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INTRODUCTION

De toutes les molécules protéiques, la myoglobine
est celle qui est actuellement 1z mieux connue ; elle suscite néanmoins
encore actuellement un grand nombre de travaux justifiés par la connais-

gance que nous avons de sa structure.

La myoglobine de Cachalot est d'abord la premiére molécule
protéique dont on ait pu déterminer & la fois la structure covalente et
la conformation ; actuellement c'est encore la seule dont la structure
conformationnelle par diffraction des rayons X ait été déterminée au
pouvoir de résolution de 1,4 )3 permettant la mise en &vidence et la

localisation de tous ses atomes constitutifs.

La connaissance simultanée des structures covalente: et
conformationnelle &tait déj3 trés importante sur le plan théorique car
elle permettait de visualiser et de préciser la nature des interactions
et des forces inter atomiques assurant le maintien de la conformation ;
les travaux qu'elle a permis dans ce domaine sont inrombrables et ont
permis notamment de vérifier directement sur cette protéine les différen-—
tes méthodes d'étﬁde conformationnelle utilisées jusqu'alors : la mesure
du taux d'hélicité de la myoglobine de Cachalot réalisée par spectro-
photométrie en ultraviclet (ROSENHECK et DOTY - 1) ou par dispersion
rotatoire (HARRISSON et BLOUT-2) ont ainsi donné des valeurs(respecti-
vement 82 et 75 p.v100) trés proches des valeurs obtenues par le décompte
direct des résidus disposés dans une hélice, tel qu'on peut le faire en
partant de la structure tridimensionnelle. L'utilisation des réactifs
alkylants, se fixant &lectivement sur certains types de résidus disposés
3 la surface de la molédcule protéique a &également pu €tre vérifiée sur

la myoglobine de Cachalot.



‘ Les &tudes structurales qui avaient &té réalisées sur la
myoglobine de Cachalot avaient, par la rigueur de leurs conclusions,
établi que c'était uniquement la structure covalente, donc un certain
enchainement en amino-acides qui &tait responsable de la conformation.
L'étude réalisée sur 1l'hémoglobine par PERUTZ (3) a cependant montré que
les chaines « et ﬁ de 1'hémoglobine "équine présentaient une frappante
similitude de conformation avec la myoglobine de Cachalot, bien qu'une
vingtaine de résidus seulement soient communs aux trois protéines ; on
pouvait dés lors se demander si, sur les quelques 150 résidus que compor-
tent ces structures, seules quelques dizaines n'avaient pas un rdle
privilégié dans un mode de repliement de la chafne peptidique compatible
avec les propriétés de liaisons caractéristiques de ces protéines :
seule 1'étude de la structure covalente de plusieurs myoglobines pourra
montrer quelles sont les substitutions d'aminoacides permettant de garder

cette propriété.

Chaine polypeptidique unique, la myoglobine, par ses carac-
téristiques structurales s'est également révélée &tre un remarquable modé
le utilisable pour la mise au point de nouvelles techniques d'étude des
enchalnements en aminoacides : c'est sur la myoglobine de Cachalot
(EDMUNDSON - 4) qu'a &té utilisé initialement le bromure de cyanogéne
dans la coupure des liaisons méthionyl des protéines et c'est sur la
myoglobine de baleine qu'a été réalisée la premiére dégradation automa-

tique par la méthode des phénylthiohydantoines.

L'étude de la structure covalente de la myoglobine de Chien
peut donc se justifier en partie par ces considérations. C'est surtout
en fait 1'aspect phylogénétique de cette étude qui a orienté notre choix,
car seules jusqu'ici avaient été &tudiées des myoglobines de cétacés,
de primates, de pinnip&des et d'ongulés : premier carnivore &tudié pour
sa myoglobine, celle-ci montrera certainement des substitutions intéres-
santes montrant de fagon plus précise la place de ce mammifére dans

1'évolution biochimique.
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A - LES MYOGLOBINES DE MAMMIFERES

1 - Les sources

La myoglobine est un chromoprotéide férroporphyrinique jouant le
role de transporteur intracellulaire d'oxygéne dans le tissu musculaire
qui en est l'un des plus gros consommateurs. KAGEN et al.(5) ont essayé
de localiser la myoglobine & 1'intérieur de la myofiBrille : ils ont
utilisé pour cela des anticorps fluorescents et mis en &vidence la
fluorescence au niveau du sarcolemme. De fortes concentrations en myoglo—
bine sont présentes prés de la membrane cellulaire du muscle strié auquel
la myoglobine,confére sa caractéristique. La concentration est variable
non seulement en fonction de 1'espéée, mais aussi du type et de l'activité
physiologique de l'animal. KENDREW et al. ( 6 ) ont oBservé chez les
Mammiféres que la concentration en myoglobine &tait beaucoup plus &levée
chez les Mammiféres marins (Cétacés, Pinnipé&des) que chez les Mammiféres
terrestres. D'autre part, chez ces derniers selon DRABKIN ( 7 ) elle
est plus €levée chez les grands Mammiféres (Cheval) ou les Mammiféres
a course rapide que chez les petits Mammiféres. Enfin, LAWRIE (8 ) a
observé que pour un méme animal,‘sé concentration &tait plus élevée dans
les muscles & contractions lentes et répétées (coeur des grands
Mammiféres, muscles des animaux de course) que dans les muscles & contrac-

tion rapide (coeur des petits Mammiféres) (Tableau I)

2 - Méthodes générales de préparation et application 3 la

myoglobine du Chien.

a) Principes des méthodes

Plusieurs méthodes ont été utilisées pour isoler la
myoglobine. La méthode & 1'acétate de plomb a &té utilisée par THEORELL
( 16 ) pour isoler la myoglobine humaine ; l'acétate de plomb permet la
précipitation des proté&ines musculaires non héminiques et les chromopro-
téines restent en solution : il est alors nécessaire de procéder 3 une
seconde purification par ultrafiltration ou par la carboxyméthyl-cellulose
(Tableau II). La méthode & 1'éthanol et les ions métalliques a &été

utilisée par HARDMAN ( 47 ) pour isoler la myoglobine de Cachalot : la



TABLEAU I

QUANTITE DE MYOGLOBINE PRESENTE DANS LES

MUSCLES
ESPECES SOURCES Mb en mg/g REFERENCES
de tissu
frais
Cachalot muscles 30-35 HARDMAN et al. (9)
squelettiques
§ Dauphin muscles
i 0 squelettiques 35 EICHELBERGER (10)
=g Phoque muscles
S % squelettiques 77 ROBINSON (11)
Cheval muscles 7,3 DRABKIN (12)
squelettiques
coeur 4,5 PERKOFF et al. (13)
Boeuf muscles
squelettiques 10,8 PERKOFF et al. (13)
0 . :
1 Lama muscles. _
E squelettiques 5,4 REYNAFARTE (14)
g Antilope muscles
Z ’ squelettiques 2 PERKOFF et al. (13)
e ——
g Lapin 1,3 PERKOFF et al. (13)
o 0,2 LAWRIE (15)
g Hamster 0,8-3,1 PERKOFF et al. (13)
Rat 0,9 DRABKIN (12)




TABLEAU II - ISOLEMENT ET PURIFICATION DE QUELQUES MYOGLOBINES DE MAMMIFERES

MYOGLOBINES

ISOLEMENT PURIFICATION REFERENCES
Humaine Acétate de plomb Ultrafiltration THEORELL (16)
adulte Sulfate d'ammonium ou DEAE-cellulose PERKOFF et al. an
80 3 100 p. 100 cristallisation ROSSI-FANELLI (18)
Electrophorése sur gel DRABKIN (19)
BOULTON et al. (20)
:
g Humaine Sulfate d'ammonium Ultrafiltration JONXIS~WADMAN (21)
9 foetale 60 & 80 p. 100 saturation Cristallisation SINGER (22)
A . BOYER (23)
Singe Sulfate d'ammonium DEAE-cellulcse ZMRAHL (24)
80 a 80 p. 100 saturation Cristallisation HUDGINS (25)
Electrophorése:sur gel BOULTON et al. (26)
PINNI- Phoque Sulfate d'ammonium CM-cellulose HAPNER et al. 27
PEDES 75-96 p. 100 saturation cristallisation RUMEN (28)
Baleine AcBtate de plomb CM-cellulose / ATASST et "al. (30)
Finback . Sulfate d'ammonium cristallisable EDMAN-BEGG (31)
Baleine 75-90 p. 100 saturation SCHMID (32)
Cachalot Ethanol/ions Zn Amberlite IRC 50 EDMUNDSON (33)
) Sulfate d'ammonium G75 ou CM-cellulose ATASSI (34)
§ 75-90 p. 100 saturation SE-Sephadex cristallisable HARDMAN (35)
£

3] Dauphin Sulfate d'ammonium CM-cellulose KARADZOVA (36)

75-90 p. 100 saturation cristallisable
Marsouin Sulfate d'ammonium CM—cellulose HAPNER et al. (37)

75~90 p. 100 saturation cristallisable




TABLEAU II (suite)

Boeuf Sulfate d'ammonium cristallisaﬁle BERNARD (38)
84-96 p. 100 saturation LEWIS-SCHEIGERT (39
Chameau Sephadex G75 CM-cellulose ou ,
“ SE-Sephadex cristallisable AWAD-KOTITE (40)
g Chaval Sulfate d'ammonium G75 ou IRC 50 BERNARD et al. 41
= 83-94 p. 100 saturation ou CM-cellulose - DEAE- AKESON et THEORELL (42)
cellulose cristallisable BOARDMAN et ADAIR (43)
Mouton Sulfate d'ammonium BERNARD et al. (44)
83-94 p. 100 saturation BEZNAK (45)
MARSU~ Kangourou Sulfate d'ammonium SE-Sephadex AIR et THOMSON (46)
PIAUX 70 p. 100 saturation CM-cellulose
N

s
oo
( 0z c':)
(92}
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myoglobine est précipitée sous forme de complexe Zn-myoglobine ; une dialyse
permet d'éliminer les ions métalliques. BOYER et al. ( 48 ) ont extrait

la myoglobine humaine & partir de biopsies musculaires par ultrafiltration :
la myoglobine soumise & 1l'ultrafiltration passe & travers la membrane
hémiperméable ; contrairement aux protéines de plus haut poids moléculaire
comme 1'hémoglobine et la sérumalbumine. La méthode du relargage par le
sulfate d'ammonium a &té enfin utilisée par de trés nombreux auteurs et

est fondée sur la grande différence de solubilité existant entre la
myoglobine et les autres protéines tissulaires de poids moléculaire plus
€levé. La solubilité de la myoglobine varie selon les différentes espéces
animales &tudiées, la zone de relargage étant en général comprise entre

75 et 98 p. 100 de saturation en sulfate d'ammonium. Il est important de
choisir une zone de relargage étroite pour obtenir une myoglobine pure

car 1'hémoglobine et la myogloBine ont des courbes de précipitation qui se
chevauchent. Lorsque la myoglobine est contaminée par 1‘hémog105ine ou d'
autres protéines, il est nécessaire de la purifier : on a utilisé soit la
gel-filtration (Sephadex G 50 ou G 75), soit les échangeurs d'ions (résines -
échangeuses d'ions, carboxyméthylcellulose et cérboxyméthyl Sephadex, Sulfo-
8thyl Sephadex, DEAE-cellulose, DEAE Sephadex), soit la cristallisation :
cette derniére méthode a 1l'avantage de permettre 1'obtention d'une myoglo-
bine pure et, si les cristaux sont suffisamment gros, l1'étude de sa

structure par diffraction des rayons X.

b) Préparation de la myoglobine de Chien.

L'isolement de la myoglobine de Chien s'est avéré difficile en
raison non seulement du caractére particuliérement instable de celle-ci, mais
aussi 3 cause de sa grande solubilité. Elle est en effet trop sensible aux
variations de température, de pH, & la nature des agents qui favorisent sa
dénaturation pour que certaines méthodes de fractionnement, par 1l'acétate
de plomb (THEORELL et de DUVE ( 49 ) ou par 1'éthanol et les ions métalliques
a4 basse température (HARDMAN et al.) ( 50 ) aient pu lui €tre appliquée avec
succés. Nous avons donc repris la méthode par le relargage au sulfate
d'ammonium (BOARDMAN et ADAIR) ( 51) que nous avons dii cependant aménager

en fonction de la grande sensibilité de notre myoglobine.
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La myoglobine de Chien est extraite des muscles squelettiques par
relargage au sulfate d'ammonium entre 83 et 98 p. 100 de saturation en
sulfate d'ammonium. En raison de la proportion importante de protéines non
héminiques dans 1l'extrait musculaire, il est nécessaire d'enrichir préala-

blement 1'extrait en protéines héminiques avant isolement de la myoglobine

cet enrichissement est suivi au cours de la préparation par mesure du
rapport des densités optiques 3 409 mp et 278 mu . En raison d'autre part
de la relative instabilité de la myoglobine de chien, on évite au maximum
son contact avec des solutions en sulfate d'ammonium proches de la saturation
et nous avons préféré concentrer les solutions de myoglobine par lyophili-~

-~

sation plutdt que par relargage & saturation en sulfate d'ammonium.
¢

§ Isolement de la myoglobine

o) Extraction de la myoglobine

Les chiens ont &té obtenus auprés du Refuge de la S.P.A. ; ils sont
transportés au Laboratoire immédiatement aprés aBattage au refuge. Du fait
de ce mode d'obtention, les races phénotypes sont de nature trés diverses.
Aprés avoir été dépecés et vidés, les chiens sont rapidement découpés et on
recueille la majeure partie des tissus musculaires. Ils sont hachés i 1'aide
d'un hachoir électrique (type HU8 Moulinex) pﬁis Broyés a 1'Ultra-Turrax
(type TP 1812) en présence d'eau distillée saturée en oxyde de carbone
(2 litres par kg de viande) : la myoglobine de Chien se révéle en effet trés
instable et il est nécessaire de 1l'isoler sous forme de carbonyl-myoglobine.
1'oxyde de carbone est préparé sous une hotte ventilée par action de 1l'acide
sulfurique concentré sur le formiate de sodium : le gaz formé est mis &
barboter dans la solution que l'on désire saturer. La suspension de purée
tissulaire’est saturée & nouveau en oxyde de carbone puis laissée en chambre
froide & 4°C pendant toute une nuit. Le lendemain, on centrifuge 3 4 000 t/mi
pendant 30 minutes et on filtre le surnageant afin d'éliminer les particules
graisseuses ; la filtration est faite & l'aide d'un filtre Buchner sur une
double couche de papiers Whatman n® 1 et n® 3. On procdde ensuite 3 une

nouvelle saturation en oxyde de carbone.
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B) Premier fractionnement par relargage au SOA(NHa)Z

La solution obtenue est ajustée & 76 p. 100 de saturation en sulfate
d'ammonium par addition par petites portions de 498 g de sulfate d'ammonium
par litre de solution sous forte agitation (quantité calcul&e pour une
température de 4°C).

Le pH du milieu est maintenu aux environs de 7 par addition d'ammo-
niaque concentré. Aprés 2 3 3 heures d'agitation, une grande partie de
1'hémoglobine et des autres protéines non héminiques ont précipité : la
solution est filtrée par deux fois sur un filtre de papier Whatman n° 1. Le
filtrat obtenu est & nouveau saturé en oxyde de carBone et ajusté 3 98 p. 10(
de saturation en sulfate d'ammonium dans les mémes conditions que précédem-
ment : on ajoute 158 g de sulfate d'ammonium par litre de solution sous
forte agitation en ajustant le pH & 7. Au bout de plusieurs heures, le
précipité est recueilli sur un filtre de verre fritté n° 3 et lavé par une
solution saturée de sulfate d'ammonium de pH 7. Le ﬁrécipité est alors
redissous dans 500 ml environ d'ammoniaque 0,01 N saturé en oxyde de carbone
et dialysé en boudin de cellophane contre de l'eau distillée que 1l'on

change plusieurs fois par jour pendant deux jours.

y ) Deuxiéme fractionnement : obtention de la

myoglobine pure

L'adialysat est saturé en oxyde de carﬁone et ajusté i 83 p. 100
de saturation en sulfate d'ammonium dans les mémes conditions que précédem-
ment (pH 7 - 4°C) par addition de 562 g par litre d'adialysat. Le précipité
qui contient 1'hémoglobine est rejeté :; la myoglobine reste en solution
dans le filtrat qui est mis en dialyse contre de 1l'eau distillée changée.
plusieurs fois pendant deux jours. Finalement, on lyophilise cette solution
et on évite ainsi une seconde précipitation & 38 p. 100 de saturation dont
1'action est particuliérement dénaturante. On oBtient ainsi en moyenne 0,7 &
0,8 g de myoglobine par kilo de muscles. Au cours de ce fractionnement, on
suit 1l'enrichissement " des - préparations en chromoprotéides par mesure
des densités optiques des diverses solutions 3 409 m : le rapport de ces
deux densités optiques respectives est, pour la myoglobine’ou 1'hémoglobine

voisin de 5. L'hémoglobine ne précipite intégralement & 83 p. 100 de
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EXTRAIT MUSCULAIRE
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D.O. 409 m 18,9
278 m 8

V

tation 3 83 p. 100
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saturation en sulfate d'ammonium que si sa proportion dans le mélange
de protéine est telle que ce rapport des densités optiques est supérieur
d 2 : le deuxiéme fractionnement n'est mis en oeuvre que si cette
condition est réalisée. Le schéma de 1la figure 1 illustre la méthode de

fractionnement que nous utilisons.

¢) Critéres de pureté

Electrophorése de zone sur papier

Elle est réalisée sur papier Schleicher et Schull 2043 a Mgl
dans un tampon véronal de pH 8,9 pendant 9 heures sous 80 volts. On
dépose 200 i 500 wg de protéiﬁe sur la bande humide du cBté cathodique
a4 8 cm du bord. Elle est révéléé par 1'Amidoschwarz. Les zones corres-

pondant 3 la myoglobine et & 1'hémogiobine de Chien sont cependant assez

mal séparées l'une de 1'autre (Figure 2).

Electrophorése sur acétate de cellulose

L'homogénéité de la préparation est contrdlée en &lectropho-
rése sur acétate de cellulose & pH 8,6 sous 250 volts pendant 15 minutes.
La révélation est faite au rouge Ponceau et montre pour le filtrat Jdu

deuxiéme fractionnement une bande unique de myoglobine.

