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INTRODUCTION 

Notre t r a v a i l  s ' i n s c r i t  dans un domaine de recherche à v i sée  

d iagnos t ique ,  mais auss i  thérapeut ique  concernant une a f f e c t i o n  p a r a s i  t a i r e  

p a r t i c u l i è r e m e n t  sévère dans ses conséquences : 1  a  trypanosomiase. Qu '  i 1 

s ' a g i s s e  en e f f e t  de formes c l i n i q u e s  à express ion  humaine ou animale, l e s  

conséquences sont t o u j o u r s  cons idérab les  à l ' é c h e l l e  de con t inen ts .  

C ' e s t  en p a r t i c u l i e r  1  e  c h a p i t r e  de 1  a  trypanosomiase a f r i c a i n e  qu i  

demeure à ce j o u r  une p réoccupat ion  e s s e n t i e l l e  des grands organismes à 

voca t i on  soc i  O-économique t e l  que 1  'O rgan i sa t i on  Mondi a l e  de 1  a  Santé. 

Deux vo ies  de recherche égales dans l e u r  importance son t  à r e t e n i r  : 

- l ' u n e  a  pour f i n a l i t é  l a  mise au p o i n t  sur  l e  t e r r a i n  de 

techniques simples de dép is tage  de l a  trypanosomiase, 

- 1  ' a u t r e  a  pour b u t  l e  t r a i t e m e n t  à des f i n s  p rophy lac t i que  ou 

c u r a t i v e .  

Une d i f f i c u l t é  première à l ' o r g a n i s a t i o n  de campagnes d ' une  ce r -  

t a i n e  ampleur, e s t  1  ' i m p o s s i b i l i t é  su r  l e  p l a n  thérapeut ique  de r e c o u r i r  à des 

techniques aisées d ' a p p l i c a t i o n  comme l a  v a c c i n a t i o n  ou l a  sero thérap ie .  C ' e s t  

en e f f e t  dans l e  domaine immunologique que l e s  chercheurs se sont  d i r i g é s .  La 

c a r a c t é r i s t i q u e ,  1  a  r a i  son s p é c i f i q u e  des échecs r é s i  de au n iveau du t rypanoso-  

me, en l a  n o t i o n  d ' u n  phénomène b io l og ique  encore mal connu : l a  v a r i a t i o n  

an t igén ique  du paras i  t e .  

Les t ravaux  qu i  o n t  i l l u t r é  c e t t e  d e r n i è r e  décennie, o n t  démontré 

t o u t e  l ' i m p o r t a n c e  de ce  mécanisme i n t i m e  pa r  l eque l  l e  p a r a s i t e  peu t  échapper 

aux moyens de défense de 1  'hô te .  Les r é s u l t a t s  en reg i s t r és ,  sans conteste,  

montrent  l a  r e s p o n s a b i l i t é  d ' u n  c o n s t i t u a n t  membranaire, d 'une g l y c o p r o t é i n e  

don t  l a  nature,  l a  s t r u c t u r e ,  l a  conformat ion changent au cours du c y c l e  

d ' i n f e c t i o n .  S ' a t t ache r  à 1  ' é t ude  de ce phénomène ce1 l u l a i r e ,  c ' e s t  essayer de 

comprendre un phénomène b i o l o g i q u e  dont on s a i t  maintenant,  q u ' i l  c a r a c t é r i s e  

bon nombre de p a r a s i t e s  e t  p o u r r a i t  exp l i que r  l e u r  pers is tance .  



Nous avons, dans ce mémoire, vou lu  p résen te r  une synthèse des 

connaissances a c t u e l  l e s  de l a  v a r i a t i o n  ant igénique.  Nous rappor tons  nos 

r é s u l t a t s  concernant l a  d é f i n i t i o n  chimique e t  physique des AVS de Trypano- 

soma equiperdum. En f in ,  1 ' e s s e n t i e l  de n o t r e  appor t  se c o n c r é t i s e  pa r  l a  

connaissance s t r u c t u r a l e  de p rès  de l a  m o i t i é  de 1 'axe p e p t i d i q u e  de 

1 'an t igène  s p é c i f i q u e  du v a r i a n t  BoTat-1 . Le cho i x  de ce modèle expér imenta l  

s ' e x p l i q u e  pour  des r a i s o n s  év iden tes  de sécu r i t é ,  pa r  l e  f a i t  que 

Trypanosoma equiperdum - n ' e s t  pas pathogène pour l'Homme. 

En f i n ,  nous voudr ions en ce début de rédac t i on ,  f a i r e  é t a t  d 'une 

c o l  1  abora t ion  qu i  s  ' e s t  montrée t r è s  f r uc tueuse  : ce1 l e  de n o t r e  1  a b o r a t o i r e  

avec l e  groupe de Bordeaux e t  p r i nc i pa lemen t  avec l e  Docteur BALTZ, responsa- 

b l e  de c e t t e  thématique dans l e  l a b o r a t o i r e  d ' Immunologie e t  de B i o l o g i e  

P a r a s i t a i r e  du Professeur  PAUTRIZEL. 

L 'hypothèse de t r a v a i l  que nous avons évoquée en avant-propos 

peut  p a r a î t r e  ambi t ieuse ; e l l e  occupe un grand nombre de chercheurs.  Nous 

avons simplement vou lu  appo r te r  n o t r e  p a r t .  



CHAPITRE 1 

GENERALITES 

1 / CLASSIFICATION DES TRYPANOSOMES 

Les trypanosomes sont  des p ro tozoa i res  f l a g e l l é s  sanguicoles,  

appartenant à l ' o r d r e  k i n e t o p l a s t i d a  e t  au sous-ordre trypanosomatina 

(d ' ap rès  l a  c l a s s i f i c a t i o n  de HONIGBERG e t  c o l l .  (1966) (32)  e t  KUDO 

(1966) ( 3 8 ) .  Les f l a g e l l é s  de ce  sous-ordre peuvent e x i s t e r  sous une 

v a r i é t é  de formes morphologiques don t  une nomenclature a é t é  proposée par  

HOARE e t  WALLACE (1966) (28)  : 

- forme amast igote ou Leishmania 

- forme choanomastigote 

- forme promast igote ou Leptomonas 

- forme ep is thomast igo te  

- forme ep imas t igo te  ou C r i t h i d i a  

- forme t rypomast i  go te  ou Trypanosoma ( f i g u r e  1 ) . 

Le genre Trypanosoma e s t  cons t i t ué ,  en f a i t ,  de deux groupes 

b i e n  d i s t i n c t s  ( c l a s s i f i c a t i o n  de HOARE, 1966-1972) (28)  ( 29 )  : 



'% Forme amastigote ou Leishmanja 

jt. Forme choanomastigote 

Forme promastigote ou Leptononas 

Forme episthomastigote 6 
#' Forme épimastigote ou Crithidia 

-Forme trypomastigote ou Trypanosoma 0 
Figure 1 



A /  Groupe STERCORARIA : trypanosomes amér ica ins 

sous genre Megatrypanum Herpetosoma Schi zotrypanum 

Espèce T. t h e i l e r i  T. l e w i s i  T. c r u z i  

T. t r age laph i  T. d u t t o n i  T. v e s p e r t i l i o n i s  

T. ingens T. nab i  a s i  T. p i p i s t r e l l i  

T. melophagium 

B/ Groupe SALIVARIA : trypanosomes a f r i c a i n s  

sous genre D u t t o n e l l a  Nannomonas Pycnomonas Trypanozoon 

Espèce T. v i vax  T. congolense T. s u i s  T. b r u c e i  

T. un i forme T.  dimorphon T. gambiense 

T. s im iae  T. rhodensiense 

T. evansi  

T. equinum 

T. equi  perdum r~ 

Ces deux groupes possèdent des c a r a c t é r i s t i q u e s  morphologiques e t  

b i o l og iques  t r è s  vo is ines ,  mais i 1s sont  t o u t e f o i s  t r è s  d i f f é r e n t s  en ce qu i  

concerne 1 eur  épidémi 01 og i  e, l e u r  c y c l e  é v o l u t i f  e t  s u r t o u t  l e u r  pro1 i féra-  

t i o n  chez l ' h ô t e  : l e  phénomène de l a  " v a r i a t i o n  an t igén ique" ,  s u j e t  de n o t r e  

t r a v a i l  ne concerne que l e s  trypanosomes de l a  s e c t i o n  S a l i v a r i a .  

2 /  CYCLE EVOLUTIF DES PARASITES 

a) Trypanosomes amér ica ins 

Les insec tes  son t  des hémiptères hématophages nocturnes appar- 

t enan t  à l a  f a m i l  l e  des réduv idés .  



L ' i n s e c t e  i ngè re  l e  sang d 'un  malade e t  absorbe en même temps 1 es 

trypanosomes qu i  vont se mu1 t i p l  i e r  dans 1 ' i n t e s t i n  sous forme C r i  t h i d i a  e t  

L e i  shmani a, pu i  s  a b o u t i r  dans 1 'ampoule r e c t a l e  sous forme Trypanosoma. Ce 

son t  l e s  d é j e c t i o n s  de 1 ' i n s e c t e  qu i  sont i n f e c t a n t e s .  L'homme p i q u é  au cours  

du sommei 1  s ' i n f e c t e  en t r a n s p o r t a n t  inconsciemment avec ses d o i g t s  l e s  

d é j e c t i o n s  v i r u l e n t e s  de l ' i n s e c t e  au n iveau de ses muqueuses. 

b ) Trypanosomes a f r i  c a i  ns 

Les insec tes  vec teurs  son t  l e s  g l oss ines  ou mouches Tsé-Tsé. Les 

trypanosomes son t  absorbés p a r  l a  g l o s s i n e  l o r s  de l a  p i q û r e  d ' u n  malade. I l s  

se m u l t i p l i e n t  sous forme C r i  t h i d i  a  dans 1 ' i n t e s t i n  p u i s  von t  se l o c a l i s e r  

dans 1 es g l  andes sa1 i va i  r e s  sous forme Trypanosoma. Les i nsectes contami nés 

pou r ron t  ensui  t e  t ransmet t re ,  1 o r s  de 1 a p iqûre ,  par  r é g u r g i t a t i o n  sa1 i va i  r e .  

l e  p a r a s i t e  à un hô te  sa in .  

3/ DEFINITION DES "ANTIGENES VARIABLES" DE SURFACE 

Le phénomène de v a r i a t i o n  ant igénique,  p rop re  aux trypanosomes de 

l a  s e c t i o n  S a l i v a r i a ,  permet à ces p a r a s i t e s  d 'échapper à l a  réponse immuni- 

t a i r e  de l e u r  hô te  (LEVADITI e t  McINTOSCH - 1909) ( 42 ) .  Il se d é f i n i t  p a r  

1  'express ion  successive d ' u n  vas te  r é p e r t o i r e  de d i v e r s  ant igènes, appelés 

ant igènes v a r i  ab1 es ou ant igènes spéc i f i ques  de v a r i  a n t s  (AVS) . L ' i n f e c t i o n  

chronique d ' u n  hô te  se c a r a c t é r i s e  pa r  1  ' a p p a r i t i o n  successive, sous forme de 

vagues de p a r a t i  sémie, de popu la t i ons  p a r a s i t a i r e s  ant igéniquement d i f f é r e n -  

t es .  Chacune de ces popu la t i ons  c o n t i e n t  un t ype  an t igén ique  prédominant 

i s o l  é par  clonage, parmi un mél ange de p l u s i e u r s  types  a n t i g é n i  ques mineurs. 

Pour une souche donnée, l a  séquence d ' a p p a r i t i o n  des v a r i a n t s  "prédominants" 

semble ê t r e  r e l  a t i  vement programmée e t  r ep roduc t i b l e ,  c e c i  dans 1 es premiers  

temps de 1 ' i n f e s t a t i o n .  Au d e l à  de 3 semaines, il d e v i e n t  p l u s  d i f f i c i l e  de 

s u i  v r e  1 ' évo l  u t i  on de 1 a v a r i  a t i  on an t igén ique  dans sa séquence p r é c i  se 

d ' a p p a r i t i o n .  On no te ra  que ce son t  t o u j o u r s  l e s  mêmes v a r i a n t s  qu i  se ron t  

chaque f o i s  dé tec tés  (GRAY) (1976) (24),  CAPBERN, GIROUD, BALTZ, MATTERN 



(1977) ( 6 ) .  Sur ce p l a n  s t r i c t e m e n t  b i o l og ique ,  l e  processus de v a r i a t i o n  

ant igénique r e l è v e  de m o d i f i c a t i o n  s t r u c t u r a l e  du revêtement de su r f ace  des 

p a r a s i  t e s  : 1  ' u t i  1 i  s a t i o n  par  VICKERMAN (1969) (67) d ' a n t i c o r p s  conjugués à 

1  a  f e r r i t i n e ,  appor te  1  a  preuve i r r é f u t a b l e  de 1  a  l o c a l i s a t i o n  membranaire 

des ant igènes va r i ab les .  En 1975, CROSS ( 9 )  p r é c i s a i t  que l e  manteau de 

su r f ace  de Trypanosoma b ruce i  c o n s i s t a i t  en un type  unique de g l y c o p r o t é i n e  

couvrant  l a  su r f ace  c e l l u l a i r e  se lon  une d i s p o s i t i o n  r é g u l i è r e  monocouche, 

c e t t e  e n t i t é  g l ycop ro té i que  é t a n t  seu le  responsable de 1  a  s p é c i f i c i t é  immuno- 

l og ique  de chaque v a r i a n t .  

1 c a r a c t é r i  s t i q u e  des formes sanguico les 

d i s p a r a i t  dans l a  phase " i n s e c t e  vec teur " .  Lorsque ces formes son t  asp i rées  

pa r  une mouche, l e  pa ras i  t e  perd l e  revêtement membranaire dès 1  ' i n t e s t i n  de 

1  ' i n s e c t e  ; dans 1  es g l  andes sa1 i v a i  res ,  après remaniement morpho1 o g i  que, 1  es 

trypanosomes r e t r o u v e n t  l e  manteau ( f i g u r e  2 )  ; c e t t e  r é a p p a r i t i o n  é t a n t  

é t r o i t emen t  c o r r é l é e  semble- t - i  1, avec l a  n o t i o n  de v i r u l e n c e  ou de pouvo i r  

i n f e s t a n t .  Il f a u t  d i s t i n g u e r  de ces ant igènes va r i ab les ,  l e s  ant igènes d î t s  

"communs" ou " i n t e r n e s "  q u i  correspondent p l u t ô t  s o i t  à des éléments membra- 

n a i r e s  masqués, s o i t  à des e n t i t é s  i n t r a c e l l u l a i r e s  " l i b é r é e s "  au cours du 

con tac t  avec l e  tampon pH 5,5. 

4/  SYNTHESE DES HYPOTHESES PROPOSEES 

Il e s t  maintenant  acquis  que ce phénomène de v a r i a t i o n  an t igé-  

n ique  r é s u l t e  de 1  'express ion  success ive de p l u s i e u r s  gènes codant  pour l a  

synthèse de ces d i ve rses  g l ycop ro té i nes .  

En 1965, GRAY (21 ) a  proposé une t h é o r i e  adap ta t i ve  pour  e x p l i -  

quer l e  processus : il s ' a g i t  d 'une  t h é o r i e  se lon l a q u e l l e  l a  v a r i a t i o n  

an t igén ique  se p r o d u i r a i t  d 'une p a r t  adaptat ivement à 1  a  réponse immuni ta i re ,  

e t  d ' a u t r e  p a r t ,  se lon  un o r d r e  d é f i n i  dans l e  génome. 



C Y C L E  EVOLUTTF D E  T R Y P A N O S O M A  B R U C E 1  

I FORMES SANGUICOLES 

Figure 2 



Depuis, d i f f é r e n t s  au teurs  o n t  montré que l a  "réponse de 1  ' hô te "  

n ' é t a i t  pas ind ispensab le  pour i n d u i r e  1  ' a p p a r i t i o n  de d i f f é r e n t s  t ypes  

an t igén iques  à p a r t i r  d 'une p o p u l a t i o n  c lonée : DOYLE e t  - c o l l .  (1980) (14)  

on t  démontré l a  p roduc t i on  d 'une  v a r i a t i o n  an t igén ique  i n  v i t r o ,  donc en 

l ' absence  d ' a n t i c o r p s  a n t i - v a r i a n t s .  Ce f a i t  va à l ' e n c o n t r e  d 'une  t h é o r i e  

adap ta t i ve  se lon  laque1 l e  l e s  pa ras i  t e s  changent d ' a n t i g è n e  à mesure que 

l ' h ô t e  p r o d u i t  des an t i co rps ,  c e t t e  é v o l u t i o n  membranaire permet tan t  d'échap- 

per  au mécanisme de défense immun i t a i r e  de 1  'hô te .  Dans c e t  e s p r i t ,  l a  

réponse immun i t a i r e  de 1  ' h ô t e  n  ' i n t e r v i e n d r a i t  p l  us que dans une " p a r t i  c i  pa- 

t i o n  s é l e c t i v e " .  

Il n ' e x i s t e  pas non p l u s  actue l lement  de c e r t i t u d e  absolue quant 

au schéma d ' a p p a r i t i o n  des v a r i a n t s .  

Ce r ta i ns  au teurs  pensent comme GRAY que l a  généra t ion  des 

v a r i  an ts  s  ' e f f e c t u e  se lon un o r d r e  programmé e t  r e p r o d u c t i b l e  (RUSSEL, 1936 

(57)  ; INOKI, OSAKI e t  NAKABAYASHI (1956) (35)  ; OSAKI ,  1959 (48)  ; GRAY, 

1965 (20)  (21) ,  VICKERMAN, 1971 (69)  ; GRAY, 1972 (22)  ; WILSON e t  

CUNNINGHAM, 1972 (73)  ; GRAY, 1975 (23)  ; VAN MEIRVENNE, JANSSENS e t  MAGNUS, 

1975 (65)  (66)  ; CAPBERN, GIROUD, BALTZ e t  MATTERN, 1977 ( 6 )  ; VICKERMAN, 

1978 ( 7 0 ) ) .  

Au c o n t r a i r e ,  d ' a u t r e s  es t iment  que l a  généra t ion  des v a r i a n t s  a  

l i e u  dans un o r d r e  p l u s  ou moins o rgan isé  ; dans c e t t e  hypothèse, l e s  

séquences b io l og iques  j u s q u ' i c i  observées se ra ien t  l e  r é s u l t a t  d 'une sé lec -  

t i o n  s ' exe rçan t  e n t r e  l e s  d i f f é r e n t s  v a r i a n t s  (SOLTYS, 1963 (62 )  ; WATKINS, - 
1964 (71 ) ; SEED e t  GAM, 1966 (58 )  ;, McNEILLAGE e t  HERBERT, 1968 (47)  ; SEED 

e t  EFFRON, 1973 (59)  ; DE RAADT, 1974 (52)  ; CLARKSON, 1976 (8) ; SEED, KEMP 

e t  BROWN, 1977 ( 6 0 ) ) .  

5/ ETUDE DU GENOME 

Les ant igènes v a r i a b l e s  sont  i s s u s  d 'une f a m i l l e  étendue de 

gènes, parmi l esque l s  un seul  e s t  exprimé dans une c e l l u l e  donnée. Le 



mécanisme de l a  v a r i a t i o n  an t igén ique  chez Trypanosoma b ruce i  imp l i que  un 

réarrangement du génome se t r a d u i s a n t  par  l a  d u p l i c a t i o n  du gène expr imé e t  

p a r  l a  t r a n s p o s i t i o n  de c e t t e  cop ie  (WILLIAMS, YOUNG, MARJIWA, 1979 (72)  ; 

HOEIJt4AKERS, FRASCH, BERNARDS, BORST e t  CROSS, 1980 (301, PAYS, VAN 

MEIRVENNE, LE RAY, STEINERT, 1981 ( 4 9 ) ) .  

P lus ieu rs  équipes o n t  ac tue l  1  ement e n t r e p r i  s  1  'é tude  de 1  a  séquen- 

ce nuc léo t i d i que .  E t  récemment, l ' e x i s t e n c e  d 'une  séquence codant pour une 

e x t r é m i t é  C- terminale hydrophobe, non re t rouvée  dans l e s  g l ycop ro té i nes  de 

v a r i a n t s  de Trypanosoma b ruce i ,  a  é t é  rappor tée  par  BOOTHROYD, CROSS, 

HOEIJMAKERS e t  BORST (1980) ( 4 ) .  Selon ces auteurs ,  un précurseur  s e r a i t  

s y n t h é t i s é  en premier, e t  1  ' e x t r é m i t é  hydrophobe a u r a i t  une f o n c t i o n  d '  a t t a -  

chement du r e s t e  de l a  mo lécu le  à l a  double couche l i p i d i q u e  de l a  membrane 

ce1 l u 1  a i r e .  La 1  i b é r a t i o n  de l a  g l ycop ro té i ne  i m p l i q u e r a i t  un c l i v a g e  p ro téo -  

l y t i q u e .  Les r é s u l t a t s  de séquence nuc l  é o t i d i  que jusqu ' à présent  pub1 i és, 

r a p p o r t e n t  1  ' i d e n t i f i c a t i o n  d ' e n v i r o n  150 r é s i d u s  amino ac ides co r res -  

pondant, s o i t  env i ron  l e  t i e r s  C- terminal  des molécules é tud iées  (BOOTHROYD, 

1980 ( 4 )  ; MATTHYSENS, 1981 ( 4 6 ) ) .  



CHAPITRE II 

CARACTERISATION PHYSICO-CHIMIQUE DES ANTIGENES SPECIFIQUES 

DE VARIANTS DE TRYPANOSOMA EQUIPERDUM 

A. INTRODUCTION 

No t re  étude b ioch imique des ant igènes v a r i  ab1 es spéc i f i ques  de 

v a r i a r i t s  (AVS) de Trypanosoma equiperdum f a i t  s u i  t e  aux t ravaux  r é a l i s é s  à 

1 'Uni  v e r s i  t é  de Bordeaux pa r  BALTZ e t  c o l  1 .  ( 1  976) ( 3 1 ,  p u i  s pa r  CAPBERN - e t  

c o l l .  (1977) ( 6 ) .  

A - p a r t i r  de ce  modèle expér imenta l  non pathogène pour 1 'Homme, 

ces auteurs  o n t  c o n t r i b u é  d 'une p a r t  à l a  d é f i n i t i o n  du phénomène de 

v a r i a t i o n  ant igénique,  e t  d ' a u t r e  p a r t ,  à l ' i s o l e m e n t  d ' u n  composant a n t i g é n i -  

que membranaire dont  1 ' é v o l u t i o n  au cours du processus i n f e c t i e u x  permet de 

s u i  v r e  1 e phénomène de v a r i  a t i on ,  v é r i t a b l e  mécani sme de défense du p a r a s i  t e  

v i s - à - v i s  de 1 'hô te .  



Depuis c i n q  ans, une c o l  l a b o r a t i o n  t r è s  é t r o i t e  s ' e s t  é t a b l i e  

e n t r e  ce groupe e t  n o t r e  Uni t é  de Recherches. I n i t i a l e m e n t ,  ce rapprochement 

a v a i t  pour b u t  e s s e n t i e l  de d é f i n i r  l a  composi t ion ch imique de p l u s i e u r s  AVS. 

Très v i t e ,  l e s  études des p r o p r i é t é s  chimiques ou physiques des ant igènes o n t  

f a i t  s u r g i r  d ' a u t r e s  pô les  d ' i n t é r ê t  : p o s s i b i l i t é  de c l  ass i  f i c a t i o n  des 

ant igènes, n o t i o n  de m i  c rohétérogénéi  t é .  En f i n ,  ce t r a v a i  1 r é a l  i sé a permi s 

d ' é t a b l i r  des c r i t è r e s  de pu re té  su r  d i f f é r e n t e s  p répa ra t i ons  qu i ,  re tournées  

à Bordeaux, y permet tent  l e  développement de p ro toco les  de Recherches Immuno- 

1 og i  ques. 

No t re  c o n t r i b u t i o n  personnel 1 e f a i t  immédi atement s u i  t e  aux r e -  

cherches menées au 1 abora to i  r e  pa r  PLANTEY qu i ,  dès 1979 (51 ) , a pu é t a b l i r  

l a  composi t ion chimique de c i n q  AVS d i f f é r e n t s .  LABASTIE e t  c o l l .  (1981) 

(39) ,  f a i s a n t  appel aux techniques radio-immunologiques, on t  pu é t a b l i r  

1 ' ex i s t ence  de r é a c t i o n s  immunologiques c ro i sées  e n t r e  c e r t a i n s  ant igènes. 

Ces r é s u l t a t s  p r é l i m i n a i r e s  nous o n t  i n c i t é  à en t reprendre  une étude s t r u c t u -  

r a l e  de deux ant igènes s p é c i f i q u e s  de v a r i a n t s  ; 1 'un  précoce, 1 ' a u t r e  

t a r d i f .  Le c h o i x  p r é c i s  des deux ant igènes é t a i t  d i c t é  par  l e u r  f a c i l i t é  

r e l a t i v e  de p répara t ion ,  mais auss i  par  l e  f a i t  que ces deux ant igènes 

p résen ten t  jus tement  c e t t e  p r o p r i é t é  évoquée p l u s  haut, de r é a c t i o n  immunolo- 

g i  que. 

Dans ce mémoire, nos r é s u l t a t s  auron t  t r a i t  : 

- à l a  d é f i n i t i o n  ch imique e t  même physico-chimique de t o u t e  une 

s é r i e  d ' an t i gènes  d ' a p p a r i t i o n s  précoce, semi - ta rd ive  e t  t a r d i v e  au cours du 

c y c l e  d ' i n f e s t a t i o n  expér imenta l  ; 

- à une étude b ioch imique s t r u c t u r a l e  (axe p e p t i d i q u e  p r i n c i p a l e -  

ment) d ' u n  t y p e  an t igén ique  p a r t i c u l i e r  d i t  " t y p e  de base", dans 1 a mesure où 

il e s t  l e  premier  à appa ra î t r e  au cours du processus i n f e c t i e u x .  Selon l a  

nomenclature proposée par  LUMSDEN en 1967 (45 ) ,  c e t  an t igène  e s t  r é p e r t o r i é  

BoTat - 1 (Bordeaux Trypanozoon an t  i gen i  c - t ype  1 ) . 



B. PREPARATION DES AVS DE TRYPANOSOMA EOUIPERDUM 

Au cours des d i x  de rn iè res  années, comme nous 1 'avons vu dans l e  

premier  chap i t r e ,  s ' e s t  dégagée progressivement l a  n o t i o n  de g l y c o p r o t é i n e  

quant à l a  na tu re  de l ' a n t i g è n e  v a r i a b l e  de trypanosome. 

Le p r o t o c o l e  t r è s  o r i g i n a l  mis au p o i n t  en 1976 pa r  BALTZ - e t  

c o l  1. ( 3 ) ,  possède l e  double avantage de l a  s i m p l i c i t é  e t  du haut  rendement. 

Il comprend deux étapes e s s e n t i e l  l e s  : 

- une étape de 1 i b é r a t i  on pu i  s de p r é p a r a t i o n  de 1 'ensemble des 

éléments p ro té iques  ou g lycopro té iques  membranaires à p a r t i r  des trypanosomes 

en é t a t  de s u r v i e  ; 

- une étape d ' i so l emen t  e t  de p u r i f i c a t i o n  de 1 ' an t i gène  s p é c i f i -  

que à p a r t i r  de l ' e x t r a i t  b r u t  membranaire e t  d 'é léments cytoplasmiques 

l i b é r é s  par  l a  l y s e  de c e r t a i n s  pa ras i t es .  

Les pa ras i  t e s  son t  obtenus par  i n f e s t a t i o n  i n t r a p é r i  t o n é a l e  de 

r a t s  Wistar ,  de sexe mâle, d ' un  po ids  moyen de 500 g. L ' inoculum, pour  chaque 

animal, correspond en moyenne à 108 trypanosomes appartenant à un clone, 

conservé à -196°C en azote l i q u i d e .  

Très rapidement,  en quelques j o u r s  ( 3  j o u r s ) ,  l a  pa ras i t ém ie  

dev ien t  t r è s  in tense ,  provoquant l a  mor t  de 1 'an imal .  Ces d é l a i s  t r è s  c o u r t s  

e n t r e  1 ' i n o c u l a t i o n  e t  1 a mor t  de 1 ' animal sont  t e l s  qu '  i 1 s ne permet ten t  pas 

l a  v a r i a t i o n  ant igénique.  Dans ces c o n d i t i o n s  expér imentales,  en e f f e t ,  l a  

popu la t i on  p a r a s i t a i r e  p résen te  dans l e  sang des r a t s  au moment du s a c r i f i c e  

e t  du r e c u e i l ,  a pu ê t r e  est imée homogène pour un v a r i a n t  i n o c u l é  donné à 

p l u s  de 99 % (VAN MEIRVENNE e t  c o l l . ,  1975 ( 6 5 ) ) .  

Dans l e  p r o t o c o l e  de BALTZ, 30 r a t s  sont  i n f e s t é s  simultanément à 

p a r t i r  du même inoculum, ce qu i  condu i t  en moyenne à 8. 101° trypanosomes pour  

chaque s é r i e  p répa ra t i ve .  



1 ) P répa ra t i on  des e x t r a i t s  membranaires de Trypanosoma equi  - 
perdum 

A 1 'acmé de l e u r  paras i témie,  l e s  r a t s  sont  1 ' o b j e t  d 'une  ponc- 

t i o n  abdominale qu i  permet de r e c u e i l l i r ,  avec un e x c e l l e n t  rendement, l a  

p l u s  grande q u a n t i t é  de sang i n f e s t é .  Ce sang, p ré l evé  sous héparine, e s t  

d i l u é  de m o i t i é  par  a d d i t i o n  d ' u n  volume éga l  de tampon contenant  NaCl 0,045 

M y  Na H2P04 2H20 0,003 M y  glucose 1 %. L ' a d d i t i o n  après d i l u t i o n  de dex t ran  

(PHARMACIA T500) provoque l a  p r é c i p i t a t i o n  de l a  p l u s  grande p a r t i e  des 

g l obu les  rouges. Les hématies sont écar tées pa r  c e n t r i f u g a t i o n  à basse 

v i t esse .  Le surnageant q u i  c o n t i e n t  l e s  trypanosomes, e s t  p ré l evé  pa r  a s p i r a -  

t i o n  sous v ide.  Il e s t  encore contaminé pa r  une q u a n t i t é  no tab le  des g l obu les  

rouges e t  de ce f a i t ,  soumis à une chromatographie sur  colonne de DEAE 

c e l l u l o s e ,  a jus tée  à pH 8,O se lon  l a  technique de LANHAM e t  GODFREY (1970) 

( 41 ) .  Dans l e s  c o n d i t i o n s  retenues, l e s  g lobu les  rouges demeurent f i x é s  su r  

l a  r és i ne ,  l e s  trypanosomes, non f i x é s ,  son t  é lués.  

