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1 NTRODUCTI ON 



L a  dé te rmina t ion  de l a  s t r u c t u r e  p r i m a i r e ,  ou enchalne- 

ment des  ac ides  aminés d ' u n e  p r o t é i n e  es t  une é t a p e  n é c e s s a i r e  

à l a  compréhension de son r ô l e  b io log ique .  

L e s  phénomènes du v i v a n t  se t r a d u i s e n t  t o u j o u r s  en termes 

d ' i n t e r a c t i o n s  mo lécu la i r e s .  D è s  l o r s  l a  b i o l o g i e  se prolonge 

p a r  l a  biochimie e t  c e l l e - c i  exp l ique  au niveau molécu la i r e  l e s  

phénomènes du monde v i v a n t  : e l l e  les exp l ique  p a r  l ' é t u d e  c h i -  

mique des  c o n s t i t u a n t s  c e l l u l a i r e s ,  s c r u t e  l e u r s  formes, ana- 

l y s e  l e s  i n t e r a c t i o n s  de l e u r s  a r c h i t e c t u r e s .  Les p r o t é i n e s ,  

macromolécules b io log iques  n 'échappent  p a s  à c e t t e  i n v e s t i -  

g a t i o n .  

Dans l a  v i e  c e l l u l a i r e ,  l e s  p r o t é i n e s  a s s u r e n t  l e s  fonc-  

t i o n s  les p l u s  d i v e r s e s  e t  l e s  p l u s  e s s e n t i e l l e s :  

- E l l e s  forment les s t r u c t u r e s  des  o r g a n i t e s  c e l l u l a i r e s  

(noyau, membranes, ribosomes, s q u e l e t t e  c e l l u l a i r e  ...) 

- E l l e s  r é a l i s e n t  les fonc t ions  métabol iques  (anabolisme, 

ca tabol i sme,  r e s p i r a t i o n  c e l l u l a i r e )  e t  e f f e c t u e n t  t o u s  

l e s  t r a n s p o r t s  mernbranaires (dans  l a  c e l l u l e  e t  de cel- 

l u l e  à c e l l u l e )  . 
- E l l e s  c o n t r i b u e n t  à 1 ' expres s ion  de 1 ' i n £  ormation géné- 

t i q u e  en  a s s u r a n t  l e  renouvellement des a c i d e s  n u c l é i -  

ques ,  l e u r s  l e c t u r e s  e t  t o u t e s  l e s  é t apes  de l a  syn- 

t h è s e  p r o t é i q u e .  



Un rap ide  i n v e n t a i r e  des  a c t i v i t é s  des  p r o t é i n e s  f a i t  

p r e s s e n t i r  qu 'une grande p a r t  de s  ques t ions  q u ' e l l e s  s u s c i -  

t e n t ,  r e c e v r a  un début  de réponse p a r  l ' é t u d e  de l e u r  s t r u c -  

t u r e  chimique. La connaissance de c e t t e  s t r u c t u r e  chimique 

appor te  un complément d ' i n fo rma t ion  n é c e s s a i r e  à l a  p l e i n e  

e x p l o i t a t i o n  des  données f o u r n i e s  p a r  l ' u t i l i s a t i o n  des  c a l -  

c u l s  de p r é d i c t i o n  de s t r u c t u r e  s econda i r e ,  e t  l ' a n a l y s e  des  

c r i s t a u x  de p r o t é i n e s  ( l o r s q u e  l ' o n  peu t  les o b t e n i r )  p a r  l a  

d i f f r a c t i o n  des  rayons X.  

Dans l a  pé r iode  q u i  a s u i v i  l a  seconde g u e r r e  mondiale, 

les techniques  de dé te rmina t ion  de l a  séquence des  p r o t é i n e s  

s e  s o n t  développées grâce  à l a  mise au p o i n t  du dosage des  

a c i d e s  aminés de MOORE e t  STEIN ( 3 2 ) ,  à l ' u t i l i s a t i o n  des  

nouveaux suppor t s  de chromatographie d 'échanges  i on iques  e t  

de phase l i q u i d e  s u r  p a p i e r  (MOORE e t  co11.) ( 4 6 )  . 
SANGER (53)  p a r  l a  t echnique  de l a  d i n i t r o p h é n y l a t i o n  

du r é s i d u  a-NH2 d 'une cha ine  p r o t é i q u e  ou d 'un p e p t i d e  r é a l i -  

se 1' i d e n t i f i c a t i o n  de 1' a c i d e  aminé NH2-terminal. C e t t e  t ech-  

nique permet a u s s i  de dé te rminer  l e  nombre de cha înes  poly- 

pep t id iques  d 'une molécule. Bien que longue e t  f a s t i d i e u s e  

c e t t e  t echnique  l u i  pe rme t t r a  de mener à b ien  l a  dé te rmina t io i '  

de l a  séquence de l ' i n s u l i n e ,  t r a v a i l  récompensé p a r  son pre-  

m i e r  p r i x  Nobel en 1950 .  Doué d 'une  p rod ig i euse  r i c h e s s e  i n -  

ven t ive  en  même temps que d ' un  sens  p r a t i q u e  h o r s  du commun 

pour l a  mise en  oeuvre de s e s  i d é e s ,  SANGER r e c e v r a  un second 

p r i x  Nobel pour l a  dé t e rmina t ion  de l a  séquence des  a c i d e s  nu- 

c l é i q u e s  e n  1 9 7 7 .  