Chromatographie_sur_couche mince_de Sephadex : technique
de JOHANSSON-RYMO (52)

Une couche uniforme de 1 mm d'épaisseur de Sephadex G75
forme "Superfine" gonflé dans du tampon 'Trishydroxyméthylaminométhane
0,05 M et KC1 0,1 M de pH 7,5 est étalée sur une plaque de verre de 20 x
40 cm ; 5 M1 d'une solution protéique 3 12 mg/ml sont déposés sur le gel.
La chromatographie descendante (plaque inclinée i 10° par rapport &
1'horizontal) est poursuivie en chambre humide 3 20° pendant 15 heures
avec le tampon Tris-KCl de pH 7,5. Aprés séchage 3 1'étuve 3 100°C 1la
plaque est révélée directement par l'Amidéschwarz selon la méme technique

que celle qui est utilisée pour les &lectrophoré@ses sur papier (Figure 3).

Amino-acide N-terminal

L'absence d'hémoglobine dans la préparation de la myoglobine
de Chien peut €tre vérifiée par identification des amino-acides

N-terminaux par la méthode des dinitrophénylaminoacides (DNP) ; nous
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verrons que, pour la myoglobine de Chien, 1'acide aminé N-terminal

est le glycocolle alors que pour 1'hémoglobine c'est la valine. Les
conditions d'hydrolyse des DNP-protéines utilisées dans cet essai détrui-
sent totalement le DNP-glycocolle : 1l'absence de DNP-N-terminal

visible est donc la preuve de 1'absence de contaminants protéiques

possédant un acide aminé N-terminal autre que le glycocolle.

3 - Composition générale en acides aminés

a) Composition en acides aminés de la myoglobine des Mammiféres

La composition en acides aminés de nombreuses espéces
animales a &té déterminée ; cette composition n'a en fait qu'une valeur
indicative qui doit obligatoi}ement etre confirmée par la détermination
de la structure covalente en raison de 1l'imprécision actuelle du dosage
des amino-acides (1 & 3 p. 100). Nous avons rassemblé dans le Tableau
III la composition en acides aminés de la myoglobine de gquelques verté-
brés en nous limitant aux compositions précises déduites des détermina-
tions de structure, ce qui permet la distinction des amides (glutamine
et asparagine) des aminoacides dicarboxyliques (acides glutamique et
aspartique). Pour toutes les myoglobines nous observons des teneurs
trés élovées en acide glutamique, en leucine et en lysine (environ
20 résidus de chaque) et des teneurs trés basses en arginine, en
tyrosine, en méthionine et en tryptophanne (2 i 4 résidus de chaque).
I1 faut noter d'autre part la présence d'isoleucine & un taux de toute
facon plus élevé que celui de la chaTne gamma de 1'hémoglobine. Il faut
noter enfin 1'absence de cystéine dans }es myoglobines de Mammiféres,
bien qu'un résidu ait cependant &té mis en &vidence chez les Primates

(en particulier chez 1'Homme , le Gibbon etble Chimpanzé).

b) Composition en acides aminés_de_la myoglobine de Chien

L'enlévement de 1'héme de la myoglobine a &té réalisé
selon la technique de BISERTE et HOLLEMAN (62) par l'acétone chlorhydri-
que ; dans cette technique on dénature au préalable la protéine par
1'éthanol et le chlorhydrate de guanidine. Le dosage des acides aminés
a été réalisé par chromatographie sur colonne de résine polystyréne
sulfonde a8 1'aide d'un appareil automatique TECHNICON & l'aide de la
technique d'&lution en 24 heures : deux temps d'hydrolyse 24 et 72 heures
ont &té utilisés et deux chromatogrammes ont &té ré&alisés sur chacun

des deux hydrolysats de la globine : les taux de sérine et de thréonine



TABLEAU IIT ~ COMPOSITION EN AMINO-ACIDES DE LA MYOGLOBINE DE QUELQUES VERTEBRES

(Les compositions indiquées ont été& déduites des séquences en amino-acides)

PRIMATES PINNIPEDE CETACEES ‘ : ONGULES MARSUPIAUX
Homme Gibbon Phoque |Cachalot | Dauphin [Marsouin | Cheval Boeuf | Mouton Kangourou
HERRERA et HERRERA BRADSHAW |EDMUNSON |KARADZOVA |BRADSHAW |DAUTREVAUX HAN HAN AIR et
LEHMAN THOMP SON
(53) (54) (55) (56) (37) (55) (58) (59) (60) (61)
Ac.aspartique 8 8 9 6 9 6 7 7 7 9
Asparagine 3 3 2 2 1 4 3 5 5 3
Thréonine 4 4 5 5 5 6 7 5 5 5
Sérine 7 8 7 6 5 5 5 6 6 6
Ac.glutamique 13 14 14 14 12 14 13 14 14 13
Glutamine 8 7 3 5 5 4 6 3 4 7
Proline 5 5 4 4 4 4 4 3 3 3
Glycocolle 15 14 12 11 11 14 15 12 14 14
Alanine 12 12 14 17 18 15 15 20 17 14
1/2 cystine 1 1 0 0 0 0 0] 0 0 0
Valine 7 7 6 8 7 6 7 9 9 6
Méthionine 3 3 . 2 2 2 2 2 2 3 3
Isoleucine 8 : 8 9 9 8 9 6 9
Leucine o 17 17 19 18 18 19 17 16 17 16
Tyrosine 2 2 2 3 2 2 2 2 2 1
Phénylalanine 7 7 7 6 7 7 7 7 7 9
Lysine 20 20 19 19 20 20 19 19 18 21
Histidine 9 9 13 12 13 12 11 13 12 10
Arginine 2 2 5 4 3 3 2 2 2 2
Tryptophanne 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
TOTAL 153 153 153 153 153 153 153 153 153 153




TABLEAU IV

COMPOSITION EN AMINO-ACIDES DE LA MYOGLOBINE DE CHIEN

Moles/g de globine Par molécule Valeurs
2% h 72 | Moyenne P.M. 16 000 arrondies
Asp 896 918 907 14,99 15
Thr 453 438 459* 7,60 738
Ser 501 428 537 8,88 9
Glu 1226 1210 1218 20,12 20
Pro 166 198 182 3,01 3
Gly 818 gso | 829 13,70 14
Ala 730 641 686 11,33 11
Val 324 396 396" 6,54 6 a7
Met 89 103 96 1,60 2
Ile 339 428 428** 7,07 7
Leu 1038 1058 1048 17,31 17
Tyr 104 124 114 1,89 2
Phe | 360 386" 373 6,16 6
Lys 1184 1230 1207 19,95 20
His 558 532 545 9,00 9
Arg 151 - 151 2,50 233
Trp - - - 1,70%** 2
153
* Valeurs extrapolées au temps O de 1'hydrolyse en tenant compte d'une destruc-
tion linéaire en fonction du temps.
%% Seules les valeurs obtenues par 72 h d'hydrolyse ont &té retenues.
*%% Dosage par la méthode de SPIES et CHAMBERS.
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ont &té calculés par extrapolation linéaire au temps zéro de 1'hydrolyse
pour tenir compte de leur destruction ; de méme les valeurs obtenues 3
partir des hydrolysats de 72 heures ont seules &été retenues dans le cas
de la valine et de l'isoleucine. Le tryptophanne a &té dosé par la méthode
de SPIES et CHAMBERS (63). L'examen du taBleau IV montre que, par
rapport aux myoglobines d'autres espéces, la teneur en acide aspartique
et asparagine est relativement &levée (15 au lieu de 8 3 12 chez les
autres espéces) ; inversement, la teneur en alanine se févéle plus

basse que celle de toutes les autres myoglobines (11 au lieu de 13 3 20
pour les autres espéces). Les valeurs obtenues pour les autres acides
aminés sont par contre sensiblement analogues i celles des autres

espéces.

c) Acides aminés terminaux

Le glycocolle a été identifié en position N-terminale dans
la plupart des myoglobines ; exceptionnellement (Baleine, Cachalot), la
valine est retrouvée en cette position.

L'acide aminé N-terminal de la myoglobine de Chien a &té
déterminé par la méthode des:dinitrophénylaminoacides de SANGER. Le
DNP acide aminé& N-terminal est identifié au moyen du systéme chromato-
~graphique bidimensionnel sur papier décrit par BISERTE et al. (64) ;
aprés hydrolyse de 24 heures 3 105°C par HC1l 5,6 N, aucun DNP acide aminé
N-terminal ne peut &tre mis en &vidence ; aprés hydrolyse de 8 heures, par
contre, on identifie le DNP-glycocolle, qui est détruit complétement
aprés une hydrolyse de 24 heures. '

L'acide aminé C~terminal a été déterminé par hydrazinolyse
selon la technique de DAUTREVAUX (65) : nous avons obtenu le glycocolle

comme dans toutes les myoglobines actuellement connues.

4 - Structure primaire générale

La comparaison de la composition en acides aminés des
myoglobines de plusieurs Mammif&res nous laissait prévoir une &troite
parenté entre celles-ci. Cette parenté apparalt plus évidente encore 3
1'examen comparatif des structures actuellement connues (Cachalot,
Marsouin, Dauphin, Cheval, Boeuf, Mouton, Kangourou, Gibbon et Homme).
Cette comparaison a d'ailleurs permis d'établir une structure générale
des myoglobines, construite par alignement des acides aminés les plus
fréquemment représentés a chaque position dans les myoglobines.

Le Schéma de la figure 4 est adapté de cette séquence et fait état des
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séquences en amino-acides actuellement déterminées avec certitude. Nans
la structure générale des myogloBines on constate la répartition inégale
de certains acides aminés le long de la chalne polypeptidique : dans

la myogloﬁine de Cheval, on note ainsi l'accumulation des résidus de
lysine ou d'arginine en certains endroits (7 entre les résidus 42 et 63,
7 entre les résidus 77 et 102, 5 entre les résidus 133 3 147) créant
ainsi des zones Basiques dans la chaine peptidique : centres basiques I
et II situés entre les résidus 62 et 64 d'une part et les résidus 77 et
82 d'autre part assurent notamment les liaisons proximale et distale

dé la gloBine avec 1'héme, grice aux résidus d'histidine.

Inversement, cette répartition laisse des zones qui sont presque totale-
ment dépourvues de ces acides amin&s basiques mais ol s'accumulent
certains résidus & caracté@res hydrophobes comme l'isoleucine, la valine
ou les acides aminés aromatiques : on trouve ainsi entre les résidus 99
et 115 de la myoglobine de Cheval, 5 résidus d'isoleucine (sur les 7
contenus dans la molécule), 2 ré&sidus de leucine; 1 de valine, 1 de
tyrosine et de phénylalanine, soit 10 résidus & caractére nettement
hydrophobe sur les 16 de la séquence. Cette répartition explique que
certains enzymes protéolytiques tels que la trypsine laissent subsister
de larges segments inattaquables par 1l'enzyme (pas de lysine ni 4’
arginine) et peu solubles dans les zones de pH utilisées habituellement
pour le fractionnement peptidique : ces segments représentent ce que
EDMUNDSON (78) appelle le "core', mélange peptidique insoluble riche

en acides aminés 3 caractére hydrophobe et inattaqué par la trypsine.
?

B - METHODES GENERALES DE DETERMINATION DE LA STRUCTURE COVALENTE
DES MYOGLOBINES.,

1 - Introduction

La détermination de la séquence en acides aminés d'une
myoglobine dont la structure est relativement simple puisqu'elle est
constituée d'une chalne unipeptidique de 153 acides aminés, ne peut
cependant tre réalisée par l'utilisation d'un seul type d'hydrolyse :
il est nécessaire d'utiliser au minimum deux types de coupure. Chacune
prise séparément, permet de déterminer des séquences partielles corres—

pondant aux différents peptides isolés ; c'est la comparaison des
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séquences partielles obtenues qui permet d'enchalner ces séquences leas
unes aux autres. Cette méthode qui semble relativement simple rencontre
cependant de grandes difficultés. Le premier type de coupure utilisé en
raison de la forte teneur en lysine et en arginine de la globine est
1'hydrolyse trypsique : celle-ci ne permet malheureusement pas de récupé-
rer la totalité des peptides libéré&s, car une partie de ceux—ci reste
insoluble. Ces peptides insolubles résultent soit de 1'absence sur certair
segments de lysine ou d'arginine comme par exemple le segment N-~terminal
qui comprend 16 acides aminés sans lysine ni arginine, soit de 1'accumu-
lation dans ces segments d'acides aminés hydrophobes tels que la leucine,
1'isoleucine, la valine, la proline ou la méthionine.Ce sont ces acides
aminés qui tapissent l'intérieur de la cavité dans laquelle se trouve
1'héme. Le segment comprenant les résidus 103 3 115 est particuliérement
riche en ces acides aminés hydrophobes et est insoluble. Par contre, des
coupures trypsiques anormales telles que celles qui se situent au niveau
de la liaison leucyl des enchalnements Val-Leu-X permettaﬁt d'obtenir 3
partir d'un peptide insoluble deux peptides plus solubles : ainsi dans
la myoglobine de Cheval le peptide trypsique 64 & 77 est insoluble mais
peut libérer deux peptides plus petits, 64 a& 69 et 70 a 77. Il faut
signaler aussi que 1'insolubilité de certains fragments peptidiques
contenant de 1l'histidine peut disparaitre par la carboxyméthylation

préalable de la gloEine.

2 - Les différentes stratégies utilis@es dans 1'étude des myoglobines

a) La myoglobine de Cachalot

La premiére myogloBine étudiée fut la myoglobine de
Cachalot : sa structure a &té déterminée par EDMUNDSON et HIRS (79).
Dans un premier stade fut dé&terminée la composition en acides aminés et
la nature des acides aminés terminaux : la valine a été identifiée en
position N-terminale par la méthode des dinitrophényl-aminoacides de
SANGER et la carboxypeptidase a précisé la position de la glutamine en
position C-terminale. Cette détermination de la nature des acides aminés
terminaux est importante car ils ont dans 1'@tude des séquences une valeur

de point de repére.
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La détermination de la s&,uence en amino-acidés de la
~myoglobine de Cachalot a &té abordée par deux voies distinctes : la

voie chimique représentée par l'hydrolyse trypsique (EDMUNDSON - 80) et 1:
voie physique. Spectres de diffraction aux rayons X avec une résolution
de 2 A (KENDREW et al. ~ 81). Bien qu'incompl&te en raison de la formatior
des peptides insolubles représentant environ 1/3 de la chaine peptidique
1'étude chimique a été, semble-t-il, trés utile pour orienter 1'identifi-
cation des chalnes latérales en spectrographie de RX, car c'est dans la
zone des cores, non accessibles & 1'hydrolyse trypsique, que 1'on relédve
le plus grand nombre d'erreurs ; cette étude préliminaire s'est avérde

en fait trés insuffisante sur ces deux points de vue : une détermination
de la conformation avec une résolution de 1,4 X (KENDREW - 82) d'une

part, une révision de la stratégie de détermination des séquences d'autre
part ont &té nécessaires pour 1'établissement définitif de cette structure
(EDMUNDSON - 83). L'étude chimique de la séquence en acides aminés 3 ce
stade fut entreprise par coupure chimique des deux liaisons méthionyl

par le bromure de cyanogéne (EDMUNDSON - 84) ; cette réaction coupe la
liaison méthionyl en transformant ce résidu en lactone d'homosérine. Dans
le cas de la myoglobine de Cachalot, trois peptides sont liBérés dont 1'un
dépourvu d'homosérine est constitué par le fragment C-terminal ; les

deux autres possédent l'homosérine en position C-terminale : 1'un est
terminé 3 sa partie N-terminale par un ré&sidu de valine, comme la
myoglobine, c'est le fragment N-terminal ; l'autre posséde la lysine en
N-terminal, c'est le fragment médian. Chacun des trois fragments libérés
peut €tre alors hydrolysé par'la trypsiné et la chymotrypsine : le
probléme du "core'" trypsique n'est certes pas résolu puisqu'un insoluble
important marque l'hydrolyse trypsique des segments N—terminai et

médian, mais dans le cas de 1'hydrolyse chymotrypsique, les peptides
étudigs recouvrent la totalité de la séquence, 3 condition d'utiliser deux
temps d'hydrolyse, 3 heures en général et 20 heures pour 1'étude des
peptides provenant des '"cores" trypsiques. L'alignement des peptides
chymotrypsiques dans chacun des trois segments ne pouvait &videmment

se faire que dans la mesure ol des peptides trypsiques recouvraient leurs
séquences : c'est dire que cet alignement restait impossible au niveau

des "cores" ; il faut également noter que le peptide N-terminal chymotryp-
sique 1-13, qui fait partie du core trypsique n'a pu €tre isolé en quantité
suffisante pour que sa structure ait pu etre déterminée. La solubilisation

des 3 cores trypsiques et du core chymotrypsique (résidus 1 & 13)
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a pu Etre obtenue aprés carboxyméthylation de la gloBine par le bromo-
acétate & pH 7 : cette technique découle d'une oBsérvation de BANASZAK et
GURD (85) qui montrérent que quelques-uns des peptides trypsiques de
myoglobine sont beaucoup plus solubles si la globine a &té préalablement
carboxyméthylée. La carboxyméthylation de la globine Bloque 8 résidus
d'histidine sur les 12 et les transforme en carboxyméthyl histidine

(1 résidu de 3-CM Histidine, 3 résidus de 1 CM-histidine et 4 résidus

de 1-3 di-CM-histidine) ; l'hydrolyse trypsique de la globine ainsi
carboxyméthylée, est comparée par chromatographie sur colonne de résine
Dowex 50 X 2 & celui de la globine non carboxyméthylée : 1'étude des
peptides qui ont un comportement différent avant et aprés carboxyméthy-
lation de la globine montre que ces peptides contienment les résidus
d'histidine‘n°s 12, 24, 48, 64, 81 ou 82, 113, 116 et 119 ; on remarque
que les résidus 12, 64, 113 et 116 font partie des trois cores trypsiques
et on peut supposer que l'introduction d'un groupement anionique dans

- ces peptides favorise leur solubilisation en milieu neutre ou alcalin. Il
faut noter &galement que la concentration élevée en trypsine utilisée par
EDMUNDSON (4 p. 100 par rapport & la CM-globine) accentue 1'importance
des coupures secondaires, notamment celles de type chymotrypsique, ce

qui favorise l'hydrolyse et la solubilisation du core.

b) La myoglcbine de Cheval

La stratégie adoptée pour la myoglobine de Cheval par
DAUTREVAUX, BOULANGER, HAN et BISERTE (86) a surtout &té guidée par le
souci d'obtenir un hydrolysat qui soit le plus simple possible et qui
recouvre la totalit@ de la s&quence ; la présence de 11 résidus d'acides
aminés aromatiques (7 Phe + 2 Tyr + 2 Trp) et de 17 leucines, moins
sensibles & l'action de la chymotrypsine les a incités 3 utiliser cet
enzyme dans un premier temps plutdt que la trypsine qui peut exercer son
action sur 19 liaisons lysyl et 2 liaisons arginyl, mais qui laisse
subsister un core important ; la chymotrypsine commercialis&e en 1964
contenait une activité trypsique non négligeable, ce qui a compliqué
de fagon considérable le plan de fractionnement mettant en jeu succes-—
sivement la gel-filtration sur Sephadex, 1'électrophorése en film
liquide et la chromatographie d'élution sur colonne de résine (DAUTREVAUX
87) : 1'étude des quelques 70 peptides isolés (BOULANGER - 88) a ainmsi
permis de recouvrir la quasi-totalité de la séquence, d 1'exception

d'un déficit de 2 résidus d'acide glutamique, d'une valine et d'une



- 21 -

leucine correspondant & l'enchalnement 8 - 11 : Gln~Glu-Val-Leu : ce
tétrapeptide est normalement libéré par la chymotrypsiné mais le milieu
alcalin requis pour cette hydrolyse favorise la cyclisation de la
glutamine N-terminale en acide pyroglutamique ; dépourvu de fonction
aminée libre, ce peptide n'est plus fixé par les résines 3 échange de
cation, ni "r&vélé" par la ninhydrine et a de ce fait échappé & notre
étude.