Les p a r a s i t e s ,  t o u j o u r s  v i v a n t s  après c e t t e  opérat ion,  dès l o r s  

que t o u t e s  l e s  étapes son t  r é a l i s é e s  à +4"C, sont  l avés  p l u s i e u r s  f o i s  p a r  

l e  précédent tampon avant  d ' ê t r e  r e p r i s  f i na lemen t  dans un tampon phosphate 

0,125 M de pH 5,5 renfermant 1 % de glucose, p u i s  sont  l a i s s é s  une n u i t  à 

+4"C sous a g i t a t i o n  douce. Ce con tac t  provoque l a  l i b é r a t i o n  des ant igènes 

membranai r e s  dans l e  mi 1 i e u .  Une c e n t r i f u g a t i o n  à basse v i t e s s e  e s t  nécessai  - 
r e  pour 1 ' é l i m i n a t i o n  d ' u n  c u l o t  de trypanosomes t o u j o u r s  en su rv i e .  Le 

tampon pH 5,5 e s t  a l o r s  d i a l y s é  con t re  une s o l u t i o n  de NaCl 0,5 M ; il 

correspond en dehors de 1 ' an t i gène  v a r i a b l e  à t o u t e  une s é r i e  de composants 

de n a t u r e  p ro té ique ,  l i p i d i q u e  e t  à un c e r t a i n  nombre d'éléments de n a t u r e  

membranaire ou i n t r a c e l  l u 1  a i r e  don t  1 ' o r i g i n e  e s t  dûe à 1 ' i n é v i t a b l e  l y s e  

ce1 l u 1  a i r e  qu i  a f f e c t e  dans l e s  c o n d i t i o n s  expér imenta les re tenues un t r è s  

f a i b l e  pourcentage de p a r a s i t e s .  

Une u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  ( u l  t r a c e n t r i f u g e u s e  BECKMAN r o t o r  SW40, 

3000 t /min. ,  1 heure) é l i m i n e  l e  m a t é r i e l  i n s o l u b l e  e t  l a i s s e  en s o l u t i o n  

"1 ' e x t r a i t  ant igénique b r u t " .  Ce d e r n i e r  renferme, en dehors de 1 'AVS,  des 

ant igènes communs d ' o r i g i n e  cytoplasmique que BALTZ e t  c o l l .  (1976) ( 3 )  o n t  

pu m e t t r e  en évidence en immunoélectrophorèse e t  s u r t o u t  en é lec t rophorèse  de 

g e l  de po lyacry lamide.  



, 
2 )  Iso lement  e t  o u r i f i c a t i o n  de 1'AVS à o a r t i r  de l ' e x t r a i t  

membranai r e  

Les ant igènes spéc i f i ques  de v a r i  an ts  sont  séparés des ant igènes 

communs en f a i s a n t  appel â l a  chromatographie d ' a f f i n i t é  sur  co lonne de 

Sepharose Concanaval i ne A. Leur na tu re  g l ycop ro té i que  (comme i 1 sera  démontré 

dans l e  c h a p i t r e  t r a i t a n t  de l a  composi t ion chimique des AVS), l e u r  r i c h e s s e  

en mannose, sont  à l ' o r i g i n e  du haut  rendement p r é p a r a t i f  de c e t t e  étape. 

La chromatographie e s t  condu i te  en deux temps. 

30 m l  d ' e x t r a i t  b r u t  sont  déposés sur  une colonne de 10 m l  de 

Sepharose Concanavaline A é q u i l i b r é e  en NaCl 0,5 M. Les ant igènes communs, 

non re tenus  pa r  l a  l e c t i n e ,  sont  en t ra înés  pa r  l a  s o l u t i o n  de NaCl 0,5 M 

( E l u a t  1 ) .  Ce t t e  é l u t i o n  en tampon d ' é q u i l i b r e  e s t  s u i v i e  pa r  l e c t u r e  de 

l ' a b s o r p t i o n  dens i tomét r ique  à 280 nm. 

Lorsque c e t t e  abso rp t i on  dev ien t  n u l l e ,  l a  chromatographie e s t  

p o u r s u i v i e  à 1 ' a i d e  d 'une s o l u t i o n  de NaCl de même m o l a r i t é  e n r i c h i e  à 10 % 

(P/V) de alpha-méthyl -D-mannoside ( E l u a t  I I ) .  Cet é l u a t ,  qu i  c o n t i e n t  1 ' a n t i -  

gène v a r i  able, e s t  d i  a l ysé  abondamment c o n t r e  de 1 'eau dés i  on i  sée avant 

d ' ê t r e  soumis à une l y o p h i l i s a t i o n .  

Un c o n t r ô l e  des p répara t ions  e s t  r é a l i s é  à chaque é tape  de ce 

p ro toco le .  La p r é p a r a t i o n  dlAVS obtenue se t r o u v e  dans un é t a t  de p u r e t é  t r è s  

s a t i s f a i s a n t  ; comme il e s t  montré f i g u r e  3 une seu le  bande e s t  v i s i b l e  en 

é lect rophorèse,  e l l e  possède d ' a u t r e  p a r t  une homogénéité "immunologique". 

Au t o t a l ,  30 r a t s  ayant l i v r é  8 . 1 0 ~ ~  trypanosomes, assuren t  100 

mg d ' é c h a n t i l l o n  p u r i f i é  dlAVS. 

Ce t t e  techn ique  p r é p a r a t i v e  a pu ê t r e  appl iquée à t o u t e  une s é r i e  

de c lones  r e p r é s e n t a t i f s  de trypanosomes appara issant  au début, au cours  ou à 

l a  phase u l t i m e  de l a  malad ie  p a r a s i t a i r e  du l a p i n  i n f e s t é  par  Trypanosoma 

equiperdum. Nous avons a i n s i  pu d isposer  en q u a n t i t é  s u f f i s a n t e  de 9 an t i gè -  

nes spéc i f iques  de v a r i a n t s  : BoTat-1 (an t i gène  de base),  BoTat-2, 3, 4 



DETERMINATION DE LA MASSE MOLECULAIRE DES AVS DE VARIANTS 

DE TRYPANOSOMA €QU1 PERDUM 

E l  ectrophorese en gel de pol yacryl ami de 
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(an t igènes  précoces) ,  BoTat-78, 100 (an t igènes  in te rméd i  a i r e s ) ,  BoTat-20, 51, 

28 (ant igènes s e m i - t a r d i f s  ou t a r d i f s ) .  Dans t ous  l e s  cas, l e s  10 à 20 mg 

nécessai res pour  1  ' é t a b l  i ssement de 1 a composi t ion chimique e t  des études 

physico-chimiques, on t  correspondu à un seul  l o t  p r é p a r a t i f .  Dans deux cas, 

c e l u i  de BoTat-1 e t  de BoTat-28, p l u s i e u r s  l o t s  p r é p a r a t i f s  on t  é t é  cornparés, 

t r a v a i  1  qu i  a  démontré une e x c e l l e n t e  r e p r o d u c t i b i l i t é  dans l a  q u a l i t é  du 

m a t é r i e l  p u r i f i é .  

C) ETUDE DES PROPRIETES PHYSICOCHIMIQUES DES AVS DE TRYPANOSOMA EQUIPERDUM 

L ' é t u d e  a comporté l e s  dé te rmina t ions  su ivan tes  : 

* Sur l e  p l a n  des p r o p r i é t é s  physiques : 

- e s t i m a t i o n  de l a  masse m o l é c u l a i r e  

- dé te rm ina t i on  de l a  v a l e u r  du p o i n t  i s o é l e c t r i q u e  

- étude de l a  s t r u c t u r e  secondai re  en d ichroïsme c i r c u l a i r e  

* Sur l e  p l a n  des p r o p r i é t é s  chimiques 

- composi t ion en ac ides ami nés (hydro lyse  chimique, hydro lyse  

t o t a l e  enzymatique) 

- composi t ion en sucre 

- i d e n t i t é  de l ' a c i d e  aminé en p o s i t i o n  N- te rmina le  

- recherche de 1 ' ac i de  aminé en p o s i t i o n  C- te rmina le  (méthode 

chimique, méthodes enzymatiques) 

1  ) Etude des p r o p r i é t é s  physiques 

a )  Dé te rmina t ion  de 1 a masse mo lécu la i r e  

La dé te rm ina t i on  de 1 a masse mo lécu la i r e  apparente a é t é  r é a l i s é e  

pa r  é lec t rophorèse  en g r a d i e n t  de g e l  de po lyacry lamide en présence de SDS. 

Les c o n d i t i o n s  expér imenta les re tenues sont  d é t a i l l é e s  dans l ' a p p e n d i c e  t ech -  

nique. Les méthodes de c a l c u l  re tenues y f i g u r e n t .  Une s é r i e  de témoins de 

masses mo lécu la i r es  connues, de va leu rs  comprises e n t r e  14400 e t  97000, a  é t é  

u t i  1  i sée. Les va leu rs  t rouvées  pour 1  ' ensembl e  des AVS é t u d i é s  son t  compri ses 



e n t r e  52000 e t  56000. Dès 1  'examen du g e l  ( f i g u r e  31, il e s t  p o s s i b l e  de 

n o t e r  une c e r t a i n e  hé té rogéné i té  de masse mo lécu la i r e  qu i  ne dépasse pas 10 % 

de l a  va leu r  ca lcu lée .  Ces d i f f é r e n c e s  d ' un  an t igène  v a r i a b l e  à 1  ' a u t r e  

peuvent ê t r e  1  a  t r a d u c t i o n  : 

- d ' une  d i f f é r e n c e  s t r u c t u r a l e  d ' o r i g i n e  génét ique. La t r a d u c t i o n  

du gène abou t i ssan t  à un c o n s t i t u a n t  de moindre t a i l l e .  

- d 'une  p ro téo l yse  p a r t i e l l e  pouvant s u r v e n i r  au cours du p r o t o -  

c o l e  p r é p a r a t i f ,  pendant l e  con tac t  des p a r a s i t e s  avec l e  

tampon g lucose pH 5,5. Nous avons d é j à  s i g n a l é  1  ' obse rva t i on  

d ' une  l y s e  d ' u n  p e t i t  nombre de p a r a s i t e s  ; c e t t e  d e s t r u c t i o n  

c e l l u l a i r e ,  même l i m i t é e ,  a  pour conséquence p o s s i b l e  une 

1  i b é r a t i o n  dans l e  m i l i e u  d'enzymes p r o t é o l y t i q u e s  d ' o r i g i n e  

plasmique ou l ysosomia le  qu i  se ra ien t  a c t i v é s  à pH 5,5. Ce 

p o i n t  sera d i s c u t é  p l u s  l o i n .  Disons que nos r é s u l t a t s  tendent  

à i n f i r m e r  c e t t e  hypothèse dans l e  cas de BoTat-1 où aucune 

coupure n ' a  é t é  observée d ' u n  l o t  à l ' a u t r e .  Tou te fo i s ,  c e c i  

ne p ré juge  pas du cas des au t res  AVS de l a  v a r i a t i o n .  

A joutons que, récemment, BOOTHROYD e t  c o l l .  (1980) (41, en é tu -  

d i a n t  l a  séquence n u c l é o t i d i q u e  du gène d ' u n  AVS, o n t  démontré, chez Trypano- 

soma b ruce i  , 1  ' e x i  stence d  ' une séquence en ami no-aci  des C-termi na1 e  hydropho- 

be. C e t t e  e x t r é m i t é  n ' é t a n t  pas re t rouvée  su r  l ' a n t i g è n e  v a r i a b l e  p u r i f i é ,  

ces au teurs  soulèvent  1  'hypothèse d 'une p ro téo l yse  phys io l og ique  au n iveau  

membranaire, hydro lyse  de l ' a x e  p e p t i d i q u e  venant précèder  ou é t a n t  à l ' o r i g i -  

ne de l a  l i b é r a t i o n  de l ' a n t i g è n e  v a r i a b l e  dans l e  m i l i e u  ambiant. 

- d ' u n  a r t e f a c t  dû à l a  c o n f i g u r a t i o n  m o l é c u l a i r e  d i f f é r e n t e  des 

AVS en t re  eux. Parmi l e s  r é s u l t a t s  e n r e g i s t r é s  au cours des 

études en d ichroïsme c i r c u l a i r e ,  l ' é v i d e n c e  de d i f f é r e n c e s  

n e t t e s  de c o n f i g u r a t i o n  t r i d i m e n s i o n n e l l e  de c e r t a i n s  ant igènes 

a  pu ê t r e  démontrée. C ' e s t  l e  cas, pa r  exemple pour BoTat-1, 

BoTat-4, BoTat-20, BoTat-28. Dans l e  b u t  d ' e s t i m e r  à son impor- 

tance  1  ' i n f  1  uence éventuel  1  e  de ce f a c t e u r ,  nous avons comparé 

l e  comportement de BoTat-1 e t  de BoTat-28 à 1  ' é t a t  n a t i f  e t  

après r é d u c t i  on-a l  k y l  a t i  on. Des d i f f é r e n c e s  cons idérab les  de 

"masse mol écu1 a i r e "  on t  é t é  enregi  s t rées .  Pour BoTat-1 , 1  a  

v a l e u r  passe de 53000 à 61000 pour l a  forme r é d u i t e .  Dans l e  



cas de BoTat-28, l a  masse m o l é c u l a i r e  v a r i e  de 59000 à 67000. 

Ce t r a i t e m e n t  chimique qui  n ' e n t r a î n e  que quelques mod i f i ca -  

t i o n s  de charges, ne peut  ê t r e  seu l  responsable d 'une v a r i a t i o n  

aussi  grande. De p lus ,  l e s  pon ts  d i s u l f u r e  en t a n t  que t e l s ,  

sont  d é j à  soumis dans l e s  techn iques  c lass iques  à une réduc- 

t i o n ,  l a  m i g r a t i o n  s ' e f f e c t u a n t  en m i l i e u  réduc teur .  Il e s t  

i n t é r e s s a n t  auss i ,  de no te r  que pour  BoTat-1 e t  BoTat-28, une 

même d i f f é r e n c e  de 8000 e s t  en reg i s t r ée .  

- d 'un  a r t e f a c t  dû au ca rac tè re  g l y c o s y l é  de 1 'AVS.  Nous ver rons  

dans l e  c h a p i t r e  des p r o p r i é t é s  chimiques des AVS que ces 

c o n s t i t u a n t s  membranaires possèdent de 7 à 8  % d 'oses combi- 

nés. On c o n n a î t  maintenant AUBERT e t  c o l l .  (1976) ( 1  ) - 
AUBERT e t  c o l  1. (1980) ( 2 ) )  l a  n o t i o n  de pos i t ionnement  p e r i -  

phér ique des glycannes dans une g lycopro té ine .  La ou l e s  

chaînes o s i  d i  ques " p o i n t e n t "  généralement à 1  ' e x t é r i e u r  du 

volume occupé par  1  a  masse pep t i d i que .  Nous savons auss i  

1  ' importance du  v o l  ume occupé pa r  1  es chaînes de sucres compa- 

ra t i vement  à c e l u i  de 1 'axe pep t i d i que .  

En conc lus ion  de ces dé te rmina t ions  e t  de 1 a d i scuss ion  c i -dessus 

exposée, nous re t i end rons  dans l a  s u i t e  de c e t  exposé comme va leu r  de 

ré fé rence ,  1  a  va leu r  de masse mol écu1 a i r e  détermi  née sur  échant i  11 on non 

m o d i f i é  c h i  m i  quement. Nous aurons 1 'occas ion de montrer  que ce  paramètre 

s 'accorde  avec l 'ensemble de nos r é s u l t a t s  : nombre de rés idus  ac ides  aminés, 

nombre d 'oses combinés, nombre de fragments après coupures chimiques s p é c i f i -  

ques d ' un ac ide  ami né ( t ryptophane,  mét h i  on i  ne) .  

b )  Détermi n a t i  on du p o i  n t  i soél e c t r i  que des AVS de Trypanosoma 

equi perdum 

La dé te rm ina t i on  des p o i n t s  i soé lec t r i ques  de d i f f é r e n t s  v a r i a n t s  

de Trypanosoma equiperdum a é t é  r é a l i s é e  dans l e  double b u t  : 



- de c o n t r ô l e r ,  à t r a v e r s  l e  p o i n t  i s o é l e c t r i q u e  expér imenta l  e t  

l e  p o i n t  i s o é l e c t r i q u e  c a l c u l é  à p a r t i r  des r é s u l t a t s  de compo- 

s i t i o n s  en ac ides aminés, l e  dégré d ' a m i d i f i c a t i o n  des ac ides 

ami nés d i ca rboxy l  iques  ( c f .  c h a p i t r e  composi t ion ch im ique) .  

- de t r o u v e r  l à  un procédé éven tue l  de c l a s s i f i c a t i o n  des AVS, l a  

masse mo lécu la i r e ,  à e l l e  seule,  ne permet tant  pas de s i t u e r  un 

an t igène  au cours de l a  v a r i a t i o n  an t igén ique .  

La dé te rm ina t i on  des p o i n t s  i s o é l e c t r i q u e s  des ant igènes de 

BoTat-1, 2, 3, 4, 78, 100, 20, 51 e t  28 a é t é  r é a l i s é e  par  i s o é l e c t r o f o c a -  

l i s a t i o n  sur  ge l  de po lyacry lamide  en g r a d i e n t  de pH. Un g r a d i e n t  de pH e n t r e  

l e s  va leurs  pH 3-pH 10 a é t é  re tenu.  Les r é s u l t a t s  e n r e g i s t r é s  ( f i g u r e  4 )  

montrent  de grandes d i f f é r e n c e s  d ' u n  AVS à 1 'au t re ;  Les molécules l e s  p l u s  

basiques correspondant à BoTat-1 e t  s u r t o u t  BoTat-28, l e s  molécules l e s  p l u s  

ac ides é t a n t  représentées pa r  BoTat-20 e t  BoTat-51. Les va leurs  obtenues pour  

BoTat-100, BoTat-2, 3, 4 e t  78 é t a i e n t  i n t e r m é d i a i r e s  (Tableau 1 ) .  11 f au t  

n o t e r  que, se lon  1 'ant igène,  on observe un nombre p l u s  ou moins grand de 

bandes é l  ec t ropho ré t  i ques. Dans 1 a p l  u p a r t  des cas, une q u a n t i f i c a t i o n  de 

1 ' impor tance r e l a t i v e  des bandes a pu ê t r e  r é a l i s é e .  Ces données c h i f f r é e s  

f i g u r e n t  dans l e  t a b l e a u  1. Pour BoTat-1 parmi 4 bandes, 1 'une d ' e n t r e  e l l e s ,  

pHi 8,3 représen te  60 % de 1 'ensemble. Dans l e  cas de BoTat-28, 6 bandes 

peuvent ê t r e  décelées : l ' u n e  majeure de pHi 8,7 correspond à 58 % ; deux 

au t res  t r è s  v o i s i n e s  pHi 8,4 e t  8, l  couvren t  32 %. La d i s p e r s i o n  peu t  ê t r e  

p l u s  impor tante,  l e  p l u s  grand nombre de bandes a é t é  e n r e g i s t r é  

pour BoTat-2 : 8 f r a c t i o n s  sont  en reg i s t r ées  dont  5 représen ten t  92 %. Le cas 

l e  p l u s  s imple e s t  sans con tes te  c e l u i  de BoTat-20 où seules deux bandes son t  

perçues d ' éga le  d ' i n t e n s i t é ,  pour des v a l e u r s  proches de pHi respect ivement  

de 5,1 e t  4,9. 

Les va leu rs  de pHi dominantes o n t  é t é  l e s  su ivantes : 

BoTat-1 pHi 8,3 

BoTat-2 pHi compris e n t r e  7,9 e t  7,2 

BoTat-3 pHi compris e n t r e  7,9 e t  5,7 



DETERMINATION DU pH 1 DES AVS DE VARIANTS DE TRYPANOSOMA EQülPERWM 

FIGURE 4 
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VALEURS DE POINTS ISOELECTRIQUES DES ANTIGENES VARIABLES 

(pourcentage de r é p a r t i t i o n  des d i f f é r e n t e s  formes mol écu1 a i r e s )  

BoTat-3 pHi 7 ,9  7 , 7  6 , l  5 , 9  5 , 8  5 ,7  

% Non quan t i  f i ab1 e 

BoTat-4 pHi 7 , 7  7 , 5  7 , 2  5 , 9  5 , 8  5 ,7  5 , 6  

% Non q u a n t i f i a b l e  

Tableau 1 



BoTat-4 pHi compris e n t r e  7,7 e t  5,7 

BoTat-78 pHi compris e n t r e  5,9 e t  5,6 

BoTat-100 3  va leu rs  d i s t i n c t e s  de pHi 8,5 - 7 - 6 e t  7,3 - 7,l 

BoTat-20 2 va leu rs  de pHi 4,9 e t  5,1 

BoTat-51 pHi 5,3 

BoTat-282 v a l e u r s  d i s t i n c t e s  pHi 8,7 e t  8,4. 

De ces données expér imentales,  nous r e t i e n d r o n s  1  ' e x i s t e n c e  d '  une 

microhétérogénéi t é  mol écu1 a i r e  pour 1  aquel 1  e  d i f f é r e n t e s  hypothèses peuvent 

ê t r e  évoquées : l égè re  d i f f é r e n c e  dans 1  e  s q u e l e t t e  p e p t i d i  que ( m u t a t i  ons 

ponc tue l  l e s  ? )  ; v a r i a t i o n s  dans l e  degré d ' a m i d i f i c a t i o n  ( d i f f é r e n c e s  dans 

1  ' impor tance des acides aminés a m i d i f i é s  au cours de l a  b iosyn thèse  ou 

désamidat ion r e l a t i v e  au cours de 1  a  conserva t ion  des échant i  1  l o n s )  , d i  f féren-  

ce dans 1  a  c o n f i g u r a t i o n  t r i d imens ionne l  l e  de 1  a  g l y c o p r o t é i  ne ( d é n a t u r a t i o n  

p l u s  ou moins impor tan te  au cours des étapes de p u r i f i c a t i o n ,  de d i a l y s e  ou 

de l y o p h i  1  i s a t i  on) ,  microhétérogénéi  t é ,  dans l e s  enchaînements p o l y s a c c h a r i d i  - 
ques ( v a r i  a t i  on dans 1  e  nombre des r é s i  dus o s i  d i  ques, d i f f é r e n c e  d  ' anoméri e  

ou de s u b s t i t u t i o n  pour 1  es 1  i a i  sons o s i  d i  ques) , e n f i n ,  p e u t - ê t r e  d i f f é rence  

dans l e  nombre des s i t e s  de g l y c o s y l a t i o n .  

Globalement, nous re t i end rons  l a  grande d i f f é r e n c e  de v a l e u r  de 

p o i n t  i s o é l e c t r i q u e  d ' u n  AVS à 1  ' au t re .  Dans l e  c h a p i t r e  des composi t ions 

chimiques, ces r é s u l t a t s  se ron t  d iscu tés .  S ignalons dès maintenant 1  a  c o r r é l a -  

t i o n  t r è s  é t r o i t e  e n t r e  l a  r i chesse  r e l a t i v e  en asparagine, g lu tamine  e t  l e  

c a r a c t è r e  basique r e l a t i f  de ces g l ycop ro té i nes .  

En f in ,  ces d i f f é r e n c e s  de va leu rs  de p o i n t  i s o é l e c t r i q u e  d ' u n  AVS 

à l ' a u t r e ,  en première analyse, ne semblent pas l i é e s  au moment d ' a p p a r i t i o n  

de 1'AVS au cours du c y c l e  i n f e c t i e u x .  

c )  Etude de l a  s t r u c t u r e  secondai re  des AVS par  d ich ro ïsme * 
c i r c u l a i  r e  

* 
Nous remercions Monsieur J. P. AUBERT, Chargé de Recherches INSERM (Uni t é  

N0124) pour a v o i r  r é a l i s é  1  'ensemble de ces études physiques des AVS p a r  

d ichroïsme c i r c u l a i r e .  



Les dé te rmina t ions  de spect res d i ch ro iques  on t  é t é  p ra t i quées  

su r  une s é r i e  dlAVS correspondant aux v a r i a n t s  BoTat-1, 2, 3, 4, 20, 28, 51, 

78 e t  100. Les spec t res  o n t  é t é  obtenus se lon  un p r o t o c o l e  d é c r i t  dans 

1 'appendice technique.  

Nous présentons ( f i g u r e  5 )  1  es p r i  n c i  paux spect res c a r a c t é r i  s t i  - 
ques de chacune des ca tégo r i es  d'AVS. Une q u a n t i f i c a t i o n  de l ' i m p o r t a n c e  

r e s p e c t i v e  de s t r u c t u r e s  a lpha h é l i c o ï d a l e s ,  en f e u i l l e t s  p l i s s é s  b ê t a  e t  

e n f i n  de bê ta  t u r n  ou /e t  de s t r u c t u r e  inorgan isée ,  e s t  présentée dans l e  

Tableau 2. 

Il appa ra î t  que l e s  ant igènes peuvent ê t r e  d i s t i n g u é s  en 4  

groupes t r è s  nettement d i s t i n c t s  quant à l e u r  s t r u c t u r e  secondaire : 

- l e  groupe 1  représen té  dans n o t r e  s é r i e  a n a l y t i q u e  p a r  1  ' A V S  

"du t y p e  de base", présente comme élément c a r a c t é r i s t i q u e  un 

pourcentage de p rès  de 50 % de s t r u c t u r e  a lpha h é l i c o ï d a l e .  

- l e  groupe 2  d é f i n i  à t r a v e r s  BoTat-28, représen te  un t y p e  

d ' o r g a n i s a t i o n  t o u t - à - f a i  t o r i g i n a l  pa r  r a p p o r t  à BoTat-1 ; on 

no te  un pourcentage é levé  de c o n f i g u r a t i o n  bê ta  t u r n  ou /e t  de 

domaines inorgan isés .  Ce t t e  rubr ique ,  en e f f e t ,  a t t e i n t  p rès  

de 45 % du t o t a l .  

- l e  groupe 3  qu i  comprend l e  p l u s  grand nombre d ' an t i gènes  

é tud iés  (an t igènes  précoces ou s e m i - t a r d i f s ) ,  se c a r a c t é r i s e  

p a r  une p r o p o r t i o n  sensiblement équ i va len te  de s t r u c t u r e  h é l i  - 
co ida le ,  en f e u i l l e t s  p l i s s é s  e t  e n f i n  de coude b ê t a  ou zones 

i norgani  sées. 

- l e  groupe 4, qu i  e s t  représen té  par  p rès  de 50 % de s t r u c t u r e  

en f e u i l l e t s  p l i s s é s  bêta,. a p p a r a i t  comme é t a n t  l e  p l u s  "orga- 

n i s é " .  BoTat-20 e t  51, ant igënes t a r d i f s ,  cor respondent  à ce 

groupe. 



S P E C T R E S  DICHROIQUES DES AVS DE VARIANTS DE 

T R Y P A N O S O M A  E Q U T P E R P U M  

- B o T a t  - 1  

,,,,,,,, BoTa t -78 

-. -. -.-. BoTa t -28 

,,,, BoTa t -51 

Figure 5 
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AVS de variants 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
BoTat- 1 

E V A L U A T I O N  DE L A  STRUCTURE SECONDAIRE 

DES A V S  DE V A R I A N T S  DE 

TRYPANOSOMA EQUIPERDUM 

Hélice a Feui 1 l e t s  
pli ssés 

Structure 
i norgani sée 
e t  P turn 

------------------ 
26 % 

Tableau 2 



Les spectres di chroîques sembl ent donc bien d ' u n  grand i ntérêt . 
Les différences profondes de configuration sont à rapprocher des hypothèses 
formulées concernant 1 es "différences de t a i  1 l e  mol écu1 aire"  observées en gel 
de polyacrylamide. Les variations de structure secondaire apparaissent aussi 
capables d'expliquer l a  microhétérogénéité signalée lors  des déterminations 
de point i soélectrique. Nous ne pouvons actuel lement s a i s i r  pleinement 1 'im- 
portance de ces résul ta ts .  La poss ib i l i té  de réactions croisées entre t e l  ou 
t e l  antigène e s t  conditionnée par ces aspects structuraux. De même, l 'expres- 

sion en périphérie du ou des s i t e s  antigéniques communs dépend de ce facteur 
t r i  di mensi onnel . 

2 )  Etude des propriétés chimiques 

a )  Composition en acides aminés 

Les dèterminations de composition en acides aminés ont é t é  entre- 

prises à 1 'aide de plusieurs protocoles expérimentaux q u i  permettaient selon 
les cas : 

- l 'obtention par cinétique d'hydrolyse d'une meilleure l ibéra- 
tion de l'ensemble des acides aminés. 

- l a  protection de certains acides aminés : par exemple transfor- 
mation des résidus de cystéine en acide cystéique. 

- l e  dosage du tryptophane u t i l i san t  l a  méthode à 1 'acide bêta- 
mercaptosulfonique. 

- 1 a détermination préci se du pourcentage d '  acide asparti que ou 
d'acide glutamique sous forme d'asparagine ou de glutamine 
(hydrolyse enzymatique to t a l e  par action successive de 1 a 
pronase, puis de 1 'aminopeptidase M )  ; dans ce cas précis, 
une séparation en tampon lithium a é t é  mise au point sur 
analyseur Beckman Multichrom B.  



Lorsque l e s  q u a n t i  t é s  d ' échan t i  1  l o n  o n t  permis 1  'ensemble de ces 

dé te rmina t ions ,  nous avons pu, en tenan t  compte de l a  va leu r  de l a  masse 

mo lécu la i r e ,  p résen te r  l e s  r é s u l t a t s  en nombre de moles d ' ac i des  aminés p a r  

mole de g l ycop ro té i ne  (Tableau 3 ) .  Tou te fo is ,  dans bon nombre de cas, seu le  

l ' h y d r o l y s e  HC1 (5,6 N 24 h  110°C) a  é t é  poss ib l e .  Les r é s u l t a t s  son t  a l o r s  

présentés en nombre de r é s i d u s  pour  100 rés idus  amino ac ides dosés (Tableau 

4 )  ou en micromoles par  gramme (Tableau 5 ) .  Ces d i f f é r e n t e s  p résen ta t i ons  

o f f r e n t  l ' a van tage  de p o u v o i r  comparer t r è s  rapidement l e s  composi t ions 

chimiques des d i f f é r e n t s  AVS. L'examen des tab leaux  suggèrent en e f f e t  l e s  

remarques su i  vantes : 

* La composi t ion en ac ides aminés, b i e n  que d i f f é r e n t e  se lon  l e s  

AVS cons idérés,  appara î t  cependant c a r a c t é r i s t i q u e  e t  r e p r é s e n t a t i v e  de l a  

p o p u l a t i o n  des ant igènes v a r i a b l e s .  Nous noterons l a  r i chesse  en ac ides 

ami nés d i ca rboxy l  iques ( a c i d e  aspar t ique,  ac ide  g lu tamique) ,  mais s u r t o u t  

l ' i m p o r t a n c e  q u a n t i t a t i v e  des r é s i d u s  d ' a l a n i n e  e t  de l y s i n e .  

