte
concentration en pyridine : le volume final de la résine est d'environ
60 p. 100 de celui qui est noté au début de la chromatographie. Au cours
de la régénération, le retour 3 une concentration nulle en pyridine
et 3 un pH acide provoque une augmentation de volume de la résine : dans
la colonne, cette expansion provoquerait au fur et 3 mesure de la régéné-
ration une augmentation considérable de la pression pouvant entrainer

1'8clatement de la colonne ou des conduits.

b) Chromatographie sur Chromobeads P

o) Préparation de la colonne

La résine est mise en suspension dans le tampon pyridine
2,0 N - acide acétique de pH 5,0 (x) et versée a l'aide d'une ampoule
dans la colonne (%%) maintenue a 50°C., On la laisse décanter une nuit
par gravité, puis on se débarrasse de 1l'excédent de résine par aspiration
i la trompe 3 eau, on enlé@ve l'ampoule et on tasse la résine sous pression
(x%x) (environ 20 kgp par cmz) avec un débit de 0,6 ml par minute pendant

2 heures. On &quilibre ensuite la résine au pH désiré par pompage pendant

(%) Formule du tampon : pyridine : 644 ml
acide acitique : 400 ml + gsp pH 5,00 (environ 40 ml)
eau distillée qsp 4 litres

(%) Colonne Technicon 140 x 0,635 cm 3 jaquette de circulation d'eau

(xx%) Pression obtenue 3 1'aide d'une pompe Milton Roy (voir plus haut).
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2 34 3 heures du tampon initial utilis@ pour la chromatographie (tampon
pyridine 0,1 N de pH 2,90 ou 4,25) (x). Pendant cette opération, la
pression diminue jusqu'a 14 kgp par - environ,

8) Chromatographie

Le mélange peptidique est dissous dans C,5 ml du tampon
initial de la chromatographie. On ajoute aprés dissolution 0,5 ml de
sirop de saccharose 34 30 g pour 100 ml ou mieux 0,5 ml de glycérine,
Aprés homogénéisation, le mélange est d&posé directement 3 1'aide d'ume
seringue 3 la surface de la résine sous la couche de tampon. On branche
alors la téte de colonne et, dés la mise en route de la pompe, 1l'&chantil-
lon pénétre dans la résine, Cette méthode est beaucoup plus commode et
rapide que celle utilisGe pour la Dowex 50W X 2.

Remarque : Pour les peptides basiques en électrophorése préparative en
film liquide (exemple des fractions S2E3 ou S2E2)on peut indifféremment
dissoudre les mélanges peptidiques dans le tampon initial de la chromato-—
graphie ou dans 1l'eau. Pour les fractions neutres, au contraire, il faut
dissoudre les peptides dans le tampon initial et acidifier par l'acide
formique jusqu'3d obtention d'un pH inférieur 3 celui du tampon (par
exemple 2,5 pour le tampon de pH 2,90).

Comme dans le cas de la Dowex 50W X 2 les tampons, avant d'Gtre

-~

pompés, circulent dans un dégazeur maintenu 3 §0°C, ce qui &vite la forma-

(%) Formule du tampon pyridine 0,1 N de pH 2,90 :
Pyridine 40 ml,
Acide formique pur 80 ml,
Eau distillée 4,5 litres,
Acide formique dilué au 1/10 qsp pH 2,90 (environ 70 ml),
Eau distillée qsp 5 litres.
Formule du tampon pyridine 0,1 N de pH 4,25 :

Pyridine 32 ml,
Acide formique pur 10 ml,
Eau distillée 3,5 litres,

Acide formique dilué au 1/10 gsp pH 4,25 (environ 65 ml),
Eau distillée gsp 4 litres.



tion de bulles gazeuses dans la résine du fait de la chute de pression
trés importante entre le haut et le bas de la colonne.