Ultérieurement, (DAUTREVAUX - 89) 1'utilisation d'ume
chymotrypsine préalablement traitée par le TLCK (Tosyl-lysine-chloro-
méthylkétone ou l-chloro-3-Tosyl-amido-7-amino-2-heptanone), a permis
de limiter considérablement le nombre des coupures : environ 40 peptides
seulement peuvent 8tre isolés ; combinés aux précédents hydrolysats
chymotrypsiques, ils permettent de recouvrir la totalité de la chalne
peptidique ; la séquence 77-86, qui comprend notamment 3 résidus de
lysine et 2 d'histidine ne peut cependant €tre isolée car elle est
fortement retenue par les résines 3 échange de cation en raison de son
caractére fortement basique.

L'alignement des séquences chymotrypsiques, les unes par
rapport aux autres n'était cependant possible qu'en combinant 1'hydrolyse
chymotrypsique avec un autre type d'hydrolyce comme 1'hydrolyse trypsique
les noyaux laissés inattaqués par cet enzyme leur interdisait a priori
1'utilisation directe de la trypsine. L'hydrolyse trypsique a donc é&té
réalisée non pas sur la globine mais sur chacun des trois peptides
libérés par action du bromure de cyanogéne (HAN - 90, et - DAUTREVAUX -
91) : dans ces conditions, la solubilité des peptides insolubles(n'est
pas accrue mais leur proportion par rapport au reste des peptides est
augmentée, ce qui permet de les retrouver plus facilement au cours du
fractionnement. De plus, l'utilisation de conditions d'hydrolyse
trypsique plus efficaces, notamment une plus forte concentration en
enzyme (4 p. 100 par rapport au substrat) permet une meilleure attaque
de ces résidus insolubles, en favorisant les coupures secondaires.

C'est ainsi notamment, que trois liaisons leucyl localisé&es chacune
dans un des trois segments peptidiques insolubles sont hydrolysées par
la trypsine : il s'agit dans les trois cas de liaisons du type Val~Leu-X

(l1iaisons Leu-Asn en 11-12, Leu-Thr en 69-70 et Leu~His en 115-116).

Dans 1'étude de la myoglobine humaine (HILL - 92),‘seu1es les

hydrolyses trypsique et chymotrypsique ont &té utilisées, & 1l'exclusion
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de la coupure des liaisons methionyl par le bromure de cyanogéne : de
ce fait, de nombreuses incertitudes de séquence ont persisté, notamment
au niveau des cores. La séquence en amino-acides de la myoglobine de
Dauphin (KARADJOVA - 93) a par contre &été déterminée complétement par

1*'utilisation simultanée de ces trois types dehydrolyse.

La coupure chimique de la globine de myoglobine de Cheval
par le bromure de cyanogéne a &té compliquée par 1'existence d'une
liaison Met-Thr (131-132) difficilement coupée par ce réactif : de ce
fait il subsistera dans le milieu, aprés réaction, non seulement les
trois peptides prévus mais €galement un peptide englobant les segments
médians C-terminaux, ce qui a compliqué 1'isolement de ces fragments
(HAN - 94).‘De plus, le milieu HC1l 0,1 N utilisé & cette &poque pour
réaliser la coupure a &été 3 l'origine d'un certain nombre de coupurez
secondaires provoquant notamment la libération de lysyl-peptides ; ceux-ci
ont été éliminés par une dialyse avant séparation des fragments par
gel-filtration sur Sephadex. La méconnaissance de ces coupures secondaires
en milieu HC1 0,1 M a ainsi conduit BLACK et LEAF (95) & des résultats
erronnés concernant la myoglobine de Cheval. Actuellement, 1'utilisation
d'acide formique & 70 p. 100 limite considérablement ces coupures
secondaires tout en augmentant le rendement de coupure des liaisons

Met-Thr ou Met-Ser.

Au cours de cette &tude un probléme important a di €tre
résolu d'une manidre particulidre ; il s'agit de la séquence Leu-lysyl-
lysyl-lysyl~Gly (76-80). L'hydrolyse trypsique ne permet pas en effet
de garder intacte la séquence Lys-Lys-Lys mais libére au contraire

plusieurs peptides se chevauchant particuliérement :

Thr-Ala-Leu~Gly—-Gly-Ile-Leu-Lys (70-77)
Lys-Lys—Gly-His-His-Glu-Ala-Glu-Leu-Lys-Pro-Leu ...... Thr-Lys (78-96)
Lys—-Gly-His-His- ...... Thr-Lys (80-96)

Lys-Lys (78-79)

L'hydrolyse chymotrypsique ne permet pas non plus de
prouvér cette séquence : la coupure de la liaison Leu~-Lys en 76-77 est
totale et le peptide 77-89, trés basique, ne peut étre &lué des résines
échangeuses d'ions ; de plus, 1l'activité "trypsine libre" de la chymotryp-

sine est suffisante pour rompre la majeure partie des liaisons Lys-Lys



- 23 -

77-78 et 78-79, ce qui ne laisse que trés peu du peptide 77-89. La
solution de ce probléme a &té trouvée dans la guanidylation des résidus
de lysine de la globine (HAN - 96) : le traitement de la globine par
1'0.Méthyl isourée transforme en effet les résidus de lysine en
homoarginine ; comme les liaisons homoarginyl sont insensibles a 1'action
de la trypsine, nous espérions qu'elles seraient donc respectées par
1'activité "trypsine libre'" de la chymotrypsine et que nous pourrions
ainsi récupérer un peptide (77-86) contenant 1'enchalnement des trois
HomdArg : ce peptide a effectivement pu €tre isolé par électrophorése
sur papier 3 haut voltage et son &tude a apporté la preuve de la
séquence 76~86 et ainsi confirmé la structure partielle de la myoglo-

bine de Cheval présentée en 1967 (DAUTREVAUX - 97).

c) Les_myoglobines de Marsouin et _de Phoque

Les myoglobines de Marsouin ét de Phoque (BRADSHAW et GURD -
98) ont été &tudiées par hydrolyse trypsique et chymotrypsique de la
globine complétement carboxyméthylée ; c'est actuellement la deuxidme
grande stratégie utilisable dans le domaine des myoglobines : les
peptides trypsiques insolubles sont dissous 38 pH 9 et fractionnés sur
une résine & échange d'anions (Dowex 1 X 2) alors que les peptides solubles
sont isolés sur une ré&sine 4 &change de cations (Dowex 50 X 8). Les
séquences insolubles ainsi isolées comprennent essentiellement le segment
N-terminal 1-16 et le segment 103-118. L'avantage majeur de cette
stratégie est de limiter les deux grandes voies d'approche & une hydro-
lyse trypsique et une hydrolyse chymotrypsique et d'éviter ainsi 1'uti-
lisation toujours délicate de la coupure au bromure de cyanogéne; Cette
stratégie semble n'€tre applicable que si les peptides résiduels, et
en particulier le segment N-terminal, contiennent des r&sidus d'histidine :
c'est le cas de la myoglobine de Phoque qui contient un résidu d'histidine
en position 8 (BRADSHAW - 99) ; par contre, la séquence N-terminale de
la myoglobine de Marsouin en est dépourvu, mais BRADSHAW et al. ont
montré que le peptide insoluble N~terminal pouvait cependant €tre solu-
bilisé & pH alcalin en raison de la carboxyméthylation du glycocolle
N-terminal. Si cette carboxyméthylation du glycocolle N-terminal
représente un avantage pour la solubilisation du core, elle interdit
néanmoins toute &tude de ce peptide par la méthode de dégradation

récurrente d'EDMAN.
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d) Les myoglobines de 1'Homme et du Gibbon

Les myoglobines de 1'Homme et du Gibbon ont été &tudiées
par HERRERA et LEHMAN (100 - 101). La trypsine a d'abord &té utilisée
mais elle laisse comme dans les autres myoglobines un résidu insoluble
non attaqué par l'enzyme et qui correspond aux séquences 1-16, 64-77 et
103~118. Les deux premidres séquences correspondent & des peptides
trypsiques partiellement solubles ; la troisiéme est complétement
insoluble et cette insolubilité totale est prbbablement due 3 1'exis-—
ténce d'un résidu de cystéine en position 110, qui par oxydation en cysti-
ne provoque la duplication de ce peptide. Les peptides 1-16 et 64~77 peu-
vent &tre complétement solubilis&s par digestion pepsique du résidu
insoluble. L'enchainement 103-118 n'a pu &tre complétement déterminé
qu'aprés aminoéthylation de la globine (CLEGG - 102), car la trypsine
trouve dans la liaison S—aminoéthyl cyst&inyl une nouvelle spécificité
et libére alors ce fragment sous forme de deux peptides solubles compre-
nant les résidus 103 i 110.et 111 a 118. L'hydrolyse des peptides
trypsiques par d'autres enzymes protéolytiques tels que la subtilisine,
la chymotrypsine ou la thermolysine a été utilisée pour déterminer
entidrement leur s@quence. Ainsi, l'action de la thermolysine sur le
peptide trypsique comprenant les résidus 17 3 31 libére cing peptides
différents qui permettent d'en &tablir la séquence. L'enchalnement les
uns aux autres des divers peptides trypsiques a &té réalisé par recou-
pement avec les données de la coupure chimique de la globine par le
bromure de cyanogéne suivie de 1'hydrolyse chymotrypsique des fragments

isolés par le bromure de cyanogéne puis hydrolyse chymotrypsique.

e) Myoglobine de Kangourou

La myoglobine de Kangourou (AIR et THOMPSON - 103) a été
étudide par action du bromure de cyanogéne sur la globine : quatre
peptides sont isolés : le peptide N-terminal comprenant 55 résidus :
BrCN 1 ; un peptide comprenant 76 résidus : BrCN 2 ; un peptide
comprenant 11 résidus : BrCN 3 ; le peptide C-terminal comprenant
également 11 résidus : BrCN 4. Un cinquiéme peptide, BrCN 5, composé
des 22 résidus C-terminaux a permis de placer le peptide BrCN 3 par

rapport & BrCN 2. La séquence de chaque peptide a &té ensuite déterminée
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indépendamment par des méthodes différentes.

La digestion par la chymotrypsine du peptide BrCN 2 libére
11 peptides. L'enchalnement de ces peptides est retrouvé par comparaison
avec les peptides de l'hydrolysat de ce fragment trypsique. L'action
de la N-bromosuccinimide ou encore la comparaison avec les myoglobines
d'autres espéces déjd connues ont &galement été utilis@es pour établir
ces enchalnements. 7

La séquence du peptide BrCN 3 a &té déterminée par hydrolyse
trypsique en comparant les peptides trypsiques avec ceux isolés obtenus
par hydrolyse trypsique du produit de maleylation de la globine : la
maleylation permet de limiter la spécificité de la trypsine aux liaisons
arginyl car }'anhydride maléique bloque les groupesg-eminés de la
lysine et donne une liaison maleyl amine trés stable ; deux peptides
maleylés ont &té utilisés pour cette détermination : le premier peptide
a la composition suivante : Lys~Lys—Ala-Leu—~Glu-Leu-Phe-Arg ; le
second peptide : His-Asp-Met-Ala-Ala-Lys(Tyr,Lys,Glu,Phe,Gly,Phe,Gln,Gly).

La composition du peptide BrCN 3a permis d'établir par
comparaison avec ces deux peptides la séquence :

Lys-Lys—Ala-Leu~Glu-Leu-Phe-Arg-His-Asp~HSer.

f) Les_myoglobines de Boeuf et de Mouton

La détermination des myoglobines de Boeuf (DAUTREVAUX =~
104) et de Mouton (HAN - 105) a &té faite pour les 2/3 environ de la
chaine peptidique par comparaison des hydrolysats trypsiques avec ceux
de la myoglobine de Cheval déjad connue ; le probléme de 1l'alignement des
peptides obtenus est fortement simplifié lorsqu'on se base sur une
myoglobine de référence ; 1'étude méme de chaque peptide libéré est
facilitée elle aussi par comparaison avec leur homologue dans la
myoglobine de référence (comportement en chromatographie et &lectrophorése,
composition en acides aminés, dansyl amino acides N-terminal identique) :
dans tous les cas ol ces paramétres se révélaient identiques, on a
considéré que les séquences en amino-acides &taient identiques ; la
détermination directe des séquences n'a &té effectude que si le peptide
présentait des caractéres le distinguant de son homologue présumé dans
la myoglobine de référence. La coupure par le bromure de cyanogéne et
1'hydrolyse chymotrypsique des fragments obtenus permet de vérifier

-

1'alignement des peptides trypsiques libérés 3 partir de la globine
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totale. L'hydrolyse chymotrypsique de ces fragments permet également

1'étude des "cores", conjointement & leur hydrolyse trypsique : 1'dtude
de ces peptides trypsiques se limite 3 leur identification par comparai-
son de leur comportement avec ceux isolés des hydrolysats trypsiques de

globine totale et par détermination de leur composition en acides aminés.
C - CONCLUSION

La détermination de la structure primaire des myoglobines
de Mammiféres étudiées jusqu'd maintenant a été faite selon deux
stratégies générales : soit la combinaison de 1'hydrolyse trypsique et
chymoérypsique sur la globine carboxyméthylée, soit la combinaison de
1'hydrolyse trypsique de la globine 3 1'hydrolyse chymotrypsique des
fragments isolés aprés coupure par le bromure de cyanogéne. Enfin, la
méthode comparative 3 l'aide d'une myoglobine de référence dont on a
une connaissance parfaite est une stratégie non négligeable. Mais
1'introduction récente des séquenceurs automatiques, selon la dégradation
- d'EDMAN nous laisse prévoir un bouleversement de ces stratégies utilisées
il faut cependant noter que les résultats de cette méthode automatique
sont actuellemznt limités & 60 résidus (myoglobine de Baleine (EDMAN et
BEGG - 106)) ; c'est dire qu'elle ne permet que 1'étude des séquences
N~terminales plus ou moins largés et qu'elle ne pourra jamais constituer
qu'une stratégie d'appoint permettant de se combiner par exemple i la

coupure au bromure de cyanogéne.



CHAPITRE II

“L'HYDROLYSE TRYPSIQUE DE LA MYOGLOBINE
DE CHIEN
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A - ETUDE DES HYDROLYSATS TRYPSIQUES

‘1) Conduite de 1l'hydrolyse trypsique

a) Spécificité de 1l'enzyme

La trypsine hydrolyse spécifiquement les liaisons
cafboxyliques de la lysine et de l'arginine. Chaque peptide libéré
par la trypsine (peptide trypsique') a donc la lysine ou 1l'arginine
en position C-terminale. L'hydrolyse totale de la globine nous renseigne
sur le nombre total des résidus de lysine et d'arginine de la molécule,
aussi, pouvons-nous prévoir approximativement le nombre de peptides
trypsiques & obtenir. Afin de faciliter 1l'action enzymatique, 1'hydro-
lyse trypsique se fait sur la globine comme 1'a préconisé BOULTON (107).
D'autre part, nous utilisons un rapport enzyme/substrat supdrieur i
2 p. 100 afin d'assurer & la fois une hydrolyse plus poussée et une
meilleure reproductibilité& de 1'hydrolyse trypsique. En effet, certaines
liaisons lysyl ou arginyl sont difficiles & rompre, notamment celles
qui sont proches des résidus 3 caractére acide : on obtient alors des
mélanges de peptides qui se chevauchent, comme ceux par exemple qui
correspondent aux séquences Phe-Asp-Lys-Phe-Lys, Phe~Asp-Lys et Phe~Lys ;
on peut également obtenir des fragments ayant la séquence Val-Leu en

position C~terminale (voir plus loin).

b) Mode opératoire

& ) Dénaturation du substrat

La dénaturation de la myoglobine de Chien est faite par une
méthode douce & 1'éthanol et au chlorhydrate de guanidine (BISERTE et
HOLLEMAN - 108). A une solution aqueuse de myoglobine (10 mg/ml) on
ajoute du chlorhydrate de guanidine jusqu'3d une concentration de 19,1 mg
pour 1 ml (0,2 M), puis goutte & goutte, sous agitation réguliére, 2 ml
d'éthanol absolu pour 10 ml de solution ; on laisse en contact toute
une nuit sous agitation 2 température ambiante. L'addition de 8 volumes
d'acétone contenant 1 p. 1000 d'acide chlorhydrique concentré précipite

totalement la globine partiellement dénaturée et laisse 1'hémine en
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solution. Le précipité recueilli aprés centrifugation est redissous
sous agitation pendant 1 heure dans la quantité minimale d'acide
chlorhydrique N/5. On ajoute ensuite 6 volumes d'acétone chlorhydrique
pour précipiter complétement la globine et parfaire 1'élimination de
1'héme. On centrifuge et on recommence deux fois la méme opératiom.
Enfin, le précipité de globine est lavé & 1'acétone anhydre. Aprés
séchage:sous le vide partiel d'une trompe 3 eau on obtient une poudre
grise, soluble dans 1l'eau et qui représente la globine partiellement

dénaturée.