* La q u a n t i t é  de l e u c i n e  peut ê t r e  auss i  notée. S i  nous f a i s o n s  

excep t i on  des cas p a r t i c u l i e r s  représentés pa r  BoTat-20 e t  BoTat-51, il 

semble p o s s i b l e  d 'évoquer une r e l a t i o n  e n t r e  l e  t aux  de l e u c i n e  e t  1  ' o r d r e  

d ' a p p a r i t i o n  des AVS au cou rs  du processus i n f e c t i e u x .  Nous savons l e  r ô l e  

que peu t  également j oue r  c e t  ac i de  aminé hydrophobe dans 1  ' o r g a n i s a t i o n  

mol écu1 a i r e ,  dans 1  e  t ype  de s t r u c t u r a t i o n  de 1  a  g l y c o p r o t é i  ne membranai re .  

* L ' a t t e n t i o n  peu t  également se p o r t e r  ve rs  l e s  ac ides  amines 

sou f rés .  Le nombre de r é s i d u s  de c y s t é i n e  e s t  t r è s  v a r i a b l e .  L ' e x i s t e n c e  de 

nombreux ponts  d i s u l f u r e  peu t  ê t r e  supposée b i e n  que l e s  r é s u l t a t s  de 

d ichroïsme c i r c u l a i r e  on t  nuancé, l e  r ô l e  p o s s i b l e  des rés idus  de c y s t é i n e  

dans l a  s t r u c t u r e  t r i d i m e n s i o n n e l l e  des AVS. 

* En f i n ,  l a  p o s s i b i l i t é  d ' é t a b l i r  une es t ima t i on  q u a n t i t a t i v e  

p r é c i s e  de 1  'asparagine e t  de l a  glutamine, o f f r e  un moyen de c o n t r ô l e  des 

dé te rm ina t i ons  physiques de p o i n t  i s o é l e c t r i q u e .  Précédemment en e f f e t ,  nous 

avons rappo r té  1  es va leu rs  t r è s  d i f f é r e n t e s  de p o i  n t  i s o é l e c t r i  que enreg i  s- 

t r é e s  pour des AVS é tud iés .  Dans deux cas, BoTat-1 e t  BoTat-28, nous avons pu 

comparer d 'une p a r t  l a  v a l e u r  e n r e g i s t r é e  à p a r t i r  des r é s u l t a t s  d ' é t u d e  en 



COMPOSITION EN ACIDES AMINES DES GLYCOPROTEINES 

PURIFIEES DE VARIANTS BoTat-1 e t  BoTat-28 

I I 
1 Ac ides aminés * 1 BoTat-1 1 
l I I 

BoTat-28 1 
I I _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ - - - - - -  

1 ASP 

ASN 

THR 

SER 

GLU 

GLN 

PRO 

GLY 

AL A 

VAL 

4 CYS 

MET 

1 LE 

LEU 

TYR 

PHE 

LYS 

H I S  
I 
I 

TRP 

1 ARG 
I 
I 
I 

* Résu l t a t s  exprimés en mole pa r  mole de g l y c o p r o t é i n e  ( l e s  po ids  mo lécu la i r es  

r e s p e c t i  vement de 53000 ( BoTat-1 ) e t  59000 ( BoTat-28) détermi  nés p a r  é l  ect ropho-  

r è s e  en ge l  de po lyacry lamide  SDS moins l e  po ids  de sucre ( 8  %)  o n t  é t é  

u t i l i s é s  pour l e  c a l c u l .  
/L-, ?, 

1 :: 
'1,:-: * Tableau 3 



COMPOSITION EN ACIDES AMINES DE GLYCOPROTEINES PURIFIEES DE VARIANTS DE îRPANOSOM4 EQVIPERDUM 

Acides 1 BoTat-1 BoTat-2 BoTat-3 BoTat-4 / BoTat-78 / BoTat-100 

aminés * 
------------- 

AS P 

THR 

SER 

GLU 

P RO 

GL Y 

ALA 

VAL 

3 CYS 

MET 

ILE 

LEU 

TYR 

PHE 

LYS 

H 1 S 

TRP 

ARG 

---------- 
1 O, 32 

11 ,O7 

5,91 

13,62 

2,54 

6,99 

13,02 

3,73 

2,15 

Traces 

3,18 

6,98 

2,49 

1,95 

11,86 

2 ,O3 

0,40 

1,76 

* Valeurs  exprimées en r é s i d u s  pour  100 r é s i d u s  d ' a c i d e s  aminés dosés. 
ND : non dosé 

Traces 

3,Ol 

7,07 

2,17 

1,87 

12,34 

1,29 

Tableau 4 



COMPOSITION EN ACIDES AMINES DE GLYCOPROTEINES PURIFIEES DE VARIANTS DE TRPANOSOM4 EQUIPERDUM 

1 Acides 1 BoTat-1 1 
I 

BoTat-2 1 BoTat-3 1 BoTat-4 1 BoTat-78 1 B o ~ a t - 1 0 0  1 BoTat-20 1 BoTat-51 1 
I l I I l I 

BoTat-28 1 
1 am inés*  1 I 
I I I I I I I I I l 

i 
1 - ------------ 1 - - - - - - - - - - I - - - - - - - - - - I - - - - - - - - - - ~ - - - - - - - - - - ~ - - - - - - - - - - - ~ - - - - - - - - - - - ~ - - - - - - - - - - [ - - - - - - - - - - - - ~ - - - - - - - - - - - - -  1 

i 
1 ASP 
I 

1 974 ,881 670,32 1 689,55 1 941,25 1 730,74 1 963,55 1 1047,90 1 1071.06 1 906,89 1 
1 THR 

I l I I I I I I I I 
1 649.35 1 856,23 1 740.01 1 790.75 1 835,42 1 923.76 1 1056,38 1 882,05 1 919.07 1 

1 SER 
I 

1 395,04 1 552,18 1 395,05 1 518.63 1 412,08 1 389,04 1 332,23 1 511,26 1 510,69 1 
1 GLU 

I I I I I l I I I 
( 809,80 1 988,92 1 909.58 1 1228.41 1 1132,91 1 1182,57 1686.41 1 1392.77 1 940.28 1 

1 PRO 
l 

1 262,91 1 289.71 1 169 ,891 470,841 254,11 1 515,95 1 380,65 1 394,52 1 302.15 1 
1 GLY 

I I I I I I l l I I 
1 581,07 1 501.03 1 467,49 1 514.54 1 524,79 1 626,42 1 731,75 1 658,86 1 725.97 1 

1 ALA 
I 

1 1103.47 1 1200,85 1 870,41 1 1306,85 1 1124,63 1 1158,59 1 1171,45 1 1187,03 1 1277,06 1 
1 VAL 

I I I I I l I I I l 1 189,11 1 259,76 1 249,OO 1 149,68 1 256,32 1 244,09 1 407,52 1 273,71 1 276,25 1 
1 $CYS 1 159 ,681 96,13 1 143,49 1 109,09 1 99,63 1 115,84 1 116,50 1 141,06 1 155,84 1 
l 1 MET 

I I I I I I I I l l 1 82,21 1 47,12 1 Traces 1 114,60 1 70,81 1 42.70 1 Traces 1 43.67 1 28.41 1 
' ILE i 1 172,17 1 327,76 1 212,82 1 426,57 1 279,97 1 248,49 1 300,51 1 278.00 1 282,88 1 
1 LEU 

I I I I I l I I 1 I 
1 667,94 1 609.13 1 466,25 1 632 ,341 505,90 1 469,92 1 706.87 1 796,42 1 361,35 1 

1 TYR 
1 

1 160 ,241 208,031 166,75 1 267.27 1 162.88 1 235,76 1 217.11 1 206,96 1 153,07 1 
1 PHE 

I I I I I I 1 l I I 
1 156,05 1 127,33 1 130,43 1 236,29 1 241.36 1 168,62 1 186,98 1 323,Ol 1 201,18 1 

1 LYS 
I 

1 588,46 1 764,56 1 792.78 1 982,44 1 925,50 1 992.57 1 1232,56 1 1135.52 1 814,77 1 
1 HIS 

l I I I I I I I I l 1 41,30 1 161,46 1 135,81 1 145.18 1 111,95 1 240,13 1 128,79 1 150,88 1 41.80 1 
1 TRP 
I 

1 37,49 1 36,33 1 26,68 1 35,57 1 84,41 1 50,54 1 34,38 1 
I I I I I I I 

ND 1 80,30 1 
1 ARG 

I I I 1 266,18 1 271,38 1 117,72 1 187.41 1 219,93 1 200,09 1 253,96 1 299,51 1 225.54 1 
I I I l I I I I I I I 

I 

Ci - 
* va leu rs  exprimées en m i  cromol es/g I 

ND : non dosé 

Tableau 5 

?; , \ 



p o l y a c r y l  amide, e t  d '  a u t r e  p a r t ,  1 a va leu r  est imée à p a r t i r  d '  une compos i t ion  

en amino-acide exprimée en nombre de moles d'arnino-acides pa r  mole dlAVS. De 

p lus ,  ce t y p e  d ' i n v e s t i g a t i o n  peut  a v o i r  un i n t é r ê t  c e r t a i n  dans l a  condu i t e  

d 'une étude s t r u c t u r a l e  au moment du cho i x  des techniques de coupures 

chimiques ou enzymatiques pour  l a  p répa ra t i on  des fragments à séquencer. 

En cen t ran t  n o t r e  analyse sur  BoTat-1 e t  BoTat-28, nous nous 

devons de n o t e r  l e  f a i t  que seulement 8 amino ac ides  représen ten t  l e s  2/3 des 

éléments c o n s t i t u t i f s  de l ' a x e  pep t id ique .  Il s ' a g i t  de l ' a l a n i n e ,  de l a  

l euc ine ,  de l a  thréonine,  de l a  l y s i n e  e t  e n f i n ,  des ac ides aminés d ica rboxy-  

l i q u e s  a m i d i f i é s  ou non. S i  nous considérons à t i t r e  d'exemple l e  f a i t  qu 'un 

r é s i d u  de l e u c i n e  e s t  un élément f a v o r i s a n t  t o u t  p a r t i c u l i è r e m e n t  une o rgan i -  

s a t i o n  en s t r u c t u r e  a lpha  hé1 i c o ï d a l e ,  nos r é s u l t a t s  sont  en e x c e l l e n t e  

c o r r é l a t i o n  avec l e s  données apportées par  l e  d ichroïsme c i r c u l a i r e .  

b )  Composit ion en g l uc i des  

La p a r t i e  g lycann ique  des AVS de Trypanosoma equi perdum n '  é t a n t  

pas pour l ' i n s t a n t  au c e n t r e  de nos préoccupat ions de recherche, nous 

rappor te rons  uniquement 1 es r é s u l t a t s  obtenus à p a r t i r  de t r o i s  p répa ra t i ons  

dlAVS : BoTat-1, BoTat-78 e t  BoTat-28, c ' e s t - à - d i r e ,  un v a r i a n t  précoce, un 

v a r i a n t  i n t e r m é d i a i r e  e t  un v a r i a n t  t a r d i f  (Tableau 6 ) .  11 appa ra î t  que l e s  

va leu rs  sont  par fa i tement  i d e n t i q u e s  pour l e s  3 ant igènes v a r i  ab les é tud iés .  

En pourcentage, par r a p p o r t  au po ids  sec des p répara t ions ,  l e  contenu 

g l u c i d i q u e  se s i t u e  e n t r e  7 e t  8 %. Dans tous  l e s  cas, également seul  t r o i s  

hexoses e t  une hexosamine o n t  pu ê t r e  dosés, à s a v o i r  parmi l e s  hexoses, l e  

ga lactose,  l e  mannose e t  en f a i b l e  quan t i t é ,  l e  g lucose e t  pour 1 'hexosamine, 

1 a N-acéty l  g l  ucosamine. 

Nous avons, su r  p l u s i e u r s  l o t s  p r é p a r a t i f s  d i f f é r e n t s ,  pu v é r i  - 
f i e r  1 'absence de N-acétylgalactosamine, d ' a c i d e  s i  a l  i q u e  ou de fucose. Le 

g lucose e s t  fa ib lement  représenté,  une à deux moles pa r  mole de g l yco -  

p r o t é i n e .  La quest ion posée e s t  c e l l e  de l 'appartenance r é e l l e  du g lucose à 

l a  s t r u c t u r e  de l a  g l ycop ro té i ne ,  ne s ' a g i t - i l  pas d 'une  con tamina t ion  ou 



COMPOSITION GLUCIDIQUE DES AVS DE VARIANTS DE 

TRYPANOSOMA EQUIPERDUM 

I I I I I 
1 Monosaccharides * 1 BoTat-1 1 BoTat-78 1 BoTat-28 1 
I ------------,----------- I ---------------- l - - - - - - - - - - - - - - - - -  1 ---------------- l 
I I I I I 
i Mannose I 12 i 1 2 ~ 4  I 12 i 
I I l I I ( _ _ _ _ _ - - - _ _ _ - _ - - - - - - - - - - - I - I - I I - - - - - - I I I - - / - - - - - - - - - - - - - - - - - ~ - - - - - - - - - - - - - - - -  l 
1 Ga1 actose 1 6,9 1 6,4 1 7 $ 2  1 
I I l I I I - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - I - - - - - - - - - - - - - - - - l - - - - - - - - - - - - - - - - - l - - - - - - - - - - - - - - - -  I 
1 Glucose 1 0 6 1 1 9 8  1 1 9 9  1 
I l I I I 

N -acé ty l  
g l  ucosamine 

* R é s u l t a t s  exprimés en r é s i d u s  par  mole de g l ycop ro té i ne .  

Tableau 6 



d 'un  a r t e f a c t  de p répa ra t i on .  Ce problème ne pour ra  ê t r e  rée l l emen t  t ranché 

que lo rsque  nous aurons progressé p l u s  avant dans l a  connaissance de 1 'axe 

p e p t i d i q u e  e t  p a r t a n t  des d i f f é r e n t s  s i t e s  de g l y c o s y l a t i o n .  Le seul  argument 

qu i  t e n t e  à r e t e n i r  1 'hypothèse de 1 a présence de g lucose dans 1 a mol écule, 

e s t  l a  r e p r o d u c t i b i l i t é  même du pourcentage de g lucose t r o u v é  su r  l e s  mêmes 

AVS dosés à p l u s i e u r s  r e p r i s e s  sur  d i f f é r e n t s  l o t s .  

c )  I d e n t i f i c a t i o n  de 1 ' a c i d e  aminé s i t u é  en p o s i t i o n  N- te rmina le  

Dans qua t re  cas, 1 ' a c i d e  aminé en p o s i t i o n  N- te rmina le  des AVS a 

é t é  i d e n t i f i é  à 1 ' a i d e  de l a  techn ique  c l ass ique  de dégrada t ion  de Edman par  

méthode manuel 1 e. Après convers i  on en mi 1 i e u  ac ide des t h i  azo l  i nones, l e s  

phényl th iohydanto ines  ami no-acides sont  i d e n t i f i é s  pa r  chromatographie 1 i q u i  - 
de haute performance sur  colonne de p-Bondapack C18. Dans t r o i s  cas, BoTat-1, 

BoTat-78 e t  BoTat-100, i 1 s ' a g i t  d ' u n  même r é s i d u  : 1 ' a l an ine .  Dans l e  cas de 

BoTat-28, l e  g l y c o c o l l e  a é t é  i d e n t i f i é .  

Dans deux cas, c e l u i  de BoTat-1 e t  de BoTat-28, l a  séquence 

pep t i d i que  N- terminale a pu ê t r e  r é a l i s é e  par  dégrada t ion  de Edman rendue 

automatique sur  séquenceur Beckman 890C. Nous rappor tons  (Tableau 7 )  l e s  

r é s u l t a t s  obtenus. 

Dans l e  cas de BoTat-1, p l u s  de 20 r é s i d u s  o n t  é t é  é t a b l i s ;  

t o u t e f o i s ,  des doutes s u b s i s t e n t  concernant en p a r t i c u l i e r  l e s  c y c l e s  15 où 

peuvent ê t r e  évoquées devant 1 es f a i b l e s  rendements en reg i s t r és ,  1 a présence 

de sér ine ,  mais aussi  1 'hypothèse d ' u n  ac ide  aminé sou f ré .  En f i n ,  un s i t e  de 

g l y c o s y l a t i o n  ne peut  ê t r e  ent ièrement  é l im iné .  En p o s i t i o n  18, e x i s t e  une 

ambigui té  de c h o i x  e n t r e  un r é s i d u  de sér ine,  de g lu tamine  ou d ' ac i de  

glutamique. 

S ignalons comme élément d ' impor tance pour 1 a su i  t e  du t r a v a i  1 

1 ' ex i s t ence  en p o s i t i o n  11 d ' u n  r é s i d u  de tryptophane, 1 a molécule contenant 

au t o t a l  2 r é s i d u s  ; en p o s i t i o n  14, un r é s i d u  de méth ion ine  sur  l e s  5 que 

possède l a  g lycopro té ine ,  p o u r r a i t  l u i  aussi  s e r v i r  de base à une coupure 

chimique 



SEQUENCE N-TERMINALE DES AVS DE VARIANTS DE BoTa t -1  e t  de  B o T a t - 2 8  

1 O 

BoTat - 1  ALA-VAL-ALA-ASN-PRO-LEU-LYS-LYS-THR-TYR - 
ser 2 0  

TR P-GLU-ALA-MET- ser?- ASP - LEU- ?-ASN-ASP - 
glx 

GLY-ASN-LEU-LEU-ALA-GLN - 

10 

~ o ~ a t - 2 8  GLY- ASP-ILE-GLY-ALA-GLY-ALA-ASN-ARG-ASP- 

- ser?- t hrzAL A-L EU- ser ?-ala ? - I LE - 

Tableau 7 



BoTat-28 p résen te  une séquence p l u s  d é l i c a t e  à é t a b l i r  ; a l o r s  

que l a  g l y c o p r o t e i n e  n a t i v e  e s t  soumise au même p r o t o c o l e  que BoTat-1 su r  

séquenceur automatique, seu l s  10 r é s i  dus on t  é t é  pos i t i onnés  avec c e r t i t u d e .  

Des p r o p o s i t i o n s  peuvent ê t r e  formulées pour l e s  7 à 8  r é s i d u s  su ivan ts .  

Nous noterons qu ' i 1 n  ' e x i  s t e  aucune ana log ie  e n t r e  1  es séquences 

N- terminales des deux ant igènes v a r i a b l e s  BoTat-1 e t  BoTat-28. 

Un p o i n t  impo r tan t  é t a i t  de v é r i f i e r  l a  constance des r é s u l t a t s  

d ' u n  l o t  p r é p a r a t i f  à l ' a u t r e .  Nous avons dans un c h a p i t r e  précédent,  

t r a i t a n t  des méthodes de p r é p a r a t i o n  e t  de p u r i f i c a t i o n  des AVS, sou l i gné  l e  

r ô l e  p o s s i b l e  de protéases 1  ibérées  au cours de 1  'é tape  de l i b é r a t i o n  de l a  

g l y c o p r o t é i n e  à p a r t i r  de l a  membrane. Ce t te  hypothèse a v a i t  é t é  formulée au 

vu de mic rohé té rogéné i té  de masse mo lécu la i r e  e n t r e  l e s  AVS. Nous pouvons 

maintenant  avec t o u t e  s é c u r i t é  a f f i r m e r  que même s i  des protéases é t a i e n t  

suscep t i b l es  d ' ê t r e  l i bé rées ,  e l  l e  n i  a f f e c t e n t  pas 1  ' e x t r é m i t é  N- te rmina le  

des AVS BoTat-1 ou BoTat-28. 

Un d e r n i e r  p o i n t  de d i scuss ion  e s t  c e l u i  des rendements r e l a t i -  

vement f a i b l e s  sur  séquenceur automatique. P a r t a n t  d 'une  g l y c o p r o t é i  ne, t e l  l e  

que l e s  AVS, nous pouvons évoquer à ce propos des f a c t e u r s  pouvant en ê t r e  l a  

cause : i n f l u e n c e  de 1  a  s t r u c t u r e  t r i d imens ionne l  l e ,  s o l u b i l i t é  e t  denatu- 

r a t i o n  r e l a t i v e  dans l e s  so lvan ts ,  f o rma t i on  d 'agglomérats  dans 1  a  coupe l l e  

peu access ib les  aux r é a c t i f s ,  environnement g lycann i  que en p é r i p h é r i e  du 

volume mo lécu la i re ,  p r o x i m i t é  r e l  a t i v e  de pon ts  d i  s u l f u r e ,  mai s  aussi  de 

s i  t e s  de 1  i a i  sons g lycanniques à p r o x i m i t é  de 1  ' e x t r é m i t é  N- te rmina le  de 1  a  

g l ycop ro té i ne .  La va leur  r e l a t i v e  de ces d i f f é r e n t e s  hypothèses ne pou r ra  

ê t r e  appréc iée qu 'en f o n c t i o n  de l 'avancement de nos t ravaux .  Nous verrons 

dans l e  cas de BoTat-1 un exemple d ' i n f l u e n c e  de s i t e  g lycannique sur l e  

rendement r é a c t i o n n e l  au cours  de l a  dégradat ion automatique. 

En f i n ,  nous a j ou te rons  que l a  m ic rohé té rogéné i té  observée l o r s  de 

l a  dé te rm ina t i on  de l a  v a l e u r  des p o i n t s  i s o é l e c t r i q u e s  en ge l  de p o l y a c r y l a -  

mide ne peut  ê t r e  i n t e r p r é t é e  comme une d i f f é r e n c e  d '  i d e n t i t é  de 1  ' e x t r é m i t é  

N- te rmina le  de 1'AVS. 



d )  Recherche de l ' a c i d e  aminé s i t u é  en p o s i t i o n  C- te rmina le  

Nous reprendrons dans ce mémoire l e s  r é s u l t a t s  obtenus pa r  

PLANTEY en 1979 (51 ) ,  qu i  a  r encon t ré  des d i f f i c u l t é s  dans 1 ' i d e n t i f i c a t i o n  

de 1 ' ac i de  aminé en p o s i t i o n  C- terminale.  Q u ' i  1  s ' a g i s s e  de 1 ' hyd raz ino l yse  

(méthode ch imique) ,  ou de méthodes enzymatiques par  dégrada t ion  c o n t r ô l é e  en 

c i n é t i q u e  à 1  ' a i d e  de d i f f é r e n t e s  carboxypept idases : (carboxypept idase Y, 

mélange ou u t i l i s a t i o n  séparée des carboxypept idases A e t  B) l e s  r é s u l t a t s  

obtenus sont d i scu tab les .  Nous ne f e r o n s  que rappe le r  l e s  i n t e r p r é t a t i o n s  de 

c i n é t i q u e s  de l i b é r a t i o n  enzymatique pour l e s  AVS BoTat-1, BoTat-2, BoTat-78, 

BoTat-100 e t  BoTat-28 (Tableau 8 ) .  Qua t re  ac ides aminés dans t o u s  l e s  AVS 

é t u d i é s  sont i d e n t i f i é s .  Il s ' a g i t  de t y ros ine ,  de th réon ine ,  d ' a l a n i n e  e t  de 

l euc ine .  Les d i f f é r e n c e s  notées e n t r e  l e s  AVS ne son t  que des données 

q u a n t i t a t i v e s  d ' u n  amino ac ide  pa r  r a p p o r t  à 1  ' au t re .  Devant ces r é s u l t a t s  e t  

1  ' imposs i  b i  1  i t é  de conc lu re  avec c e r t i t u d e ,  nous avons évoqué 1 'hypothèse de 

contami n a t i  on des carboxypept i  dases p a r  des endopept i  dases. Les ac ides  ami nés 

1 i bérés par  carboxypept idase s e r a i e n t  donc c l i v é s  à p a r t i r  de fragments 

1 i bérés eux-mêmes par  des protéases. La r e p r o d u c t i  b i  1  i t é  des r é s u l t a t s  pour 

un AVS donné s e r a i t  une preuve d 'une  r e l a t i v e  s p é c i f i c i t é  de coupure de ces 

enzymes contaminants.  A i n s i ,  l e s  rendements d i f f é r e n t s  amino-acides l i b é r é s  

p o u r r a i e n t  r e f l é t e r  des v a r i a t i o n s  de séquence d ' u n  AVS à 1  ' au t re ,  mais p l u s  

encore des poss i  b i  1  i t é s  d '  approche enzymatique f o n c t i o n  de v a r i a t i o n s  impor- 

t a n t e s  de c o n f i g u r a t i o n  t r i d i m e n s i o n n e l l e .  Les r é s u l t a t s  n é g a t i f s  pour des 

temps c o u r t s  d  ' hydro lyses  p a r  carboxypept i  dase correspondent en première hypo- 

thèse  au f a i t  que l 'enzyme e s t  sans e f f e t  su r  llAVS, dans l a  mesure où 

1 ' e x t r é m i t é  C- te rmina le  de 1 'axe p e p t i d i q u e  p o u r r a i t  ê t r e  e n f o u i e  dans 1 a 

s t r u c t u r e  de l a  molécule.  L 'hypothèse d ' un  s i t e  de g l y c o s y l a t i o n  à l ' e x t r é m i -  

t é  C- terminale ou dans l a  r é g i o n  immédiatement C- te rmina le  de l a  molécule 

p o u r r a i t  aussi  e x p l i q u e r  ces d i f f i c u l t é s .  Au t o t a l ,  des hydro lyses  cour tes  

pa r  carboxypept i  dases ne 1 i bèren t  r i  en.  des i ncubat i  ons 1 entes f o n t  a l  o r s  

appa ra î t r e  l a  con tamina t ion  devenue s i g n i f i c a t i v e  des endopeptidases. 



ACIDES AMINES S ITUES A L 'EXTREMITE  

C-TERMINALE DES AVS DE VARIANTS DE 

TRYPANOSOM EWIPERWM 

AVS d e  v a r i  a n t s  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

B o T a t - 1  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

B o T a t  -2  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

B o T a t - 7 8  
. . . . . ........................... 

B o T a t - 1 0 0  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

B o T a t - 2 0  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

B o T a t - 2 8  

E x t r é m i t é  C - t e r m i n a l e  
...................................... 

LEU, ALA, THR, TYR 
...................................... 

ALA, THR, LEU, TYR 

ALA, THR, LEU, TYR 
...................................... 

ALA, LEU, THR, TYR 
...................................... 

LEU, ALA, THR, TYR 
. ..................................... 

ALA, THR, LEU, TYR 

T a b l e a u  8 



D. D I S C U S S I O N  - CONCLUSIONS 

Les t ravaux  que nous avons mené permet ten t  de d é f i n i r  1  ' an t i gène  

membranai r e  s p é c i f i q u e  de v a r i  an ts  de Trypanosoma equi  perdum comme é t a n t  une 

g l y c o p r o t é i n e  d 'une  masse m o l é c u l a i r e  de l ' o r d r e  de 50000 à 60000. La p a r t i e  

g lycannique qu i  s ' e s t  avérée ê t r e  remarquablement i d e n t i q u e  d ' u n  AVS à 

1  'au t re ,  aussi  b i e n  dans sa d é f i n i t i o n  qua1 i t a t i v e  que q u a n t i t a t i v e ,  semble 

o r i  e n t e r  1  ' i n t e r p r é t a t i  on du phénomène de v a r i  a t i  on a n t i  géni  que vers  un axe 

p o l y p e p t i  d i  que v a r i  ab1 e. Cet axe p e p t i  d i  que co r respond ra i t  à un enchaînement 

d ' e n v i r o n  450 r é s i d u s  d'amino acides. Nous avons d é j à  sou1 igné, 1  ' impor tance 

des r é s i  dus d i  carboxy l  i ques ami d i  f i é s  ou non : ( r a p p o r t  ASN/ASP de 1  ' o r d r e  de 

2 à 3 ; GLN/GLU de 1  ' o r d r e  de 2 ) .  L  ' a lan ine  a  e l  l e  seu le  représen te  70 à 80 

rés idus ,  l a  l y s i n e  de 40 à 50 rés idus ,  l e s  hydroxyamino ac ides de 70 à 90 

rés idus .  Ce t t e  r e l a t i v e  constance de composi t ion e s t  en o p p o s i t i o n  avec 

l ' e x i s t e n c e  de séquences N- terminales d i f f é r e n t e s .  

Une hypothèse peu t  ê t r e  dès l o r s  avancée, s ' a g i r a i t - i l  d 'une  

molécule possèdant comme l e s  immunoglobulines une p a r t i e  v a r i a b l e  e t  une 

p a r t i e  cons tan te  ? 

En dehors des appor ts  de l a  chimie,  l e  d ichroïsme c i r c u l a i r e  a  

permis non seulement une m e i l l e u r e  connaissance des ant igènes cons idérés au 

t i t r e  de g l ycop ro té i nes  i n d i v i d u e l  l es ,  mais aussi  appor té  1  a  compréhension de 

l a  v a r i a t i o n  ant igénique.  11 semble b i e n  que nous pu i ss i ons  d i sce rne r  en 

e f fe t ,  une r e l a t i o n  e n t r e  l e  t y p e  de spec t re  e t  l e  c a r a c t è r e  précoce, i ntermé- 

d i  a i r e ,  s e m i - t a r d i f  ou t a r d i f  du sérotype.  Ce t t e  n o t i o n  de " v a r i a t i o n  t r i d i  - 
mensionnel l e "  p o u r r a i t  ê t r e  à 1  ' o r i g i n e  du phénomène d ' a n t i g é n i c i t é  v a r i a b l e ,  

mai s  auss i ,  f a c t e u r  p l  us impo r tan t  encore, e x p l i q u e r  1  ' ex i s t ence  de r é a c t i o n s  

c ro i sées  e n t r e  ant igènes va r i ab les .  

Un s i t e  ant igénique,  nous l e  savons, s ' appu ie  en f o n c t i o n  de 

1  'ordonnancement dans 1  'espace d ' u n  axe p e p t i d i  que réun i ssan t  p a r f o i s  des 

zones é lo ignées  de 1  a  séquence. C e t t e  r e l a t i o n  s t r u c t u r e  p r ima i re ,  organisa-  

t i o n  t r i d i m e n s i o n n e l l e ,  phénomène de v a r i a t i o n  ant igénique,  r é a c t i o n s  c r o i -  

sées e n t r e  AVS, e s t  un aspect majeur dans l ' app roche  de l a  recherche du 



phénomène biologique de variation e t  des concepts thérapeutiques immunologi- 
ques. Nous connaissons encore mal l e  rôle de l a  glycoprotéine de surface. 
Certains auteurs comme CROSS (1975) ( 9 ) ,  ont avancé 1 'hypothèse du rô le  des 
glycoprotéines dans 1 e pouvoir infestant du trypanosome. D' autres hypothèses 
sont à formuler : 1 'évolution structurale montrée par dichroïsme peut ê t r e  
aussi 1 'évidence d'un rô le  de capteur externe ou d ' u n  rôle à 1 'encontre des 
mécanismes immunologiques. 

Comme nous venons de l e  voir, l a  confrontation biologie, chimie, 
biophysique, apparait fructueuse. 

Si nous comparons les  AVS de Trypanosoma equiperdum avec d 'autres  
espèces, Trypanosoma brucei par exemple, les  problèmes posés par l ' ana lys te  
semblent t r è s  voisins ; Trypanosoma equiperdum apparaît ê t r e  u n  modèle t r è s  
sa t i  sfai  sant. Aussi s 'imposait u n  développement des recherches s t ructurales .  
Dans l e  cadre du laboratoire,  e t  en col laboration avec l e  groupe de Bordeaux 
(Docteur BALTZ) , l e  choix s ' e s t  porté vers 1 'étude de 1 'enchaînement pepti di - 
que de deux vari ants, 1 'un précoce BoTat-1 , 1 ' autre ta rd i f  BoTat-28. PLANTEY 

en 1979 (51 1, avait centré son ac t iv i té  sur BoTat-28. Quant à nous, nous 
avons entrepris l 'é tude de BoTat-1. 