Y Régénération de la résine

La pression en fin de chromatographie atteint normalement 21
a 25 kgp par cmz. La variation de volume de la r&sine au cours de la
chromatographie est trés faible. On peut donc régénérer la résine dans
la colonne par simple pompage du tampon initial de la nouvelle chromatogra-
phie. Pendant la ré@géndration, la pression baisse jusqu'a environ 14 kgp
par cmz. Au bout de 5 ou 6 chromatographies, il est nécessaire de d8tasser
la résine, car la pression finale atteint ou dépasse 30 kgp par cm2, et

PP . . 2
la répénération ne permet pas de retrouver une pression de 14 kgp par cm .

6) Electrochromatographie sur papier

Les peptides isolés ont &té contr3lés du point de vue de
leur homogénéité par les techniques classiques d'électrophor@se et de
chromatographie sur papier décrites par PLAQUET, BISERTE et BOULANGER
(132).

En premidre dimension (%) d'une feuille de papier Whatman
n° 1 ou 3 on effectue une &lectrophorése en toit 3 pH 3,9 en tampon
pyridine-acide acétique-eau (60:200:9740) (==%). En deuxilme dimension,
on effectue une chromatographie descendante pendant 18 heures dans le
systéme solvant n-butanol-acide acétique-eau (4:1:5).

Les fractions hétérogénes ont parfoils &té purifiBes par ces
mémes techniques, Nous avens alors utilisé du papier Whatman n° 3 préala-
blement lavé successivement par les deux phases, aqucuse et organique, du
solvant précédent.

Pour les purifications chromatographiques, ce méme solvant

(918

a &té utilisé en chromatographie descendante pendant 18 3 24 heures. Pour

(%) I1 s'agit de la plus grande dimension de la feuille.

(%) Durde : 7 heures sous 600 wolts ou 15 heures sous 400 volts.
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les séparations électrophorétiques, nous avons employé la technique d°
€lectrophorése en toit avec le tampen précédent de pH 3,9 ou avec des
tampons pyridine-acide acétique—eau (200:8:1792) de pH 6,5 ou acide
formique~acide acétique-eau (5:15:80) de pH 1,7. Les voltages mis en
oeuvre sont de l'ordre de 400 3 600 volts pendant 5 3 7 heures.
L'électrophorése d haut voltage a é€galement &t& utilisée avec
1'appareil GILSON GME : les feuilles de papier Whatman n° 1 sont trempdes
dans le tampon d'électrophordse (x), essorBes entre deux feuilles de
papier-filtre, puis laissées 3 1l'air pendant 15 minutes 3 température
ambiante. On dépose sur un trait de départ 3 12 cm du bord de la feuille
(coté anodique) 25 3 50 u! de solution peptidique (concentration : 1 mg
par ml environ). La migration dure 20 minutes dans le sens de la plus
grande dimension de la feuille, La tension est de 5000 volts avec une

intensité de 250 nA.

D - TECHNIQUES D'ETUDE DES SEQUENCES PEPTIDIQUES

1) Hydrolyse totale et composition en amino-acides

Le peptide (0,2 3 0,5 ylMole) est hydrolysé par 1'acide chlorhy-
drique 6 N (xx) (4 ml) en tube scellé sous vide (#xx) 3 105°C pendant
24 heures, La composition en acides aminés est déterminée par une méthode de

dosage automatique (Autoanalyseur Technicon).

2) Acide aminé N-—-terminal

a) Méthode dcs DNP-amino—acides de SANGER

Ainsi que nous 1'avons vu au Chapitre V, nous avons utilisé soit

la méthode & la triméthylamine de SANGER et THOMPSON (133), soit la

(%) Tampon acide formique-acide acétique-eau (5:15:80) de pH 1,7

(%%) Acide chlorhydrique Merck # 37 p. 100 dilué de moitié par l'ecau distil-
lée au moment de 1l'emploi.,