{3 ) Hydrolyse trypsique

‘La trypsine traitée par le chlorure de diphénylcarbamyl *
est dépourvue d'activité chymotrypsique. L'hydrolyse est réalisée sur
200 mg de globine dissous dans 20 ml d'une solution de sesquicarbonate
d'ammonium & 1 p. 100 & pH 8,75. La trypsine dissoute dans 1 & 2 ml
de solution de sesquicarbonate est ajout@e en une seule fois, de fagon
d obtenir un rapport Enzyme/Substrat de 4 p. 100. On laisse 1'hydrolyse

se poursuivre pendant 2 h 30 & 38°C sous agitation magnétique. L'hydro-

lyse est arrétée par congélation & - 20°C ; 1'hydrolysat est alors

lyophilisé.

2) Cartes peptidiques

a) Modalités de_ chromatographie et d'électrophorése

La sépafation du mélange peptidique peut @tre réalisée
par différentes méthodes. INGRAM (109) effectue une électrochromato-
graphie bidimensionnelle sur papier Whatman 3 MM : 1'électrophorése
est réalisée a pH 6,4 avec un tampon pyridine-acide acétique-eau
(10 : 0,4 : 160) sous une tension de 19 volts/cm pendant 1 h 30. Il
est nécessaire de refroidir la feuille afin d'@viter 1'évaporation du
tampon. La chromatographie ascendante est réalisée dans le solvant
butanol-acide acétique-eau (3 : 1 : 1). JEGOROV, KEIL et SORM (110)
réalisent une &lectrophor&se 3 haute tension (35 volts/cm) dans un
tampon pyridine-acide acétique-eau (5 : 1 : 999) de pH 5,6 ; elle est
suivie d'une chromatographie ascendante avec le solvant butanol-
pyridine-acide acétique-eau (15 : 30 : 3 : 12) de WALEY et WATSON (1115.

. La méthode que nous avons utilisée est basée sur
1'électrochromatographie bidimensionnelle préconisée par BISERTE, PLAQUET-
SCHOONAERT, BOULANGER et PAYSANT (112) ; 2 3@ 3 mg d'hydrolysat trypsique

P
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sont déposés sur une feuille de papier Whatman 3 MM (57 x 47 cm).
L'électrophorése est réalisée dans un appareil en toit, type Durrum,

& pH 3,9 avec un tampon pyridine-acide acétique-eau (30 : 100 : 4870)
sous 300 volts, pendant 7 heures. La chromatographie descendante est
réalisée dans le solvant Butanol-acide acétique-eau (4 : 1 : 5) pendant
18 heures. Nous avons aussi utilisé pour la chromatographie descendante
le systéme butanol-pyridine-acide ac@tique-eau (15 : 10 : 3 : 12) de
WALEY et WATSON (113).

b) Révélations multiples

La révélation des peptides se fait tout d'abord avec un
réactif 4 la ninhydrine 3 1 p. 100 ou & 0,2 p. 100 dans 1'acétone. Le
réactif & 1 p. 100 permet de révéler par une coloration franche tous
les peptides. La coloration est fixée par une solution de Kawereau. Le
réactif & 0,2 p. 100 (BAGLIONI - 114), moins sensible, permet une
décoloration du chromatogramme par un mélange d' acétone et d'HCL N
(4 : 1), ceci permet, aprés avoir entouré d'un trait de crayon les ‘

“peptides colorés en bleu violet par la ninhydrine, de réaliser sur le
méme chromatogramme plusieurs réactions spécifiques successives. Nous avon
ainsi mis en évidence successivement sur un méme &électrochromatogramme

préalablement révélé par la ninhydrine et décoloré :

~ les peptides 3 méthionine selon la technique: de TOENNIS et KOLB (115)

Le chromatogramme est trempé dans le mélange extemporané obtenu en ajoutan
dans 1l'ordre :
- 4 ml de PtCl,~ 0,002 M,
0,25 ml de KI 1 N
0,40 ml de HC1 2 N

76 ml d'acétone

-

Les peptides & méthionine apparaissent aprés quelques minutes sous
forme de spots blancs sur fond rose. Ce réactif permet &galement la
révélation des peptides d cystéine ou i cystine, mais la myoglobine de

chien en est dépourvue comme la plupart des autres myoglobines.

-~ les peptides 3 tryptophanne par le réactif d'Ehrlich selon la technique

de SMITH (116) : le chromatogramme est trempé dans une solution fraiche
da 0,1 p. 100 de p.diméthyl aminobenzaldéhyde dans 1'acé&tone chlorhydrique
(9 : 1) les peptides apparaissent sous forme de spots gris bleu sur

fond jaune;
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- les peptides 3 histidine par le réactif de PAULY selon la technique
de BALDRIDGE et LEWIS (117) ; on pulvérise sur le chromatogramme le

mélange extemporané 3 volumes égaux
- d'une solution d'acide sulfanilique 3 1 g dans HC1
concentré 8 ml et eau 100 ml ;
-~ d'une solution de NaNO2 d 0,69 7. On laisse sécher et
on pulvérise ensuite une solution aqueuse de C03Na2 a
10 p. 100.
Les peptides 3 histidine apparaissent sous forme de :spots rose rouge ;

les peptides & tyrosine réagissent faiblement en donnant une coloration

rose.

.= les peptides & tyrosine sont mis en évidence sur un autre chromato-

gramme préalablement révélé i la ninhydrine puis décoloré par le

mélange acétone-HCl : on utilise 1'a-nitroso-g-naphtol selon la technique
de ACHER et CROCKER (118) : on pulvérise sur le chromatogramme une
solution & 0,1 p. 100 d'a”nitrosé—s—naphtol dans 1'&thanol & 95 p. 100.

On séche sous un courant d'air froid, puis on pulvérise une solution
d'acide nitrique 3 10 7 dans 1'eau. On chauffe alors 15 minutes & 1'&tuve %
100°C. Les peptides apparaissent sous forme de spots roses sur fond

vert pale.

- les peptides 3 arginine sont mis en &vidence sur un troisiéme chroma- .

togramme par le réactif de SAKAGUCHI selon la technique de JEPSON et
SMITH (119) : le chromatogramme est frempé dans une solution acétonique
de 8-hydroxyquinoléine a 0,1 p. 100. On laisse sécher puis on trempe i
nouveau le chromatogramme dans une solution de BrONa (brome 0,2 ml et
NaOH 0,5 N 100 ml) ; les peptides & arginine apparaissent sous forme

de spots fugaces rouge-orange.

Les cartes des peptides trypsiques de la myoglobine de

_ Chien ainsi obtenues, permettent, par la méthode des "finger-prints"
d'identifier avec une grande probabilité certaines séquences peptidiques
de la myoglobine de Chien par rapport & la myoglobine de Cheval qui

nous sert de témoin. Cette comparaison représentée & la figure 5 a &té
pour nous un guide utile dans notre &tude des peptides libérés par la
trypsine. Déj& un certain nombre de ceux-ci apparaissent identiques

dans 1'une et 1'autre espdce : c'est le cas des taches numérotées A, B, C,
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D, G, P, T, V, W et Y sur le schéma de:/la figure 5 qui présentent un

s

comportement electrochromatographlque identique & ce1u1 de certains
peptides trypsiques de la myoglobine de Cheval. L'identification

probable de ces taches peptidiques est indiquée dans le tableau V.

B - FRACTIONNEMENT PREPARATIF DES HYDROLYSATS TRYPSIQUES

Le fractionnement préparatif des hydrolysats trypsiques de
la gloﬁine dé Chien est réalisé par chromatographie sur échangeurs d'ions :
nous avons utilisé une colonne de résine polystyréne sulfoné a faible
pourcentage de divinylbenzéne (résine Chromobeads P Technicon) et
1'élution a été faite au moyen de tampons pyridine-acide formique ou

acétique de pH et de molarité@ croissants en pyridine (Figure 5 bis).
¢

1) Chromatographie sur colonne de résine

a) Préparation de la colonne

La résine Chromobeads P en suspension dans un tampon pyridine
2 N - acide acétique de pH 5,0 (%) est versée 3 l'aide d'une ampoule
dans la colonne (%%) maintenue & une température de 50°C. On laisse la
suspension se décanter par simple gravité toute une nuit. On enléve le
surplus de résine par aspiration 3 la trompe & eau ; on enléve 1'ampoule et
on achéve le tassage de la colonne par passage, sous pression (%%%) environ
20 kg par cmz) du tampon de pH 5 avec un débit de 0,6 ml par minute
pendant deux héures. On équiliEre ensuite la résine au pH désiré par
passage pendant 2 & 3 heures du tampon initial utilisé pour la chromato-

graphie (tampon pyridine 0,1 N de pH 2,90 (k%x%%)

(%) Tampon 2 M - pH 5,0 o
~Pyridine 644 ml
- acide acétique 400 ml gsp pH 5,0
- eau distillée qsp 4 litres

(xx) Colonne Technlcon 140 x 0,635 cm munie d'une jaquette & circulation
d'eau.

(x%%) Pression obtenue & 1'aide d'une pompe 3 pression positive MILTON ROY
ou DOSAPRO.

(xxx%) Tampon yrldlne 0,1 N de pH 2,90
= Pyridine 40 ml
- acide formique 80 ml
- eau distillée 4,5 1
- acide formique dilué au-1/10 qsp pH 2,90
- eau distillée gsp 5 litres



TABLEAU V

PEPTIDES TRYPSIQUES DE LA MYOGLOBINE DE CHIEN

IDENTIFIES PAR COMPARAISON AVEC LEUR HOMOLOGUE DE LA MYOGLOBINE
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DE CHEVAL
n°® SEQUENCE RESIDUS
D Phe-Asp-Lys 43 - 45
T Phe-Lys 46 - 47
Y His-Leu~Lys 48 - 50
W Lys-Lys 78 - 79
P Ala-Leu-Glu-Leu-Phe—~Arg 134 139
G Asn—Asp-Ile-Ala-Ala-Lys 140 - 145
c (%) Asp-Asp~Ile~Ala-Ala-Lys
v Tyr-Lys 146 147
A Glu-Leu-Gly—-Phe-Gln-Gly 148 153
B (%) Glu-Leu-Gly-Phe-Glu-Gly

(%) Ces peptides proviennent respectivement de la désamidation acci-

dentelle des peptides G et A,
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Conditions techniques du fractionnement des hydrolysats trypsiques
de globine, de myoglobine de Chien sur colonne de résine @ échange

de cations.
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au cours de cette opération la pression diminue jusqu'a 14 kg par cm2
P jusq EP

environ.

b) Chromatographie

L'hydrolysat trypsique (150 mg environ) lyophilisé est
repris par 3 ml d'acide formique & 10 p. 100. Aprés homogénéisation
du mélange, celui-ci est centrifugé et le surnageant est déposé a 1l'aide
d'une séfingue d la surface de la résine sous la couche de tampon. On
Branéhe alors la t€te de la colonne et dés la mise en route de la pompe
(0,6 ml par minute), 1'échantillon pénétre dans la résine. L'élution de
la colonne se fait & la température de 50°C par un gradient de pH et
dé concentration en ions pyridinium (Tableau VI).

‘Les gradients sont réalisés avec le Varigrad congu par
PETERSON et SOBER (120). L'effluent est recueilli au moyen d'un

collecteur automatique de fractions (fractions de 6 ml ou 10 minutes).

La pression en fin de chromatographie atteint 21 & 25 kg par cmz.

c) Régénération de la résine

Aprés utilisation, la résine est soigneusement lavée par
passage de NaOH 0,2 N : la saturation compléte de la résine, donc
1'élution totale des peptides et cations fixés sur la colonne, nécessite
ce passage pendant environ 16 heures. La résine est alors régénérée par
simple passage du tampon initial. La pression baisse alors jusqu'a
environ 14 kg par cm2. Aprés plusieurs chromatographies, lorsque la
pression finale atteint ou dépasse 50 kg par cmz, il est nécessaire de
retasser la résine : celle-ci est complétement sortie de la colonne
par pompage de tampon aprés avoir enlevé l'embout inférieur. On peut
également, si on est pressé par le temps, détasser la résine par pompage
de tampon dans le sens de bas en haut jusqu'id ce que la surface supérieure
de la résine atteigne le niveau de 1'embout.supérieur. On laisse au
repos trois 3 quatre heures et on tasse normalement par passage du

tampon du haut vers le bas.

2) Etablissement de la courbe d'élution

~ a) Réaction & la ninhydrine

La courbe d'élution est établie par dosage automatique

(autoanalyseur Technicon) & 1'aide d'une réaction colorimétrique 3 la
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Montage réalisé pour 1'établissement automatique des courbes d'&lution

au moyen de la réaction d la ninhydrine.
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ninhydrine (Figure 6) réalisée sur une partie aliquote (0,32 ml) de
chaque fraction ; les tubes correspondant & un méme pic de la courbe
d'élution sont rassemblés et lyophilisés.

La réaction automatique & la ninhydrine réalisée sur un
échantillonnage discontinu de fractions distinctes se heurte 3 un
certain nombre de difficultés ; ainsi, le prélévement d'air oBligatoire
entre chaque prélévement des liquides contenus dans les tubes successifs
du collecteur déséquilibre la circulation du flux liquide dans le bain-
marie de réaction (95°C) et est responsable d'une ligne de basé sinusoi-
dale (mais dont la période ne correspond pas d celle des prélévéments) ;
de plus, l'air introduit dans le milieu déprime la réactivité du
réactif en Consommant une quantité importante d'hydrindantine, ce qui
se traduit par un abaissement périodique de la ligne de base correspondant
d l'intervalle de temps compris entre deux prélévements succéssifs de
liquide ; cette dépression de la ligne de base est en fait un avantage
car il permet le repérage et le comptage des tubes sur la courBe d'élu-
tion : celle-ci prend en effet l'aspect d'une sinusoide de méme 4
fréquence que celle des prélévements d'échantillons.

Le déséquilibre de la circulation du flux liquide dans le
systéme analytique di & l'introduction de gaz dans le flux liquide
est atfénué quand on utilise la technologie utilisée par TECHNICON pour
le dosage automatique des aminoacides mais reste un obstacle 3 1'&tablis-
sement d'une courbe d'élution précise et reproductible. Dans la
technologie Technicon, la colonne liquidienne est fragmentée par un
‘bullage d'azote : selon la technique utilisée au 1aBoratoire, 1'intro-
duction d'azote dans le systéme analytique est synchronisée avec le
prélévement des &chantillons liquides et elle est remplacée par-
1'introduction d'eau distillée pendant le temps correspondant & 1l'inter-
valle de deux tubes successifs (prélévement d'air).

L'utilisation d'une méthode automatique de détection des
peptides au moyen de la ninhydrine constitue un gain de temps extréme-
ment important par rapport & la méthode manuelle (18 heures environ pour
1i;e 600 tubes) ; elle permet surtout d'obtenir des courbes d'é&lution

 beaucoup plus sensibles, précises et reproductibles.
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TABLEAU VI

TAMPONS ET GRADIENTS UTILISES POUR LA CHROMATOGRAPHIE
D'ELUTION DES PEPTIDES TRYPSIQUES DE MYOGLOBINE

TAMPONS :
Tampon a : tampon pyridine 0,1 M - acide formique de pH 2,50
Tampon b : tampon pyridine 0,1 M - acide formique de pH 4,25

Tampon d : tampon pyridine 1 M - acide formique de pH 5,00

Tampon e : tampon pyridine 2 M - acide acétique de pH 5,00

GRADIENTS :

Gradient E : gradient & 9 chambres de 200 ml chacune.

Chambres 1 — 2 = 3 - 4 : 200 ml de tampon b

Chambres 5 — 6 = 7 : mélange de 100 ml de tampon d et
100 ml d'eav distillée
Chambres 8 et 9 : 200 ml de tampon d

Gradient F : gradient 3 4 chambres de 200 ml chacune

Chambres 1 et 2 : 200 ml de tampon d

Chambre 3 : mélange de 100 ml de tampon e et 100 ml d'eau

distillée

Chambre 4 : 200 ml de tampon e

PROGRAMME. D'ELUTION

de 0 & 16 heures : tampon a (environ 580 ml)

de 16 & 66 heures (environ) : gradient E (1800 ml)
de 66 3 70 heures : tampon d (environ 144 ml)

de 70 & 92 heures (environ) : gradient F (800 ml)
de 92 3 100 heures : tampon e (environ 290 ml)
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COURBE D'ELUTION DES HYDROLYSATS TRYPSIQUES DE GLOBINE DE MYOGLOBINE DE CHIEN.

REACTION A LA NINHYDRINE.

Pour les conditions,d'élution, se référer a& la figure 5 bis.



1. Pompage d'échantillon (tuyau noir : 0,32 ml/mn)
2. Pompage d'air (tuyau orange : 0,42 ml/mn)

3. Pompage de la solution de CO3Na2 2 M (tuyau vert : 2 ml/mn)

4. Pompage de la solution de nitrite de sodium 0,35 7%
(tuyau jaune : 1,20 ml/mn

5. Pompage de la solution d'acide sulfanilique (%)
(tuyau jaune : 1,20ml/mn

% solution d'acide sulfanilique : 0,5 p 100 d'acide sulfanilique
dans HC1 0,5 N

Co : colorimétre (filtres a 505 gp, cuve de 6 mm)

En : Enregistreur



FIGURE 7

MANTFOLD UTILISE POUR LA REACTION DE SAKAGUCHI

(méthode automatique).



1. Pompage d'échantillon (tuyau noir : 0,32 ml/mn)
2. Pompage d'air (tuyau rouge : 0,80 ml/mn
3. Pompage d'eau distillée (tuyau bleu : 1,60 ml/mn)

4. Pompage de la solution de 8 hydroxyquinoléine
(tuyau vert : 2 ml/mn)

5. Pompage de la N Broﬁosuccinimide (tuyau jaune : 1,20 ml/mn)
Co (colorimétre - filtre 505 mu)‘

En Enregistreur

P Pompe proportionnante

% Solution dc la 8 hydroxyquinoléine :

-~ 20 ml de la solution de 8 hydroxyquinoléine & 1 P. 100
dissous dans le méthanol

- 375.ml1 de NaOH 8 N
- QSP 11 d'H26 distillée.

% % Solution de N Bromosuccinimide :

0,1 Z de NBS dans l'eau (préparée extemporanément).
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MANIFOLD UTILISE POUR LA REACTION DE PAULY (méthode automatique)
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b) Réactions spécifiques

Afin de repérer les peptides & arginine; nous avons
effectué la réaction de SAKAGUCHI de fagon automatique grdce a la métho-
dologie décrite par la Compagnie Technicon (Figures 7 et 8). La réaction
de PAULY, adaptée & l'autoanalyseur Technicon, nous a permis de repérer

également les peptides & histidine.