La seconde par t ie  de ce mémoire aura donc t r a i t  à l a  présentation 
de nos résul ta ts  concernant : 

- l a  déf ini t ion d'une s t ratégie  à travers 1 'étude de différentes 
méthodes de coupures chimiques e t  enzymatiques dont 1 ' e f f e t  sur 
l a  glycoprotéine é t a i t  appréciée par différentes techniques 
d'électrophorèse en gel de polyacrylamide ayant pour b u t  des 
détermi nations de masse mol écu1 a i re ,  de point i soélectrique ou 
l a  mise en évidence du caractère glycosylé des fragments 
obtenus. 

- les déterminations de séquence en acides aminés sur glycopro- 
téines natives ou sur fragments obtenus après coupures chimi- 
ques ou enzymatiques (coupure par l e  bromure de cyanogène, l e  
BNPS scatole,  la  trypsine, l a  chymotrypsine, l a  protéase de 
Staphyl ococcus aureus, e tc . .  ) . 



CHAPITRE 1 II 

ETUDE STRUCTURALE DE L'ANTIGENE 

ISOLE DU VARIANT BoTat-1 

A. INTRODUCTION 

L 'é tude  de l a  séquence en amino ac ides de c e t t e  g l y c o p r o t é i n e  

de masse mo lécu la i r e  apparente 53000, correspond, s i  nous tenons compte de 

l a  p a r t i e  glycannique, à un axe pep t i d i que  d ' e n v i r o n  441 amino acides. Sur 

l e  p l a n  expér imenta l ,  s i  l e s  techniques de dégrada t ion  de Edman q u ' e l l e s  

s o i e n t  manuel l e s  ou rendues automatiques, sont  pa r f a i t emen t  au p o i n t  en ce 

qu i  concerne l ' é t u d e  de p r o t é i n e s  ou de pept ides,  il en va t o u t - à - f a i t  

autrement dans l e  domaine des g lycopro té ines .  Dans ce  t r a v a i l ,  une seconde 

d i f f i c u l t é  à surmonter é t a i t  l a  q u a n t i t é  r e l a t i v e m e n t  f a i b l e  de m a t é r i e l  

dont  nous pouvions d isposer .  

Le gramme de g l y c o p r o t é i n e  préparé pa r  l e  groupe de Bordeaux a 

représen té  un t r a v a i  1  cons idérab le .  Force é t a i t  donc de concevoi r  une 

s t r a t é g i e  chimique ou enzymatique consommant l e  moins de m a t é r i e l  p o s s i b l e  

e t  appor tant  l e  p l u s  de connaissance sur  1  'AVS. Il f a u t  d i r e  que l e  

développement t r è s  récen t  des techniques de chromatographie haute p e r f o r -  

mance (HPLC) , en p a r t i c u l i e r  dans 1 ' i d e n t i f i c a t i o n  e t  s u r t o u t  l a  q u a n t i f i -  

c a t i o n  des phényl t h i ohydan to ines  (PTH) ami no ac ides  dér i vés ,  nous a 

beaucoup aidé. Nous ver rons  même p l u s  l o i n  q u ' i  1  a  permis l a  séquence de 

p l u s i e u r s  fragments à l a  f o i s ,  ce qu i  a  r é d u i t  au minimum l e s  étapes de 

sous-fract ionnement après coupures chimiques ou enzymatiques de l a  g l y c o -  

p r o t é i  ne. 



Dans une première p a r t i e ,  se ron t  présentées e t  i l l u s t r é e s  l e s  

d i f f é r e n t e s  approches permet tan t  l ' o b t e n t i o n  de fragments i n t é r e s s a n t s  

pour 1  ' u t i  1  i s a t i o n  d '  un séquenceur automatique. Nous pouvons d i r e ,  en 

e f f e t ,  que l e  b u t  recherché en l ' é t a t  ac tue l  de nos t ravaux,  é t a i t  

1  ' o b t e n t i o n  de fragments de masse m o l é c u l a i r e  élevée, so lub les  dans l e s  

tampons c lass iques ,  e t  suscep t i b l es  d ' ê t r e  f a c i  lement séquences. Le t e s t  

q u a l i t a t i f  pour j u g e r  de 1  ' e f f i c a c i t é  des procédés de c l i v a g e  a é t é  l e  g e l  

de p o l y a c r y l  amide dans l e s  c o n d i t i o n s  de mise en évidence de masse 

m o l é c u l a i r e  des fragments. Dans quelques cas, c e t t e  étude s ' e s t  vu complé- 

t é e  p a r  l a  dé te rm ina t i on  d ' u n  p o i n t  i s o é l e c t r i q u e .  Des q u a n t i t é s  de 100 à 

500 pg de m a t é r i e l  on t  généralement s u f f i  à r é a l i s e r ,  p a r  exemple, des 

c i n é t i q u e s  d ' a c t i o n  enzymatique. 

Dans une seconde p a r t i e  se ron t  rassemblés l e s  r é s u l t a t s  concer-  

nant  l a  coupure p a r  l e  bromure de cyanogène de l a  g l ycop ro té i ne  r é d u i t e  e t  

S-a lky lée.  Ce c l i v a g e  chimique a, en e f f e t ,  mené à des fragments don t  l a  

séquence N- te rmina le  a  pu ê t r e  é tud iée.  Pour 1  'un  de ces fragments, des 

"recoupes" enzymati ques o n t  é t é  r é a l  i sées. E l  1  es o n t  permi s  de c o n n a î t r e  

p rès  de 1  a  m o i t i é  de 1  a  séquence de 1  ' A V S  BoTat-1 . 

En f o n c t i o n  de l ' ensemble  de nos r é s u l t a t s ,  une hypothèse de 

r e c o n s t i t u t i o n  de l a  molécule sera proposée. E l l e  ne possède que v a l e u r  de 

synthèse à ce moment de l ' é v o l u t i o n  du t r a v a i l .  

B. ETUDE DE LA SENSIBILITE DE L'AVS BoTat-1 AUX ENZYMES PROTEOLYTIQUES ET 

AUX COUPURES C H I M I Q U E S  

1  ) Sensi b i  1  i t é  de 1  a  g l y c o p r o t é i  ne aux enzymes p r o t é o l y t i q u e s  

Dans une étude comparat ive v i s a n t  à r e t e n i r  éventue l lement  un 

p r o t o c o l e  de c l i v a g e  des AVS à des f i n s  p répa ra t i ves ,  nous avons dans un 

p remier  temps, r é a l  i sé des c i n é t i q u e s  d ' a c t i o n  enzymatique. Les c o n d i t i o n s  

expér imenta les sont  présentées dans l e  c h a p i t r e  technique.  Quat re  a c t i v i -  

t é s  enzymatiques, c e l l e s  de l a  t r yps ine ,  l a  chymotrypsine, l a  p ro téase  de 

Staphylococcus aureus e t  l a  thermolys ine,  on t  é t é  t es tées  su r  l a  g l ycop ro -  

t é i n e  n a t i v e  ou après r é d u c t i o n  des pon ts  d i s u l f u r e  e t  S - a l k y l a t i o n .  



a)  E f f e t  des protéases sur  Bo ta t -1  . 

Nous avons rassemblé, dans l a  f i g u r e  6, 1  'ensemble des études 

é lec t ropho ré t i ques  r é a l i s é e s  à d i f f é r e n t s  temps d ' hyd ro l yse  a l l a n t  de 10 

mn à p l u s i e u r s  heures. Un ou p l u s i e u r s  rappo r t s  enzyme/substrat o n t  é t é  

t es tés .  Dans un nombre l i m i t é  de cas, 1  'é tude a  p o r t é  également su r  l a  

g l ycop ro té i ne  r é d u i t e  e t  S-a lky lée .  

Un c e r t a i n  nombre de remarques peuvent ê t r e  f a i t e s  à l a  s u i t e  

de ce t r a v a i l  : 

* La chymotrypsine, don t  nous aur ions  pu a t t e n d r e  une a c t i v i t é  

r e l a t i v e m e n t  impor tan te  du f a i t  de l a  r i chesse  en t y r o s i n e  e t  phény la la -  

n i n e  de l a  g lycopro té ine ,  n ' a  pas d ' a c t i o n  sur 1'AVS BoTat-1. Des r a p p o r t s  

enzyme/substrat impor tants ,  i c i  1  /100, n ' o n t  aucun e f f e t .  11 appara î t ,  dès 

ce p remier  exemple, que 1  ' o r g a n i s a t i o n  t r i d imens ionne l  l e  de 1  a  mo lécu le  

joue un r ô l e  pour 1  i m i t e r  1  'approche de 1  'enzyme e t  rend  i naccess ib l es  l e s  

rés idus  d'amino ac ides  aromatiques, s i t e s  de c l i v a g e  p o t e n t i e l .  

Nous avons pu largement con f i rme r  c e t t e  hypothèse l o r s  de 

1  ' i n c u b a t i o n  dans l e s  mêmes c o n d i t i o n s  expér imenta les de 1  a  g l y c o p r o t é i n e  

ayant sub ie  un p ro fond  remaniement, s o i t  après oxyda t ion  per formique,  s o i t  

après r é d u c t i o n  e t  S-al  k y l  a t i o n  (2-mercaptoéthanol iodoacétamide) . Après 

ces deux types de m o d i f i c a t i o n s  chimiques qu i  c l i v e n t  l e s  pon t s  d i s u l f u r e ,  

1  ' hyd ro l yse  par  1  a  chymotrypsi  ne a b o u t i t  à une dégrada t ion  c e t t e  f o i s  t r è s  

complète 1  i v r a n t  des fragments de masse m o l é c u l a i r e  i n f é r i e u r e  à 15000, 

c  ' es t -à -d i  r e ,  en dessous des 1  i m i t e s  d '  i n t e r p r é t a t i o n  de n o t r e  techn ique  

en ge l  de po lyacry lamide  SDS. 

* Les t r o i s  au t res  a c t i v i t é s  p ro téo l y t i ques ,  t r y p s i n e ,  p ro téa -  

se de Staphylococcus aureus, thermolys ine,  on t  condu i t  à des c i n é t i q u e s  

d ' hyd ro l yse  t r è s  v o i s i n e s  dans l e u r s  r é s u l t a t s  ( f i g u r e  6 ) .  Au rega rd  des 

électrophorégrammes, nous pouvons, en e f f e t ,  no te r  dans l e s  t r o i s  cas 

1  ' a p p a r i t i o n  t r è s  rap ide ,  dès 10 mn d ' i ncuba t i on ,  de deux gros fragments 

de masse mol écu1 a i r e  avo i  s i  nant  respect ivement  49000 e t  40000. Il sembl e- 

r a i t  donc que l ' o r g a n i s a t i o n  de l a  molécule s o i t  t e l l e  q u ' e l l e  permette,  



CINETIQUES D'HYDROLYSE PAR DIFFERENTS ENZYMES PROTEOLYTIQUES 

DE L'AVS BoTat-1 

(Pro f i  1 en gel de polyacrylamide SDS) 

(A) : Trypsine E/S : 1/200 - (B) . Protéase de Staphylococcus aureus 
E/S : 1/400 

(C) : Chymotrypsine E/S : 1/100 - (D) : Thermolysine E/S : 1/2UO 

Temps d'hydrolyses : (1) 10 minutes ; (2)  20 minutes ; (3) 30 minutes ; 

(4)  1 heure ; (5)  2. heures ; (6),. 4 heures ; (7 )  Témoin va r ian t  BoTat-1 

(8) Standard de masse moléculaire : tubul i ne 

Figure 6 





a )  Coupure par  l e  bromure de cyanogène (BrCN). 

Dans une étape pré1 i m i  na i  re ,  une r é d u c t i o n  s u i v i e  d 'une 

S-carboxyméthy la t ion e s t  e f fec tuée .  La g l ycop ro té i ne  e s t  r e p r i s e  dans un 

tampon 0,003 M EDTA ; 8 M urée ; 1,5 M T r i s  de pH 8,5. Une concen t ra t i on  

f i n a l e  de 50 mg/ml e s t  re tenue.  La r é d u c t i o n  e s t  assurée p a r  l e  2-mercapto- 

é thanol  a j o u t é  en l a r g e  excès (200 f o i s  l a  q u a n t i t é  théor iquement nécessai -  

r e ) .  La r é a c t i o n  e s t  r é a l i s é e  sous atmosphère d 'azote,  à l a  température du 

1  abo ra to i r e  sous a g i t a t i o n  douce pendant 24 heures. La S-carboxyméthyl a- 

t i o n  se r é a l i s e  ensu i t e  à f r o i d  pa r  a d d i t i o n  d ' un  l a r g e  excès d ' i o d o -  

acétamide (400 f o i s  1  a  va leu r  théor iquement nécessai re) ,  à 1  ' o b s c u r i t é  

pendant 45 minutes.  La r é a c t i o n  au n i t r o p r u s s i a t e  permet de v é r i f i e r  l a  

d i s p a r i t i o n  des groupements t h i o l  l i b r e s .  Une d i a l y s e  de c i n q  jours ,  avec 

renouvel lement f r équen t  d 'eau dés i  on i  sée, e s t  nécessai re  pour  é l i m i n e r  1  es 

r é a c t i f s .  L ' a d i a l y s a b l e  e s t  a l o r s  conservé pa r  l y o p h i l i s a t i o n .  

Le c l i v a g e ,  à proprement p a r l e r  p a r  l e  bromure de cyanogène 

(BrCN), e s t  r é a l i s é  sur  l a  g l y c o p r o t é i n e  S-carboxyméthylée, d i s s o u t e  en 

ac ide  formique à 70 %. Le BrCN en s o l u t i o n  dans 1  ' ac i de  fo rmique  à l a  même 

concen t ra t i on  e s t  a j ou tée  en t r è s  1  arge excès (200 m o l a i r e  p a r  r é s i d u  de 

méth ion ine) .  La r é a c t i o n  de c l i v a g e  e s t  condu i t e  à température du l abo ra -  

t o i r e ,  à 1  ' o b s c u r i t é ,  sous a g i t a t i o n  douce pendant 24 heures. La concen- 

t r a t i o n  f i n a l e  en g l ycop ro té i ne  dans l e  m i l i e u  r é a c t i o n n e l  e s t  de 1  mg/ml. 

A l a  f i n  du temps r é a c t i o n n e l ,  l a  s o l u t i o n  e s t  d i l u é e  p a r  a d d i t i o n  de 10 

volumes d 'eau dés ion i  sée, conservée à 4"C, p u i s  l yoph i  1  i sée. Le m a t é r i e l  

obtenu peut a l o r s  f a i r e  1  ' o b j e t  d ' é tude  é lec t ropho ré t i que  e t  de f r a c t i o n -  

nement par  chromatographie en phase l i q u i d e .  

L  'é tude  é l  e c t r o p h o r é t i  que en ge l  de p o l y a c r y l  amide en présence 

de SDS nous a  permis, su r  p l u s i e u r s  p répara t ions ,  d ' o b t e n i r  des r é s u l t a t s  

s t r i c t emen t  r e p r o d u c t i b l e s ,  aussi  b i e n  dans 1  a  q u a l i t é  des fragments, que 

dans l e u r  rendement r e l a t i f .  Les r é s u l t a t s  obtenus sont  p résen tés  dans l a  

f i g u r e  7. I l s  montrent  essen t ie l lement  1  ' a p p a r i t i o n  à p a r t i r  de l a  g l yco -  

p ro té ine ,  de 4  fragments majeurs, don t  l es masses mol écu1 a i r e s  r e s p e c t i v e s  

s 'échelonnent  e n t r e  13000 e t  30000. Un examen a t t e n t i f  du ge l ,  après a v o i r  

r é a l i s é  des dépôts en surcharge, f a i t  appa ra î t r e  1  ' e x i s t e n c e  de bandes 



PROFIL EN GEL DE POLYACRYLAMIDE SDS DU 

CLIVAGE PAR LE BrCN DE L'AVS BoTat-1 

1 Témoin de masse moléculaire 

2 AVS BoTat-1 réduit S carboxyméthylé 

3 Clivage par le BrCN 

( G ) G I ~ C O I ~ S ~  

Figure 7 



mineures dont  1  a  masse m o l é c u l a i r e  se s i t u e  dans l e s  zones 53000, 45000, 

35000, 33000 e t  i n f é r i e u r e  à 13000. A t i t r e  d'hypothèse, l a  bande 53000 

p o u r r a i t  cor respondre à l a  g l y c o p r o t é i n e  non r é d u i t e ,  non a l k y l é e  r é s i d u e l -  

l e  ou à une p a r t i e  de g l y c o p r o t é i n e  r é d u i t e  a l ky l ée ,  amputée d ' u n  fragment 

de masse m o l é c u l a i r e  8000. Les fragments majeurs p résen ten t  l e s  va leu rs  de 

masses mol écu1 a i r e s  su i  vantes : 

Parmi ces d i f f é r e n t s  f ragments i 1 é t a i t  i n t é r e s s a n t  de recon- 

n a î t r e  ceux qu i  se c a r a c t é r i s a i e n t  pa r  une s t r u c t u r e  de n a t u r e  p e p t i d i q u e  

ou /e t  g l ycopep t i  d i  que. 

Nous avons u t i l i s é  une technique mise au p o i n t  par  DUVILLIER- 

HUET (1981 ) (15) ,  qu i  u t i l i s e  1  ' a f f i n i t é  des g lycopept ides  pour une 

l e c t i n e  : l a  Concanavaline A. Le c h o i x  de c e t t e  l e c t i n e  a  é t é  f a i t e  après 

examen de l a  composi t ion chimique de l a  g lycopro té ine .  L'AVS s ' e s t  avéré 

r i c h e  en hexose e t  p l u s  p a r t i c u l i è r e m e n t  en mannose. O r ,  on conna î t  l a  

grande s p é c i f i c i t é  de l a  Concanavaline A pour l e s  s t r u c t u r e s  r i c h e s  en 

mannose. 

Les études montrent  sans con tes te  l ' e x i s t e n c e  de deux s t r u c -  

t u r e s  g lycosy lées  correspondant aux fragments de masses mo lécu la i r es  

respec t i ves  13000 e t  22000. 

En conc lus ion  de c e t t e  étude du c l i v a g e  de 1  ' A V S  de BoTat-1 

par  l e  BrCN, des p o i n t s  impor tan ts  peuvent ê t r e  sou l ignés  : 

* La coupure chimique s  ' e s t  avérée pa r fa i t emen t  r e p r o d u c t i b l e  

sur  p l u s i e u r s  a l i q u o t e s  de l a  même p répa ra t i on .  



* Les f ragments obtenus, du f a i t  de l a  p o s i t i o n  t r è s  f a v o r a b l e  

des rés idus  de méth ion ine  dans l a  molécule, possèdent des masses molécu- 

1  a i r e s  t e l  l e s  que nous pouvons espérer  un f rac t ionnement  r e l a t i v e m e n t  a i s é  

dans l e s  cond i t i ons  c l ass iques  f a i s a n t  appel à l a  chromatographie de g e l  

f i l t r a t i o n  en phase l i q u i d e .  

* Enf in ,  l e  ca rac të re  g l y c o s y l é  des pep t ides  13000 e t  22000 

o f f r e  également 1  a  poss i  b i  1  i t é  de r e c o u r i r  à 1  a  chromatographie d ' a f f i n i t é  

su r  c o l  onne de Sepharose Concanaval i ne A.  

Sur l e  p l  an général  de l a  connaissance de 1  'AVS BoTat-1, ces 

r é s u l t a t s ,  b i en  que p ré1  i m i  na i  r es ,  permet tent  d é j à  de sou1 ever une hypo- 

t hèse  : 1  'ex is tence  d ' a u  moins 2  s i t e s  de g l y c o s y l a t i o n ,  dans l a  mesure où 

l e s  f ragments de masse mo lécu la i r e  13000 e t  22000 ne correspondent pas à 

une "recoupe".  L ' ana l yse  des s t r u c t u r e s  d e v r a i t  permet t re  de t rancher .  

b )  Coupure pa r  l e  BNPS Scato le .  

La coupure pa r  l e  2(2-nitrophénylsulfényl)3-méthyl-3-bromoin- 

d o l e  ou BNPS Scato le  s ' e f f e c t u e  comme dans l e  cas de l a  coupure pa r  l e  

BrCN sur  une g l ycop ro té i ne  préa lab lement  S-carboxyméthylée. L ' é c h a n t i l l o n  

e s t  d issous dans de 1  ' ac i de  acé t ique  à 75 % à l a  concen t ra t i on  f i n a l e  de 1  

mg/0,33 m l  . Le BNPS Sca to le  e s t  a j o u t é  en excès ( 100 moles de r é a c t i f  p a r  

r é s i d u  de t ryptophane)  . De l a  t y r o s i n e  exogène e s t  a j ou tée  à r a i s o n  de 100 

moles par  r é s i d u  de t y r o s i n e  endogène. Le m i l i e u  r é a c t i o n n e l  e s t  l a i s s é  à 

température du l a b o r a t o i r e ,  â l ' o b s c u r i t é ,  sous a g i t a t i o n  douce pendant 68 

heures. Une c e n t r i f u g a t i o n  â 10000 t/mn permet de séparer un surnageant 

q u i ,  après d i l u t i o n  p a r  a d d i t i o n  d'eau d i s t i l l é e ,  e s t  l y o p h i l i s é .  Le 

m a t é r i e l  a i n s i  obtenu e s t  r e p r i s  par  une so l  u t i o n  de mercaptoéthanol à 15% 

en eau d i s t i l l é e .  La  r é a c t i o n  dure 72 heures à 30°C sous atmosphère 

d 'azo te .  Après é l i m i n a t i o n  par  c e n t r i f u g a t i o n  d ' u n  i n s o l u b l e ,  l e  m i l i e u  

r é a c t i o n n e l  e s t  l yoph i  1  i sé. 

L  'étude é l  e c t r o p h o r é t i  que en ge l  de p o l y a c r y l  amide SDS ( f i g u r e  

8 )  montre essent i  e l  1  ement 3  bandes. Tou te fo i  s, de nombreuses bandes 

mineures son t  nettement v i s i b l e s  à 1  'examen du g e l  représen tan t  un rende- 

ment non nég l igeab le  e t  ne correspondant pas à des p o i n t s  de coupures 



P R O F I L  E N  GEL DE POLYACRYLAMIDE  SDS 

DU C L I V A G E  PAR L E  BNPS - SKATOLE DE 

L ' A V S  BoTat-1 

1 Témoin de masse m o l é c u l a i r e  

2 BoTat-1 redui  t a l  kyl é 

3 BoTat-1 r é d u i t  a l  k y l é  b lanc  r é a c t i o n  

4 GoTat-1 r é d u i t  a l  ky lé  t r a i t é  par  l e  BNPS-Sk t :o l l  



spéc i f iques .  Sur l a  même i l l u s t r a t i o n  ( f i g u r e  8) ,  1  'é tude  d ' u n  b lanc  

r é a c t i o n n e l  où seu le  1  ' a d d i t i o n  du BNPS-Scatole a  é t é  supprimée. On 

reconna î t  l ' a p p a r i t i o n  d ' un  grand nombre de bandes mineures évoquées 

c i -dessus : r é s u l t a t s  de coupures en m i l i e u  acide. Parmi l e s  f r a c t i o n s  

majeures, 1  a  première bande de masse mol écu l  a i r e  64000 correspond t r è s  

vraisemblablement à 1  a  g l y c o p r o t é i  ne r é d u i t e  e t  S-al k y l  ée non m o d i f i é e  au 

cours du t r a i t e m e n t  (nous avons d i s c u t é  dans l e  c h a p i t r e  ayant t r a i t  à l a  

dé te rm ina t i on  de masse m o l é c u l a i r e  de l a  g l ycop ro té i ne  que dans l e s  

condi t i  ons expér imenta les retenues, 1 a  g l y c o p r o t é i  ne r é d u i t e  e t  

S-a lky lée  présente un comportement é l ec t ropho ré t i que  permet tant ,  par  l e  

c a l c u l ,  de l u i  a t t r i b u e r  une va leu r  de 64000). Les deux au t res  bandes sont  

de masses mol écu l  a i r e s  r e s ~ e c t i  ves 37000 e t  27000. 

Cependant, l e s  r é s u l t a t s  enregi  s t r é s  m é r i t e n t  une d iscuss ion .  

La composi t ion en ac ides aminés de 1  'AVS BoTat-1 exprimée en moles 

d'ami no-aci  des par  mole de g l y c o p r o t é i  ne, f a i t  appa ra î t r e  1  ' ex i s t ence  de 2  

rés idus  de t ryptophane.  Sur ces deux rés idus  de t ryptophane,  l ' u n  d 'eux  se 

t r ouve  en p o s i t i o n  N- terminale.  Tout c l i v a g e  à ce n iveau  ne peut  r é e i i e -  

ment i n f l u e n c e r  l e  comportement en ge l  de l a  molécule e n t i è r e  e t  se 

c a r a c t é r i  se r  pa r  l e s  deux bandes p r é c i  tees. Aussi, 1  ' e x i  s tence de deux 

bandes de masse mo lécu la i r e  37000 e t  27000 peut  j u s t i f i e r  l e s  conc l  us ions 

su i  vantes : 

- l e s  fragments 37000 e t  27000 sont  b i e n  l e  f a i t  de coupures 

spéc i f i ques  e t ,  dans ce cas, nous pou r r i ons  admettre que 1  'un d ' e n t r e  eux 

correspond à l ' e x t r é m i t é  N- te rmina le  de 1  ' A V S  amputée ou non de ses 11 

premiers r é s i d u s  ; 1  ' a u t r e  bande s e r a i t  l a  p a r t i e  C- terminale de l a  

molécule.  La t o t a l i s a t i o n  des 2 masses mo lécu la i r es  37000 e t  27000 à 

savo i r  64000, co r respond ra i t  à l a  masse de l a  g l ycop ro té i ne  r é d u i t e  e t  

S-al ky lée.  

- l a  coupure chimique s ' e f f e c t u e  de manière incomplète : l e  

ge l  de po lyacry lamide  SDS a t t e s t e  de 1  ' impor tance du pourcentage de 

g l y c o p r o t é i  ne non c l  i vée. 



- l e  matériel obtenu, après lyophilisation ultime, présente 
une coloration jaune prononcée e t  es t  t r è s  difficilement soluble en 
milieux aqueux, limitant l e s  possibi l i tés  chromatographiques à visée prépa- 
rat ive.  Toutefois, l a  différence nette de masse entre glycoprotéine non 
modifiée e t  bandes majeures, nous a inci tés  à tenter une chromatographie 
de gel f i l t r a t i o n .  

Une colonne de Biogel Pl00 (1,8 cm/150 cm), équilibrée en 
acide formique à 9 %, a é t é  retenue. Deux fractions ont é t é  isolées.  L'une 
exclue correspond en électrophorèse en gel de polyacrylamide SDS à 2 

bandes de masses moléculaires respectives 64000 (glycoprotéine réduite 
S-carboxyméthyl ée non  modifiée) e t  37000. Quant à 1 a seconde fraction, 
el 1 e s ' i ndi vi dual i se par une seul e bande de masse mol écu1 a i r e  27000. Une 
détermination de séquence sur séquenceur automatique a é t é  réal isée.  La 
fraction exclue de plus haut poids moléculaire, nous a l ivré ,  comme nous 
1 'attendions, deux séquences dans des rapports de rendement t e l s  que 
1 ' in terprétat ion é t a i t  possible sans ambigui t é .  L'une correspond à l a  
séquence N-terminale de 1 a molécule, 1 'autre  "nouvel le" ,  nous a permis 
1 ' identification d '  une séquence de 18 ami no-acides qui, nous pourrons 1 e 
vér i f ie r  dans 1 a dernière par t ie  de ce mémoire, ne recouvre aucune des 
séquences des fragments BrCN (Tableau 9 ) .  La seconde fract ion (27000) 
s ' i d e n t i f i a i t  en séquence à 1 'extrémité N-terminale de 1 a molécule amputée 
ou non de ses 11 premiers résidus. 

Par déduction, l e  fragment 37000 aurai t  une position 
C-terminale dans 1'AVS. 

Au t o t a l ,  l a  coupure par l e  BNPS-Scatole s ' e s t  montrée décevan- 
t e .  Si e l l e  a permis de s i tue r  "en position médiane de 1 'AVS", l e  deuxième 
résidu de tryptophane, e l l e  n 'a  donné que des rendements extrêmement 
faibles .  Nous pourrions même avancer que ces résul ta ts  sont à considérer 
avec une certaine réserve. Y-a-t-i 1 véritablement coupure spécifique ? Le 
blanc réactionnel en électrophorèse autorise à l e  supposer. Les 18 résidus 
amino-acides positionnés seront u t i l e s  dans l a  reconstitution générale. 
I l s  n 'ont pour 1 ' instant  que valeur de résu l ta t s  à mémoriser. 



SEQUENCE N-TERMI NALE D'UN FRAGMENT OBTENU APRES CL1 VAGE AU BNPS SKATOLE DE LIAVS BoTat-1 

1 +IO LEU -ASP-GLY-SER-THR-GLY-GLY-ASN -ASP- ASN - 

tableau 9 



3 Conclusions aénéra l  es 

De 1  'ensemble des r é s u l t a t s  acqu is  dans 1  e  domai ne, s o i t  des 

coupures pa r  enzymes p r o t é o l y t i  ques, s o i t  des coupures pa r  méthodes 

chimiques, nous r e t i e n d r o n s  essen t i e l l emen t  : 

- que l e s  coupures enzymatiques l o r s q u ' e l l e s  sont  s u i v i e s  d ' e f -  

f e t s  sur  1  a  g l y c o p r o t é i  ne n a t i  ve non mod i f iée ,  a t t e i g n e n t  ce1 l e - c i  en un 

p o i  n t  p r i  v i  1  ég i  é qu i  correspond t r è s  c e r t a i  nement à une c o n f i g u r a t i o n  

p a r t i  c u l  i è r e .  Toute réduc t i on ,  t o u t e  déna tu ra t i on  profonde de 1  a  mol écu l  e, 

e n t r a î n e  une augmentation t e l  1  e  des poss i  b i  1  i t é s  de coupures, que 1  es 

f ragments obtenus deviennent t r o p  nombreux e t  de t r o p  f a i b l e  t a i l l e  

mol écu l  a i r e  pour garder  un i n t é r ê t  dans un p r o t o c o l e  v i s a n t  à 1  ' é t a b l i s s e -  

ment de l a  s t r u c t u r e  p r i m a i r e  de l ' a x e  pep t i d i que  de l a  g l ycop ro té i ne .  