(xx%x) Tube de 30 cm de long et de 14 +m de diamétre intérieur en verre
pyrex.,
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méthode au bicarbonate de sodium dans le cas des peptides 3 amino-acides
basiques et aromatiques,

o) Méthode 3 la triméthylamine

Le peptide (0,2 3 0,5 ulMole) est dissous dans 1 ml de solution
de triméthylamine 3 1 p. 100. On ajoute 2 ml d'éthanol contenant 10 ul de
1-fluoro-2-4-dinitrobenzdne (FDNB) (x) et on laisse en contact 2 i 3 heures
3 l'obscurité sous agitation magnétique 3 température ambiante. L'alcool est
ensuite &liminé soit par distillation sous pression réduite, soit plus
simplement par évaporation & l'évaporateur rotatif 3 40°C. La solution
aqueuse de peptide, réalcalinise par addition de quelques gouttes de
solution de triméthylamine, est extraite & 1'éther redistillé (3 fois),
pour éliminer 1'excds de FDNB (xx). La phase aqueuse, concentrée i 1'évapo-
rateur rotatif (jusqu'au volume de 2 3 3 ml), est hydrolysée par un égal
volume d'acide chlorhydrique (Merck d 37 p. 100) en tube scellé sous vide,
3 105°C pendant 24 heures. L'hydrolysat est soumis 3 la chromatographie
des DNP-amino-acides (voir paragraphe A)-

B) Méthode au bicarbonate de sodium

Le peptide est dissous dans 1 ml de solution de bicarbonate de
sodium 3 10 g/100 ml. La dinitrophénylation est conduite de la méme facon
que précédemment, .

Remarque : Dans le cas de peptides 3 lysine ou histidine, la dinitrophény-

lation est effectude 3 37°C.

b) Méthode des DANSYL-amino-acides (GRAY et HARTLEY) (134)
Technique de WOODS et WANG (135)

o) Dansylation du peptide

La solution de peptide (1 3 2 nano moles dans 10 ul d'eau) est

placée dans un tube de verre spécial (#x%). On ajoute 10 ul de solution de

{z) FDNB Merck,

(%%) Au cours de cette extraction de 1'excés de FDNB, les deux peptides
contenant des acides aminés basiques et aromatiques peuvent passer dans la
phase éthérée par suite de 1'ionisation insuffisante du milieu. Pour ces
peptides, la méthode au bicarbonate est de beaucoup préférable.

£§%§%1§3¥? Teswell Warner-Chilcott : 26 mm de long, 5 mm de diamétre
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bicarbonate de sodium 0,2 M et 20 ul de solution ac&tonique de chlorure
ae 1'acide 1-diméthyl-amino-naphtal&ne-5-sulfonique (chlorure de DANSYL)
(%) 3 1 mg pour 1 ml. On bouche le tube avec une feuille de papier
paraffiné (x%) et on laisse en contact 2 3 6 heures i 1'obscurité et
d température ambiante. Le tube est ensuite placé dans un dessicateur
en présence d'acide sulfurique et son contenu dvaporé 3 sec sous vide
partiel (trompe 3 ecau). On introduit ensuite dans le tube 50 pl d'acide
chlorhydrique 6 I et on hydrolyse 3 105°C pendant 16 heures., Pour cette
opération le tubc peut Stre soit scelld directement, ce qui représente
de grandes difficultés techniques en raison de ses dimensions tx@s
réduites, soit placd dans la partie supéricure d'un tube (%xx) dont le
tiers inférieur, isolé par un &tranglement est rempli d'acide chlorhydrique
6 N,

L'hydrolysat est s&ché dans un dessicateur en présence de
pastilles de soude sous vide partiel (trompe 3 eau), puis repris dans
50 pl d'un mélange ac@tone-acide acétique (3 : 2) en vue de la chromato-

graphie.

B) Chromatographie des DANSYL-amino-acides

Nous avons utilisé la chromatographie en couche mince sur gel
de silice G. Merck.