3) Contrdles d'homogénéité et Etapes de purifications Eventuelles

La vérification de 1l'homogénéité des peptides est faite
par la méthode classique d'électrochromatographie sur papier décrite
par PLAQUET, BISERTE et BOULANGER (121).

Chaque fraction peptidique lyophilisée est reprise dans
2 ml d'eau bidistillée : 100 pl de cette solution sont déposés sur une
feuille de papier Whatman n° 3. Dans une premiére dimension, on effectue
une &lectrophorése en toit dans un tampon pyridine-acide acétique—éau
(60 : 200 : 9740) de pH 3,9 sous 600 volts pendant 7 heures ou 450 volts
pendant 16 heures. La migration se fait de la cathode vers 1l'anode.

La feuille est ensuite s&chée puis soumise dans une déuxiéme direction
3 une chromatographie descendante dans le solvant de PARTRIDGE - (122)
(n-butanol- acide acétique-eau (4 : 1 : 5). Le développement est réalisé
au moyen de ls phase organique tandis que la phase aqueuse sert 3 la
saturation de la cuve (phase saturante). La durée de la chromatographie
est de 18 heures environ 3 20°C.

Aprés séchage, la révélation du peptide se fait par trémpage
du chromatogramme dans la ninhydrine 3 0,1 ﬁ. 100 et chauffage & 1'étuve
3 100°C pendant 10 minutes. Apré&s avoir encerclé d'un trait de crayon
la tache, le chromatogramme est éventuellement décoloré par le mélange
HC1l N/acé&tone puis on effectue des réactions spécifiques de certains
acides aminés tels que l'arginine, la tyrosine, l'histidine ou la
méthionine. Le peptide est homogéne si nous n'obtenons qu'une seule tache
sur le chromatogramme : 1l'expérience obtenue au laboratoire dans le
domaine des myoglobines nous permet cependant de considérer certaines
fractions comme homogénes, bien que la tache majeure soit accompagnéeA
de plusieurs taches mineures : c'est notamment le cas de fractions
que nous savons devoir correspondre & des peptides de faible poids

moléculaire.
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Purification sur papier

Lorsque la fraction peptidique est hétérogéne, il ést
nécessaire de purifier les peptides qu'elle contient, soit par la
méthode d'électrophorése préparative, soit par la méthode de chromato-
graphie préparative : le choix de 1l'une ou 1l'autre méthode se fera
selon la position des peptides sur 1'électrochromatogramme.

L'électrophorése préparative se fait sur une feuille de
papier Arches 304 (40 cm) dans une cuve en toit avec un tampon
pyridine-acide acé&tique de pH 3,9 ; la migration dure 6 heures sous une
différence de potentiel de 500 volts.

Les peptides & purifier sont dissous dans 0,5 ml d'eau
bidistillée et la totalité de la solution est déposée sur toute la
longueur (sauf 5 cm de chaque c6té) d'un trait perpéndiculaire au
champ électrique et situé du cGté anodique (3 A0 cm de 1'extrémitd).

Aprés séchage de la feuille, on trouve de chaque cOté de
1'électrophorégramme une bande de 0,5 cm de largeur qu'on révélé i la
ninhydrine a2 1 p. 100 afin de repérer la ou les bandes correspondant
aux peptides 3 purifier. On peut alors les découper et les &luer avec
HC1 N/100.

La chromatographie préparative se fait sur du papier
Whatman n°® 3 préalablement lavé par une solution d'acide acétique N/100.
La chromatographie descendante est ré&alisée dans la phase organique du
solvant butanol—-acide acétique-eau (4 : 1 : 5). La durée de la
chromatographie est de 18 heures. La solution de peptides & purifier est
déposée en un trait régulier. Aprés séchage de la feuille, on découpe
des bandes latérales que 1l'on révéle 3 la ninhydrine. Les peptides sont
élués par HCl N/100. L'homogénéité des peptides séparés est & nouveau

vérifiée par é€lectrochromatographie.
4) Résultats-

Le schéma de 1la figure 9 représente la courbe d'élution
obtenue avec l'hydrolysat trypsique de la myogloBine de Chien ; sur
ce schéma, seule la courbe de réactivité de l'effluent avec la
ninhydrine a &té représentée afin de ne pas surcharger inutilement le
dessin. La numérotation des pics a &été réalisée dans 1l'ordre de leur
€lution ; elle correspond & celle qui a &té€ adoptée pour 1l'identification

des taches de 1la figure 5.
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ETUDE DES PEPTIDES TRYPSIQUES



ETUDE DES PEPTIDES TRYPSIQUES

La structure des peptides trypsiques ést déterminée aprés
leur isolement et la vérification de leur pureté : successivement, on
détermine leur composition en amino-acides et leur acide aminé N-terminal.
Dans certains cas, 1'identité& de ces résultats avec ceux qu'on peut
déduire de la structure de peptides analogues isolés de myoglobines
connues suffit 3 1'établissement de leur séquence ; on confirme cependant
celle-ci en vérifiant 1'identité de leur comportement respectif en
électrophorése et en chromatographie sur papier. Bien souvent, la
composition en acides aminés est originale, bien que présentant une
certaine analogie avec celle des peptides trypsiques isolé&s d'autres
myoglobines : cette analogie nous a souvent guidé dans la détermination
directe de leur s&quence en amino—acide en orientant notre choix des

méthodes d'étude.

1°) Composition en amino-acides

a) Hydrolyse acide_totale

La composition en acides aminés de chaque peptide est
déterminée aprés hydrolyse chimique par de 1'acide chlorhydrique 5,6 N,
en tube scellé sous vide & 105°C pendant 24 heures.

’

§ Technique de 1'hydrolyse

Dans un tube & hydrolyse, on ajoute 3 2 ml de la solution
peptidique (0,05 3 0,3 Mole) 2 ml d'acide chlorhydriqué concentré
(acide chlorhydrique & 32 7 Merck) et une goutte de phénol aqueux
(solution de phénol saturée d'eau) pour éviter la destruction de certains
acides aminés oxydables tels que la tyrosine. La solution obtenue est
congelée dans un mélange acétone-neige carbonique et soigneusement
dégazée sous vide avant de sceller le tube sous vide. On laisse 24 heures
i 105°C, 1l'hydrolysat est alors dilué avec de 1l'eau bidistillée, puis
lyophilisé. La composition en amino-acides de chaque hydrolysat est
déterminée 3 1'aide d'un analyseur automatique d'amino-acides (type

JEOL 5 AH).
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b) Hydrolyse totale enzymatique

Lorsque la composition de 1l'hydrolysat révéle la présence
d'acides aminés dicarboxyliques (acide aspartique et acide glutamique)
nous devons effectuer une hydrolyse enzymatique totale de 24 heures
par la leucine aminopeptidase, afin de distinguer les deux amides (gluta=-

mine et asparagine) des deux acides aminés dicarboxyliques correspondants

§ Technique de 1'hydrolyse

Le peptide est repris par de 1l'eau bidistillée ; a 0,5 ml
de cette solution (0,5 & 1 pmole) on ajoute 0,5 ml de tampon véronal
0,1 M de pH 8,5 et 0,5 ml de.MnC12 0,01 M ; 100 pl d'une solution de
leucine aminopeptidase (LAP SIGMA, lot 98B 1750) sont additionnés au
mélange. On met le tout au bain-marie & 38°C pendant 24 heures. L'hydro-
lyse est arrétée en portant le mélange au bain-marie bouillant
pendant 3 minutes puis en refroidissant sous un courant d'eau froide ; on
filtre sur un tampon de laine de verre et on lyophilise. Les amides
sont idcatifiées par électrochromatographie bidimensionnelle ; 1'électro-
phorése est réalisée sur papier Whatman n° 3 dans un milieu 3 pH 2,4
(acide acétique N) pendant 15 heures sous 400 volts dans une cuve en
toit (systéme DURRUM) ; la chromatographie est réalisée dans le systéme
n-butanol-acide acétique—eau-pyridine (15 : 3 : 12 : 10) pendant 18
heures : aprés avoir &té séché a l'air 1ibre, 1'électrochromatogramme
est révélé par une solution acétonique de ninhydrine a 1 p. 100. L'hydro-
lysat enzymatique est dosé d 1l'analyseur d'amino-acides (type JEOL)
lorsque plusieurs résidus d'acides aminés dicarboxyliques sont mis en
évidence dans 1l'hydrolysat total acide.

Enfin, une @tude cinétique est nécessaire pour repérer
la place de ces résidus dans la séquence. On ajoute alors 3 la solution
peptidique, avant 1l'hydrolyse, une quantité connue de norleucine. Des
prélévements sont effectuds a des temps variables au cours de 1l'hydrolyse

et les acides aminés sont dosés & 1'autoanalyseur.

2°) Acides aminés N-terminaux

La détermination de l'acide aminé N~terminal dans chaque
peptide trypsique est effectuée par la méthode des dansyl amino—acides
de GRAY et HARTLEY (123) : méthode trés sensible qui ne nécessite que
2 & 5 nanomoles de peptide. La fonction X-aminée de 1'acide N-terminal
du peptide réagit en milieu alcalin avec le chlorure de dansyl : le

dansyl-peptide obtenu libére par hydrolyse acide un dansyl-aminoacide,
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composé fluorescent en lumiére U.V.

10 M1 de la solution peptidique (2 & 5 nanomoles dissous
dans 10 Ml d'eau) sont placés dans un petit tube de verre (20 mm x
6 mm diamétre) ; on ajoute 10 rl de solution de Bicarbonate de sodium
0,2 M et 20 ﬂl de solution acé&tonique du chlorure de 1'acide l-diméthyl-
amino-naphtaléne-5-sulfonique (chlorure de dansyl), & 1 mg par ml. Le
mélange est laissé 3 réagir pendant une heure 3 1'obscurité au bain-
marie & 45°C puis desséché 3 60°C en présence d'acide sulfurique, de
soude et d'anhydride phosphorique. Le résidu sec est repris par 50 1
d'HCl 5,6 N et le tube 3 dansylation est placé dans un tube & hydrolysé
scellé dont le tiers inférieur, isolé par un étranglement est rempli
d'HC1 5,6 N ; on porte 3 1'édtuve a 105°C pendant 5 heures au minimum.
L'hydrolysat est ensuite s&ché comme précédemment puis repris par
un mélange acétone-acide acétique (3 : 2) afin d'identifier par chroma-

tographie le dansyl-amino—acide N-terminal.

b) Chromatographie des Dansyl-amino-acides sur couche mince

Nous avons utilisé la technique de Gros et
LABOUESSE (124). 25 g de gel de silice en suspension dans 50 ml d'eau
sont étalés en une couche de 0,25 mm d'épaisseur sur cing plaques de
verre 20 x 20 cm. On laisse sécher les plaques plusieurs heures 3 la
température ambiante, puis on active avant utilisation par un séjour
de 1 heure & 1'8tuve a 100°C. L'hydrolysat est déposé 3 3 cm de chacun
des bords de la plaque. La migration dans le éremier systéme solvant :
benzéne/pyridine/acide acétique (80 : 20 : 5) se fait perpendiculairement
au sens d'étalement du gel. La plaque est réactivde 10 minutes i 100°C
aprés la premiére migration. La deuxiéme migration (dans un sens.
perpendiculaire a la premiére) est réalis@e dans le systéme solvant
toluéne/chloro=-2-éthanol/ammoniaque (30 : 50 : 20). Chaque migration

dure 45 3 75 minutes environ (Figure 10).

¢) Chromatographie sur feuille de polyamide

Cette chromatographie a 1'avantage sur la précédente d'@tre

plus répide et plus sensible. Des feuilles plastiques (15 x 15 cm)
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recouvertes de micropolyamide sur les deux faces (Schleicher et Schull)
sont découpées en neuf fragments carrés de 5 cm de cOté. Ces feuilles
sont manipulées avec précaution car le revétement de polyamide est
assez fragile. Elles peuvent €tre utilisées sur les deux faces. 2 Ml
de la solution du dansyl peptide repris par 15 pl d'acétone et 10l
d'acide acétique sont déposés dans un angle & 3 mm de chacun des bords
de la plaque.

La chromatographie est réalisée dans les deux ou trois
solvants successifs décrits par HARTLEY ( 125 ) : la premiére
migration est réalisée dans l'acide formique 3 1,5 Z (v/v) dans 1l'eau
et dure environ 10 minutes. La deuxiéme migration réalisée perpendicu-.
lairement 3 la premiére dans le solvant benzéne/acide acétique (9 : 1)
dure 15 & 20 minutes environ. La troisiéme migration réalisée dans le
méme sens que la précédente utilise le solvant acétate d'éthyle/méthanol/
acide acétique (20 : 1 : 1) et dure environ 15 minutes ; cette troisiéme
migration est nécessaire pour séparer certains groupes d'acides aminés
tels que les groupes sérine-thréonine, acide aspartique-acide glutamique,

histidine~lysine et arginine (figure 11).

3°) Comportement en &lectrophorése et chromatographie sur papier

La chromatographie sur colonne nous a permis de définir
certaines identités entre des peptides d'hydrolysats de myoglobine de
Cheval, de Mouton et de Chien : la comparaison du comportement &lectro-
phorétique et chromatographique sur papier de ces peptides et la déter-—
mination de la composition en amino-acides conduisent & une quasi-
certitude quant 3 1'identité des fractions peptidiques. Les techniques
utilisées ont é€té décrites précédemment : elles sont toujours appliquées

en une seule dimension avec utilisation de témoins latéraux.

4°) Dégradation récurrente d'EDMAN (126)

La séquence en amino—acides des peptides trypsiqués a
Eté déterminée par la méthode récurrente d'Edman : la fonction A-aminée
du peptide est condensée en milieu alcalin avec le phénylisothiocyanate <
pour former un phénylthiocarbamyl-peptide ; celui-ci est traité en
milieu acide anhydre (acide trifluorocacétique), ce qui permet-la

rupture de la liaison peptidique terminale et la formation d'une
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anilinothiazolinone aﬁx dépens de 1'acide aminé N-terminal (Figure 12).
Cette thiazolinone est extraite du milieu r@actionnel et ainsi séparée
du peptide résiduel : celui-ci peut 3 nouveau €tre utilisé pour une
€tape dégradative ultérieure aprés que son acide aminé N-terminal ait

été identifié par la méthode des dansyl-amino-acides.

§ Technique

200 M1 de la solution peptidique sont prélevés (environ
200 nanomoles) et placés dans un tube conique spdcial. On ajoute 200 ml
de pyridine Merck, de manidre 3 ce que le pH soit compris entre 8 et 9
~et 15 {1 de phénylthiocyanate ; on agite et on 1éisse le mélange sous
azote dans un bain-marie 3 45°C pendant 1 heure et demie : on oEtient
un phénylthiocafbamyl peptide qu'on dessé@che sous vide 3 60° en présence
de P205 et NaOH ; lorsque le résidu ést huileux, on ajoute 50 Ml
d'alcool éthylique et on séche 3 nouveau. On ajoute au résidu sec 200 ul
d'acide crifluoroacétique anhydre, on agite et on laisse pendant 30
minutes au bain-marie & 45°C. Apr&s un nouveau séchage sous vide en
présence de pastilles de soude, le résidu est repris avec 200 pl d'eau
bidistillée et 1 ml d'acétate de butyle afin d'extraire la phénylthio-
hydantoine formée. Aprés avoir bien agité le ﬁélangé, on le centrifuge
pour "casser" 1'émulsion et on &limine la phase supérieure organique ;
cette extraction est répétée deux fois. On séche sous vide la phase
aqueuse résiduelle et on reprend par 200 pl d'eau, on préléve 5,41 pour
la détermination de 1'acide aminé N-termimal par la méthode des dansyl.
Aprés cette identification, on peut recommencer un nouveau cycle de

dégradation sur les 195 M1l qui restent.

5°) Autres techniques utilisées

Lorsqu'un peptide comprend un grand nombre de résidus, la
méthode récurrente d'Edman ne permet pas de déterminer la séquence totale
de ce peptide. Il faut alors faire appel 3 d'autres méthodes, soit des
coupures chimiques, soit des coupures enzymatiques, afin de scinder le
peptide et de le simplifier. Lorsque le peptide comprend dans sa séquence
un résidu d'histidine, on peut couper cette liaison histidyl par la N~bromo-

succinimide.
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a) Hydrolyse des liaisons histidyl par la NBS (N-bromosuccini-

a0 £t St . g o i 4308 e

mide)

Le protocole expérimental est celui de SHALTIEL et
PATCHORNIK (127) adapté par HAN et al. (128)
La N-bromosuccinimide coupe sé&lectivement les peptides au

niveau des liaisons histidyl a pH 3,3 (figure 13)

§ Technique

Le peptide (0,5 Mole) est dissous dans 6 ml de tampon
pyridine-acide acétique-eau (2 : 20 : 38) de pH 3,3 ; la N-bromosucci-
nimide est dissoute dans le mé€me tampon (10,7 mg pour 10 ml). Aux
6 ml de solution peptidique on ajoute 0,7 ml de la solution de NBS par
résidu d'histidine. On laisse en contact 15 minutes i température
ambiante et on ajoute ensuite 10 mg d'imidazole pour détruire 1'excés
de NBS, puis on porte le mélange & 100°C pendant 1 heure en tuBe scellé.
La solution est finalement lyophilisée. Les peptides 1ibérés sont
ultérieurement isolés par électrophorése sur papier puis identifiés
par leur Dansyl-amino-acide terminal et leur composition en acides

aminés.

La thermolysine est une protéase dont la spécificité est
différente des autres protéases agissant en milieu alcalin : elle
hydrolyse principalement les liaisons peptidiques comportant le groupe
aminé de résidus d'acides aminés hydrophobes tels que la valine, la
leucine, l'isoleucine, la phénylalanine et & un degré moindre l'alanine,
le glycocolle, la méthionine, la cystéine, l'histidiné, la tyrosine
et la thréonine. Nous avons utilisé cet enzyme pour déterminer la
structure d'un peptide trypsique ne contenant pas de résidu d'histidine
(peptide trypsique 119-131) et ne pouvant €tre entidrement déterminé

sans difficulté par la méthode récurrente d'EDMAN.