- que l e s  coupures chimiques se sont  avérées d ' un  i n t é r ê t  beau- 

coup p l u s  grand, en p a r t i c u l i e r  l e  t r a i t e m e n t  de l a  g l ycop ro té i ne  pa r  l e  

BrCN. Dans l e  cas de n o t r e  molécule,  en e f f e t ,  l e s  f ragments sont  obtenus 

avec un rendement r é a c t i o n n e l  i n t é r e s s a n t  ; 1  a  t a i  1  l e  mo lécu la i r e  des 

fragments p e p t i d i  ques ou g l y c o p e p t i d i  ques a t t e s t e  d '  une d i  s t r i  b u t i  on des 

r é s i d u s  de méth ion ine l e  long de 1  'axe pep t i d i que .  Nous noterons qu 'après 

coupure, 1  es fragments p e p t i  d i  ques ou g l y c o p e p t i d i  ques demeurent dans 1  eur  

ensemble pa r fa i t emen t  so lub les  en phase aqueuse. 

Il en va t o u t  autrement en ce qu i  concerne l a  coupure chimique 

s p é c i f i q u e  des r é s i  dus de t ryptophane.  B i  en que 1  a  p o s i t i o n  sensiblement 

médi ane du t ryptophane dans 1  a  mol écu l  e  s o i t  i n té ressan te ,  1 es f a i b l e s  

rendements, l e s  d i f f i c u l t é s  de s o l u b i l i s a t i o n  au cours des expér iences 

p ré1  i m i  na i  r e s  c i  -dessus d i  scutées, ne nous o n t  pas c o n d u i t  ve rs  1  ' u t i  1  i sa- 

t i o n  de c e t t e  r é a c t i o n  à des f i n s  p répara t i ves .  

A ins i ,  1  a  s t r a t é g i e  retenue, v i s a n t  à 1 'é tab l i ssement  de 1  a  

s t r u c t u r e  p r i m a i r e  de 1  ' axe p e p t i  d i  que de 1 ' ant igène BoTat-1 , correspond à 

un p r o t o c o l e  f a i s a n t  i n t e r v e n i r  r é d u c t i o n  e t  t r a i t e m e n t  par  l e  bromure de 

cyanogène : 



1. r é d u c t i o n  p a r  l e  mercaptoéthanol 

2. a l k y l a t i o n  p a r  1 ' iodoacétamide 

3. t r a i t e m e n t  p a r  l e  BrCN 

4. sous- f ract ionnement  des p r o d u i t s  obtenus 

5. é tude de l a  composi t ion chimique des f r a c t i o n s  

6. é tude de l a  séquence manuel le de 1 ' e x t r é m i t é  N- te rmina le  

des f r a c t i o n s  re tenues 

7. passage sur  séquenceur automatique e t  i d e n t i f i c a t i o n  des 

d é r i v é s  ami no-acides correspondants à chaque c y c l e  de 1 a 

dégrada t ion  ch imi  que. 

C. TRAITEMENT PAR LE BrCN : ETUDE DES SEQUENCES AMINO-ACIDES DES FRAGMENTS 

DE NATURE PEPTIDIOUE OU GLYCOPEPTIDIOUE OBTENUS 

1 )  Fract ionnement des p r o d u i t s  de c l i v a a e  de 1'AVS par  l e  BrCN 

En f o n c t i o n  des études pré1 i m i  n a i  r e s  r é a l  i sées su r  m ic ro -  

quan t i t és ,  il é t a i t  p o s s i b l e  de soumettre une q u a n t i t é  impo r tan te  de 

g l ycop ro té i ne ,  de l ' o r d r e  de 700 mg, à un t r a i t e m e n t  par  l e  BrCN, en 

r e t e n a n t  un p r o t o c o l e  i d e n t i q u e  à c e l u i  que nous av ions d é j à  u t i  1 i s é  l o r s  

des man ipu la t ions  t e s t s .  Le c o n t r ô l e  par  é tude é lec t ropho ré t i que  en ge l  de 

po lyacry lamide  SDS de l a  q u a l i t é  des fragments obtenus, a l i v r é ,  comme il 

é t a i t  at tendu, 4 f r a c t i o n s  e s s e n t i e l  l e s .  Les c o n t r ô l e s  sont  i 11 u s t r é s  

f i g u r e  9. 

Le mélange pep t ides-g lycopept ides ,  a é t é  soumis à une étape de 

f ract ionnement  p a r  chromatographie de g e l  f i l t r a t i o n  sur  une co lonne de 

B ioge l  P100. La  colonne (1,8 cm/150 cm) é t a i t  é q u i l i b r é e  en ac ide  formique 

0, l  - N ; 1 ' é l u t i o n  a é t é  r é a l i s é e  avec un d é b i t  de 36 ml/heure. Un 

é c h a n t i l l o n  correspondant à 40 mg de g l y c o p r o t é i n e  t r a i t é e  p a r  l e  BrCN 

é t a i t  déposé su r  1 e ge l .  L ' é l  u t i o n  é t a i t  s u i v i e  p a r  1 ec tu re  spectrophotomé- 

t r i q u e  à l a  longueur d 'onde de 230 nm. De p lus ,  des dosages pa r  l a  

r é a c t i o n  à l a  n inhydr ine ,  e t  pa r  l a  r é a c t i o n  à l ' o r c i n o l  s u l f u r i q u e ,  

c o n t r i b u a i e n t  à s i t u e r  l e  volume d ' é l u t i o n  des pep t i des  e t  des g l y c o p e p t i -  

des. Le p r o f i l  d ' é l u t i o n ,  présenté dans l a  f i g u r e  10, c o n d u i s a i t  à d i x  

f r a c t i o n s .  Les h u i t  premières f r a c t i o n s  o n t  f a i t  1 ' o b j e t  d 'une é tude  en 

g e l  de po lyacry lamide  SDS ( f i g u r e  9 ) .  A 1 ' obse rva t i on  du ge l ,  l a  quasi  

t o t a l i t é  des f r a c t i o n s  c o l l e c t é e s  m o n t r a i t  un ca rac tè re  t r è s  hétérogène. 



PROFIL ELECTROPHORETIQUE EN GEL DE POLYACRYLAMIDE SDS 

DES FRACTIONS COLLECTEES PAR CHROMATOGRAPHIE DE GEL 

FILTRATION DES PRODUITS OBTENUS PAR TRAITEMENT DE 

L'AVS BoTat-1 PAR LE BrCN 

T Témoins de masse molécula i re  

R A  AVS BoTat-1 r é d u i t  e t  a l k y l é  

C Cl ivage  par  l e  BrCN 

1 + 8 il à F8 Biogel  Pl00 

FIGURE 9 
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Seu 1  e  1  a  f r a c t i  on F7 apparai  ssa i  t r e l  a t i  vement peu contami née pa r  des 

composés de f a i b l e  t a i  1  l e  m o l é c u l a i r e  dans 1  a  mesure où e l  l e  se c o n c r é t i -  

s a i t  par  une bande majeure de masse m o l é c u l a i r e  apparente 13000. Nous 

pouvons n o t e r  que t o u t e s  l e s  f r a c t i o n s  depuis  FI ( f r a c t i o n  exc lue )  à F6, 

con t iennent  une bande de masse mo lécu la i r e  approx imat ive  18000. 11 e s t  à 

remarquer également, que s i  g lobalement 1  ' é l u t i o n  se r é a l i s e  en f o n c t i o n  

de l a  masse mo lécu la i re ,  un c e r t a i n  nombre de s t r u c t u r e s  i n t é r a g i s s e n t  au 

p o i n t  d ' ê t r e  CO-éluées b i e n  que l e u r  t a i l l e  s o i t  t r è s  d i f f é r e n t e .  Ceci 

peut  ê t r e  observé en p a r t i c u l i e r  pour l e s  f r a c t i o n s  F1 ou F2. L ' e f f e t  de 

concen t ra t i on  par  f rac t ionnement  f a i t  a p p a r a î t r e  1  ' impor tance r e l a t i v e  de 

bandes jusque l à  peu perçues au n iveau du mélange i n i t i a l .  Il s ' a g i t  en 

f a i t ,  de 1  ' i l l u s t r a t i o n  du rendement r e l a t i f  de chaque s i t e  de coupure 

théor ique ,  ce qu i ,  b i e n  entendu, mène à 1  ' a p p a r i t i o n  en q u a n t i t é  f a i b l e  de 

séquences recouvran t  deux fragments success i f s ,  ou à l ' e x i s t e n c e  de coupu- 

r e s  secondes f avo r i sées  en m i l i e u  ac ide  formique. 

Des renseignements appréc iab les o n t  pu ê t r e  apportés p a r  l ' u t i -  

l i s a t i o n  d 'une technique d ' é l ec t ropho rèse  d ' a f f i n i t é  su r  ge l  de p o l y a c r y l a -  

mide. Ce t t e  méthode mise au p o i n t  pa r  DUVILLIER-HUET (151, e s t  en e f f e t  

capable, nous l ' a v o n s  d é j à  vu sur  l ' é t u d e  du mélange BrCN, à t r a v e r s  

1  ' u t i l i s a t i o n  de l a  Concanavaline A, de d i s t i n g u e r  des fragments g lycosy-  

l é s .  La f i g u r e  (11 1 i 1  l u s t r e  l e s  r é s u l t a t s  obtenus l o r s  de 1  'é tude  des 

f r a c t i o n s  F3, F5 e t  F7. 

Dans l e  c h a p i t r e  technique e s t  d é c r i t e  l a  méthode, son p r i n c i -  

pe e t  ses poss i  b i  1  i t é s  d '  i n t e r p r é t a t i o n .  Rappelons simplement que l e  g e l  

i n t e r m é d i a i r e  contenant l a  l e c t i n e  permet l a  r é a l i s a t i o n  d ' u n  complexe, au 

cours de l ' é l ec t ropho rèse ,  e n t r e  l ' é l é m e n t  g l y c o s y l é  e t  l a  l e c t i n e .  Le 

complexe a t t e i n t  une t a i  1  l e  mol écu1 a i r e  i ncompati b l  e  avec sa p é n é t r a t i o n  

dans 1  e  r e s t e  du ge l .  

C ' e s t  a i n s i  que pour F7, il e s t  p o s s i b l e  de con f i rmer  d 'une 

p a r t  l e  ca rac tè re  hétérogène de c e t t e  f r a c t i o n ,  d ' a u t r e  p a r t ,  d ' a f f i r m e r  

l e  c a r a c t è r e  g l y c o s y l é  du fragment prépondérant.  

Pour F5, l ' i n t e r p r é t a t i o n  e s t  i den t i que .  La f r a c t i o n  majeure 

(PM 22000) e s t  g lycosy lée .  



R E P R E S E N T A T I O N  D U  P R O F I L  O B T E N U  P A R  E L E C T R O P H O R E S E  

D ' A F F I N I T E  D E S  F R A C T I O I ~ S  F 3 ,  F 5  ,F7 .  
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Pour F3, au c o n t r a i r e ,  nous pouvons n o t e r  1 ' absence d ' a f f i n i t é  

pour l a  Concanavaline A des deux bandes majeures Fga e t  Fgb ; l e s  bandes 

contaminantes, s o i t  de haute masse mo lécu la i re ,  s o i t  de t a i l l e  i d e n t i q u e  à 

c e l l e  de l a  bande majeure de F5, son t  g lycosy lées.  Ces r é s u l t a t s  permet- 

t e n t  1 ' obse rva t i on  su i van te  : l a  coupure chimique de l a  g l ycop ro té i ne  par  - 
l e  BrCN l i v r e  4 fragments e s s e n t i e l s  dont  2 sont  g l ycosy lés ,  e t  2 ne 

p résen ten t  pas de ca rac tè re  d ' a f f i n i t é  pour l a  Concanavaline A, ce qu i  

peut  éventuel lement  ê t r e  i n t e r p r é t é  comme une absence de g l y c o s y l a t i o n  ou 

l ' e x i s t e n c e  de s t r u c t u r e  o l i gosaccha r i d i ques  o r i g i n a l e s .  

2 )  Composit ion chimique 

a )  Composit ion chimique : acides aminés, sucres. 

Les composi t ions en ac ides aminés sont  présentées Tableau 10. 

Nous ne d iscu te rons  que l e s  r é s u l t a t s  concernant l e s  f r a c t i o n s  Fj, F5 e t  

F7. Devant 1 ' hé té rogéné i t é  des f r a c t i o n s ,  l e s  r é s u l t a t s  sont  exprimés en 

nombre de r é s i d u s  pour 100 r é s i d u s  d'amino-acides dosés. Les éléments 

c a r a c t ë r i s t i q u e s ,  m é r i t a n t  pour F7 d ' ê t r e  soul ignés,  peuvent ê t r e  l a  

r i c h e s s e  en a lan ine ,  l e u c i n e  e t  amino-acides basiques : l y s i n e  e t  a r g i n i -  

ne. Pour ce qu i  e s t  de F5, notons 1 ' importance des ami no-acides d icarboxy-  

l i ques ,  de l a  l y s i n e  e t  de l a  S-carboxyméthylcystéine. Quant à F3, l e  seul  

élément à r e t e n i r ,  e s t  l a  q u a n t i t é  d ' a l a n i n e  dosée. 

Les r é s u l t a t s  de dé te rm ina t i on  de compos i t ion  en sucre pa r  

chromatographie phase gazeuse son t  présentés Tableau 11. I l s  me t ten t  en 

évidence au n iveau  des f r a c t i o n s ,  1 ' e x i  stence d ' un  seul  t ype  d'hexosamine 

: l a  N-acétylglucosamine. Pour ce qu i  concerne l e s  hexoses, nous r e t r o u -  

vons des r é s i d u s  de mannose e t  de ga lactose.  Force nous e s t  de remarquer 

l a  présence de f a i b l e s  q u a n t i t é s  de glucose. Cela pose à nouveau l e  

problème de 1 ' ex i s t ence  r é e l l e  de g lucose au s e i n  de 1 'an t igène  ou d 'une 

con tamina t ion  des f r a c t i o n s  au cours de l e u r  p u r i f i c a t i o n  e t  de l e u r  

t r a i t emen t .  

La t r è s  f a i b l e  q u a n t i t é  de g lucose nous o b l i g e  avant . d ' a v o i r  

une p o s i t i o n  d é f i n i t i v e ,  d ' a t t e n d r e  l a  p u r i f i c a t i o n  de g lycopept ides  de 

f a i b l e  t a i l l e  contenant du glucose. Ce sera a l o r s  l e  moment de t r anche r .  





COMPOSITION GLUCIDIQUE DES FRACTIONS ISOLEES APRES CLIVAGE PAR LE B r C N  DE L'AVS DE BoTat-1 

Sucres 1 I F1 ______________ -_ -__ - - - - - - I I I - - - - - -  
Mannose ' 187 I _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ - _ - - - _ I I I I I I I I I  
Ga1 actose ' 128 1 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ - _ _ _ _ - - - _ - - I I I I I I I I I  
Glucose 1 89 I _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ - - - _ - I I I I I I I I I  
N-acétylglucosamine 1 27 

Résu l ta ts  exprimés en micromoles par  gramme de g lycopro té ine .  

Tableau 1  1 



A l 'observation des résu l ta t s ,  u n  f a i t  majeur e s t  dégagé en 
comparant l a  fraction F7 à l a  fraction F5. La fraction F7 s ' individualise 
par une copule gluci di que ne comportant que des résidus l e  mannose e t  de 
N-acétylglucosamine. Le rapport molaire entre mannose, N-acétylglucosami- 
ne, e s t  de 4,5/1, ce qui impliquerait u n  enchaînement de 9 résidus de 
mannose pour 2 résidus de N-acétylglucosamine. 

Dans l e  cas de F5, l a  copule glucidique es t  représentée 
toujours par de la  N-acétylglucosamine, mais aussi par des hexoses, 
mannose e t  galactose en quantité sensiblement analogue. 

Aussi, à ce stade de notre t r ava i l ,  nous pouvons avancer 
l 'existence d'au moins deux s i t e s  différents de glycosylation. Le fraction- 
nement par l e  BrCN conduit, en e f f e t  à : 

- 2 fragments non glycosylés de masses moléculaires respec- 
t ives  29000 e t  18000. 

- 2 fragments glycosylés de masses moléculaires 22000 e t  13000 
dont la  nature des glycannes e s t  différente,  caractérisée ou non par l a  
présence de galactose : 

22000 = présence de galactose e t  de mannose ; 
13000 = présence de mannose. 

b )  Etude des acides aminés en position N-terminale. 

Les fractions F3, F5 e t  F, ont é t é  soumises à une dégradation 
de Edman manuel le.  3 cycles ont é t é  réal isés  sur une quantité de matériel 
t r è s  faible ,  correspondant envi ron à 100 nanomol es. L ' identification des 
phénylthiodantotnes ( P T H )  amino-acides dérivés, a é t é  réal isée à 1 'aide de 
1 a chromatographie 1 iqui de haute performance ( H P L C )  sur colonne microbonda- 
pack C18, en gradient acétate/méthanol ( 1  es conditions expérimentales 
préci ses sont rapportées dans 1 ' appendice techni que). Les rendements enre- 
g i s t r é s  à ce stade autorisaient l a  détermination simultanée de deux 
séquences sur apparei 1 automatique Beckman 890C. Cette étude pré1 imi nai r e  
nous confirmait l 'hétérogénéité des fractions déjà i l l u s t r ée  par étude 
électrophorétique en gel de polyacrylamide SDS (f igure 9), e t  mettait en 
évidence 1 'existence de plusieurs fragments peptidiques dans chaque 
fract ion (Tableau 1 2 ) .  



F r a c t i o n s  

DETERMINATION PAR DEGRADATION DE EDMAN MANUELLE 

DES ACIDES AMINES N-TERMINAUX DE 3 FRACTIONS OBTENUES 

APRES CLIVAGE AU BrCN. 

Cyc le  1 1 c y c l e  2 1 c y c l e  3 I l 
I I I 

Leu, Thr,  A l a  1 I I I Gln, Thr, G lu  1 Ala, Gly 1 
_____________--____-II I I I I I I - I I I I I I I I I I I --------------  l 

Pro, Leu I I l e ,  G ln  I 
I 1 Glu, A l a  1 

_ - -__ I________ -____ - I I - I I I I I I I I I I I I I I I j j - - - - _ - - - - - - - - -  I 
l Cys, Thr ,  A l a  1 Asp, Thr  I 1 L e u , ~ i y  1 

Tableau 12  



c )  Dé te rmina t ion  des séquences en ami no-acides sur  séquenceur 

automatique BECKMAN 890C 

En t enan t  compte des r é s u l t a t s  que nous venons d 'exposer ,  à 

s a v o i r  d 'une p a r t  l e s  r é s u l t a t s  de dégrada t ion  manuel le de Edman, e t  

d ' a u t r e  p a r t  de l ' h é t é r o g é n é i t é  observée en é lec t rophorèse  en g e l  de 

po lyacry lamide SDS, nous avons e n t r e p r i s  une dégrada t ion  de Edman au tomat i -  

que, su r  séquenceur Beckman, des 3 f r a c t i o n s  F3, F5 e t  F7 BrCN. No t re  

hypothèse é t a i t  fondée s u r  1  a  poss i  b i  1  i t é  de pouvo i r  séquencer s imu l tané-  

ment 2 p ro té i nes  d i f f é r e n t e s .  

L  ' appo r t  i r r emp laçab le  de 1 a chromatographie 1 i q u i d e  haute 

performance e t  s u r t o u t  l a  p o s s i b i l i t é  pa r  c e t t e  méthodologie de q u a n t i f i e r  

chaque cyc le  de dégrada t ion  renda ien t  ce p r o j e t  poss ib le .  Sur l e  p l a n  

technique, nous avons présenté,  dans l e  c h a p i t r e  méthodologie l e s  d i f f é r e n -  

t e s  étapes de l a  dégrada t ion  de Edman automatique e t  de 1 ' i d e n t i f i c a t i o n  

des PTH amino-acides dér i vés ,  obtenus à chaque cyc le .  

Deux systèmes tampons on t  é t é  u t i l i s é s  dans ce t r a v a i l  : l e  

système quadrol  e t  l e  système DMAA. Le c h o i x  de 1 'une ou 1 ' a u t r e  des 

c o n d i t i o n s  r e l e v a i t  s o i t  de l a  t a i l l e  m o l é c u l a i r e  des fragments, s o i t  de 

l e u r  charge ou de l e u r  c a r a c t è r e  hydrophobe r e l a t i f .  

* Séquence N- te rmina le  du fragment F3 obtenu après c l i v a g e  au 

BrCN de 1 'AVS BoTat-1 . 

La f r a c t i o n  F3, dont  nous savons à t r a v e r s  1 'é tude  en g e l  de 

p o l y a c r y l  amide SDS q u ' e l  l e  correspond à 2 bandes de ca rac tè re  e s s e n t i e l  l e -  

ment p ro té ique  de t a i l l e  mo lécu la i r e  r e l a t i v e  29000 e t  18000, a  é t é  

r e p r i s e  en tampon quadro l .  30 cyc les  de dégrada t ion  de Edman o n t  c o n d u i t  à 

l ' é t a b l i s s e m e n t  de 2 séquences, dont  l e s  r é s u l t a t s  sont  r appo r tés  (Tableau 

13 ) .  Pour l a  s i m p l i c i t é  de l a  p résen ta t i on ,  nous n 'avons pas f a i t  f i g u r e r  

l e  rendement à chaque c y c l e  en PTH amino-acides dér i vés ,  s igna lons  que l a  

séquence pep t i d i que  dominante possèda i t  un rendement double de l a  seconde. 





Nous a jou te rons  que ces r é s u l t a t s ,  avancés après double i d e n t i f i c a t i o n  en 

HPLC (colonnes mi cro-Bondapack C l  8 ou micro-Bondapack CN) , o n t  p a r f o i  s  dû 

ê t r e  conf i rmés p a r  chromatographie en phase gazeuse ; c e c i  e s t  p a r t i c u l i è -  

rement v r a i  pour  d i s t i n g u e r  1  a  PTH-méthionine de l a  PTH-val ine e t  auss i  1  a  

PTH-phényl a l  an i  ne de 1 a PTH-i s o l  euc i  ne. De p lus ,  1  a  g l y c o p r o t é i n e  avant 

son f rac t ionnement  par  l e  BrCN, ayant  f a i t  1  ' o b j e t  d 'une r é d u c t i o n  pa r  l e  

2-mercaptoéthanol s u i v i e  d 'une S-carboxyméthylat ion, c ' e s t  sous forme 

S-carboxamidométhyl d é r i v é  q u ' a  é t é  recherchée l a  PTH cys té i ne .  

A 1 'examen des 2 séquences de 30 amino-acides (Tableau 131, 

nous pouvons observer  l ' e x i s t e n c e  de t o u t e  une s é r i e  de doub le ts  d 'amino- 

acides, v o i r e  de t r i p l e t s  i m p l i q u a n t  des r é s i d u s  d ' a c i d e  aspa r t i que  ou 

d 'asparagine e t  des rés idus  d ' a l a n i n e .  

* Séquence N- te rmina le  du fragment F5 obtenu après c l i v a g e  au 

BrCN de 1'AVS de BoTat-1. 

Comme dans l e  cas du fragment F3, l e  fragment F5 a é t é  soumis 

i une dé te rm ina t i on  de séquence automatique. Nous savions que deux séquen- 

ces pouvaient  ê t r e  at tendues ; e l  l e s  o n t  é t é  re t rouvées  (Tableau 14) .  

La première majeure, a  pu ê t r e  menée e t  i n t e r p r é t é e  j usqu 'au  

60ème cyc le .  La seconde n ' é t a i t  p l u s  i n t e r p r é t a b l e  au d é l à  du 23ème cyc le .  

Il é t a i t  i n t é r e s s a n t  de r e c o n n a î t r e  dans c e t t e  séquence mineure, l a  

. séquence majeure de F3 (comparer avec l e  Tableau 13) .  Tou te fo i s ,  l e  f a i b l e  

rendement de c e t t e  séquence mineure nous i n c i t a i t  à une grande prudence 

d ' i n t e r p r é t a t i o n .  

Nous rappor tons (Tableau 14)  l e s  r é s u l t a t s  t e l s  q u ' i l s  o n t  é t é  

é t a b l i s  sans conna î t r e  l e s  r é s u l t a t s  de l a  séquence i ssue  de F3. Toute une 

s é r i e  d  'amino-acides appara issent  d i f f é r e n t s ,  en p a r t i  c u l  i e r  e n t r e  l e s  

rés idus  en p o s i t i o n s  15, 16 e t  17, l e s  r é s i d u s  en p o s i t i o n  2 (confus ion 

glutamique, g lu tamine) ,  e t  en p o s i t i o n  5 ( con fus ion  leuc ine ,  l y s i ne )  Ces 

observat ions nous mènent à l a  nécess i t é  de t o u j o u r s  con f i rme r  l e s  séquen- 

ces par  2 man ipu la t ions  d i f f é r e n t e s ,  u t i l i s a n t  ou non l e  même tampon e t  de 

n '  i n t e r p r é t e r  que des r é s u l t a t s  don t  1  a  q u a n t i f i c a t i o n  en PTH amino-acides 

dé r i vés  e s t  du domaine i n t e r p r é t a t i f ,  c ' e s t  à d i r e ,  supé r i eu r  à un 

rendement de 5 nanomoles du PTH amino-acide dé r i vé .  
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* Séquence N- te rmina le  du fragment F7 obtenu après c l i v a g e  au 

BrCN de 1 ' A V S  BoTat-1 

Là encore, 2 séquences on t  é t é  r é a l i s é e s  en s imu l tané  (Tableau 

15 ) .  La séquence mineure nous é t a i t  connue. E l  l e  é t a i t  d é j à  l a  séquence 

mineure é t a b l i e  à p a r t i r  du fragment F3. 

Pour ce qu i  e s t  de 1  'axe pep t i d i que  majeur inconnu jusque 1  à, 

40 r é s i d u s  d'amino-acides o n t  pu ê t r e  a l  i gnés  ; 1 ' i n t e r p r é t a t i o n  d e v i e n t  

dé1 i c a t e  au-del à. L  'é tude  en d é t a i  1  de c e t t e  séquence N- terminale f u t  

immédiatement d 'un  grand i n t é r ê t  dans l a  mesure où e l l e  é t a i t  t o ta l emen t  

superposable 6 une séquence connue t r è s  proche de 1  ' e x t r é m i t é  N- te rmina le  

de l a  g l y c o p r o t é i n e  n a t i v e .  En e f f e t ,  l 'enchaînement  CYS-ASP-LEU-SER. .. 
co r responda i t  aux amino-acides en p o s i t i o n  15, 16, 17, 18 de 1  ' A V S  n a t i f .  

A i n s i ,  l e  f ragment F7 BrCN se t r o u v a i t  p o s i t i o n n é  e t  i d e n t i f i é  dans l a  

g l y c o p r o t é i n e  au q u a r t  N- terminal  de 1'AVS. Ce t t e  f r a c t i o n  g l ycop ro té i que  

" r i c h e  en mannose", s ' i n d i v i d u a l i s e  du r e s t e  de 1  a  copu le  g l u c i d i q u e  de l a  

molécule e t  c a r a c t è r i s e  son e x t r é m i t é  N- terminale.  

En conc lus ion  de c e t t e  étude, en séquence automatique, de f r a c -  

t i o n s  correspondant à des mélanges d 'é léments pep t i d i ques  ou g l y c o p e p t i d i -  

ques, nous re t i end rons  : 

- q u ' i  1  a  é t é  p o s s i b l e  d ' é t a b l i r  un enchaînement pep t i d i que  de 

p rès  de 150 rés idus  au t o t a l ,  s o i t  p rès  du t i e r s  de l a  g l ycop ro té i ne  ; 

- que nous avons i d e n t i f i é  e t  p o s i t i o n n é  l e  f ragment F7 dans 

l e  qua r t  N- terminal  de l a  molécule e t  pu montrer  a i n s i  que l a  copule 

g l u c i d i q u e  d e v a i t  ê t r e  r é p a r t i e  en, au moins, 2 e n d r o i t s  de 1  a  molécule, 

l e  s i t e  de g l y c o s y l a t i o n  ol igomannosidique se t r o u v a n t  proche de l ' e x t r é m i -  

t é  N- te rmina le  ; 

- q u ' e n f i n ,  nous n'avons pas pu m e t t r e  en évidence de r é p é t i -  

t i o n s  de séquence, mais pa r  c o n t r e  t o u t e  une s é r i e  de doub le ts  v o i r e  de 

t r i p l e t s  amino-acides p o r t a n t  en p a r t i c u l i e r  su r  l e s  amino-acides domi- 

nan ts  dans 1  a  composi t ion chimique de 1  a  g l ycop ro té i ne .  Ceci p o u r r a i t  

r ep résen te r  un premier  élément d  ' e x p l i c a t i o n  à 1 a  r e l  a t i  ve "constance" de 

l a  d é f i n i t i o n  g l oba le  en amino-acides des d i f f é r e n t s  AVS à cô té  de l e u r  

v a r i a b i l i t é  extrême dans l a  séquence. 
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3 )  Etude p a r t i c u l i è r e  de l a  f r a c t i o n  F BrCN 7- - 

Dans l e s  paragraphes précédents,  nous avons d é j à  évoqué c e t t e  

f r a c t i o n  chromatographi que qu i ,  obtenue par  g e l  f i  1 t r a t i o n  sur  b i  ogel  

P100, correspond à deux fragments de 1 'axe pep t i d i que  de l a  g l ycop ro té i ne  

BoTat-1. Le p remier  f ragment majeur en ce qu i  concerne son rendement au 

cours de l a  dégrada t ion  de Edman automatique, s ' e s t  vu p o s i t i o n n é  dans l a  

r é g i o n  t o u t e  N- terminale de l a  g l ycop ro té i ne  n a t i v e .  Quant au fragment 

mineur,  sa séquence a v a i t  d é j à  é t é  perçue l o r s  de 1 'é tude de l a  f r a c t i o n  

F3 BrCN. 

Out re  sa p o s i t i o n  N- terminale,  l a  f r a c t i o n  majeure de F7 a 

re tenu  n o t r e  i n t é r ê t  dans l a  mesure où son a f f i n i t é  t r è s  f o r t e  pour  l a  

Concanavaline A suggère une r i chesse  en rés idus  de mannose dé jà  démontré 

pa r  1  e  dosage. 

L ' i n t é r ê t  d 'une étude p a r t i c u l i è r e  de l a  séquence de F7 BrCN 

r é s i d a i t  avant t o u t  dans l e  pos i t ionnement  d é f i n i t i f  du premier  s i t e  de 

g l y c o s y l  a t i  on. 

Ne d isposant  que de 40 mg pour e f f e c t u e r  c e t t e  dé te rmina t ion ,  

i 1 s ' avè ra i  t de pr ime abord, imposs ib le  d 'env isager ,  après coupures ch im i -  

ques ou enzymatiques, un quelconque f ract ionnement .  Chaque dépôt en coupel -  

l e ,  su r  séquenceur r é c l  amant de 1 ' o r d r e  de 10 à 15 mg, s o i t  env i r on  500 

nanomoles de m a t é r i e l ,  nous avons p r é f é r é  u t i l i s e r  une s t r a t é g i e  combinant 

l e  b locage N- terminal  du g l ycopep t i de  i n i t i a l  assoc ié  à une coupure 

spéc i f i que .  L'ensemble du mélange correspondant à une p r i s e  d ' e s s a i s  de 15 

mg é t a i t  d i rectement  déposé en coupe l le .  

a) Coupure enzymatique s p é c i f i q u e  au n i  veau des rés idus  d '  a r g i  - 
n i  ne 

* Rai son du c h o i x  de 1 a p ro téase  re tenue.  