25 g de gel en suspension dans 50 ml d'eau sont &talés (Zkxzx)
en une couche de 0,25 mm d'&paisseur sur cing plaques de verre de 20 x
20 cm juxtaposles, On laisse sécher les plaques plusieurs heures 3
temp@rature ambiante, puis 1 heure 3 100°C (avant 1'usage).

L'hydrolysat est dZposé @ 3 cm de chacun des bords de la plaque.
La migration dans le premier systéme solvant se fait perpendiculairement

au sens d'Gtalement du gel.

(%) Chlorure de DANSYL Tigma : Solution conservée & 1'obscurité et 3 4°C,
(%#) Parafilm '"M" Marathon American Can Company
(xx%) Tube de verre Pyrex de 20 cm de long et 14 mm de diamétre intérieur.

(z#x%) Appareil identique & celui utilis@ pour le Sephadex (Voir para-
graphe £ 21),
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La plaque est réactivée 10 minutes 3 100°C aprds la premidre
dimension et soumise 3 une deuxiéme migration (dans un sens perpendicu-
laire 3 la premidre). Avant la migration, on laisse la plaque se saturer dans
la cuve en vapeur de solvant pendant 30 minutes. Chaque migration dure de
45 a 75 minutes environ.

Nous avons utilisé les syst@mes solvants décrits par SEILER et
WIECHMANN (136).

En premidre dimension un solvant acétate de méthyle-isopropanol
ammoniaque concentrée (45:35:20), en deuxidme dimension un solvant chloro-
forme-méthanol-acide acétique (75:20:5) ou chloroforme-acétate d'éthyle-
méthanol-acide ac@tique (30:50:20:1).

3) Hydrazinolyse

Nous avons utilisé une technique dérivée de celle de NIU et
FRAENKEL-CONRAT (137). Le peptide (0,5 yMole) en solution dans l'eau est
placé dans un tube conique spécial (%), évaporé i sec en dessicateur
sous vide en présence de soude en pastilles, puis séché pendant une jour-—
née sous vide poussé (#%) en présence d'anhydride phosphorique. On ajoute
1 ml d'hydrazine & 98 p. 100 et on place le tube conique dans un tube &
essai que 1l'on scelle., L'ensemble est maintenu pendant une nuit (16 heures)
3 1'8tuve 3 70°C. Le contenu du tube est ensuite 2vaporé 3 sec sous vide
en présence d'acide sulfurique, repris par 1 ml d'eau et centrifugé ;
le surnageant est extrait 3 fois par 1 ml de benzaldéhyde (afin d'éliminer
au maximum les hydrazides). L'excds de benzaldéhyde est extrait & 1l'éther
(1 ml) et la phase aqueuse est s&chée sous vide sur soude en pastilles.

On reprend ensuite par 0,5 ml d'cau et on identifie 1'amino-acide C-ter-
minal par les techniques d'électrophordse et de chromatographie d&ji

décrites.

(%) Tube de 10 mm de diamdtre intérieur et de 9 cm de long, dont 2 cm de
partie conique et 2 cm de rodage (rodage femelle) A& bouchon rodé.

(%) Pompe 3 huile ALCATEL (type 1025).
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4) Méthode d'EDMAN

Nous avons utilisé une technique analogue 3 celles de SMITH
(138) et de KONIGSVERG (139).

Le peptide (0,5 wiole) dissous dans 0,5 ml d'eau est placé
dans un tube analogue 3 celui qui est utilisé pour la technique d'hydra-
zinolyse. On ajoute 100 ul de solution aqueuse de triméthylamine 3 25 p.
100 et 500 ul de solution de phénylisothiccyanate 4 2 p. 100 (vol/vol)
dans la pyridine (%). On laisse en contact 1 heure 3 40°C sous barbotage
d'azote, puis on rajoute 10 ul de phénylisothiocyanate pur et laisse de
nouveau 1 heure 3 40°C sous barbotage d'azote. Puis aprés addition de
300 ul d'eau, on extrait 5 fois par 1,5 ml de benzéne (%%) pour &liminer
1'excd8s de phénylisothiocyanate. Aprés chaque extraction, le tube est
centrifug? pour accélérer la dEcantation., Le benzZne ré&siduel est finalement
€liminé par un barbotage d'azote d 30°C pendant 15 minutes. La phase
aqueuse est alors séchie sous vide (x%x) en présence de pastilles de
soude.