§ Technique expérimentale

% Préparation de la solution thermolysine

La méthode utilisée est celle de MATSUBARA (129). La
thermolysine (Crist. 6000/PU/mg - MERCK) est dissoute dans un tampon
Tris-HEC1 0,01 M de pH 8,00 contenant du C%ga 0,01 M et ajusté a pH 8,0

avec CHBCOOH 0,2 N. La concentration finale de la solution est de 2 mg/ml
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de tampon. La solution peut €tre conservée congel@e & une température

de - 10° & - 20°C pendant un mois environ.
.* Hydrolyse thermolysique

Le peptide (0,5 8 1 M) est dissops dans une solution de
sesquicarbonate d'ammonium & 1 p. 100 et ajust@e & pH 8,0 avec de
1'ammoniaque. A la solution peptidique, on ajoute un aliquot de la
solution de thermolysine permettant un rapport enzyme/suBstrat ggal a
1/50 en poids et on laisse l'hydrolyse se développer pendant 4 heures
3 37°C sous agitation. L'hydrolysat est ensuite lyophilisé.

L'hydrolysat est fractionné par couplage &lectrochromato-
graphique sur papier dans les conditioﬁs qui ont &été exposées pour
1'étude de 1'hydrolysat trypsique ; aprés developpement du chromato-
gramme, celui-ci est séché & 1'air libre et r&vélé par une solution
acétonique de ninhydrine a 0,2 g p. 1000 (10 minutes & 1'étuve & 100°C).
Les taches qui apparaissent sont découpées, lavées & 1'éthér pour
€liminer 1'excé&s de ninhydrine, cousues sur une languette de papier

filtre (Whatman 3) et éluées avec HC1l N/100.

c) Cinétique d'hydrolyse par_ l'aminopeptidase M

L'aminopeptidase M (Rohm—Haés "Labo-Service, Wavrin) plus

~ récemment isolée (WACHSMUTH et al. - 130) remplace avantageusement

la leucineaminopeptidase : elle n'a pas besoin d'ions métalliques, elle
est plus stable vis-3-vis de la température, du pH et elle hydrolyse
toutes les liaisons peptidiques du coté N-terminal & 1'exception de la
proline.

o ) Technique de 1l'hydrolyse

Le peptide (0,5 3 1 Mole) est dissous dans du tampon
bicarbonate d'ammonium R.P. 0,1 M 2 pH 8,0. A 1 ml de la solution pepti-
dique, on ajoute 100 1 de la solution d'aminopeptidase M (soit 0,7 mg
d'enzyme) dans un tube conique. Aprés agitation, l'hydrolyse est
effectuée 3 38°C pendant 24 heures. L'hydrolysat est lyophilisé. Comme
pour la leucineaminopeptidase, les amides sont mis en évidence par

électrochromatographie ou dosées a 1'autoanalyseur JEOL.
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B ) Etude cinétique

On incorpore a la solution peptidique précédente une quantité
connue de Norleucine 0,1 mM avant  1'hydrolyse. Des prélévéments sont
effectués & des temps variables au cours de l'hydrolyse. Les acides
aminés libérés sont dosés 3 l'autoanalyseur JEOL.

d) Cinétique d'hydrolyse par les carboxypeptidases

Les carboxypeptidases A et B ont &t& utilisées pour 1'étude
des séquences C-terminales. Elles hydrolysent les acides ®-aminés de
configuration L ayant une fonction carboxylique libre. L'activité de la
carboxypeptidase est nulle si l'acide aminé C-terminal est Ta Proline,
l'hydroxypypline, la lysine et l'argiﬁine ou si l'acide aminé qui le
précéde est l'acide glutamique ou la proline. La carboxypeptidase B
hydrolyse les peptides dont le résidu C-terminal est la lysine, l'argi-
nine ou l'ornithine.

%) Cinétique d'hydrolyse par la carboxypeptidase A

- e em e e e men Seem G e v e e e e e e mm me e = e

On préléve 5 M1 de la suspension commerciale de DFA carboxypep-—
tidase A (Sigma, lot 124 B 1850, concentration 50 mg/ml) que 1l'on dilue
au 1/10éme au moyen d'une solution de chlorure de lithium & 100 g/1.
Aprés un sé&jour d'une nuit 3 4°C;A1é peptide est dissous dans 2 ml de
tampon acétate d'ammonium 0,1 M de pH 7,5 et placé 20 minutes 3 37°C. On
ajoute alors 10,41 de la solution de DFP carboxypeptidase A et une
quantité connue de Norleucine ; 1'hydrolyse est réalisée & 37°C et des
prélévements sont effectués & des temps variables déterminés en fonction
de la séquence C~terminale. L'hydrolyse est arrétée par addition de
quelques gouttes d'acide formique. L'hydrolysat est lyophilisé. Les

acides aminés libérés sont dosés au JEOL.

‘3 ) Cinétique d'hydrolyse de la carboxypeptidase B

On préléve 10 Fl de la suspension commerciale de DFP-carboxy-
peptidase B (Sigma, lot 17 B 1070 ; suspension & 10 mg/ml) que l'on dilue
au moyen d'une solution de chlorure de lithium a 100 g/l1. L'hydrolyse
est réalisée dans les mémes conditions que 1'hydrolyse par la carboxy-

peptidase A.
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"e) Méthode de TURNER

On peut également déterminer 1'acide aminé porteur du groupement
a-carboxylique libre par 1'élégante méthode de TURNER et SCHMERZLER (131),
Cette technique utilise une réaction décrite par DAKIN et WEST (132).

Le peptide est chauffé 3 150°C avec de 1'anhydride acétique en présence
de pyridine pendant 2 4 3 heures. Si le produit de réaction est hydrolysé,
1'hydrolysat ne contient plus l'acide aminé porteur du groupement

a~carboxylique libre. La suite des réactions est la suivante :

- NH - CHR' - CO - NH - CHR - COOH
.L anhydride acétique - Pyridine
- NH - CHR' - CO - NH - CHR - CO - CH3
‘L H20
= NH,- CHR' - COOH + NH2 - CHR - CO - CH3 (aminocétone)

§ Technique

- ew = e

Dans un .tube 3 hydrolyse contenant le peptide (100 nanomoles
environ) on ajoute successivement 0,75 ml d'anhydride acétique et 0,50 ml
de pyridine. Le tube est alors scellé et laiss& 2 & 3 heures dans une
étuve & 150°C. Le mélange est ensuite évaporé. Le peptide est alors
repris par de l'eau, s&ché 3 nouveau et dissous dans 3 ml d4'HC1l 5,6 N
3 110°C pendant la nuit. L'hydrolysat est &vaporé et soumis i une
chromatographie bidimensionnelle Butanol/acide acétique/H20 (4 :1:5)
pendant 36 heures pour la premiére dimens}on et phénol, aqueux pendant
20 heures pour la seconde dimension perpendiculaire d& la premiére. Le
chromatogramme s&ché& 3 l'air puis 3 1'étuve est révélé 3 la ninhydrine
alp. 100.
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CHAPITRE..IV..

RESULTATS
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Les résultats obtenus dans ce chapitre concernent 1l'ensemble
des peptides solubles de 1'hydrolysat trypsique ; les peptides ont &té pré-
sentés les uns aprés les autres d'aprés leur position dans la chafne poly-
peptidique de la myoglobine, cette position &tant déduite de leur structure,
par analogie avec les peptides homologues isolé&s des myoglobines de cheval,
de boeuf ou de mouton. Les différentes &tapes de cette détermination ont
été schématisées selon les indications du tableau VII. Dans la majorité des
cas la lysine ou l'arginine a &té placée en position C terminale uniquement

en raison de la spécificité d'action de la trypsine.

a) Séquence 17 - 31 = Peptide I

NBS
Val - Glu - Thr - Asp I Leu - Ala - Gly - His i Gly - (Gln, Glu) I Val -

» L ’ L4 T 7 4 L4 7 4 d r T
Leu i Ile - Arg ,

T x

- Composition en acides aminés

E&

1,12 - Arg 1,05 Asx : 1,07
0,98 - Glx : 2,76 - Gly : 2,15
1,01 - Val : 1,99 Ile : 0,87
2,02

Aprés action de la Leucine aminopeptidase pendant 24 heures, la

7

>
b
[}

!
1]
[

totalité des amino-acides est libérée, ce qui permet le dosage des amides.
Asp : 0,99 - Thr : 1,01 -  Amides : 0,51
Glu : 2,646 ~- Gly : 1,81 - Ala : 1,04
Un incident technique survenu au cours du dosage des acides aminés
n'a pas permis de calculer le taux des autres acides aminés.
V Cette composition montre que 1l'un des trois résidus d'acide gluta-

mique se trouve sous forme de glutamine.

- Dansyl-amino-acide N terminal : Val

- Dégradation récurrente d'EDMAN :

Elle a été poursuivie jusqu'd la mise en évidence du dansyl-acide
glutamique n° 28. La mise en évidence de la dansyl Thréonine en position 19
n'a été possible qu'aprés un temps d'hydrolyse du dansyl peptide résiduel

(19 - 31) réduit & 5 heures.
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- TABLEAU VII

PRESENTATION DE LA STRUCTURE D'UN PEPTIDE

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

- = = = <«
—— <
A, B,.... H : résidus d'amino-acides

amino-acide N terminal identifi& par dansylation

amino-acides identifiés par dégradation récurren-
te d'EDMAN.

Séquence déterminée par &tude cinétique de 1'action
de 1'aminopeptidase i

Séquence déduite de l'action des carboxypeptidases

amino-acide C terminal identifié par voie chimique
(Hydra zynolyse ou méthode de MJRNER)

amino-acide placé en position C terminale en raison
de la spécificité de la Trypsine.



-52-

=~ Action de la N-Bromo succinimide :

En vue de compléter la détermination de séquence de ce peptide,
et notamment pour en préciser la séquence C terminale, celui-ci a &té sou-
mis 3 1'action de 1a N-Bromo succinimide : trois fractions peptidiques
peuvent &tre mise en &vidence par &lectrophor&se sur papier 3 pH 3,9
(figure 14) ; les deux fractions les plus cathodiques IN.B et IN.C donnent
une réaction positive vis 3 vis du réactif de SAKAGUCHI et contiennent
donc de 1'Arginine ; la position du peptide initial se situe entre les
taches IN.B et IN.C. La faible quantité de matériel disponible ne nous
a permis que la localisation de la glutamine sur les fragments IN.A et

IN.C aprés hydrolyse totale par la leucine amino peptidase :
Fraction IN.A : Asp : 0,35 - Thr : 0,75

Glu : 0,95 - Gly : 0,88 -~ Ala : 1,6
Val : 1,09 -~ Leu : 0,93

Fraction IN.C : Arg : 0,62 -  Amide : 0,75
Glu : 0,85 - Gly : 1,31 = Val : 1,12
Ile : 1,03 - Leu : 1,32

Ces résultats montrent la présence du résidu de glutamine en position
26 ou 27. '

La fraction INVB correspond au peptide initial non coupé dont le

" résidu d'histidine a &té modifié par la N Bromo succinimide, ce qui ex-
plique la différence de comportement &lectrophorétique de cette fraction
avec le peptide initial ; la détermination de sa composition en acides

aminés confirme cette hypoth&se en montrant notamment 1'absence d'histi-

dine :
Arg : 1,10 - Asx : 1,34 - Thr : 0,91
Glu : 2,74 - Gly : 2,21 - Ala: 1,73
Val : 2,34 - 1Ile : 0,98 - Leu : 1,74
His : 0

- Hydrolyse par la thermolysine :

Environ 800 nanomoles du peptide ont &t& soumises & une hydrolyse
par la thermolysine : par couplage sur papier d'une &lectrophorése & pH
3,9 et d'une chromatographie dans le systémé butanol-acide acétique, 4 ta@-
ches peptidiques IT.A, IT.B, IT.C et IT.D peuvent €tre mises en &vidence
aprés révélation & la ninhydrine (figure 15) : l'une d'elle (IT.D) donne
en outre une réaction positive au réactif de Sakagachi et deux (IT.B et

IT.C) donnent une r@action positive au réactif de PAULY. Les quatre ta-
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‘FIGURE 14 (s)

'Electrophorése sur papier i pH 3,9 du peptide I avant et aprés action

de la N-Bromo succinimide.

MR ; rgaction de SAKAGUCHI positive
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ches ont été &luées du papier au moyen d'une solution aqueuse d'acide
acétique 3 8 7 : la composition en acides aminds et le dansyl acide
aminé N terminal de chacun des peptides ont &té déterminés et sont in-

diqués au tableau VIII.

Compte tenu des résultats déjd connus, la structure de chacun de

ces peptides peut €tre Ecrite de la fagon suivante :
. Séquence 17 - 20 : peptideIT.A

Val = Glu - Thr - Asp
. Séquence 21 - 27

Leu - Ala - Gly - His - Gly - (Gln,Glu)
. Séquence 21 - 29

Leu - Ala - Gly - His - Gly - (Gln, Glu) - (Val, Leu)
. Séquence 30 - 31 ’

Ile - Arg

>

Les peptides IT.B. et IT.C ont en outre &t& soumis 3 1l'action de la
carboxypeptidase A, en vue de préciser la séquence C terminale du peptide I
(séquence 26 3 29).

Dans un premier temps, lé peptide IT.C a &té traité a pH 7,5 par la
carboxypeptidase pendant respectivement 1/2 heure, 1 heure et 2 heures :
1'examen du tableau IX montre que la quasi-totalité dé la leucine est li-
bérée en 1/2 heure et que la valine ést libérée Eeaucoup plus lentement ;
les faibles quantités de glutamine, d'acidé glutamique et de valine re-
trouvées aprés 1/2 heure d'hydrolysé ont été considérées comme reﬁrésen—
tant la concentration de base du miliéu ét défalquéés des valeurs trouvées
aprés 1 heur~ et 2 heures d'hydrblyse.

Pour accélérer la libération de la valine subterminale; nous avons
dans une deuxiéme expérience utilisé des conditions analogues & celles
qui avaient &té utilisées pour la myogloﬁine de cheval (DAUTREVAUX - 133).

L'enzyme est dans un premier temps incubé en présence du peptide a
pH 7,5 pendant 1/2 heure, ce qui permet (tableau X) 1la libération de la
- leucine ; le pH est alors abaissé 3 5,5 de fagon & permettre au bout de
24 heures la libération de la Valine et d'une petite quantité d'acide
glutamique ; au bout de ce temps, le pH est ramené 3 7,5, ce qui permet
la libération d'une petite quantité d'acide glutamique et de glutamine.
Ces résultats montrent de_fagdn non ambigie 1l'enchalnement C terminal Val-
Leu du peptide IT.C ;' 1'enchatnement Gln-Glu est par contre moins bien mis
en €vidence dans cette action de la carboxypeptidase A, peut—étre parce

que nous n'avons pas procédé 3 de nouvelles additioms d'enzyme aprés chaque



COMPOSITION EN ACIDES AMINES ET ACIDE AMINE N TERMINAL

‘DES PRODUITS D'HYDROLYSE THERMOLYTIQUE DU PEPTIDE 1

TABLEAU VIII

_56_

I : : : : :
: s IT.A : IT.B : IT.C : IT.D :
. His : : 0,83  : 1,11 : :
 Arg ) : ) . 1,00
; Asx ; 0,86 ; ; ; ;
© Thr © 1,05 ; ; o :
:  Glx ;1,08 : 1,98 © 1,97 : :
' oely ' P 2,08 1,95 : :
:  Ala : : 1,13 : 1,05 : :
' val ‘0,57 : * 0,9 : X
. Tle : : : : 0,23 (2) :
" Leu ) D078 () 1,23 (®) | :
; DNS ; Val ; leu °* ; leu ; Ile ;
:  Séquemce : 17 -20 i 21 -27 i 21-29 ¢ 30-31 i

( ) Le taux de récupération de 1'acide aminé N terminal est toujours

trés faible car 1'isolement du peptide a &été réalisé aprés révé-

lation & la ninhydrine.
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TABLEAU IX

ACTION DE LA CARBOXYPEPTIDASE A

SUR LE PEPTIDE IT.C (pM 7,5)

*e s o e oo o8 e

: NANO MOLES D'ACIDES AMINES :: POURCENTAGE DE LIBERATION :

: LIBEREES ‘*  DES ACIDES AMINES (%) '
i/2a F v P 2w Poanw o o1wm Y o2m

Glm ¢ 2,23 : 2,26 : 2,61 T : : 27

Glu o4 P o2,40 F o33 : sy

Val : 3,30 5,47 : 9,56, @ s 12 % 1 33 % :

Leu ‘18,58 ‘18,67 ‘18,77 ‘' ¢97 -} 99,57 10027

( %= ) Nous avons estimé que 100 7 de ia leucine &tait libérée

en 2 heures.
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TABLEAU X

ACTION DE LA CARBOXYPEPTIDASE A

SUR LE PEPTIDE IT.C

(1/2 h a8 pH 7,5 puis 24 H & pH 5,5 et 12 H 3 pH 7,5)

se oo oo oo oo

¢ NANOMOLES D'ACIDES AMINES :; ?OURCENTAGE DE LIBERATION :
: LIBEREES - DES ACIDES AMINES (&)
Gln  : 2,46 : 2,44 i 4,38 i: : 10 %
Glu : 4,29 : 5,04 : 5,78 i1 . 467 : 8%
Val & 4,41 : 16,11 : 18,66 :: : 63,57 : 100 %
Les  : 18,23 : 18,56 : 18,56 :: 98 % :100% : 100 % :

g
(8\,":)
Lk J

)

S
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changement de pH ; nous devons cependant signaler que l'action de la
carboxypeptidase A sur le peptide IT.B, términé par 1l'enchainement

Gln - Glu ( ou Glu - Gln ) n'a permis la libération d'aucun amino-
acide. Le pH 5,5 a été retenu pour la libération de la valine en

raison de la présence probable d'un résidu d'acide glutamique avant la
valine en tenant éompte des résultats de GREEN et STAHMANN (134) con-
cernant 1l'action de la carboxypeptidase sur 1'acide glutamique : il est
cependant possible que le milieu acide favorise la libération de 1l'aci-

de glutamique et non pas celle de 1'acide aminé qui le suit.