La f r a c t i o n  F7 BrCN e s t  t o u t  d 'abord  soumise à une succ iny la -  

t i o n  dans l e  b u t  de b loquer  l a  f o n c t i o n  NH2 t e r m i n a l e  du r é s i d u  de 

c y s t é i n e  e t  du r é s i d u  de th réon ine ,  représen tan t  1 ' ac i de  aminé en p o s i t i o n  

N- te rmina le  des deux fragments majeur e t  mineur.  Au cours de c e t t e  

mani pu1 a t i on ,  1  'ensemble des r é s i d u s  de l y s i n e  se ron t  s u b s t i t u é s  e t  i d e n t i -  

f i é s  au cours de l a  séquence sous l a  forme de PTH s u c c i n y l - l y s i n e .  



P a r t a n t  de l a  compos i t ion  en amino-acides de F7 BrCN, c ' e s t  à 

d i r e  de c e l l e  d ' u n  mélange d ' u n  g lycopept ide  e t  d ' u n  pept ide,  il nous 

é t a i t  p o s s i b l e  de concevo i r  1  'hypothèse qué l e  g lycopept ide  F7 possèdai t 

de 3 à 4  rés i dus  d ' a r g i n i n e .  A p a r t i r  des r é s u l t a t s  de l a  séquence F7 BrCN 

g loba le ,  sur ces 4  rés idus  a rg in i ne ,  2  r é s i d u s  é t a i e n t  d é j à  pos i t i onnés ,  

1  'un en p o s i t i o n  13, 1  ' a u t r e  en p o s i t i o n  17 (Tableau 15).  De l a  p o s i t i o n  

17 à l a  p o s i t i o n  42, aucun r é s i d u  a r g i n i n e  n ' a v a i t  é t é  i d e n t i f i é ,  auss i  

nous déc id ions  de f a i r e  appel à l a  protéase de glandes sous-maxi 11 a i r e s  de 

Sour is ,  dont l a  s p é c i f i c i t é  absolue e s t  de c l i v e r  l e s  l i a i s o n s  pep t i d i ques  

i n t é r e s s a n t  l e s  seu l s  r é s i d u s  d ' a r g i n i n e ,  e t  de l a i s s e r  1  ' a r g i n i n e  en 

p o s i t i o n  C- terminale (LEVY) (1970) ( 4 3 ) .  

11 e s t  à .noter  que 1  'emploi  de c e t  enzyme s p é c i f i q u e  des 

r é s i d u s  d ' a r g i n i n e ,  p o u v a i t  p a r a î t r e  supe r f l u ,  dans 1 a  mesure où 1  ' a c t i o n  

de l a  t r y p s i n e  sur  l e  g l ycopep t i de  succ iny lé  d e v a i t  a v o i r  l e  même e f f e t .  

Des expé r i  ences p ré1  i m i  n a i  res ,  non rappor tées dans ce  mémoire, nous on t  

i nd i  qué : 

- que 1  es coupures t r y p s i  ques au n i  veau de 1  ' a r g i  n i  ne é t a i e n t  

obtenues avec un rendement t r è s  f a i b l e  dans l e s  c o n d i t i o n s  c l ass iques  d'em- 

p l o i  de 1  'enzyme (tampon b i ca rbona te  d'ammonium 0,01 - M pH 8,5). 

- que des coupures secondes pouva ien t  1 'emporter su r  l a  coupu- 

r e  p r i m a i r e  en f o n c t i o n  du f a i t  que l a  t r y p s i n e  d e v a i t  a l o r s  ê t r e  u t i l i s é e  

avec un rappo r t  enzyme/substrat  impor tan t ,  pendant un temps d '  i n c u b a t i o n  

r e l  a t i  vement pro1 ongé. 

C ' e s t  donc en f o n c t i o n  de ce cons ta t ,  e t  pour é v i t e r  t o u t e  

p e r t e  de m a t é r i e l ,  que n o t r e  c h o i x  s ' e s t  p o r t é  vers  1 'enzyme p u r i f i é  à 

p a r t i r  de glandes sous -max i l l a i r es  de Sour is .  Il f a u t  d i r e  auss i  que l a  

succ iny l  a t i o n  du g l ycopep t i de  a m é l i o r a i t  l e  rendement, 1  ' a c t i o n  de c e t t e  

p ro téase  sur n o t r e  s u b s t r a t .  Le changement r e l a t i f  de p o l a r i t é  du g l yco -  

pep t i de  d o i t  e n t r a î n e r  en e f f e t  une m o d i f i c a t i o n  de c o n f i g u r a t i o n  a u t o r i  - 
sant  une mei 1  l e u r e  approche de 1  'enzyme. 



* Cond i t ions  expér imenta les 

10 mg de F7 BrCN préalab lement  succ iny lé ,  se lon  un p r o t o c o l e  

d é c r i t  dans 1  'appendice technique, sont  ensu i t e  soumis à une d i a l y s e  

c o n t r e  l e  tampon N-méthylmorpholine 0 , l  - M de pH 8,O. Après v é r i f i c a t i o n  du 

pH e t  i ncuba t i on  p r é a l a b l e  10 mn à 37"C, l a  s o l u t i o n  enzymatique e s t  

a j ou tée  en q u a n t i t é  t e l l e  que l e  r a p p o r t  enzyme/substrat s o i t  de 1/50ème. 

L'ensemble e s t  incubé au b a i n  mar i e  1  h  à 37°C. En f i n  d 'hydro lyse ,  

1  ' a c t i o n  enzymatique e s t  in ter rompue pa r  a d d i t i o n  de quelques gou t tes  

d ' a c i d e  acét ique 1  - N. Le p r o t é o l y s a t  e s t  immédiatement congelé e t  soumis à 

une l y o p h i l i s a t i o n .  

* Déte rmina t ion  de l a  séquence en amino-acides du p r o t é o l y s a t  

s u r  séquenceur automatique. 

Le m a t é r i e l  l y o p h i l i s é  correspondant à env i r on  500 nanomoles 

de dépar t  e s t  r e p r i s  dans 300 pl d 'eau  d i s t i l l é e .  Le tube  e s t  r i n c é  par  2 

f o i s  100 pl d ' a c i d e  formique à 10%. Le t o u t  e s t  déposé dans l a  coupe l le .  

Le programme r e t e n u  é t a i t  l e  programme DMAA-polybrène GLY-GLY don t  nous 

avons donné une d e s c r i p t i o n  p r é c i s e  dans l ' append i ce  technique. 

Les r é s u l t a t s  obtenus montrent  l ' e x i s t e n c e  d 'une seu le  séquen- 

ce en amino-acides commençant par  1  'enchaînement a lan ine ,  sé r i ne ,  a r g i -  

n ine, leuc ine,  l y s i n e .  Il appara î t  que 1  ' a r g i n i n e  en p o s i t i o n  17 n ' a  pas 

subi  1  ' at taque de 1  a  p ro téase  sous-maxi 11 a i r e  de Sour i  S. Ce t t e  cons ta ta -  

t i o n  d ' a i l l e u r s  f a v o r a b l e  dans n o t r e  processus expér imenta l  peut  ê t r e  

exp l iquée  en f o n c t i o n  de l a  p r o x i m i t é  d ' u n  r é s i d u  de l y s i n e  ( l y s i n e  en 

p o s i t i o n  19) q u i ,  succi  ny l é ,  a  pu rep résen te r  une cause d'empêchement 

s t é r i q u e  à l ' a c t i o n  enzymatique. 

La séquence é t a b l i e  e s t  r appo r tée  (Tableau 16) .  E l l e  con f i rme 

l e s  r é s u l t a t s  a n t é r i e u r s  depuis  1  ' a r g i n i n e  13 j u s q u ' à  1  ' a l a n i n e  en p o s i -  

t i o n  42 e t  permet de p r é c i s e r  l a  séquence p l u s  avant. On no te  1  ' a l l o n g e -  

ment de l a  séquence représentée pa r  l 'enchaînement GLN-SER-THR-LEU-GLU- 

GLU-ALA-ALA. Nous avons observé qu 'au  d e l à  de l a  de rn iè re  a lan ine ,  l e s  

rendements s ' e f f r o n d r a i e n t  bruta lement  e t  ne pe rme t ta i en t  p l u s  d ' i n t e r p r é -  

t a t i o n ,  même de première approx imat ion.  L ' é v e n t u a l i t é  de l a  p r o x i m i t é  d ' u n  

s i t e  de g l y c o s y l a t i o n  é t a i t  évoquée. Nous savons que c e t t e  p r o x i m i t é  e s t  

un obs tac le  majeur pour 1  es détermi  na t i ons  de s t r u c t u r e  p r i m a i r e  des 

g lycopro té ines .  



Séquence N t e rmina le  obtenue ap rè s  c l i v a g e  par  l a  p ro t éa se  de glande 

sous-maxi1 l a i  re de s o u r i s  du fragment FI l?r.CN de 1 'AVS BoTaT 1 

ALA-ALA-SER-ARG-LEU-LYS-ALA- 
21 - 30 PRO-ALA-fHR-THf?-ALA-LEU-LYS-ASP-THR-LYS- 
31 - 40 THR-LEU-LEU-LYS-ALA-LEU- 

* 
La numérotation es t  à compter du N terminal du fragment majeur de F7 BRCN 

Tableau 16 



La connaissance des 50 premiers résidus du glycopeptide F7 

BrCN sur u n  axe peptidique dont la  longueur é t a i t  estimée par calcul à 

approximativement 80 à 85 résidus pouvait ê t r e  à nouveau une base de 
raisonnement pour déf inir  une nouvelle approche enzymatique ou chimique. 

b )  Coupure enzymati que spéci f i  que au ni veau des rési  dus 
d'acide glutamique. 

* Rai son du choix de 1 'enzyme 

De 1 'ensemble des résul ta ts  acquis e t  en part icul ier  l a  séquen- 
ce déjà établ ie ,  nous pouvions retenir  que l e  glycopeptide ne comportait 
aucun résidu d'acide glutamique avant l e  résidu en position 40 : séquence 
Phe-Leu-Glu-Ser-Ala-Glu ... Une accumulation d'acide glutamique en position 
47 e t  48 caractér isai t  l a  par t ie  terminale de l a  séquence é tab l ie  après 

cl i vage de F7 par 1 'enzyme sous-maxi 11 a i re  de Souris (Tableau 16) ; aussi 
avons nous envisagé l e  protocole suivant : 

- succinylation de la  fraction F7 BrCN, donc blocage des 
ami no-aci des N-termi naux des deux fragments e t  modification des rési  dus de 
lysi ne. 

- incubation de F7 BrCN en présence de l'enzyme de Staphylococ- 
cus aureus, dont l a  spéc i f ic i té  e s t  t r è s  é t ro i t e ,  puisque seules sont 
affectées dans les  conditions uti 1 i sées  les  1 i ai sons peptidiques impl i - 
quant u n  résidu d'acide glutamique qui, après clivage, demeure en position 

Ainsi, en u t i l i s an t  ce protocole, nous pouvions attendre des 
coupures entre GLU 40 e t  SER 41, entre G L U  47 e t  GLU 48, entre GLU 48 e t  
A L A  49. 

Si les  coupures par 1 'enzyme devaient se produire avec un 
rendement sat i  sf ai sant, 1 ' i ntérêt s e ra i t  al ors : 

- de pouvoir confirmer les  résu l ta t s  antérieurs à savoir la  
séquence S E R - A L A - G L U - S E R - T H R - L E U - G L U .  

- de pouvoir déf inir  l a  séquence du glycopeptide après les 
résidus alanine 49 e t  50 devenus les  deux premiers amino-acides en 
position N-terminale du fragment glycosylé résiduel. 



* Cond i t ions  expér imenta l  es. 

10 mg de F7 BrCN préalab lement  succ iny lé  se lon  un p r o t o c o l e  

d é c r i t  dans 1 ' appendice techn ique  son t  soumis i c i  à une d i a l y s e  c o n t r e  l e  

tampon acétate d'ammonium 0,05 - M pH 4,O. Après v é r i f i c a t i o n  du pH e t  

i n c u b a t i o n  p r é a l  a b l e  10 mn à 37"C, 1 a so l  u t i o n  enzymatique e s t  a j ou tée  en 

quan t i  t é  t e l  l e  que l e  r a p p o r t  enzyme/substrat e s t  de 4/100ème. L 'ensemble 

e s t  incubé au b a i n  mar i e  1 h à 37°C. En f i n  d 'hydro lyse ,  l ' a c t i o n  

enzymatique e s t  stoppée p a r  a d d i t i o n  de quelques gou t tes  d ' ac ide  acé t ique  

1 - N. Le p r o t é o l y s a t  e s t  immédiatement congelé e t  soumis à l y o p h i l i s a t i o n .  

* Séquence amino-acides du p r o t é o l y s a t  su r  séquenceur automat i -  

que. 

Après c l i v a g e  p a r  l a  p ro téase  de Staphylococcus aureus, l e  

mél ange pep t ides-g lycopept ides  e s t  soumis à une dé te rmina t ion  de séquence 

sur  séquenceur automatique. Le programme re tenu  é t a i t  l e  programme DMAA- 

po lybrène GLY-GLY. Le dépôt  en coupe l l e  s ' e s t  e f f e c t u é  après r e p r i s e  du 

p r o t é o l y s a t  pa r  300 1 d ' eau  d i s t i l l é e ,  s u i v i e  de 2 r e p r i s e s  p a r  100 pl 

d ' a c i d e  formique à 10%. Nous avons rappo r té  l e s  r é s u l t a t s  obtenus (Tableau 

17)  en f a i s a n t  f i g u r e r  l e  rendement à chaque c y c l e  en nanomoles de PTH 

amino-acides. A 1 'examen de ces va leurs ,  nous pouvons avancer l e s  remar- 

ques s u i  vantes : 

- pour  un dépôt  correspondant globalement de 400 à 500 nanomo- 

l es ,  181 nanomoles d ' a l a n i n e  sont  q u a n t i f i é e s  au l e r  cyc le .  En f o n c t i o n  

des rendements r é a c t i o n n e l s ,  1 ' a l a n i n e  se r e t r o u v e  au 2ème c y c l e  à 238 

nanomoles. La séquence majeure at tendue ALA (49) ALA (50)  e s t  donc 

con f  i rmée. 

- l e  2ème f ragment  a t tendu  correspondant à l a  séquence SER- 

ALA-GLN.. . e s t  également perçu, 24 nanomol es de s é r i  ne au 1 e r  cyc le ,  p u i  S 

a l  an i  ne confondue avec 1 e rendement r é a c t i o n n e l  de 1 ' au t re  f ragment  au 

2ème cyc le ,  p u i s  g lu tamine re t rouvée  à 33 nanomoles, assoc ié  à PTH-glutami- 

que comme il e s t  normal à 11 nanomoles. 



Séquence N t e rm ina le  obtenue après c l i v a g e  p a r  l a  p ro téase  de staphylococcus aureus 

du fragment F7 BrCNde I 'AVS BoTaT 1 

Séquence majeure 

+ n o m b r e  d e  nmoles d e  P T  H- AA 

Séquence mi neure 

La numérotat ion e s t  à compter du N t e rm ina l  du fragment majeur de F7 BRCN 

Tableau 17 



L ' hypothèse expér imenta le  se t r o u v a i t  conf i rmée : l e s  deux 

fragments sont CO-séquencés avec un rendement dominant ALA-ALA ... e t  

1  ' a u t r e  avec un rendement du q u a r t  env i ron,  i d e n t i f i é  à l a  séquence 

at tendue SER-ALA-GLN-SER-THR ... 

S i  nous nous a t tachons  à l a  séquence encore inconnue p ro lon -  

geant  l e s  ac ides  aminés a l a n i n e  en p o s i t i o n  49 e t  50, nous pouvons 

c o n s t a t e r  deux f a i t s  : 

- une chute de rendement cons idérable,  de l ' o r d r e  de 90 % au 

3ème c y c l e  : PTH asparagine e s t  r e t r ouvée  à r a i s o n  de 22 nanomoles. Ce t t e  

chu te  de rendement e s t  i n t e r p r é t é e  comme une preuve i n d i r e c t e  de 1  ' e x i  s- 

tence, à ce cyc le ,  d 'un  s i t e  de g l y c o s y l a t i o n .  

- un hydroxy amino-acide en p o s i t i o n  53 : 1  'hypothèse de 

g l y c o s y l a t i o n  se t r o u v a i t  con f i rmée pa r  1  a  mi se en évidence en p o s i t i o n  53 

de PTH th réon ine  avec un rendement i n d i s c u t a b l e  a t t e i g n a n t , 3 6  nanomoles. 

Ce p ro toco le  p e r m e t t a i t  une i n t e r p r é t a t i o n  jusqu 'au  r é s i d u  d ' a r g i n i n e  en 

p o s i t i o n  60. 

c  ) Conclusions 

Le p r o t o c o l e  expér imenta l  s u i v i  a  permis  en t r o i s  détermina- 

t i o n s  automatiques de séquences d ' é t a b l i r  de manière quasi  d é f i n i t i v e ,  1 a  

s t r u c t u r e  p r i m a i r e  de l a  presque t o t a l i t é  de F7 BrCN. 

L ' i n t é r ê t  de c e t t e  étude s t r u c t u r a l e  t e n a i t ,  à deux f a i t s  : 

* l a  p o s i t i o n  N- te rmina le  du g l ycopep t i de  au s e i n  de l a  

mol écu1 e  n a t i  ve, 

* son ca rac tè re  g l y c o s y l  é p a r t i  c u l  i er ,  d é f i  n i  ssant un des 

t ypes  de g lycanne - de BoTat-1. 

En p o s i t i o n  51 e s t  a f f i r m é e  l ' e x i s t e n c e  d ' u n  glycanne unique- 

ment représen té  pa r  des r é s i d u s  de mannose dans un r a p p o r t  9/2 p a r  r a p p o r t  

aux rés idus  de N -acé t y l g l  ucosamine. Un glycanne de t y p e  ol igomannosidique 

p o u r r a i t  ê t r e  envisagé. Ces évoca t ions  n ' o n t  que va leu r  d 'hypothèse ; nous 

nous proposons de d é f i n i r  c e t  o l i gosaccha r i de  N- terminal  à p a r t i r  de 

nouve l l es  p répa ra t i ons  qu i  s e r a i e n t  a l o r s  soumises à mé thy la t i on .  



Un d e r n i e r  p o i n t  se d o i t  d ' ê t r e  sou l igné .  Il s ' a g i t  de 1  ' i d e n -  

t i f i c a t i o n  en p o s i t i o n  52 d ' u n  r é s i d u  de p r o l i n e .  11 e s t  une n o t i o n  

" c l  assique" de v o u l o i r  e x c l u r e  t o u t e  poss i  b i  1  i t é  de g l ycosy l  a t i o n  d ' u n  

r é s i d u  asparagine l o r squ 'une  p ro1  i n e  se t r ouve  s i t u é e  e n t r e  1 'asparag ine  

e t  l ' hydroxy l -amino-ac ide  en p o s i t i o n  du c ô t é  C- terminal .  Nous avons 

v é r i f i é  su r  l e  diagramme HPLC l e  temps de r é t e n t i o n  du PTH amino-acide 

d é r i v é  correspondant au c y c l e  52.  Les conc lus ions  sont  f o rme l l es .  Le temps 

de r é t e n t i o n  e s t  b i e n  c e l u i  du PTH p r o l i n e  i n j e c t é  dans l e  mélange 

standard. B ien évidemment, c e t t e  preuve n ' e s t  pas absolue pour a f f i r m e r  

d é f i n i t i v e m e n t  l a  p r o l i n e  ; b i e n  qu'une t r è s  f o r t e  p r o b a b i l i t é  e x i s t e ,  il 

nous sera nécessai re  de p répa re r  l e s  "g lycopept ides"  minimum au tour  du 

s i t e  de g l y c o s y l a t i o n .  Une s imp le  composi t ion en ac ides aminés d e v r a i t  

a l o r s  ê t r e  déterminante.  



DISCUSSION GENERALE 

ET CONCLUSION 

Les données de l a  l i t t é r a t u r e ,  l e s  r é s u l t a t s  acquis  en p a r t i c u -  

1  i e r  à t r a v e r s  l e s  dé te rmina t ions  de t a i  1  l e  mo lécu la i r e  des fragments 

obtenus p a r  c l i v a g e  au BrCN assoc iés aux r é s u l t a t s  de séquence, nous 

a u t o r i  sent,  en c e t t e  f i n  de r é d a c t i o n  de mémoire, à résumer n o t r e  connais- 

sance sous l a  forme de 2  hypothèses de r e c o n s t i t u t i o n  de l a  g l y c o p r o t é i n e  

s p é c i f i q u e  du v a r i a n t  BoTat-1 . Ces deux hypothèses de r e c o n s t i t u t i o n  sont  

présentées f i g u r e  12 e t  f i g u r e  13. E l l e s  appara issent  fondées dans l a  

mesure où e s t  d é f i n i t i v e m e n t  é t a b l i e  l a  s t r u c t u r e  p r i m a i r e  du qua r t  

N- terminal  de l a  g l y c o p r o t é i n e  (Tableau 18 ) .  De p lus ,  e l l e s  peuvent ê t r e  

é t a b l i e s  s i  nous nous r é f é r o n s  aux t ravaux  du groupe de CROSS (HOLDER) 

( 1  981 ) (31 ) , qui  s ' e s t  beaucoup p l  us i n t é r e s s é  à p a r t i r  d '  AVS de Trypano- 

soma b r u c e i  à 1  ' e x t r é m i t é  C- te rmina le  de ces molécules.  Ce groupe a  pu 

démontrer en p a r t i c u l i e r ,  aussi  b i e n  pa r  l a  séquence du DNA que pa r  l a  

séquence en ami no-acides, 1  ' ex i s t ence  de s i  t e s  de g l ycosy l  a t i o n  dans l a  

p a r t i e  extrême C- te rmina le  de l a  molécule.  

Quant à nous, s i  1  a  m o i t i é  du m a t é r i e l  g l u c i d i q u e  e s t  p o s i t i o n -  

né dans l e  q u a r t  N- terminal  de l a  molécule,  l e  r e s t e  du m a t é r i e l  g l y c o s y l é  

(F -BrCN) , p o u r r a i t  représen te r  1  ' e x t r é m i t é  C- terminale de l a  molécule.  5 
Nous pou r r i ons  en dédu i re  que l e s  deux d e r n i e r s  f ragments BrCN de po ids  

mo lécu la i r es  r e s p e c t i f s  18000 e t  29000 dont  nous savons q u ' i  1s ne sont  pas 

g lycosy lés ,  s e r a i e n t  de s i t u a t i o n  i n t e r m é d i a i r e ,  c ' e s t  à d i r e ,  d é f i n i -  

r a i e n t  l a  p a r t i e  " c e n t r a l e "  de l a  molécule.  S i  c e t t e  i d é e  de r e c o n s t i t u -  

t i o n  nous appa ra î t  log ique,  nous ne pouvons t o u t e f o i s  é l i m i n e r  t o ta l emen t  

1  ' ex i s t ence  éventuel  l e  de s i  t e s  de g l y c o s y l a t i o n  p a r t i c u l i e r s  l o c a l i s é s  l e  

long  de 1  'axe pep t i d i que .  Ces glycannes qu i  n ' a u r a i e n t  pas d ' a f f i n i t é  pour 

l a  Concanavaline A p o u r r a i e n t  ê t r e  représen tés  pa r  un mono sucre ou un 

d i  sacchar ide branché sur  des r é s i d u s  ami no-acides a u t r e  que 1  'asparagine. 

I l s  d é f i n i s s e n t  des s t r u c t u r e s  nouvel l e s  non encore du domaine du " c t a s s i -  

que". La connaissance des s t r u c t u r e s  g lycosy lées  chez l e s  p r o t o z o a i r e s  e s t  

encore f o r t  mal connue. 



MET MET MET MET MET 

Schéma de 1 'AVS BoTaL-1 

L o c a l i s a t i o n  des fragments BrCN ( t a i l l e s  molécula i res apparentes déterminées par  é lect rophorèse en ge l  
de po l  y a c r y l  ami de) 

(a )  Fg fragment 29000 (b )  Fg fragment 18000 

(M) fragment majeur (m) fragment mineur 
. . . . . . . . 
j : : : ~  ... . Séquence ami no-aci de connue ...-. 2. ..:.:.: 
, . fragments i nte rag i  ssant  avec 1 a concanaval i ne A 

, ,,. fragments n ' i n t e r a g i s s a n t  pas avec l a  concanavaline A 

figure 12 
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1 -+IO ALA-VAL-ALA-ASN-PRO-LEU-LYS-LYS-THR-TYR- 

21 t 30 GLY-ASN-LEU-LEU-ALA-GLN-ARG-ALA-ALA-SER- 
J 9 

31 -+- 40 ARG-LEU-LYS-ALA-PRO-ALA-THR-THR-ALA-L-EU- 
41 -+- 50 LYS-ASP-THR-LYS-THR-LEU-LEU-LY S-ALA-LEU- 
51 t 60 -PHE-LEU-GLU-SER-ALA-GLN-SER-THR-LEU- * 
61 t 70 GLU-GLU-ALA-ALA-ASN -PRO-THR-ALA-AtA-ASP- 
71 -80 TYR-SER-ALA-ARG- 

Tableau 18 



Not re  i n t é r ê t  pour  ce s u j e t  t e l  que nous 1  'avons évoqué en 

commençant c e t t e  rédact ion,  é t a i t  de pouvo i r  mieux d é f i n i r  l e  ou l e s  s i t e s  

an t igén iques  c a r a c t é r i s a n t  BoTat-1 . 11 appa ra i t  maintenant  qu 'après p u r i f i -  

ca t i on ,  l e s  d i f f é r e n t s  f ragments dont  nous avons a p p r i s  à conna î t r e  l a  

s t r u c t u r e  p r i m a i r e  dans l e u r  r é g i o n  N-terminale,  pou r ron t  ê t r e  f o r t  u t i l e  

pour : 

- p r é c i s e r  l ' e x i s t e n c e  d ' u n  ou p l u s i e u r s  s i t e s  ant igéniques,  

- a f f i r m e r  ou i n f i r m e r  l e  r ô l e  du ou des types  de glycannes 

dans ces mêmes s i t e s  ant igéniques,  

- mieux cerner l a  n o t i o n  s i t e s  "communs" à d i f f é r e n t s  an t i gé -  

nes spéc i f i ques  de v a r i a n t s .  

La poss i  b i  1  i t é  o f f e r t e  pa r  1  a  p répa ra t i on  d ' a n t i c o r p s  monoclo- 

naux sera  t r è s  cer ta inement  à u t i l i s e r  dans l ' a v e n i r .  E l l e  p o u r r a i t  

pe rme t t r e  l e  repérage des s i t e s  communs dont  l ' u t i l i s a t i o n  à des f i n s  

d iagnos t iques  ou thérapeut iques  e s t  év idente.  

Le d e r n i e r  aspect  que nous voudrions sou l igner ,  a  t r a i t  au 

mécanisme b i o l o g i q u e  de l a  p a r a s i t o l o g i e  paras i  t a i r e .  

En quo i ,  comment ce p a r a s i t e  p e u t - i l  péné t re r  une c e l l u l e  e t  

m a t é r i a l i s e r  a i n s i  son r ô l e  pathogène ? 

Les t ravaux  r é c e n t s  de HENRIQUEZ e t  - c o l l .  (1981) ( 2 5 ) ,  s ' i n t é -  

ressen t  à c e t  aspect  des choses. S i  dans un m i l i e u  l e  p a r a s i t e  e s t  mis  en 

présence d'une c e l l u l e  r é c e p t r i c e ,  son "accrochage" à l a  membrane de c e t t e  

ce1 l u l e  hôte, précéde l a  p é n é t r a t i o n .  La n o t i o n  de - s i t e s  récep teurs  e s t  

maintenant  é t a b l i e .  Ces au teu rs  démontra ient  d ' a i l l e u r s  l a  na tu re  g lycopro-  

t é i que  du récep teur  ce1 l u l a i r e ,  mais dans l e u r  t r a v a i  1, b i en  que ne l e  

d i s c u t a n t  pas, une man ipu la t i on  s ' a v é r a i t  à nos yeux, d ' u n  i n t é r ê t  majeur. 

En e f f e t ,  1  ' e n r i  c h i  ssement du m i  1  i eu en a l  pha-méthyl mannosi de i n h i b a i t  

1  ' attachement, donc 1  a  p é n é t r a t i o n  du paras i  t e .  A i n s i  , 1 a  g l y c o p r o t é i  ne de 

sur face  du trypanosome, 1  'AVS, p o u r r a i t  a v o i r  comme r ô l e ,  par  1  ' i n te rmé-  

d i  a i r e  de ces glycannes, de permet t re  1  'accrochage. Notre t r a v a i  1  

s  ' i n s c r i t  dans c e t t e  hypothèse. Comme d ' a u t r e s  g l ycop ro té i nes  



membranaires, c e t t e  s t r u c t u r e  e s t  en fou ie  dans l a  membrane par  son e x t r é -  

m i t é  C- terminale,  seu le  l ' e x t r é m i t é  N- te rmina le  se t r ouve  en extrême 

p é r i p h é r i e  du manteau. Nous avons démontré 1 ' ex i s t ence  au n iveau de 1 'AVS 

BoTat-1, que l e  q u a r t  N- te rmina l  é t a i t  p o r t e u r  d ' u n  glycanne r i c h e  en 

mannose. Le rapprochement avec 1 e t r a v a i  1  c i  t é  p l  us haut, p e r m e t t r a i t  

d 'énoncer 1 a  p r o p o s i t i o n  su i  van te  : "sur  l e  p l  an phys io log ique,  1  ' A V S  

s e r a i t  un moyen d 'ancrage pour  péné t re r  l e s  c e l l u l e s  r é c e p t r i c e s " .  Les 

aspects de c o n f i g u r a t i o n  t r i d imens ionne l  l e ,  de v a r i a t i o n s  de s t r u c t u r e  

quant  à l a  séquence, quant à l a  p o s i t i o n  e x t é r i o r i s é e  ou non du glycanne 

N- terminal ,  i l l u s t r e r a i e n t  l a  n o t i o n  de pouvo i r  i n f e s t a n t  dont  il a é t é  

démontré l a  v a r i a b i l i t é  aussi au cours de l a  v a r i a t i o n  ant igénique.  