Apré@s séchage, on ajoute 2 ml d'acide trifluorcacétique anhydre
et on laisse en contact 1 4 2 heures 3 20-25°C. Apr@s un nouveau séchage
sous vide en présence de pastilles de soude, le contenu du tube est repris
par 0,5 ml d'acide chlorhydrique 0,01 N. La phénylthiohydantoine formde
est extraite i 1'éther saturd d'eau (4 fois 1 ml).

La phase aqueuse ré&siduelle est &vaporée i sec sous vide en
présence de soude en pastilles en vue d'un nouveau cycle : elle est reprise
dans 0,5 ml d'eau et on en préldve 10 i 20 ul pour déterminer par la

méthode des DANSYL-amino-acides le nouveau résidu N-terminal.

(%) Pyridine Merck
(%%) Benzéne Merck

(xx%) Le vide partiel de la trompe 3 eau a &té utilisé pour toutes les
opérations en dessicateur nicessities par cette technique.
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5) Hydrolyse par la leucineaminopeptidase

a) Préparation de l'enzyme

10 mg de leucineaminopeptidase (%) sont dissous dans 1 ml de
Tampon Tris 0,1 4 de pH 8,5 (#%). On ajoute 1 ml de solution de chlorure
de mangané&se 0,01 M (1,98 g p. 100 ml) et la solution enzymatique obtenue

est conservée a - 15°C,

b) Hydrolyse

Une quantité de peptide de 1'ordre de 1 umole en solution dans
1'eau est lyophilisée et reprise dans 1 ml de tampon Tris 0,1 M de pH
8,5 ou mieux de véronal de pH 8,5 (x%x%). On ajoute 1 ml de solution de
chlorure de mangan&se 0,01 M et on laisse le mélange 20 minutes 3 37°C. On
ajoute ensuite la solution de leucineaminopeptidase, en général 100 ul,
parfois 20 3 30 ul si on désire limiter la vitesse d'hydrolyse. L'hydrolyse
est effectude 3 37°C et sa durée varie de 5 minutes 3 24 heures.

§'il s'agit d'une 8tude cindtique, une quantité connue de norleu-~
cine est incorpor@e 3 la solution peptidique avant 1'hydrolyse. Des prélé-
vements sont effectués 3 des temps variables au cours de 1'hydrolyse et
les acides aminés 1ib&rés sont dosés i 1'Autoanalyseur. L'hydrolyse est
arrétée par une &bullition de 5 minutes au bain-marie bouillant. La solu-

tion est ensuite filtrée sur papier Whatman n° 1 et lyophilisée.

6 ) Hydrolyse par les carboxypeptidases A et B

a) Préparation de 1'enzyme

a) Carboxypeptidase A

On préléve 5 ul de la suspension commerciale de DFP-carboxy-

(x) KOCH-LIGHT (lot 16 835) et SIGMA (lot 66 B 2570).

(#%) Formule du tampon : Tris 1,22 g
HC1 dilug

au 1/2 gsp pH 8,5

Eau gsp 100 ml

(#3x) Le Tris géne en effet les migrations &lectrophordtiques des amino-
acides et donne en outre 3 1'Autoanalyseur un pic ay nivcau de 1'ifoleucine.