B) Séquence 32 - 34 = Peptide U]

Leu - Phe - Lys
><

Lys : 1,24 - Leu: 0,86 - Phe : 0,91

— Dansyl amino acide N terminal : Leu

c) Séquence 35 - 45 .= Peptides O, K et D

Asn - His - Pro - Glu - Thr - Leu - Asp - Lys - Phe - Asp - Lys

‘Cette séquence est en fait retrouvée sous forme de trois peptides :
outre le peptide O (séquence 35 - 45), nous avons pu en effet isoler le nep-
tide K (séquence 35 - 42) et le peptide D (séquence 43 - 45). Ce chevauche-
ment des séquences est dU 3 une hydrolyse incompléte de la liaison liSyle en
42 - 43 en raison probablement de la présence simultanée de résidus d'acide
aspartique en position 41 et 44 ; dans les autres myoglobines, le résidu 41
est un résidu d'acide glutamique et le ralentissement de 1'action de la tryp-
sine s'exerce alors au niveau de la liaison lysylk 45 - 46 (présence du peptide
"Phe - Asp - Lys - Phe -~ Lys en position 43 - 47 retrouvée dans d'autres myoglo-
bines, mais non dans la myoglobine de Chien ol 1'hydrolyse de la liaison

45 - 46 semble compléte).
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~ 1. Séquence 35 - 42 : Peptide K

Asn - His - Pro - Glu - Thr - Leu - Asp - Lys

7 7 7 4 rd 7~
—_>
% - Composition en acides aminés

Lys : 1,04 - His : 0,97 - Asp : 1,96
Thr : 1,06 - Glu: 1,15 - Pro: 1,00 - Leu : 0,92

/3 - Dansyl amino acide N terminal : Asp

3’- Dégradation récurrente d'EDMAN : elle a permis la détermi-

nation compléte de la séquence

5—-Hydrolyse par l'aminopeptidase M. Une hydrolyse par 1l'amino-
peptidase M de 24 heures a donné la composition suivante :
Lys : 1,17 - Asp : 1,23 - Thr : 0,72
Amides : 0,99 - Glu : 0,86 - Leu : 0,97

Si nous comparons la composition obtenue aprés hydrolyse de

24 heures par 1'HCl 5,6 n,nous remarquons que l'histidine et la pro-
line n'ont pas été libérées et nous avons donc supposé que 1'amino-

peptidase M n'avait pas hydrolysé la liaison His - Pro (43 - 44) et

1ibéré cette séquence sous forme d'un dipeptide : uﬁe.hydrolyse de
24 heures par de 1'HC1l 5,6 n de 1'hydrolysat enzymatique confirmait

cette hypothése par les résultats suivants :
“Lys : 1,11 - His : 0,78 - Asp : 1,72 - Thr : 1,02
Glu: 1,18 - ©Pro: 1,00 - TLeu: 1,19

D'autre part, la présence simultande d'un résidu d'acide aspar-
tique et d'un résidu d'asparagine a nécessité une cinétique d'hydrolyse :

_1'aminopeptidase M a libéré au bout d'une demi-heure 1'asparagine seule.

2. .88quence 43 - 45 : Peptide D

Phe - Asp - Lys
X

X - Composition en acides aminés

Lys : 1,14 - Asp : 1,01 - Phe : 0,95

(3 ~ Dansyl amino acide N terminal : Phe
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( - La comparaison avec le peptide analogue de la myoglobine de
cheval par Eélectrophorése i haute tension a pH 1,8 et par électrochroma-
tographie (3,9 - butanol acide acétique - eau) confirme la séquence ainsi

que 1l'absence d'asparagine.

3. Séquence 35 - 45 : Peptide O

Asn -His - Pro - Glu - Thr - Leu - Asp — Lys - Phe - Asp - Lys
X =~ Composition en acides aminés :
Lys : 1,97 - His : 0,95 - Asp: 2,95 - Thr : 0,99

Glu : 1,06 - Pro: 0,90 - 1Leuj 1,09 =- Phe : 0,99

/5 -~ Dansyl amino acide N terminal : Asp

d) Séquence 46 — 47 : Peptide T

Phé ~ Lys

>< _
X - Composition en acides aminés :
Lys : 1,16 - Phe ; 0,84

>
!

Dansyl amino acide N terminal : Phe

e) Séquence 48 - 50 : Peptide Y

His - Leu - Lys
—_— > 7

: X - Composition en acides aminés
Lys : 1,07 - His : 1,13 - Leu : 0,80

(¢ - Dansyl amino acide N terminal : His

f) Séquence 51 - 56 : Peptide E

. Thr = Glu - Asp - Glu - Met - Lys

7 7 7 7 7

{- Composition en acides aminés
Lys 3 1,19 - Asp : 0,96 - Thr : 0,94
Glu : 2,05 =- Met : 0,85 '

/b - Dansyl amino acide N terminal : Thr

(obtenu seulement aprés hydrolyse de 2 heures du peptide)
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8/- Dégradation récurrente d'EDMAN. Elle nous a permis d'établir

la séquence compléte de ce peptide. Aprés dansylation de la Méthionine du

peptide résiduel obtenu 3 1'étape 4 de la dégradation, nous avons, par
chromatographie obtenu deux tdches qui correspondaient 1'une i la DNS-

Méthionine, l'autre a la DNS-Méthionine sulfone.

:5— Hydrolyse par la leucine amino-peptidase. Composition en

acides aminés :

Lys : 0,96 - Asp : 1,0 - Thr : 0,99 - Glu : 2,08 - Met :

- Ce peptide donne une ré&action positive aux réactifs de la

méthionine.

g) Séquence 57 - 63 : Peptide F et J

1. Séquence 57 - 62 : Peptide F

Gly - Ser - Glu - Asp ~ Leu - Lys

rd 4 (e 7 Cd

N - Composition en acides aminés :
Lys ¢+ 1,20 - Asp : 0,93 - Ser : 0,87
Glu : 0,97 - Gly : 1,00 - Leu :°1,03

/3- Dansyl amino acide N terminal : Gly.

{X“-Hydrolyse par la leucine aminopeptidase

Les résidus d'acides aminés de 1'hydrolysat de 24 heures par la

LAP ont été déterminés par &lectrochromatographie sur papier (pH 2,4pour

0,97

1'électrophorése et chromatographie dans le systéme Butanol/acide acétique/

eau) : nous avons vérifié 1l'absence d'asparagine et de glutamine.

2, Séquence 57 = 63 : Peptide J

Le péptide'J, 1libéré par action de la trypsine au niveau des liai-

sons 56 - 57 et 63 - 64, subit ultérieurement une nouvelle action de 1'en- .

zyme au niveau de la liaison 62 - 63 en libérant le peptide F et la lysine

libre (Pic H de la courbe d'élution de la figure 9)
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X - Composition en acides aminés
Lys : 2,11 -~ Asp : 1,03 - Ser : 0,88
Glu : 1,02 - Gly : 0,95 - Leu : 0,98

f - Dansyl amino acide N. terminal : Gly

h) Séquence 64 — 77 : Peptides N, L et S

Trois peptides recavrent cette séquence qui correspond i 1'un
des trois résidus insolubles aprés hydrolyse trypsique : la coupure anorma-
le du peptide S par la trypsine au niveau de la liaison leucyle 69 - 70 a
permis la libération des deux peptides N et L et a favorisé ainsi 1'@tude

de cette séquence.

1. Séquence 64 — 69 : Peptide N

His = Gly - Asn - Thr - Val - Leu
’ 7 7 4 7

¥ - Composition en acides aminés
His : 0,76 ~- Asp : 1,02 - Thr : 0,90
Gly : 1,26 -~ Val : 1,06 '~ Leu : 0,99

(3— Dansyl amino acide N terminal : His

(—-Dégradation récurrente d'EDMAN :
Elle nous a permis de déterminer la séquence totale de ce peptide. L'acide
aminé C terminal de ce peptide trypsique est paradoxalement la leucine ; ®

cette action anormale de la trypsine sera discutée dans la conclusion.

'5-Iﬂidentification de cette séquence a &été réalisée Egalement
par analogie avec le peptide correspondant de la myoglobine de mouton : méme
migration en &lectrochromatographie (pH 3,9 - Butanol/acide acétique/eau) et

-

en électrophofése 3 haute tension 2 pH 1,8 (acide formique & 8 7 dans 1'eau).

& - Hydrolyse par la leucine amino peptidase :
Une hydrolyse de 24 heures par la LAP a donné la composition suivante :
His : 0,93 - Thr ; 1,09 ~- Amide : 1,09
Gly : 1,18 - Val : 0,71 - Leu : 1,0
L'absence d'acide aspartique nous permet d'identifier l'amide comme &tant

1'asparagine.

2. Séquence 70 - 77 : -Peptide L

Thr - Ala - Leu - Gly - Gly - Ile - Leu - L
— 7 7 e T )ii
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q - Composition en acides aminés
Lys ¢ 1,27 - 4, Thr : 0,97 - Gly : 2,00
Ala : 1,18 - Ile : 0,80 - Leu : 1,78

/3 - Dansyl amino acide N terminal : Thr

Y - Dégradation récurrente d'EDMAN : elle nous a permis de

déterminer la séquence compléte de ce peptide.

3. Séquence 64 - 77 : Peptide S

His - Gly - Asn - Thr - Val - Leu = Thr - Ala = Leu - Gly - Gly -
Ile - Leu - Lys
><

¥ - Composition en acides aminéds :

Lys : 1,20 - His : 1,09 - Asp : 1,23
Thr ¢ 1,78 - Gly : 2,93 - Ala : 1,28
val : 0,75 - Ile : 0,82 -~ Leu : 2,89

b - Dansyl amino acide N terminal : His
En raison de sa faible solubilité, ce peptide n'a pas &té

retrouvé dans tous les fractionnements de l'hydrolysat trypsique ; il

ne s'y trouve d'ailleurs jamais qu'a 1'état de traces.

i) Séquence 78 - 79 : Peptide W

Lys = Lys

L'identification de ce peptide qui ne contient que de la lysine
a été réalisée en électrochromatographie par comparaison avec le peptide

Lys - Lys isolé de 1'hydrolysat trypsique de myogloBine de cheval.

j) Séquence 79 - 96 : Peptides U,, R et X

2’
Cette séquence est représentée par trois peptides : deux

. d'entre eux, U2 et R proviennent de 1'hydrolyse anormale pour la tryp-

sine d'une Haison leucyle (liaison 89 -~ 90)

1. Séquence 80 -~ 89 : Peptide U2

Gly - His - His - Glu ~ Ala - Glu (Leu, Lys, Pro, Leu)
? y ) rd 7 7 rd

¥ - Composition en acides aminés :



_65_

Lys : 1,03 - His : 2,09 - Glu: 1,86 - ’“Pro: 0,89
Gly : 1,02 - Ala : 1,00 - Leu : 1,94

L'absence de glutamine dans 1'hydrolysat pour la LAP a &té vérifide par

€lectrochromatographie sur papier.

/g- Dansyl amino acide : Gly

('— La dégradation récurrente d'EDMAN a permis de déterminer
les six premiers résidus de ce peptide ; la présence de deux résidus d'his-
tidine en position 81 et 82 ne nous a pas permis de conduire la dégradation
jusqu'au résidu 88 ou 89 en raison du faible rendement de la réaction de

couplage au niveau des résidus d'histidine.

5 - L'enchafnement C terminal du peptide U, (86 - 89) a pu
€tre déterminé entiérement grace 3 deux peptides qui ont €té isolés des
hydrolysats thermolysiques de la globine totale : nous avons, en effet,
pu isoler par chromatographie d'élution sur colonne de résine & &change
de cations, deux peptides présentant une composition identique en amino
acides

% Peptide "e" : Lys - Pro - Leu

. composition en amino acides :
Lys : 1,09 - Pro : 0,90‘ - Leu : 1,01
. Dansyl amino acide N terminal : Lys
. Aprés traitement du peptide par la méthode de TURNER, seuls la lysine et
la proline peuvent €tre mis en &vidence par chromatographie bidimension-
- nelle dans les systémes Butanol - acide acétique et phénol - ammoniaque
c'est donc la leucine qui est en position C terminale
% Peptide "1" : Leu (Pro, Lys)
. composition en amino acides :
Lys : 1,06 - Pro: 0,97 - Leu : 0,99

. Bansyl amino acide N terminal : Leu

L'intégration de ces deux peptides dans la structure du peptidé Uzpermet

donc de préciser la séquence 86 i 89 : Leu - Lys ~ Pro - Leu

2. Séquence 90 - 96 : Peptide R

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

r g 7 7 - — — O
X - Composition en aé¢ides aminés :
Lys : 1,20 - His : 1,08 - Thr : 0,93

Ser : 0,88 ~- Glu : 1,00 - Ala : 1,90
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-;Hydrolyse par 1l'aminopeptidase M
Aprés une hydrolyse de 24 heures, nous avons obtenu la composition suivante
qui nous a permis d'identifier la glutamine :
Lys : 1,06 - His : 0,86 = Thr : 1,02
Ser + amides : 1,64 - Ala : 1,92
Remarque : le peptide des_amidé a &té& mis en &vidence par &lectrochromato-

graphie (Peptide Q)
~ Dansyl amino acide N terminal : Ala

- L'identification a &té faite en &lectrochromatographie
(3,9 - Butanol / acide acétique / eau) par analogie avec le peptide cor-

respondant de la myoglobine de cheval.

3. Séquence 79 —~ 96 : Peptide X

~ Gly - His - His - Glu - Ala - Glu (Leu,Lys, Pro, Leu) - Ala ~- Gln -
Ser - His - Ala - Thr - Lys

15

-~ Composition en amino acides :
Lys : 2,77 - His : 3,06 - Thr : 0,95
Ser : 1,00 - Glu: 2,93 - Pro : 1,16
Gly : 1,14 - Ala : 2,93 - Leu : 1,97

- Dansyl amino acide N terminal : Lysine

Ce peptide n'existe qu'en faible quantité dans les hydrolysats
trypsiques de globine ; il est &lué des colonnes de résines mélangé au pep-—
tide W (Lys - Lys) ce qui a nécessité son isolement par &lectrophor@se sur
papier.lll provient d'une coupure mineure de la liaison Lys - Lys en 78 - 79
libérant en outre la séquence 64 ou 70 3 78 ; la présence de lysine libre
(fraction 4) dans 1l'hydrolysat est en partie due & 1'hydrolyse ultérieure de

la séquence 64 ou 70 & 78 au niveau de la liaison Lys - Lys en 77 - 78.

k) Séquence 97 ~ 102 : Peptide Z

His - lys - 115 - Prg - Va%r- Lys

—

= Composition en acides aminés :
Lys : 1,82 - His : 0,86 ~- Pro : 1,25
Val : 1,03 - Ile : 1,04

- Dansyl amino acide N terminal : His
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~ Dégradation récurrente d'EDMAN :
Elle nous a permis d'identifier la séquence compléte de ce peptide :
celle-ci a &té compliquée par la proximité des tdches de DNS - Val et de
DNS - Ile sur les microplaques de polyamide ; l'utilisation d'un témoin
interne de DNS - Val ou de DNS ~ Ile a cependant permis une identification

certaine des deux dansyls.

1) Séquence 119 -~ 133 : Peptide M

His - Ser - Gly - Asx - Phe - (His, Ala, Asx, Ala, Glx, Thr, Ala) -
Mef - Lys.- Lys 4 r

-~ Composition en amino acides :

Lys : 1,12 - "~ His : 2,10 - Asp : 1,98 -
Thr : 0,96 - Ser : 0,98 - Glu : 1,06

Gly : 1,10 - Ala: 2,94 - Met : 0,83

Phe : 0,93 |

Contrairement au peptide homologue des myoglobines de cheval ou de boeuf,
ce peptide ne comporte que 14 résidus, ce qui laisse supposer la présence
d'un résidu de lysine en position 133 : 1'isolement des hydrolysats ther-

molytiques de globine du peptide Met - Lys - Lyc confirme cette hypothése.
- Dansyl amino acide N terminal : His

- La dégradation récurrente d'EDMAN nous a permis de déter-
miner 1'enchaTnement des 5 premiers résidus. Le 7éme est en outre représen-

té par Ala et le 8éme par ASX ou Glx.

La faible quantité de ce matériel isolé aprés hydrolyse tryp-
sique ne nous a pas permis de pousser davantage 1'étude de ce peptide. Led
analogies de structure qui doivent obligatoirement exister entre la myoglo-
bine de Chien et celle d'autres esp&ces comme le Cheval, le Boeuf ou le
Mouton nous permettent de postuler une structure provisoire ; 1'isolement
de certains peptides provenant de 1'hydrolyse thermolytique de globine

confirme cette vue. La figure 16 résume cette structure.
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m) Séquence 134 - 139 : Peptide P

Ala = Leu = Glu - Leu - Phe - Arg
> N > rd rd x

- Composition en acides aminés
Arg : 1,08 - Glu: 1,02 ~ Ala : 0,95
Leu : 1,98 -~ -Phe : 0,99
-~ Dansyl amino acide N terminal : Ala
~ Dégradation récurrente d'EDMAN :
Elle nous a permis de déterminer la séquence compléte de ce peptide; Il a
d'autre part le méme comportement en &lectrochromatographie (pH 3,9 -

Butanol:/ acide acétique / eau) que le peptide analogue de la myoglobine

de cheval.

n) Séquence 140 — 145 : Peptide G

Asn - Asg - Ile - Ala - Ala - Lys
4 > 7 S

- Composition en acides aminés :
Lys : 1,16 - Asp : 1,81 - Ala : 1,99 - Ile : 1,00

-~ Dansyl amino acide N terminal : Asx

- Dégradation récurrente d'EDMAN
Elle nous a permis de déterminer la séquence compléte de ce peptide :

Asx - Asx - Ile - Ala - Ala - Lys

- Hydrolyse par l'aminopeptidase M :
Une hydrolyse de 24 heures libére les résidus d'acides aminés suivants qui
nous a permis d'identifier l'acide aspartique et l'asparagine :
Lys : 1,00 - Asp: 1,05 =~ Amides : 0,93
Ala : 2,02 -~ Ile : 0,99

Une hydrolyse d'une heure libé&re 1l'asparagine, ce qui nous permet d'établir
la séquence Asn - Asb......

Le dosage des acides aminés libérés a cependant posé un proBléme thermique
analdgue 34 celui posé@ par l'hydrolyse du peptide O par 1'aminopeptidase M
(tableau XI).

I1 semble ici également que la liaison Asp - Ile n'ait été que difficilement
rompue par l'aminopeptidase M et que le dipeptide Asp - Ile ait &té libéré

intact par 1'enzyme dans un premier temps.