Le concept thérapeut ique  v i s  à v i s  de l a  trypanosomiase peut  

donc évo lue r  : " l ' a n t i c o r p s "  à p réparer  p a r  vacc ina t i on ,  ou à p résen te r  

pa r  sérothérapie,  se d e v r a i t  de reconna î t r e  l e  glycanne. L'enveloppement 

du glycanne par  c e t t e  molécule v i e n d r a i t  b loquer  l e  processus i n f e s t a n t  de 

p é n é t r a t i o n  ce1 l u l a i r e .  
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A. METHODES PHYSIQUES D'ETUDE DES PROTEINES OU GLYCOPROTEINES 

1 - ELECTROPHORESE EN GEL DE POLYACRYLAMIDE EN PRESENCE DE SDS 

1 ) Pr inc ipe  

Le dodécyl s u l f a t e  de sodium (SDS) , possède 1 a p r o p r i é t é  de se 

f i x e r  sur 1 'enchaînement pep t i  d i  que d '  une p ro té ine  1 u i  conférant  des 

charges négatives en nombre t e l  que l e s  c r i t è r e s  de m ig ra t i on  é lectrophoré-  

t i q u e  ne dépendent p lus  que de l a  longueur de 1 'axe pept id ique de l a  

p r o t é i  ne. 

Dans des cond i t ions  expérimentales données, en f a i s a n t  r é f é -  
+)" - 

* 9" rence à un mélange standard de pro té ines  de masses molécula i res connues, 
-I k 
P I  

i 1 devient  poss ib le  de déterminer l a  t a i l  l e  d'une p ro té ine  ou d'un peptide. 

Cet te technique possède des l i m i t e s  d ' u t i l i s a t i o n  e t  d ' i n t e r -  

p r é t a t i  on : 

- l e s  cond i t ions  expérimentales do ivent  ê t r e  adaptées au cas 

é t u d i é  ; par  exemple ge l  cho is i  en f o n c t i o n  de l a  va leur  

suspectée de masse mol écu1 a i r e  de 1 'échanti  11 on. 

- i n t e r p r é t a t i o n  d i f f i c i  l e  l o r s  de 1 'etude de g lycoproté ines 

ou de glycopeptides, 1 a copule glycannique venant m o d i f i e r  

1 e comportement dans l e  ge l  de 1 ' hé téropro té i  ne au cours de 

sa migra t ion .  

- l a  nécessi té dans l e  choix des tampons retenus de r é u n i r  des 

cond i t ions  permettant d ' é v i  t e r  1 a format ion d'agrégat de 

1 'échant i  1  l o n  créant  a i n s i  des "polymères" a r t i f i c i e l  S. 

2) Technique 

Nous avons u t i l i s é  l a  technique préconisée par  LAEMMLI (1970) 

(40).  L ' apparei 11 age re tenu e s t  1 'ensemble a l imenta t ion  s tab i  1 i sée 2197, 

chambre de m ig ra t i on  v e r t i c a l e  2001 fou rn i  par  l a  soc ié té  LKB. Un ge l  à 



SCHEMA DE L'APPAREIL UTILISE POUR PREPARER LES GELS A GRADIENT D'ACRYLAMIDE 

Robinet de communication 

péristaitique 

figure 14 



gradient  d ' a c r y l  amide 5 à 30% de 1,5 mm d'épaisseur es t  coulé e n t r e  deux 

plaques de ve r re  à 1 'a ide de 1 'appare i l  schématisé f i g u r e  14. Un ge l  

supérieur à 5% d'acrylamide dans leque l  sont obtenus, au moyen d 'un  peigne 

en p l  astique, des compartiments permettant l e  dépôt des échant i  1 lons, e s t  

coulé après gé l  i f i  c a t i  on du premier. 

Les dépôts sont e f fec tués  sous un volume de 5 à 10 pl. 
L 'électrophorèse e s t  r é a l i  sée sous une i n t e n s i t é  constante de 30 m i  11 i am- 

pères. La durée de migrat ion,  qui  l e  p lus  généralement correspond à 3 

heures, e s t  appréciée à 1 'a ide  d 'un  i nd i ca teu r  de m ig ra t i on  colorée, l e  

b leu de bromophénol. 

Le ge l  après m ig ra t i on  e s t  immergé 16 heures dans une s o l u t i o n  

colorante de b l e u  Coomassie. L 'é tape de déco lora t ion  s ' e f f e c t u e  pendant 48 

à 72 heures en présence d'eau-méthanol-acide acétique. 

3 )  Réac t i f s  

* So lu t i on  mère d'acrylamide : A 

ac ry l  amide 48 g 

N-N'méthylènebisacrylamide 1, 28 g 

eau d i s t i l l é e  q.s.p. 100 m l  

* So lu t i on  mère du tampon du ge l  à g rad ient  : B 

3 M T r i s  HC1 pH 8,8 

* So lu t i on  mère du tampon de ge l  supgrieure : C 

1 M T r i s  HC1 pH 6,8 

* Composition du ge l  à g rad ient  

So lu t i on  à 5 % 
( 1 0  ml)  

A 1 m l  

B 1,25 m l  

eau d i  s t i  1 1 ée 7,2 m l  

SDS 2 % 0,5 m l  

TEMED(+) 5 

Persu l fa te  
d'ammonium 5 % 10 pl 

So lu t i on  à 30 % 
(10 ml )  

saccharose 

(+) N,N,N1,N'-Tétraméthylène diamine 



* Composition du gel supérieur 

Solution à 5 % (10 m l )  

A 1 ml 

C 1 ,25 ml  

eau di s t i  11 ée 7 , 2  ml 

SDS 2 % 0,s pl 

TEMED 10 pl 
Persulfate 

d'ammonium 5 % 100 pl 

* Tampon de dissolution des échantillons 

Tris 0,0625 M pH 6,8 

SDS 2 % 

glycérol 10 % 

bleu de bromophénol : quelques gouttes 

Les analyses ayant été réalisées selon les cas en présence ou 
en absence d'agents réducteurs, le tampon de dissolution étai t  ou non 
enrichi en bêta-mercaptoéthanol à la concentration finale de 5 %. 

Après dissolution dans le tampon choisi, le  produit à analyser 

est 1 aissé 3 minutes a 100°C, afin de permettre la fixation du SDS sur la  

chaîne peptidique et  permettre en milieu réducteur la coupure des ponts 

di sulfure. 

* Tampon d'électrophorèse 

Tri s 

glycocol 1 e 

SDS 

* Colorant 

bleu Coomassie 

éthanol 

acide acétique 

eau di s t i  11 ée 



* Décolorant 

mét han01 

ac i  de acé t i  que 

eau d i  s t i  11 ée 

4)  App l ica t ion  à l a  déterminat ion de 1  a  masse molécula i re 

5 )il s o i t  5 pg d 'un mélange de témoins de masse molécu la i re  

connue ( k i t  de c a l i b r a t i o n  bas poids molécu la i re  Pharmacia : 14400 à 

94000) sont disposés sur l e  gel  dans l e s  mêmes condi t ions que l e s  

échan t i l l ons  à analyser. La courbe d'étalonnage ( f i g u r e  15) du ge l  e s t  

obtenue en po r tan t  l a  valeur  du R f  de chaque témoin en f o n c t i o n  du 

logar i thme de l e u r  masse moléculaire. 

Rf - - M ig ra t i on  de l a  pro té ine  

Migra t ion  du b leu  de bromophénol 

II - DETERMINATION DES POINTS ISOELECTRIQUES 

1 ) Pr inc ipe  A,.: . , s - : 
8. e,,-i 6 - - 

r - . . - -  . 
b - '-, , 1 !-7 - - 

,n - . . , , Z,.' 
- .,. L. 

L 'i soélec t ro foca l  i sa t ion  cons is te  en une m ig ra t i on  é lectropho- 

r e t i q u e  en grad ient  de pH s tab le  e t  s t a t i o n n a i r e  c ro i ssan t  de l 'anode vers 

l a  cathode. Dans ces condi t ions,  l e s  pro té ines  vont se f o c a l i s e r  à une 

valeur  de pH correspondant à l e u r  p o i n t  i s o é l e c t r i q u e  ou pHi. 

Lorsqu'une p ro té ine  se t rouve à un pHi supérieur ou i n f é r i e u r  

à son pHi, e l l e  e s t  i on i sée  respectivement négativement ou posi t ivement e t  

migre donc dans l e  premier cas vers 1  ' anode, dans 1  e  second cas vers 1  a  

cathode. Au cours de sa migrat ion,  sa charge diminuera progressivement en 

f o n c t i o n  de l a  v a r i a t i o n  du pH e t  deviendra nu l  l e  au pH équivalent  à son 

p o i n t  i soélectr ique.  
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COURBE D'ETALONNAGE DES MASSES MOLECULAIRES EN FONCTION DE LA MIGRATION DES TEMOINS 

DE CALIBRATION 

1 .Phosphorylase b 

2 .Serum albumine bovine 

$ ~ n h ~ d r a s e  carbonique 

5.Inhibiteur trypsique d e  soja  

6 . a-Lac talbumine 

figure 15 
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2) Technique 

Ce t te  déterminat ion a é té  e f fec tuée par  i soélec t ro foca l  i s a t i  on 

en gradient  de pH (3,5 - 10) sur ge l  de polyacrylamide. 

s o l u t i o n  d 'acry lamide 
à 29, 1 % ( P D )  

s o l u t i o n  de N ,N '-méthyl ène-bi s 
acrylamide à 0,9 % ( P D )  

g l ycé ro l  

r i b o f l a v i n e  

amphol i nes 9-1 1 

(LKB 1809) 5-7 

4-6 

3,5-10 

eau d i s t i l l é e  qsp 

La s o l u t i o n  es t  dégazée pendant 10 minutes ; p u i s  0,27 m l  de 

p e r s u l f a t e  d'ammonium à 4 % sont ajoutés. Le mélange e s t  coulé en t re  2 

plaques de ve r re  espacées de 1 mm. La polymér isat ion s ' e f f e c t u e  en 1 heure 

envi ron . 

Les échan t i l l ons  sont dissous dans de 1 'eau d i s t i l l é e  à une 

concentrat ion de 1 mg/ml. Une quan t i t é  de 30 pl e s t  déposée sur  un morceau 

de papier  f i l t r e  (Whatman 3 MM, Paratex),  ensu i te  appl iqué au contac t  du 

gel .  

L 'analyse e s t  r é a l  i sée sur apparei 1 LKB 21 17 mu1 ti phor system. 

Les mèches des é lectrodes cathodique e t  anodique sont imbibées respec t i -  

vement par une sol  u t i o n  1 M NaOH e t  1 M H3P04. 

L ' é l e c t r o f o c a l i  sa t ion  e s t  e f fec tuée sous une puissance cons- 

t a n t e  de 6 wat ts  pendant 5 heures au moyen d 'un  redresseur de courant LKB 

2197 ; l a  température é t a i t  maintenue à 15OC. Les papiers f i l t r e s  sont 

r e t i r é s  au bout d'une heure de migrat ion.  La déterminat ion du grad ient  de 

pH obtenu e s t  effectuée, par mesure du pH au moyen d'une é lec t rode de 

surface, tous l e s  centimètres, l a  m ig ra t i on  une f o i s  terminée. 



Protocole de f i x a t i o n  e t  de colorat ion.  

Le ge l  est  immergé 15 heures dans l a  so lu t ion  de f i xa t i on ,  

lavé plusieurs f o i s  par l a  so lu t ion  de décolorat ion pendant 12 heures, 

immergé dans l a  so lu t ion colorante bleu Coomassie pendant 15 heures, puis 

décoloré e t  f inalement f i x é  e t  séché sur f i l m  Gel Bond FMc Corporation. 

Réact i fs  

* Solu t ion de f i x a t i o n  

acide su l fosa l i cy l ique  17,3 g 

acide t r i ch lo racé t ique  57,7 g 

eau désionisée qsp 500 m l  

* Solut ion de co lo ra t ion  

Coomassie B r i l l i a n t  Bleu R250 0,460 g 

so lu t ion de décolorat ion 400 m l  

* Solut ion de décolorat ion 

éthanol 250 m l  

acide acétique 80 m l  

eau désionisée qsp 1000 m l  

III - ELECTROPHORESE D'AFFINITE EN GEL DE POLYACRYLAMIDE - GEL 

INTERMEDIAIRE CONTENANT UNE LECTINE 

Nous u t i l i s o n s  l a  méthode mise au po in t  par DUVILLIER-HUET 

(1981) (15). 

1) Pr incipe 

La mise au po in t  de c e t t e  nouvelle technique ava i t  pour but 

d ' i n te rp ré te r  parmi des bandes de ni igrat ion électrophorétique, l es  compo- 

sants porteurs d'une s t ruc tu re  glycannique possèdant une a f f i n i t é  pour une 

lec t ine.  Ainsi ,  1 a traversée d 'un gel  intermédiaire enr i ch i  en Concanava- 

1 i ne  A amène 1 a possi b i  1 i t é  de formation d'un complexe lectine-glycopep- 

t i d e  ou glycoprotéine avant l a  migrat ion en gel normal. S i  des condi t ions 



de pH suffisamment basique sont retenues, la Concanavaline A se trouve 

sous une forme tétraméri que de masse mol écu1 aire avoi si nant 140000. Tout 

complexe formé possède alors une taille très élevée et ne peut quitter le 

gel intermédiaire pour pénétrer dans le gradient de gel de polyacryla- 

mi de. 

La comparaison de 2 dépôts identiques, 1 'un traversant le gel 

intermédiaire saris lectine, 1 'autre traversant le gel intermédiaire enri- 

chi en lectine, permet de reconnaître, parmi 1 'ensemble les composants, 

ceux qui ne contiennent aucun site d'interaction avec 1 a Concanavaline A : 

en effet, la migration électrophorétique de ces derniers n'est alors 

aucunement perturbée par 1 a présence de la lectine. Au contraire, s'i 1 y a 

formation d'un complexe, celui-ci reste à 1 'interface du gel intermédiaire 

et du gel cl assi que et 1 a bande él ectrophoréti que correspondante di sparait 

de l'électrophorégramme par rapport à la migration témoin. 

La présence de détergents ioniques empêche dans la plupart des 

cas la formation des complexes d'affinité avec les lectines. Nous avons 

donc procédé en 1 ' absence de SDS, et en conséquence, uti 1 i sé 1 e coup1 age à 

1 a fluorescamine pour obtenir la migration de tous les fragments étudiés 

vers l'anode. 

2) Technique 

a) Marquage à la f luorescamine. 

L'échantillon de l'ordre de 100 pg est dissous dans un tampon 

bicarbonate de sodium 0,5 M de pH 8,2 ; 25 pl d'une solution fraîchement 

préparée de fluorescamine à 3 mg/ml dans 1 'acétone lui est ajouté. 

L'ensemble est immédi atement agité à 1 'aide d'un vortex. La fluorescamine 

réagit instantanément au niveau des fonctions amines primaires. L'excès de 

réactif s'hydrolyse très rapidement en produits non fluorescents. L'acé- 

tone est ensuite évaporé par un courant d'azote et quelques gouttes de 

glycérol sont ajoutées pour augmenter la densité du dépôt. 



b )  M ig ra t i on  

L ' u t i l i s a t i o n  d 'un  ge l  de polyacrylamide 10-30% permet, après 

une durée s u f f i s a n t e  d  'é lect rophorèse ( 6  heures env i ron)  , 1 ' ob ten t i on  d '  un 

équi 1  i bre  de migrat ion.  Le ge l  supérieur correspond à un gel  agarose à 2% 
2 e n r i c h i  ou non en Concanavaline A à l a  concent ra t ion  de 100 g/cm . 

L'é lect rophorèse e s t  r é a l i s é e  en tampon T r i s - g l y c o c o l l e  0,05 M de pH 9,4. 

A ce pH, l e s  composants étudiés, couplés à l a  f luorescamine, sont chargés 

négativement. La m i g r a t i o n  s  ' e f f e c t u e  sous un vo l tage constant de 180 

v o l t s .  

Après m i g r a t i o n  é lect rophorét ique,  l e  ge l  e s t  l u  sous lampe 

UV. 11 peut ê t r e  conservé 24 heures à 4°C. 

3)  Schématisation c mi 

.-p 

.' - * Il:-. 
1 r 

, , 4' -- 
Le système e s t  présenté f iguFe 16;'-  

A gauche du schéma, m ig ra t i on  témoin de 1  ' échan t i l l on ,  à 

d r o i t e ,  m ig ra t i on  de 1  ' é c h a n t i l l o n  à t r a v e r s  un ge l  e n r i c h i  en Concanava- 

1  i n e  A. Nous voyons d i s p a r a î t r e  de 1  'é lect rophorèse l e s  composants comple- 

xés à l a  l e c t i n e .  Sans avo i r  va leur  absolue, t o u t  r é s u l t a t  p o s i t i f  peut 

ê t r e  enreg is t ré .  Tout r é s u l t a t  n é g a t i f  d o i t  ê t r e  i n t e r p r é t é  avec réserve. 

I V  - ETUDE PAR DICHROISME CIRCULAIRE 

Les expériences on t  é t é  réa l i sées  sur un dichrographe JOBIN- 

YVON RJ MARK III qui  permet des mesures de 180 à ,800 nm. La s e n s i b i l i t é  de 

1  'apparei 1  peut v a r i e r  de 2 . 1 0 ~ ~  à 1 0 - ~ .  Le s igna l  d ichroïque a m p l i f i e  e s t  

e n r e g i s t r é  sur  papier  c a l i b r é  en cm (abscisse e t  ordonnée). 

La concent ra t ion  des proté ines,  déterminée par  l a  méthode de 

LOWRY (1951) (441, e s t  de 1  ' o rd re  de 1  mg/ml dans 1  'eau. L 'épaisseur  des 

c e l l u l e s  de mesure (en quar tz )  v a r i e  de 0,01 cm à 2 cm. L ' e l l i p t i c i t e  

mola i re  (8) a é té  ca lcu lée  pour l a  rég ion  du spectre c,orrespondant au 

chromophore amide ( e n t r e  180 e t  240 nm), en prenant l a  moyenne de 3 à 5  

spectres r é a l  i sés à 2  sensi b i  1  i t é s  d i  f fé ren tes .  Le d é f i  1  ement des va leurs  

de longueurs d'onde e s t  de 0,1 mm/sec. La v i t esse  de déroulement du pap ier  

e s t  de 2 mmlmn. La constante de temps e s t  égale à 10. 



Electrophorése d'affinité 

figure 16 
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Pour éta lonner l e  dichrographe, es t  préparée une s o l u t i o n  

d '  i soandrostérone dans l e  dioxane (25 mg120 m l  1. La mesure e s t  ef fectuée à 

304 nm, en cuve de 1 cm, à l a  s e n s i b i l i t é  de 10.10'~ a f i n  d ' o b t e n i r  sur 

l ' e n r e g i s t e u r  une expansion correspondant à 142,5 mm. 

La formule permettant d ' o b t e n i r  l e s  e l  l i p t i c i t é s  mola i res à 

p a r t i r  du spectre expérimental es t  : 

(8) = 3.300 M A s  - 
Cd 

Tous l e s  spectres expérimentaux ont  é t é  r é a l i s é s  dans des 

cond i t ions  t e l l e s  que l a  densi té opt ique s o i t  t ou jou rs  i n f é r i e u r e  à 1,5. 

I l s  ont  é t é  ensu i te  conver t is  en courbes gaussiennes à 1 ' a ide  d'un 

convert isseur de courbes "DUPONT CURVE". On o b t i e n t  a i n s i  des maxima 

néga t i f s  à 207, 214 e t  222 nm. Le contenu en hé l i ces  a e s t  apprécié à 

p a r t i r  de 1 a t r a n s i t i o n  n -, n au n i  veau de 1 a bande centrée à 222 nm e t  en 

prenant l a  va leur  de -30.620 comme é ta lon  pour l ' h é l i c e .  La quan t i t é  de 

s t r u c t u r e  a e s t  appréciée de façon s i m i l a i r e  au niveau de l a  bande ii 214 

nm e t  en prenant l a  va leur  de -7.040 comme éta lon  pour l a  fo rmep . Les 

valeurs des é ta lons  sont déterminées pour l e  dichrographe u t i  1  i sé dans 1 a 

rég ion  du spectre 180-250 nm, à p a r t i r  de s i x  pro té ines  d'après l a  méthode 

de CHEN e t  c o l l .  (1974) ( 7 ) .  

M = masse moyenne des rés idus  d'acides aminés ( i c i  11 1 ). 

c  = concentrat ion en g l l .  

d  = longue* de 1 a cuve en cm. 

A = nombre de mm mesurés. 

s  = s e n s i b i l i t é  ( 1 0 - ~  à z.Io-~). 

( 0 )  e s t  donc exprimé en deg. décimole -'cm2. 

Réa l isa t ion  des s ~ e c t r e s  d i  chrofaues 



B - METHODES CHIMIQUES D'ETUDE DES PROTEINES OU GLYCOPROTEINES 

1 - COMPOSITION CHIMIQUE 

1 )  Méthodes d'étude des acides aminés 

* bléthode automatique de repérage des acides aminés ou des 

peptides par  réac t i on  à l a  ninhydrine. 

Nous u t i l i s o n s  l a  méthode adaptée sur autoanalyseur Technicon 

par  DEGAND (1972) (1  1 ), qui  permet de me t t re  en évidence l a  présence 

d 'ac ides aminés ou de pept ides dans l e s  é lua ts  de colonne. 

a) Réact i fs  

Pendant 24 heures, un mélange à p a r t i e  égale de méthy lce l lo -  

solve e t  d'eau d i s t i l l é e  (1500 m1/1500 m l  1, dégazé, e s t  maintenu sous 

azote. 15 g de n inhydr ine  sont dissous dans 500 m l  de méthy lce l loso lve  

pur. Sont a l o r s  a joutés 1,125 g d 'hydr indant ine  pu is  262,5 m l  de tampon 

acétate de Na 4M pH 5,5. Le mélange s ' e f f e c t u e  à 1 'a ide  d'une a g i t a t i o n  

magnétique douce e t  sous bu1 1 age constant d '  azote pendant 30 m i  nutes. 

Cet te  s o l u t i o n  e s t  a l o r s  a joutée aux 3 l i t r e s  de méthylcel l oso lve  d i l u é  e t  

maintenu sous azote pendant 24 heures. L'ensemble remis sous atmosphère 

d '  azote es t  p r ê t  à 1 'emploi.  Le r é a c t i f  a i n s i  préparé peut ê t r e  é t a l  onné 

avant chaque dosage par rappor t  à une gamme de nor leucine e t  de p r o l i n e .  

b )  Mode opéra to i re  

500 p l  d ' é l u a t  de colonne sont mélangés au r é a c t i f  à l a  

n inhydr ine dans une première bobine de d é l a i .  Le f l u x  l i q u i d i e n  es t  

f rac t i onné  par  bu1 l e s  d '  azote. La progression du f l u x  e s t  assurée par  une 

pompe p é r i s t a l t i q u e .  Le d é b i t  e s t  é t a b l i  à 1 'a ide  de tuyaux ca l i b rés .  Il 

e s t  de 1,69 ml/mn pour l a  ninhydrine, de 0,32 ml/mn pour l ' a z o t e  e t  

1 'échant i l lon .  Après passage au ba in  marie à 95"C, e t  ref ro id issement,  l a  

dens i té  opt ique e s t  l u e  à 570 nm. 



* Analyse des acides aminés sur  autoanalyseur 

a) Hydrolyse 

De 100 pg  à 500 pg d ' é c h a n t i l l o n  sont hydrolysés par  1 'acide 

chlorhydr ique 5,6N à 110°C en tube s c e l l é  sous azote. La durée d 'hydrolyse 

es t  généralement de 24 heures, t ou te fo i s ,  lorsque l a  quant i  t é  d 'échant i  l- 

lon  l e  permet, des c inë t iques d 'hydrolyse de 6 heures à 72 heures peuvent 

ê t r e  é tab l i es .  L 'hydro lysat  es t  ensu i te  évaporé sous v ide  à basse tempéra- 

t u r e  (Evapo M i  x BUCHLER). 

b )  Analyse des acides aminés sur autoanalyseur 

La composi t i o n  en acides aminés e s t  r é a l  i sée sur  autoanalyseur 

BECKMAN de type Mult ichrom B. Les tampons e t  l e  programme retenus permet- 

t e n t  en une seule étape e t  sur une seule. colonne l a  séparat ion des acides 

aminés e t  des osamines. 

La rés ine  u t i l i s é e  e s t  l a  res ine  DURRUM DC6A dans une colonne 

de 6 mm de d i  amètre e t  de 350 mm de hauteur. La composition des tampons 

u t i l i s é s  e s t  rapportée dans l e  tab leau su ivant  : 

Tampon 1 2 3 4 

PH 2,97 2,97 4,lO 7,10 
c i t r a t e  de Na 2H20 15,7 g 15,7 g 1597 g 15,7 g 

NaCl 30 g 37,5 g 

Thiod ig lyco l  2 ml 2 m l  2 m l  2 m l  

Acide N capry l  ique 0,08ml 0,08ml 0,08 m l  0,08 m l  

e a u d i s t i l l é e q s p  1000ml 1000ml  1000 m l  1000 m l  

Le pH de chaque tampon e s t  a jus té  avec de 1 'ac ide  ch lo rhyd r i -  

que à 32 %. 



Le programme uti 1 i sé pour 1 'analyse est 1 e sui vant : 

Tampon 1 

Tampon 2 

Tampon 3 

Tampon 4 
Régénération NaOH 0,2 - N 
Rééqui 1 i brati on en tampon 1 

Temps en mn 
O - 93 

93 - 125 
125 - 142 
142 - 234 
234 - 242 
242 - 283 

La température d'élution est de 50°C pendant les 185 premières 

minutes ; elle passe alors à 60°C afin d'accélérer 1 'élution de 1 'arginine 

en fin d'analyse. Au début de la rééqui 1 i bration de la colonne en tampon 

1, la température est ramenée à 50°C. 

Dans le programme, l'utilisation du tampon 2 de pH 2,97 

citrate de Na enrichi en NaCl (30 g/l), permet 1 'élution des hexosamines, 

successivement gl ucosamine pui s gal actosami ne entre les résidus d'alanine 

et de valine. 

La composition des réactifs à la ninhydrine retenue est la 

Ninhydrine (Touzart & Matignon) 75 g 

Chlorure stanneux (Merck) 1,5 g 

Tampon acétate de Na pH 5,5 (Merck) 1.250 ml 

Mét hyl ce1 1 os01 ve ( SDS ) 3.750 ml 

Le réactif est maintenu sous atmosphère d'azote. Les débits 

d'élution sont respectivement de 35 ml/heure pour -les tampons et de 17,5 

mllheure pour le réactif à la ninhydrine. 

* Dosage du tryptophane 

Le tryptophane détruit par l'hydrolyse acide HC1 5,6 - N est 

dosé par 1 a méthode de PENKE (1 974) (50). 



1 mg d ' é c h a n t i l l o n  e s t  hydrolysé 24 heures sous v ide à 110°C 

par 1 m l  d 'ac ide  P-mercaptoéthanol sul fonique en présence de 500 nanomoles 

de n o r l  euci ne. Le pH de 1 ' hydro lysat  es t  ensui t e  a j u s t é  à pH 2,2 par  de 1 a 

soude 2 - N e t  l e  volume a jus té  à 5 m l  avec un tampon pH 2,2 u t i l i s é  

habi tue1 1 ement pour 1 e dépôt des échanti  1  lons sur  autoanalyseur. Un a l  i - 
quot de c e t t e  s o l u t i o n  e s t  déposé sur l a  colonne. L 'analyse s 'e f fec tue 

dans 1 es cond i t ions  générales de séparat i  on des acides ami nés. 

* Dosage de l a  cys té ine  sous forme d 'ac ide  cystéique après 

oxydation performique. 

L 'oxydat ion per formi  que e s t  r é a l i s é e  selon 1 e pro toco le  d é c r i t  

par  HIRS (1967) (27) .  1 à 2 mg d ' é c h a n t i l l o n  sont r e p r i s  dans 100 p l  

d 'ac ide  formique à 99 % e t  20 pl de méthanol, pu i s  sont la issés  à -5°C 

pendant 30 mn. Sont a l o r s  a joutés 100 p l  d 'ac ide  performique ( r é a c t i f  

acide performique = mélange de 5 volumes d'eau oxygénée à 30 % e t  15 

volumes d 'ac ide  formique à 99 %) .  Le m i l i e u  réac t ionne l  es t  maintenu à 

-5°C pendant 150 mn. Après d i l u t i o n  par a d d i t i o n  d'eau d i s t i l l é e ,  l a  

s o l u t i o n  e s t  soumi se immédi atement à une l yoph i  1 i s a t i  on. La poudre a i n s i  

obtenue e s t  hydrolysée par  HC1 5,6 - N, 24 heures à 110°C. L 'hydro lysat  e s t  

7 3 4 ,  
soumis à une analyse dm$ l e  programme d ' é l u t i o n  correspond aux cond i t ions  .. - 

h ' 1  

i.' - précédemment déc r i  tes. . - 
4 .  
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* Analyse des acides %&nés d icarboxyl  i ques amidi f i e s  sur  auto- 

analyseur. 

a) Hydrolyse 

Une hydrolyse enzymatique t o t a l e  par  ac t i on  successive de 1 a 

pronase e t  de l 'aminopeptidase M a é t é  retenue. 

1 mg d ' é c h a n t i l l o n  e s t  dissous dans 1 m l  de tampon bicarbonate 

d'ammonium 0,05 M de pH 8,O dans un rappor t  enzyme/substrat de 1,5/100. 

Une incubat ion  de 48 heures e s t  ef fectuée au ba in  marie à 37°C sous 

a g i t a t i o n  douce avec recharge en enzyme aux temps 30 mn e t  24 h. Après 48 

eures d ' incubat ion,  l a  r é a c t i o n  e s t  stoppée par  chauffage à 100°C pendant 



5 mn. Une seconde hydrolyse enzymatique e s t  a l o r s  en t rep r i se  avec de 
1 'aminopeptidase M dans l e  même tampon pendant 24 heures à 37°C. Le 

rapport  enzyme/substrat u t i l i s é  e s t  a lo rs  de 4/100. La r é a c t i o n  es t  

stoppée par a d d i t i o n  de quelques gout tes d 'ac ide  acét ique normal. L 'hydro-  

l y s a t  e s t  a l o r s  l y o p h i l i s é .  

b )  Analyse sur autoanalyseur 

L ' analyse es t  r é a l i s é  sur  autoanalyseur BECKMAN de t ype  Mu1 ti - 
chrom B. Un tampon c i t r a t e  de l i t h i u m  es t  u t i l i s é .  Un tampon de pH 2,86 

a jus té  avec de 1 'ac ide chlorhydr ique à 32% e s t  retenu. La composit ion e s t  

1 .  l a  suivante : 

t h i o d i g l y c o l  2,5 m l  

' acide octanoique 0,04 m l  

eau d i  s t i  11 ée qsp IO00 m l .  

Une colonne de 220 mm de hauteur, de 6 mm de diamètre de 

res ine  DURRUM DC6A es t  u t i l i s é e .  L ' é l u t i o n  s ' e f f e c t u e  à 50°C avec un d é b i t  

de tampon de 35 ml/h e t  de 17,5 ml/h pour l e  r é a c t i f  ninhydrine. 

L 'analyse e s t  stoppée après l e  passage de 1 'a lanine.  L 'o rdre  

d ' é l u t i o n  des acides aminés es t  l e  suivant  : acide aspartique, thréonine, 

sérine, asparagine, acide glutamique e t  glutami ne s u i v i s  de g l y c o c o l l e  e t  

alanine. 

2)  Méthodes d'étude des sucres 

* ~ e p é r a g e  des oses combinés par dosage à 1 ' o r c i n o l .  