Formule du tampon véronal : Véronal sodé 20,618 g
Acide chlorhydrique
(dilué au 1/2) qsp pH 8,5
Eau distillée gsp 1 litre
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peptidaseA(x) que l'on dilue dans 50 ul de solution de chlorure de lithium
3 10 g pour 100 ml. On laisse une nuit 3 4°C (tube 3 DANSYL-amino-acide
bouché par une feuille de Parafilm "M"). Le lendemain la solution enzyma-

tique dilu@e est limpide et propre 3 l'emploi,

B) Carboxypeptidase B

On préléve 10 ul de suspension commerciale de DFP-carboxypeptidase B
(%%) que 1'on dilue dans 100 ul de solution de chlorure de lithium 3 10 g
p. 100 ml. On procéde ensuite comme pour la carboxypeptidase A.

b) Hydrolyse

Le peptide (1 pMole environ) est dissous dans 2 ml de tampon acétate
d'ammonium 0,1 M de pH 7,5 (x3=%) et placé 20 minutes 3 37°C. On ajoute
alors la solution enzymatique, 5 4 10 ul pour la carboxypeptidase A, 25 ul
pour la B, et on laisse incuber 24 heures 3 37°C. De nouvelles additions
d'enzyme sont effectuées au bout de 4 et 8 heures d'hydrolyse.

Des prélévements sont faits 3 des temps variables. Les amino-acides
libérés sont dosés a 1'Autoanalyseur (#=x%x) ou identifi&s par Eélectrochro-
matographie sur papier. L'hydrolyse est arr@tée par acidification par
1'acide formique ou par simple congélation. L'hydrolysat est finalement

lyophilisé.

7) Coupure chimique des peptides

Nous avons utilisé dans certains cas le clivage des liaisons histi-
dyl par la N-bromosuccinimide selon la technique de SCHALTIEL et PATCHORNIK
(140) . Le peptide (0,4 uMole) est dissous dans 6 ml de tampon pyridine-
acide acétique-eau (2:20:38) de pH 3,3.

La N-bromosuccinimide (NBS) est dissoute dans le méme tampon

(10,7 mg pour 10 ml). Aux 6 ml de solution peptidique on ajoute 0,7 ml

(%) Sigma (lot 124 B - 1850) ; suspension i 100 mg pour 2 ml.
(2%)Sigma (lot 17 B 1070) ; suspension i 10 mg pour 1 ml.

(xx%) Solution d'ammoniaque 0,2 M (1,65 ml d'ammoniaque concentrde pour
100 ml d'eau) ajustée a pH 7,5 par 1'acide acétique. On mélange cette
solution tamponnée 3 parties égales avec la solution aqueuse de peptide.

(#%x%) Dans ce cas, une certaine quantité dc norleucine est incorporée i la
solution peptidique avant 1'hydrolyse, tout comme dans 1'hydrolyse par la
leucineaminopeptidase.
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de la solution de NBS, ce qui correspond 3 10 moles de NBS pour 1 mole
d'histidine. On laisse en contact 15 minutes 3 température ambiante et

on ajoute ensuite 10 mg d'imidazole pour détruire 1'excds de NBS. On porte
ensuite le mélange d 100°C pendant 1 heure (en tube scelld). La solution est
finalement lyophiiisée. Les peptides 1ibérés sont ultérieurement isolds par
chromatographie ou électrophorése sur papier, puis identifiés par leur
DANSYL-amino-acide terminal et leur composition en acides aminés (l'histi-

dine, modifide sous l'action de la NBS, ne peut plus Ctre mise en &vidence).

¢) Hydrolyse pepsigue des peptides

Le peptide (5 uMole) est dissous dans 1 ml d'acide formique a
5 p. 100 (pH 1,8). On ajoute 40 pl d'une solution de pepsine (%) i 5 mg
pour 1 ml et on laisse 1'incubation se poursuivre 24 heures 3 37°C. (ACHER
et CHAUVET) (141).

L'hydrolysat est ensuite lyophilisé. Les peptides 1ibérés sont
ensuite séparés par les techniques d'électrophordse et de chromatographie
sur papier et &tudiés comme dans le cas de 1l'action de la NBS i la fois
du point de vue de leur composition en amino-acides et de leurs résidus

N- et C-terminaux.

(%) Pepsine LIGHT.
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