TABLEAU

XI

ACIDES AMINES LIBERES DU PEPTIDE G

PAR ACTION DE L'AMINOPEPTIDASE M
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18 : 2 H ; 24 H ;
Asn . 0,23 . 0,32 0,93
Asp . 0,02 . 0,08 ©1,05 .
Ile : 0,02 0,06 : 0,99 :
Ala z 0,25 0,52 ; 2,02 :
Lys 0,14 0,27 ‘1,00 >

(1)

Lo



Remarque : Le peptide desamidé Asp - Asp... a été identifié par &électro-

chromatographie (Peptide C)

o) Séquence 146 - 147 : Peptide V

‘Tzr - Lys
- Composition en acides aminés :
Lys : 1,15 = Tyr : 0,95

- Dansyl amino acide N terminal : Tyr

La réaction a 1' o nitroso {3 naphtol est positive.

p) Séquence 148 - 153 : Peptide A

Glu - Leu - Gly - Phe - Gln -~ Gly

- composition en acides aminés

Glu : 1,93 - Gly : 2,15 - Leu : 0,99 - Phe : 0,93
- Dansyl amino acide N terminal : Glu

* - L'identification de ce peptide a été faite par analogie
avec le peptide de la myoglobine de cheval par électrochromatographie (3,9
et Butanol / acide ac&tique / eau) et par Eélectrophoré&se i haute tension &
pH 1,8. .

- Par hydrazinolyse, nous avons déterminé le glycocolle

en position C terminale.

- Hydrolyse par la L. Amino Peptidase :
Aprés action de 24 heures, le dosage des acides aminés a donné les résultats
suivants :
Amides : 0,41 - Glu : 1,16
Gly : 1,95 - Leu : 1,00 - Phe : 0,87

La diminution de 1 résidu au niveau de l'acide glutamique est évidemment en
faveur de la présence d'un résidu de glutamine dans ce peptide ; le faible
taux de glutamine dans 1'hydrolysat s'explique par chauffage accidentel au
milieu d'hydrolyse, ce qui a pu provoquer sa cyclisation en acide pyrroli-

done carboxylique.
- . S
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- Le peptide désamidé a &galement &té retrouvé dans
1'hydrolysat (peptide B), ce qui confirme la présence d'un résidu de

glutamine dans le peptide A.



DISCUSSION ET  CONCLUSION

1. SEQUENCE PARTIELLE DES ACIDES AMINES DE LA MYOGLOBINE

DE CHIEN.

A partir des résultats que nous avons obtenus dans 1'étude
de la structure des peptides trypsiques, il est possible de présenter
une séquence partielle hautement probable des amino-acides de la myo-
globine de Chien en alignant ces peptides trypsiques les uns & la suite
des autres par comparaison avec la chaine peptidique d'autres myoglobi-
nes déjd connues. Dans cette opération, nous postulons implicitement
qu'il existe entre les myoglobines d'esp&ces animales voisines beaﬁcoup
‘plus de ressemblances que de différences ; c'est ce que nous avions ad-
mis en attribuant la séquence i des peptides dont la composition en aci-
des aminés ainsi que le groupe N terminal se révélaient identiques & ceux
de peptides de myoglobines de Cheval, de Boeuf ou de Mouton ayant un com~
portement identique sur colonne de ré&sine ou sur papier. La séquence par-
tielle obtenue, représentée 3 la figure 17 recouvre environ les 2/3 d~ la
chaine peptidique et seules les séquences en amino-acides de deux enchal-
nements, particuliérement hydrophobes dans les autres myoglobines, ont &-
chappé a notre &tude : il s'agit de la séquence N terminale 1 - 16, qui
comporte les deux résidus de tryptophanne et de la séquence 103 & 118 qui,
dans les autres myoglobines, contient la quasi-totalité des résidus d'iso-
leucine. Une troisiéme séquence hydrophobe, représentée par les résidus 64
a 77 a par contre, pu &tre déterminée par 1'étude des peptides L, N et S ;
en raison de leur faible solubilité, ceux-ci ne sont pas retrouvés de fagon
constante sur les courbes d'élution ; il faut remarquer également (voir
plus loin) que ces peptides ne peuvent &tre retrouvés ddns la fraction so-
luble que grdce 3 l'hydrolyse anormale par la trypsine de la liaison

leucyl-thréonine (69 - 70).
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Dans la séquence en amino~-acides de la myoglobine de Chien,
on peut remarquer plusieurs &léments structuraux intéressants, notamment
le caractére répétitif de certaines séquences :

- Asp - Lys — Phe en 41 - 43 et 44 - 46

~ Thr (Ser) - Glu - Asp en 51 - 53 et 58 - 60

- Leu (Met) — Lys - Lys en 61 - 63, 76 ~ 78 et 131 -~ 133
- Asp (Glu) Leu - i&s en 60 - 62 et 85 - 87 °

- Ala - Glu - Ser (Thr) en 90 - 92 et 127 - 129.

Ces répétitions sont peut-étre fortuites mais elles peuvent
également €tre le lointain témoin des duplications successives de génes

dont 1'aboutissement a été la myoglobine.

2. ACTION DE LA TRYPSINE

Certaines liaisons lysyl ne sont qu'incomplétement hydrolysées
par la trypsine ; c'est le cas de la liaison Lys — Phe en 42 - 43 ou de la
liaison Lys - Lys en 62 - 63, cela explique que certaines séquences puis-
sent €tre représentées par plus d'un peptide trypsique (£igure 15). Cer-—
taines liaisons lysyles ne semblent pas, par contre, &tre hydrolysables
par la trypsine, soit parce qu'il s'agit d'une liaison lysyl-proline
(89 - 90) soit én raison de l'accumulation méme des résidus de lysine
(78 - 79) ; la stabilité vis & vis de la trypsine de la liaison Lys -

- Tle en 98 - 99 s'explique peut—~étre. par la présence d'un résidu de pro-
line en position 100, associée 3 celle de deux résidus hydrophobes

(Ile 99 et Val 101). On constate en outre que certaines liaisons pepti-
diques sont anormalement hydrolysées par la trypsine f il s'agit essen~
tiellement de 1la liaison leucyle située dans 1'enchafnement Val - Leu -
Thr (68 - 70) dont la sensibilité vis & vis de la trypsine avait déji

été signalée 3 propos des myoglobines de cheval, de boeuf et de mouton

et la liaison leucyle située dans l'enchalnement Pro — Leu - Ala (88 - 90)
On trouve dans la myoglobine de cheval un enchafnement identique et pour-
tant ce type de coupure n'avait pas &té observé ; on peut expliquer cette
différence en fonction de la nature des trypsines utilisées, trypsine -
TPCK dans le cas de la myoglobine de cheval et trypsine - DPCC (%) ce

qui orienterait différemment les spécificités de l'enzyme.

* Trypsine DPCC : trypsine traitée par le chlorure de diphénylcarbamyl.
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3. COMPARAISON AVEC D'AUTRES MYOGLOBINES

Bien qu'encore partielle, la‘séquence en amino—-acides de la
myoglobine de Chien peut néanmoins €tre comparée & celle d'autres myoglo-
Bines déja connues ; la figure 18 compare ainsi les séquences connues de
la myoglobine de Chien et des différentes myoglobines connues avec la

myoglobine de Cachalot.

La myoglobine de Cachalot a &t& choisie comme type de myo-
globines pour des raisons essentiellement historiques ; en fait, cette
myoglobine présente des particularités de structure qui la distinguent
assez nettement des autres myoglobines : si elle partage ainsi avec le
Dauphin le fait de posséder la valine en position N terminale alors que
toutes les autres myoglobines ont le glycocolle en cette position, elle
présente seule la particularité d'avoir un résidu d'histidine en 12 (Gln
dans les autres espéces), d'arginine en 45 au lieu de Phe ; la présemuce
d'Alanine en 15, Isoleucine en 28, serine en 35, alanine en 74 est éga—
lement une particularité que la myogloBine de Cachalot ne partage guére
gu'avec le Dauphin. Malgré ces caractéres propres i chaque espéce, les
myoglobiﬁes présentent un grand nombre de ressemblances qui sont d'autant
plus nettes quz les comparaisons sont effectuées 2 1l'intérieur d'un méme
ordre et surtout d'une méme famille animale ; ces caractéristiques de
groupes sont représentés au tableau XIT et permettent de définir des 8lé-
ments représentatifs de la myoglobine de chaque groupe. La myoglobine de
Chien ne présente aucune des caractéristiques de groupe ainsi définies et
s'individualise donc en tant que myoglobine de carnassier. Les comparai-
sons qu'on peut réaliser entre ce qu'on connalt de la myoglobine de Chien{(a
montre non seulement son individualité par rapport aux myoglobines de
Cétacés, de Primates et d'0On gulés, mais aussi une certaine parenté avec
la myoglobine de Phoque vis 3 vis de laquelle elle ne présente que 11 dif-
férences (au lieu de 17 3 22 en moyenne avec les autres groupes) ; la

détermination de la structure compléte de la myoglobine de Chien confir-

(%) La séquence 1 - 16 a été déterminée (HAN - 146), indépendamment de
notre travail de thése & 1'aide d'un séquenceur automatique selon

la m8thode d'EDMAN et BEGG (147).



TABLEAU XII

~

CARACTERES DISTINCTIFS DES MYOGLOBINES

SELON LE GROUPE ANIMAL
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mera peut—étre cette parenté relative et permettra la localisation
encore prématurée, de la myoglobine de Chien sur un arbre phylogé-
nétique construit en utilisant 1'@légante méthode de FITCH et
MARGOLIASH (148).

La recherche de la structure hypothétique d'une molécule
ancestrale commune & toutes les myoglobines de mammiféres est évidemment
facilitée par la connaissance d'un plus grand nombre de structure : 3
chaque position dans la séquence l'acide aminé choisi a été soit celui
rencontré le plus fréquemment dans les diverses myoglobines (Gly en 74
et non Ala ou Asn) soit celui permettant par une mutation ponctuelle
d'@tre remplacé par tous les autres : par exemple en 140, Asn codé par
AAU ou AAC plutdt que Lys ou His car susceptible d'@tre remplacé griace
38 une mutation ponctuelle par Lys (AAA ou AAG) ou par His (CAU ou CAC).
La connaissance plus exacte de cette forme ancestrale et sa comparaison
avec la molécule de myoglobine de Chien pourra &tre également un élément

important de 1'@tude phylogénique des myoglobines.

4. CONCLUSIONS

Déps ce travail, nous avons donc déterminé partiellement
1'enchalnement des acides aminés de la myoglobine de Chien. Les mé&thodes
d'é8tude que nous avons.utilis@ représentent en fait la premiére &tape de
la stratégie mise au point au laboratoire pour 1'étude des myoglobines
(DAUTREVAUX - -149) et celle~ci devra €tre complétée par 1'étude des hy-
drolysats enzymatiques des fragments libérés par action du BrCN ; 1l'ac-
tion de la thermolysine sur la globine, qui fait 1'objet du mémoire de
notre Diplome d'Etudes et de Recherches en Biologie Humaine, complétera

et confirmera les données obtenues.

Cette étude sur la structure covalente de la myoglobine
de Chien ne peut-cependant se concevoir que dans une &tude d'ensemble
plus ambitieuse en vue de préciser 1'évolution de cette globine compa-

rée dans différentes espéces mais €galement en vue de comparer 1l'évolu-
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tion de la myoglobine de la méme esp&ce. Chez les esp&ces supérieures
telles que les Mammiféres, toutes les comparaisons Myoglobine -
Hémoglobine réalisées jusqu'ici montrent 1'énorme différence de struc-
ture primaire qui sépare ces deux types de protéine (environ 20 ressem—
blances seulement entre myoglobine et chaines de 1'hémoglobine) : ces
différences devraient s'atténuer dans les espéces moins &voluées comme

les poissons, 8 condition d'@liminer certaines espéces comme la Lamproie
qui ne posséde qu'un seul type de chafne, c'est i dire chez qui la dis-
tinction Hémoglobine - Myoglobine ne s'est pas encore réalisée. Nous
avons l'intention dans une future thése de Doctorat d'Etat d'étudier

la myogloﬂine et 1'hémoglobine du thon rougé (Thunnus thynnus), ce qui
nous permettra une comparaison plus valaﬁlé des chalnes et apportera
entre les Mammiféres et les Oiseaux d'une part, la Lamproie d'autre

part un maillon important dans la lignée &volutive de la myoglobine.
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SEQUENCE PARTIELLE DES ACIDES AMINES DE LA GLOBINE DE CHIEN

A
I: ‘Points d'action majeurs et secondaires de la Trypsine.



10 - 20 25

CACHALOT (135)  Val-Leu-Ser-Glu-Gly-Glu-Trp-Gln-Leu-Val-Leu-His-Val-Trp-Ala-Lys-Val-Glu-Ala-Asp-Val-Ala-Gly-His~Gly
MARSOUIN (136) Gly Asn Gly Leu

DAUPHIN (137) ' '
PHOQUE  (138)  Gly Asp His Asn Gly Thr Leu
CHEVAL (139)  ¢cly Asp Gln Asn — Gly Ile

BOEUF (140) Gly Asp Ala Asn-Ala Gly
MOUTON (141) Gly Asp — . Asn-Ala Gly
HOMME (142)  Gly Asp Asn Gly Ile-Pro
GIBBON (143) Gly #Sp Asn Gly Ile-Pro-Ser
CHIMPANZE (144) Gly Asp ‘ Asn Gly Ile-Pro

KANGOUROU (145) Gly Asp Asn-Ile Gly Thr Glu~Gly

CHIEN Gly Asp Asn — Asx~Ile Gly Thr Leu
ANCETRE.COMMUN Gly-Leu—Ser—Asp—Gly—Gld-Trp—G1n—Leu-Va1—Leu—Asn—Va1—Trp—Gly—Lys—Va1—G1u—A1a—Asp—Val-Ala—Gly-His-Gly

. FIGURE 18
(?;;;) STRUCTURE COVALENTE DES MYOGLOBINES (l1ere partie)

EDMUNDSON (135) - BRADSHAW (136,138) - KARADJOVA (137) ~ DAUTREVAUX (139,140) - HAN (141) - ROMERO HEPRERA et LEHMANN (142, $

143,144) - AIR et THOMPSON (145)



CACHALOT
MARSOUIN
DAUPHIN
PHOQUE
CHEVAL
BOEUF
MOUTON
HOMME
GIBEON
CHIMPANZE
KANGOUROU

CHIEN

(135)

- (136)

(137)
(138)
(139)
(140)
(141)
(142)
(143)

(144)

(145)
(146)

ANCETRE COMMUN

30 35 40 45 50

Gln-Asp-Ile-Leu-Ile~-Arg-Leu-Phe-Lys—Ser-His~Pro-Glu-Thr-Leu—~Glu-Lys-Phe-Asp—Arg-Phe-Lys-His-Leu-Lys

Val Gly Lys

. Gly Lys

—— Glu~Val Lys
—— Glu-Val Thr-Gly ‘ Lys
—— Glu-Val The-Gly ' Lys
— Glu-Val Thr-Gly Lys
—— Glu-Val Gly. ' Lys
'———-Glu-Val Gly Lys
— Glu-Val . Gly - Lys
Lys Val ' Gly Lys
—— Glu-¥al Asn Asp . Lys

Gln—Glu—Val—Leu—Iie-Arg-Leu—Phe-Lys—Ser-His-Pro—Glu—Thr—Leu-Glu—Lys—Phe—Asp—Lys—Phe—Lys—His—Leu—Lys

FIGURE 18

STRUCTURE COVALENTE DES MYOGLOBINES (28me partie)
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CACHALOT
MARéOUIN
DAUPHIN
PHOQUE
CHEVAL
BOEUF
MOUTON
HOMME
GIBBON
CHIMPANZE
KANGOURCU

CHIEN

ANCETRE COMMUN Thr~Glu~Asp~Glu-Met-Lys—-Ala-Ser-Glu-Asp-Leu-Lys-Lys-His-Gly-

51

55 60

70 75

Thr-Glu~Ala~-Glu-Met-Lys-Ala-Ser-Glu-Asp-Leu-Lys-Lys-His-Gly~-Val-Thr-Val-Leu-Thr-Ala-Leu-Gly-Ala-Ile

Agn Gly —
Asp Asp
Ser —— Asp-~Ala —— Arg-Arg . Arg Asn Gly —_—
Thr-Val Gly —
Asn Gly ~—
Asn Gly — ‘
Ser —— Asp Ala Gly —
Ser —— Asp Ala Gly —
Ser ___ Asp Ala Gly
Ser — Asp Ile S Asn —
Asp Gly Asn — Gly —

FIGURE 18

STRUCTURE COVALENTE DES MYOGLOBINES

Asp-Thr-Val-Leu-Thr-Ala-Leu-Gly-Gly-Tle

-78~

(3éme partie)



80 85 90 95 100

CACHALOT Leu-Lys—Lys—Lys—Gly-His—His—Glu—Ala—Glu-Leu-Lys—Pro—Leu-Ala-Gln-Ser—His—Ala—Thr—Lys—His—Lys-Ile-Pro
MARSOUIN Asn —

DAUPHIN ‘ Asp

PHOQUE

CHEVAL

BOEUF Val — His Clu Asn Vat
MOUTON - Val His Glu . Asn

HOMME Ile Ile
GIBBON Ile He __
CHIMPANZE Ile

KANGOUROU

CHIEN

ANCETRE COMMUN  Leu-Lys-Lys-Lys—Gly-His-His-Glu-Ala-Glu-Leu-Lys-Pro-Leu-Ala~Gln-Ser~His-Ala-Thr-Lys-His-Lys-Ile-Pro

FIGURE 18

STRUCTURE COVALENTE DES MYOGLOBINES (48me xpartie)




CACHALOT
MARSOUIN
DAUPHIN
PHOQUE
CHEVAL
BOEUF
MOUTON
HOMME
GIBBON
CHIMPANZE
KANGOUROU

CHIEN

101

105 110

115

120

125 127

Ile-Lys-Tyr-Leu-Glu-Phe-Ile-Ser—-Glu-Ala-Ile-Ile-His~Val-Leu-His-Ser-Arg-His-Pro-Gly—-Asn-Phe-Gly-Ala-Asp-Ala

Ala-Glu
Ala-Gln
Lys Ala-Glu
Asp Lys
Asp Ala-Lys Ser Ala
Val Asp Ala-Lys Ser
Val Cys Gln Gln Lys Asp
Val Cys Gln Gln Lys Asp
Val Cys Gln Lys Asp
Val-Gln-Phe Asp - Gln— Ile-Gln Lys Al
Val

ANCETRE COMMUN
Val-Lys-Tyr-Leu~Glu-Phe-Ile-Ser—Glu-Ala-Ile-Ile-His-Val-Leu-His-Ala-Lys~His-Pro-Gly—-Asn-Phe-Gly-Ala-Asp-Ala

FIGURE

STRUCTURE COVALENTE DES MYOGLOBINES

(58me partie)

..178...
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