La présence d'oses combinés dans l e s  é lua ts  de colonne es t  

mise en évidence par  méthode de dosage à 1 ' o r c i  no1 s u l f u r i q u e  adaptée à 

1 ' autoanalyseur TECHN I C O N  par DEMAILLE (1 965) (1  2). 



Les échanti 1 lons, au rythme de 40 par heure, sont pompés à un 

déb i t  de 0,16 ml/mn e t  mélangés avec l e  r é a c t i f  à 1 'o rc ino l  i n j e c t é  à un 

dëb i t  de 2,88 ml/mn. La colonne de l i qu i de  fragmentée par i n j e c t i o n  d ' a i r  

0,42 mllmn à i n t e r v a l l e s  régu l iers ,  passe dans un bain marie à 95°C 

pendant 5 mn. Après refroidissement, l a  densi té optique du mélange e s t  lue 

à 520 nm. 

* Détermination de l a  composition glucidique. 

La composition en oses neutres e t  en osamines est  déterminée 

par chromatographie en phase gazeuse selon 1 a méthode de REINHOLD (1972) 

(53), modifiée par ROUSSEL e t  - c o l l .  (1975) (56), avec des colonnes en 

verre (0,3 x 150 cm) contenant de 110V17 à 3 % sur Chromosorb W-AW-DMCS 

80-100 mesh (Supelco) . 

II - MODIFICATIONS CHIMIQUES 

1 ) Réduction e t  a l ky l a t i on  

La réduct ion e t  1 a S-carboxyméthyl a t i  on sont effectuées selon 

l a  technique de GALL (1968) (19). La glycoprotéine est  dissoute dans un 

tampon EDTA 0,003 M urée 8M, T r i s  1,5 M de pH 8,5' à l a  concentrat ion de 50 

mg par m l .  

Un excès de 2-mercaptoéthanol de 200 moles/mole est  ajouté. Le 

tube est  maintenu quelques secondes sous azote. 

L .  La réduct ion es t  poursuivie pendant 24 h à température arnbian- 

te,  sous ag i t a t i on  constante. Après 24 heures, l e  tube es t  r e f r o i d i  dans 

de l a  glace fondante e t  de 1 'iodoacétamide es t  ajouté selon un excès de 

400 moles/mole. La réact ion se poursui t  pendant 45 mn à 1 'obscur i té.  La 

d i spa r i t i on  des groupements t h i o l  es t  contrôlée par l a  réact ion au n i t r o -  

prussiate de ROSNER (1940) (55). Les r é a c t i f s  sont él iminés par d ia lyse 

contre eau désionisge pendant 5 jours. La glycoprotéine est  ensuite 

lyophi  1 i sée. 



2) Succinylation 

a) Principe 

L'utilisation de l'anhydride succinique permet de bloquer les 

groupements NH2 1 i bres. L ' acide ami né N-termi na1 des protéines, glycopro- 

téines, peptides et glycopeptides ne peut plus alors être dégradé et 

converti en thiazolinone lors de la dégradation de Edman. 

Cette méthodologie affecte également les résidus de lysine. 

Lorsque la dégradation récurrente de Edman atteint un résidu de lysine, la 

thi azol i none obtenue correspond à ce1 le d'une succi nyl lysine. Après 

conversi on, 1 a thi azol i none 1 ivre une PTH succi nyl-lysi ne dont nous avons 

pu apprécier le comportement en HPLC sur colonne p-Bondapack C18. 1 1  faut 

noter que 1 'identification d'un cycle correspondant à une succinyl -lysine, 

s'exprime en HPLC par 3 pics qui attestent de 1 'existence de composés 

réactionnels i ntermédi aires ou de produits de dégradation non identifiés. 

L'intérêt essentiel de cette technique réside dans le fait que : 

* nous pouvons bloquer l'extrémité N-terminale, puis cliver 

par exemple par voie enzymatique un axe peptidique. Ainsi sans fractionne- 

ment, si la coupure enzymatique est très spécifique et unique dans la 

structure considérée, nous pouvons directement soumettre le mélange pepti - 
de bloqué, peptide apparu à une séquence automatique. La succinylation est 

préférée à d'autres méthodes dans la mesure où le blocage de 1 'extrémité 

N-termi nale est stable au cours dl une dégradation automatique de Edman 

portant sur un nombre de cycle sypérieur ou égal à 30. Nous avons pu 

vérifier expérimentalement ces données. 

* nous pouvons utiliser cette modification chimique pour chan- 
ger la configuration de 1 a molécule à cliver par des protéases ou à 

sous-fractionner sur colonne de HPLC par exemple. De nombreux auteurs, en 

effet, commencent à utiliser ce type de stratégie pour favoriser des 

purifications. 



b)  Méthode 

La succ iny la t ion est  effectuée selon l a  méthode de KLOTZ 

(1967) (37). 

100 mg d'anhydride succinique sont dissous dans 10 m l  de 

dioxanne. L 'échan t i l l on  à succinyler est  r e p r i s  à une concentrat ion de 2 

mg/ml dans de 1 'eau d i s t i l l é e .  Le pH est  amené à 9 avec de l a  soude 0,1 - N. 

L'anhydride succinique est  a jouté goutte à goutte en excès, à ra ison de 20 

moles/mole de l y s i ne  contenue dans 1 'échanti  1 lon, sous ag i t a t i on  constante 

avec maint ient  du pH ent re  8,5 e t  9,5 à l ' a i d e  s o i t  de soude 0,1 - N, s o i t  

de soude 0,5 - N. Quand l a  t o t a l i t é  du r é a c t i f  es t  ajoutée e t  que l e  pH est  

demeuré stable pendant 30 mn, 1 'échan t i l l on  est  d ia lysé ure n u i t  à 4°C 

puis 48 h à température ambiante, avec changements fréquents contre l e  

tampon retenu pour 1 'hydrolyse enzymatique envisagée. 

3)  Coupure chimique par l e  bromure de cyanogène 

a) Pr inc ipe 

Le bromure de cyanogène ( BrCN) hydrolyse sélectivement 1 es 

l i a i sons  méthionyl. Le mécanisme de c l i vage  est  l e  suivant : il se forme 

in i t i a lement  un bromure de cyanosulfonium qui, en m i l i eu  acide se scinde 

en méthyl -thiocyanate e t  bromohydrate d '  i m i  no1 actone d '  homosérine ; ce1 u i  - 
c i  se décompose spontanément en 1 i bérant d '  une p a r t  1 a 1 actone de 1 ' homosé- 

r ine,  e t  d 'au t re  p a r t  un fragment ayant en pos i t i on  N-terminale 1 'acide 

aminé dont l e  groupe NH2 é t a i t  uni au COOH de l a  méthionine. 

b)  Méthode 

La technique u t i  1 isée est  ce1 l e  préconisée par STEERS (1965) 

(63). La glycoprotéine S-carboxyméthylée es t  sol ubi 1 i sée en acide formique 

à 70 %. Le BrCN fraichement dissout dans de 1 'acide formique à 70 % es t  

a jouté à ra ison de 200 moles par mole de méthionine contenu dans l a  

glycoprotéine. La concentrat ion f i n a l e  du m i l i eu  est  de 1 mg de glycopro- 

té ine  par m l .  La réac t ion  est  poursuivie 24 h à 1 'obscuri té, à température 

ambiante e t  sous ag i ta t ion .  La réact ion es t  stoppée par add i t i on  de 10 

volumes d'eau désionisée r e f r o i d i  à 4OC. Le mélange des d i f f é r e n t s  f rag-  

ments BrCN est  a lors  conservé par l yoph i l i sa t ion .  



Coupure chimi que par l e  BNPS-Scatole 

a) Pr inc ipe 

Le 2(2-ni  trophényl sulfény1)-3-méthyl-3-bromoi ndole ou BNPS- 

Scatole a, par 1 'analogie de s t ruc ture  qu' i 1 présente avec l e  tryptophane, 

une o r ien ta t ion  p ré fé ren t i e l l e  de coupure vers cet  acide l e  la i ssan t  en 

pos i t i on  C-terminale du fragment c l i vé .  

b)  Méthode 

Nous avons u t i l i s é  l a  méthode décr i te  par DEBUIRE (1977) (10). 

100 mg de glycoprotéine S-carboxyméthylée sont dissous dans 33 
m l  d'acide acétique à 75 X .  100 moles de ty ros ine exogène sont ajoutées 

par mole de ty ros ine endogène. Enfin, 100 moles de BNPS-Scatole sont 

ajoutées par mole de tryptophane. 

La so lu t ion est  la issée à température ambiante sous ag i t a t i on  

douce à 1 'obscur i té pendant 68 h. Le mélange est  ensuite cent r i fugé 10 mn 

à 1000 t/mn. Le surnageant récupéré, d i  l u é  par de 1 'eau désioni sée es t  

lyophi  1 i sé. 

Dans un second temps, l a  l y o p h i l i s a t  es t  r e p r i s  dans 250 m l  
d'une so lu t ion à 15% de mercaptoéthanol dans de 1 'eau désionisée, mis sous 

atmosphère d 'azote e t  plac& 72 h à 30°C sous ag i ta t ion .  Après centr i fuga- 

t i o n  permettant 1 ' é l im ina t ion  d'un insoluble, l e  m i  l i e u  réact ionnel  es t  

lyophi  1 i sé. 

III - ETUDE DE L'ACTION DE DIFFERENTS ENZYMES PROTEOLYTIOUES 

1 ) Enzymes u t i l i s é s  

- Trypsine (SIGMA type X I  N01003) débarassée de son a c t i v i t é  

chymotrypsique par l e  ch1 orure de d i  phénylcarbamyl (DPCC) . 



- Chymotrypsine (SIGMA type V I 1  N°C3142) débarassée de son 

a c t i v i t é  t r yps ique  par  l e  1 -chloro-3 t a s y l  amido-7-ami no-2-heptanone (TLCK) . 

- Thermolysine (SIGMA type X N0P1512). 

- Protéase de Staphylococcus aureus (MILES N036900). 

- Protéase de g l  andes sous-maxi 11 a i r e  de Souris (BOEHRINGER 

MANNHEIM 269590). 

2 ) Tampons d ' i ncubati  on 

Les hydrolyses t rypsiques e t  chymotrypsiques ont é t é  e f fec -  

tuées dans un tampon bicarbonate d'ammonium 0,01 M a jus té  à pH 8,5. 

L 'hydro lyse par  l a  thermolysine e s t  r é a l i s é e  dans un tampon 

bicarbonate d'ammonium 0,05 M a jus té  à pH 8,O. 

L 'hydrolyse par  1 a protéase de Staphyl ococcus aureus e s t  menée 

s o i t  dans un tampon bicarbonate d'ammonium 0,05 M a jus té  à pH 8,9, s o i t  

dans un tampon acétate d'ammonium 0,05 M pH 4,O (HOUMARDI (1972) (33) .  

Enf in,  1 'hydrolyse par 1 a protéase de g l  andes sous-maxi 11 a i r e s  

de Souris es t  condui te dans un tampon N méthyl morpholine 0,1 M pH 8,O 

(LEVY) (1970) (43). 

3 )  Protocole d ' hydrolyse 

Un p ro toco le  ident ique e s t  sui  v i  quel que s o i t  1 'enzyme envi - 
sagé : 1 ' é c h a n t i l l o n  es t  dissous à ra i son  d ' l  mg/ml dans l e  tampon re tenu 

fonc t i on  de l ' a c t i v i t é  enzymatique considérée p u i s  incubé 10 mn à 37OC. 

L'enzyme en s o l u t i o n  dans l e  même tampon e s t  a jou té  en quan t i t é  correspon- 

dant aux rapports enzyme/substrat c h o i s i s  (1 /50 à 1/400). L'ensemble e s t  

l a i s s é  au ba in  mar ie  à 37°C sous a g i t a t i o n .  Des a l iquotes sont pré levés à 

des temps a l l a n t  de 10 mn à 6 h pour l e s  études c inét iques.  



Dans tous l e s  cas, l a  réac t i on  es t  stoppée par a d d i t i o n  

d 'ac ide  acét ique 1  - N p u i s  par congélat ion immédiate. Le matér ie l  a i n s i  

préparé es t  l y o p h i l i s é .  

I V  - DETERMINATION DES SEOUENCES AMINO-ACIDES 

1  ) Dégradation manuel l e  de Edman 

Nous suivons l e  pro toco le  é t a b l i  par EDMAN (1970) (17) e t  

modi f ié  par DEMAILLE (1979) (13) .  

a) Coup1 age 

Les d i f f é r e n t e s  étapes sont l e s  su i  vantes : 

- d i  sso lu t i on  d 'env i ron  200 nanomoles d ' é c h a n t i l l o n  à séquen- 

cer  dans un tube conique à co l  rodé, par 100 Cil d'un tampon d iméthy la l -  

l y l  anine/propanol /eau (1,2/15/10 - v/v/v)  f r a i  chement préparé e t  a j u s t é  à 

pH 9,5 par  de l ' a c i d e  t r i f l u o r o a c é t i q u e  (TFA) à 10 %. 

- a d d i t i o n  de 5 (11 de phényl isoth iocyanate (PITC) e t  main t ien  

du tube sous courant d 'azote pendant 30 secondes. 

- a g i t a t i o n  à 1  'a ide  d 'un vortex. 

- incubat ion  à 50°C pendant 40 m i  nutes. Le mélange e s t  immédi a- 

tement r e f r o i d i  après c e t t e  r é a c t i o n  de couplage. 

- é l i m i n a t i o n  de l ' excès  du r é a c t i f  par 3 add i t ions  succes- 

s ives  de 0,5 m l  de benzène, su i v ies  de c e n t r i f u g a t i o n  à 2000 t/mn pendant 

5  minutes e t  é l i m i n a t i o n  de l a  phase benzénique. 
i 
! 

- séchage de l a  phase aqueuse pa r  évaporat ion sous f a i b l e  

courant d 'azote p u i s  par  dess ica t ion  pendant 30 minutes dans un dessica- 

t e u r  maintenu à 50°C, sous v ide  e t  en présence d'anhydride phosphorique. 



b )  Cl ivage 

* a d d i t i o n  de 50 d 'ac ide  t r i f l u o r o a c é t i q u e  (TFA) immédiate- 

ment après 1 a dessi c a t i o n  avec maint ien quelques secondes sous courant 

d '  azote. 

- a g i t a t i o n  à l ' a i d e  d 'un vor tex 

- incubat ion  à 50°C pendant 7 minutes 

- séchage du p r o d u i t  sous azote 

- e x t r a c t i o n  de l a  th iazo l inone par  de 1 'é ther  dépourvu de 

peroxydes e t  contenant de l 'é thy lmercaptan comme antioxydant (20 pl pour 

50 m l  d ' é t h e r ) ,  T r o i s  ex t rac t i ons  par 0,5 m l  d ' é the r  su i v ies  de cen t r i f uga -  

t i o n  à 2000 t/mn pendant 3 minutes sont effectuées. Les phases éthérées 

réunies dans un nouveau tube conique à c o l  rodé sont séchées sous azote. 

Le p r o d u i t  rés idue l  e s t  a l o r s  par fa i tement  séché en déssicateur sous v ide  

en présence d 'ac ide  su l fu r i que  pendant 30 minutes. 11 e s t  ensu i te  p r ê t  

pour 1 e cyc le  su i  vant . 

c )  Conversi on 

- a d d i t i o n  de 200 pl d 'ac ide  chlorhydr ique 0,l - N contenant de 

l 'é thy lmercaptan comme anti-oxydant e t  maint ien du tube sous courant d'azo- 

t e  pendant 30 secondes. 

- a g i t a t i o n  à l ' a i d e  d 'un  vor tex 

- incubat ion  â 80°C pendant 10 minutes 

- r e f r o i d i  ssement rap ide 

- e x t r a c t i o n  de l a  phénylthiodantoTne (PTH) par  t r o i s  f o i s  0,5 

m l  d 'acéta te  d ' é t h y l e  s u i v i e  de cen t r i f uga t ions  à 2000 t/mn pendant 5 mn. 

Les phases d 'acéta te  d ' é t h y l e  sont rassemblées e t  évaporées sous azote. 

Quant à l a  phase aqueuse, e l l e  e s t  l yoph i l i sée .  En e f f e t ,  tous l e s  dér ivés  

des acides aminés ne sont pas ret rouvés dans l a  phase acétate d 'é thy le ,  

ceux de l 'arg in ine,  de 1 ' h i s t i d i n e  e t  de l a  cys té ine  r e s t e n t  dans l a  phase 

aqueuse. Le PTH amino-acide a i n s i  préparé e s t  p r ê t  pour son i d e n t i f i c a t i o n .  



2) Dégradation automatique de Edman 

P lus ieurs  causes in te rv iennen t  dans 1 es per tes  importantes de 

rendement au cours de l a  dégradation manuelle de Edman. Les unes sont 

chimiques ( d é s u l f u r i  s a t i  on oxydat i  ve du groupement phényl t h i  ocarbamyl ) , 
l e s  autres "mécaniques" ( d i f f i c u l t é s  de so lub i  1 i sation, réac t i ons  échanti  1 - 
l o n - r é a c t i f s  impar fa i tes ,  ex t rac t i ons  manuelles successives ent ra înant  une 

p a r t i e  de 1 'échant i  1 lon.  Le sequenceur u t i l i s é ,  de type Beckman 890C, 

p a l l i e  à bon nombre de ces inconvénients. 

La dégradation automatique de Edman e s t  r é a l  i sée en atmosphère 

i n e r t e  d '  azote. Le "centre v i  t a 1  " de 1 'apparei 1 e s t  une coupe1 l e  c y l  i n d r i -  

que en verre, maintenue en r o t a t i o n  pour permettre l ' é ta lemen t  de l 'échan- 

t i l l o n  en un f i l m  t r è s  f i n  e t  r é g u l i e r  qui  f avo r i se  l e s  échanges avec l e s  

r é a c t i f s  comme avec l e s  solvants. L ' é l i m i n a t i o n  des r é a c t i f s  e s t  rap ide e t  

l e  séchage du f i l m  e s t  mei l  l eu r .  La coupel le comporte un "étranglement" 

d i s c r e t  (undercut) s i  t u é  à mi-hauteur de sa ' p a r t i e  c y l i n d r i q u e  dont l e  but  

es t  d'empêcher 1 ' é l  i m i  n a t i  on de 1 'échant i  1 l on  l o r s  des 1 avages au benzène 

( f i g u r e  17). 

Les d i f f é r e n t e s  étapes de l a  dégradation auxornatique ef fec-  

tuées à 57°C sont l e s  suivantes ( f i g u r e  18) EDMAN (1956) (16) : 

- so l  ubi  1 i sa t ion  du pept ide  

- couplage avec l e  phényl isoth iocyanate (PITC) 

- e l i d n a t i o n  de 1 'excès des r é a c t i f s  

- c l  i vage par  1 ' acide heptaf  1 uorobutyr i  que ( @BA). 
- e x t r a c t i o n  des 2-ani 1 i no -5 - th i  azol ines. 

La conversion, quant à e l l e ,  e s t  e f fec tuée manuellement. 

a) S o l u b i l i s a t i o n  de 1 ' é c h a n t i l l o n  

200 à 500 nanomoles de 1 ' é c h a n t i l l o n  à séquencer (g lycopro-  

té ine ,  glycopeptide, pept ide)  sont so lub i l i sées  dans 400 pl d'eau ou 

d 'ac ide  formique à 10 % ou même dans l e  tampon de couplage pu is  dé l i ca te -  

ment déposées près du fond de l a  coupelle, t and is  que c e l l e - c i  tourne à 

1000 t/mn. L ' é c h a n t i l l o n  sous 1 ' e f f e t  de l a  f o r c e  cent r i fuge,  es t  plaqué 

cont re  l a  pa ro i .  Le séchage es t  ensui te e f fec tué  par une s é r i e  de 

balayages à 1 'azote e t  de v ide  p rog ress i f .  
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ETAPES DE LA DEGRADATION DE EDMAN 

Couplage C-~nvars ion 
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figure 18 



b )  Coup1 age 

Le coup1 age e s t  r é a l  i sé en f a i  sant a g i r  1 'échant i  1 l o n  avec du 

PITC en tampon de- couplage. Deux tampons peuvent ê t r e  u t i l i s é s  selon l e  

programme cho is i  : s o i t  un tampon quadrol 0,1 M (programme Beckman 

122974), u t i  1 i sé pour l e s  proté ines,  glycoprotéines, "gros" pept ides ou 

glycopeptides, s o i t  un tampon diméthyl a l  ly lamine 0,8 M pH 9,4 (DMAA), 

u t i l i s é  pour l e s  " p e t i t s "  pept ides ou glycopeptides. 

c )  E l im ina t ion  de l ' excès  des r é a c t i f s  

L ' é l i m i n a t i o n  du tampon de couplage, du PITC en excès e t  de 

ses dér ivés  secondaires, es t  r é a l i s é e  par  un v ide  progress i f ,  s u i v i  d 'un 

balayage d 'azote sous v ide  p a r t i e l  pu i s  par  lavage au benzène. Le solvant  

de lavage e s t  ensu i te  é l im iné l o r s q u ' i l  a t t e i n t  l a  gorge s i tuée  à l a  

p a r t i e  supérieure de l a  coupel le par  a s p i r a t i o n  à 1 'a ide  d 'un tube appelé 

Scoop. Le DMAA, u t i  1 i sé pour 1 es pept ides e t  g lycopept i  des r e l  a t i  vement 

courts, t r è s  vol  a t i  1, s ' é l  i m i  ne en grande p a r t i e  par  évaporat ion sous 

vide. La quan t i t é  nécessaire de benzène pour l e  lavage e s t  a i n s i  t r è s  

rédu i te ,  l i m i t a n t  l e s  per tes  de pept ide e t  de g lycopept ide en cours de 

séquence. 

d )  Cl ivage par  1 ' acide heptaf 1 uorobutyr ique 

Après séchage du f i l m ,  l e  c l i v a g e  e s t  r é a l i s é  par  a d d i t i o n  de 

HFBA. Un v ide  p r o g r e s s i f  s u i v i  d 'un  balayage d 'azote sous v ide  permet 

d ' é l i m i n e r  l ' a c i d e  a l a  f i n  de l a  réac t ion .  

e )  E x t r a c t i o n  des t h i  azol i nones 

E n f i n  l a  dern ière  étape, r é a l i s é e  par  l e  séquenceur, es t  

1 ' e x t r a c t i o n  par l e  chlorobutane de 2-ani l ino-5- th iazol inones (ATZ), e t  

l e u r  c o l l e c t i o n  dans des tubes r é f r i g é r é s  contenant l e  m i l i e u  de conver- 

s ion  : 200 $ d'HC1 1 - N, e t  quelques gouttes d'éthylmercaptan comme 

a n t i  -oxydant. 
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ne par  un séchage du p r o d u i t  rés idue l  grâce à un v ide  p rog ress i f ,  s u i v i  

d 'un balayage d 'azote sous v ide  p a r t i e l .  Le cyc le  su ivant  peut a lo rs  

commencer. 

f )  Conversion manuelle 

Au cours de l a  conversion, l a  th iazo l inone e s t  transformée en 

une phénylthiohydantoïne d 'ac ide  aminé (PTH) p l u s  stable.  

Le chlorobutane es t  évaporé sous azote. Au cours de c e t t e  

évaporation, 1 a t h i  azol i none se concentre progressi  vement dans 1 a phase 

HC1 qui e s t  incubée de 7 à 15 minutes à 80°C. Cet te durée dépend des PTH 

amino-acides. Pour l a  p lupa r t  d ' e n t r e  eux, e l l e  e s t  de 10 minutes, 

cependant, ce temps es t  l i m i t é  à 7 minutes pour l e s  PTH amino-acides 

hydroxyl és ( s é r i  ne, th réon i  ne), a f i n  d ' é v i  t e r  l e u r  des t ruc t ion ,  e t  es t  

por tée  à 15 minutes pour permettre une conversion t o t a l e  des PTH amino- 

acides, va l  ine, l e u c i  ne, i soleuci  ne, phénylalanine e t  l ys ine .  

Pour l e s  peptides e t  glycopeptides courts, à c e t t e  technique 

c l  assi que de Edman, nous avons a jou té  1 ' u t i  1 i s a t i  on de "mai nteneurs" , 
SILVER (1974) (61),  FRANK (1976) (18) ,  ROCHAT (1976) (54),  TARR (1978) 

(64), qui ont  pour bu t  de minimiser au maximum l e s  per tes  l o r s  des lavages 

par une s tab i  1 i s a t i  on mécanique dans 1 a coupe1 1 e. 

B i  en qu ' i 1 s o i t  possi b l  e d ' u t i  1 i ser des pro té ines  bloquées 

na tu re l  lement ou a r t i f i c i e l  lement (FRANK) (18), (ROCHAT) (64), l e  mainte- 

neur l e  , p l  us u t i  1 i sé e s t  l e  polybrène. Le polybrène es t  un ammonium 

quaternai r e  de formule : 

r 1 



S i  son mécanisme d ' a c t i o n  n ' e s t  pas encore b i e n  connu, on s a i t  

que l a  quan t i t é  minimum à u t i l i s e r  e s t  de 2 à 3 mg (KLAPPER) (1978) (36). 

Les a r t e f a c t s  dûs au polybrène sont sensiblement diminués en soumettant 50 

nanomoles de d i  pept ide GLY-GLY à 3 cycles de dégradation en présence de 

mainteneur. Cet te  opérat ion a pour bu t  de f a i r e  r é a g i r  l e s  impuretés du 

polybrène avec 1 e groupe a ami né termi  na1 du d i  pept ide  (HUNKAPILLER) 

(1978) (34) .  

Le pept ide ou l e  g lycopept ide e s t  ensu i te  déposé dans l a  

coupe1 le ,  pu i  s soumi s à 1 a dégradati  on automatique. 

3 I d e n t i  f i c a t i  on des PTH ami no-aci des d é r i  vés 

Que ce s o i t  pour 1 ' i d e n t i f i c a t i o n  des PTH amino-acides obtenus 

a r  dégradation de Edman manuelle, ou par dégradation de Edman automati- 

que, nous avons u t i l i s é  dans l e s  deux cas, pour no t re  t r a v a i l ,  1 ' i d e n t i f i -  

c a t i  on par chromatographie 1 i quide haute performance (HPLC) e t  p a r f o i s  

pour c e r t a i n s  PTH ami no-acides 1 ' i d e n t i f i c a t i o n  en phase. gazeuse. Nous 

avons complètement abandonné 1 ' i d e n t i f i c a t i o n  de PTH ami no-acides en chro- 

matographie couche mince de ge l  de s i l i c e .  

La chromatographie l i q u i d e  haute performance représente de nom- 

breux avantages par rappor t  à l a  chromatographie sur couche mince ou en 

phase gazeuse : 

- q u a n t i f i c a t i o n  p réc i se  des PTH amino-acides. Ceci nous per- 

met d ' i d e n t i f i e r  un p lus  grand nombre de résidus, l a  q u a n t i f i c a t i o n  

minimisant l e s  r isques d ' e r r e u r  en présence d 'un  b r u i t  de fond i n é v i t a b l e  

en f i n  de dégradation. 

- f a i b l e  quan t i t é  de 1 ' é c h a n t i l l o n  u t i l i s é .  

- absence de t rans format ion  préa lab le  à 1 ' i n j e c t i o n  de 1 'échan- 

t i l l o n  comme en phase gazeuse. 



a) Chromatographie 1 i qui  de haute performance 

L 'apparei 1 u t i  1 i sé pour 1 a chromatographie 1 i qu ide  à haute 

performance e s t  un Hewlett  Packard modèle 10848, équipé d 'un  détecteur  UV 

f i x e  (254 nm), e t  d'un détecteur  UV va r iab le  (200 - 540 nm). La technique 

u t i l i s é e  e s t  c e l l e  préconisée par  HERMANN (1978) (26), modi f iée  par BRIAND 

(1981) (5 ) .  

La phase u t i l i s é e  pour l a  séparat ion des PTH amino-acides e s t  

const i tuée d 'un support s o l i d e  ( s i  l i c e )  sur lequel  sont g r e f f é s  l e s  groupe- 

ments - (CH2) 7-CH3 de caractère peu pol  a i r e  (mi cro-Bondapack C l  8 Waters 

Associates). La phase mobi le u t i l i s é e  e s t  po la i re ,  il s ' a g i t  a l o r s  de 

chromatographie 1 i q u i  de à phase inversée. La séparat ion des PTH ami no- 

acides sur colonne Cl8 (3,9 x 300 mm) a i n s i  que l e s  cond i t ions  opérato i res 

u t i l i s é e s ,  sont présentées dans 1 a f i g u r e  (19).  

La PTH-norvaline e s t  u t i l i s é e  comme témoin in terne.  Les PTH- 

méthi oni  ne e t  PTH-val i ne d ' une p a r t  e t  1 es PTH-i so l  euci ne e t  PTH-phényl a- 

l ani ne non séparées sur c o l  onne micro-Bondapack C l  8, peuvent ê t r e  i den t i  - 
f i é e s  sur c o l  onne m i  cro-Bondapack CN (Waters Associ ates)  . Cet te  c o l  onne de 

p o l a r i t é  in termédia i re  e s t  cons t i  tuee par  1 a 1 i a i  son chimique d'un groupe 

cyano sur un support de s i  1 ice .  La séparat ion obtenue e t  l e s  cond i t ions  

opéra to i res  " u t i  1 i sées sont présentées dans 1 a f i g u r e  20. 

Les phényl t h i  ohydantovnes des ami no-aci des hydroxyl és ( s é r i  ne, 

thréonine)  , sont par t icu l iè rement  i ns tab les  e t  forment des dehydrodérivés. 

80 % de 1 a PTH sér ine  e t  65 % de 1 a PTH-thréonine sont d e t r u i  t e s  pendant 

l a  conversion malgré 1 'emploi d'éthylmercaptan e t  même avec une durée de 

conversion l i m i t é e  à 7 minutes. Leur de tec t ion  en HPLC à 254 nm e s t  

d i f f i c i l e ,  mais il es t  cependant poss ib le  de détec ter  l e s  dér ivés  de l a  

PTH-thréonine 313 nm. 

b )  Chromatographie en phase gazeuse 

L 'appare i l  u t i l i s é  pour l a  chromatographie en phase gazeuse 

es t  un Hewlett  Packard modèle 5730A. La chromatographie en phase gazeuse 

n ' a  é t é  u t i  1 i sée que pour 1 ' i d e n t i f i c a t i o n  après HPLC des PTH-méthionine 

e t  PTH-val i ne d '  une pa r t ,  e t  des PTH-i sol euci ne e t  PTH-phényl a lanine 

d ' a u t r e  par t ,  1 a colonne micro-Bondapack CN en HPLC é t a n t  d ' u t i  li sat ion  

récente. 







La chromatographie en phase gazeuse est effectuée dans l e  cas 
présent, sans si l y l  ation préal able des échanti 1 lons. La colonne uti 1 i sée 
est une colonne WHP 100/120 mesh imprégnée de chlorophényl si 1 icone SP400 à 

10 %. Le diagramme des PTH amino-acides sans silylation e t  les conditions 
opératoires sont présentées figure 21. 
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