Le p r i n c i p e  de l a  dégrada t ion  r é c u r r e n t e  des  a c i d e s  

aminés d 'une  p r o t é i n e  à p a r t i r  de l ' e x t r é m i t é  NHs-terminale 

a  é t é  i nven té  p a r  l e  suédois  Pehr V i c t o r  EDMAN (1916-1977) 

en 1 9 5 0  avec l ' e m p l o i  du phényl i so th iocyana te  e t  l a  format ion  

d 'une  a n i l i n o - t h i a z o l i n o n e  "composé chimique c l e f "  de  l a  dé- 

g rada t ion  en t r o i s  é t a p e s  : couplage,  c y c l i s a t i o n  e t  conver- 

s i o n .  C e t t e  découver te  g é n i a l e  s e  p r é t a i t  à l ' a u t o m a t i s a t i o n  

q u i  p e r f e c t i o n n a i t  l e  rendement de  chaque é t ape  de l a  dégra- 

d a t i o n  p a r  l a  p r é c i s i o n  des  o p é r a t i o n s  s t a n d a r d i s é e s  p a r  l a  

machine. Cela f u t  r é a l i s é  en  1 9 6 7  avec l a  na i ssance  du premier  

séquenceur Beckman en phase l i q u i d e  concep tua l i s é  p a r  EDMAN 

e t  BEGG. 

Depuis l o r s , l e  p r i n c i p e  de c e t t e  dég rada t ion  n ' a  pas  

é t é  fondamentalement changé. Cependant, de s  mod i f i ca t ions  

v i s a n t  à l a  f o i s  à augmenter l e  nombre de r é s i d u s  i d e n t i f i a -  

b l e s  e t  à diminuer  les q u a n t i t é s  de p r o t é i n e  (ou de p e p t i d e )  

e t  de r é a c t i f s  n é c e s s a i r e s  pour l a  séquence o n t  é t é  p rogres -  

sivement i n t r o d u i t e s .  C ' e s t  a i n s i  que l ' ensemble  des  opéra- 

t i o n s  de  l a  dégrada t ion  au tomat i sée  b é n é f i c i e  de l ' u t i l i s a -  

t i o n  de r é a c t i f s  d 'un h a u t  degré  de p u r e t é ,  permet tan t  d ' é v i -  

t e r  les oxydat ions  ou r é a c t i o n s  chimiques annexes p r é j u d i c i a -  

b l e s  au rendement d ' o b t e n t i o n  de 1 ' a n i l i n o - t h i a z o l i n o n e  . L ' u t i -  

l i s a t i o n  de "mainteneurs" a  permis une m e i l l e u r e  adhésion du 

f i l m  p ro t é ique  s u r  l a  p a r o i  de l a  coupe l l e .  

P a r  a i l l e u r s ,  l a  coupe l l e  q u i  c o n s t i t u e  l ' é l é m e n t  essen-  

t i e l  du séquenceur ,  a  é t é  r e d e s s i n é e  e t  son a r c h i t e c t u r e  adap- 

t é e  à l a  mécanique des  f l u i d e s  r é a c t i f s .  



La conversion automatique de l'anilino-thiazolinone en 

phénylthiohydantofne contribue à limiter la dégradation de 

ce dérivé instable en réalisant sa transformation dès son ex- 

traction. 

Une amélioration essentielle a également été apportée 

avec la quantification des PTH-AA qui permet le calcul du 

rendement de chaque étape et même la dégradation de deux pep- 

tides simultanément pourvu que leurs concentrations soient 

suffisamment différentes. C'est là que l'apport de la chroma- 

tographie en phase gazeuse et surtout de la chromatographie 

liquide haute performance s'est révélé décisif en permettant 

une identification certaine de tous les PTH-AA en même temps 

que leur dosage. Enfin, l'avènement des microprocesseurs a 

permis de réaliser une coordination et une reproductibilité 

parfaite des différentes étapes de l'automatisation. 

Un autre aspect des possibilités d'amélioration de la 

séquence des protéines est illustré par l'emploi du marquage 

avec des isotopes radioactifs de la protéine lors de sa bio- 

synthèse. Les possibilités de l'identification sont rendues 

plus sélectives et plus sensibles par le dosage des PTH-AA 

radioactives formées. 

Dans un premier chapitre, notre travail décrira les bases 

de la réaction chimique dlEDMAN et les principes des séquen- 

ceurs utilisés à ce jour. Nous aborderons cette question en 

insistant sur les particularités de la chimie de la réaction 



dgEDMAN, q u i  do iven t  r e t e n i r  t o u t e  n o t r e  a t t e n t i o n  pour 

o b t e n i r  un rendement d ' é t a p e  optimum de 96 à 99 p.100, fac-  

t e u r  c l e f  pour r é a l i s e r  un nombre de  c y c l e s  maximum. 

Dans l e  c h a p i t r e  II nous d é c r i r o n s  les mod i f i ca t ions  

que nous avons appor t ée s  au séquenceur dans n o t r e  l a b o r a t o i r e ,  

e n  p a r t i c u l i e r  l e  système de l a  convers ion automat ique des 

t h i a z o l i n o n e s  d ' a c i d e s  aminés. Une é tude  c r i t i q u e  de  c e t t e  

mod i f i ca t ion  majeure nous pe rme t t r a  de f a i r e  r e s s o r t i r  les 

avantages  e t  les inconvénien ts  de c e t t e  o p é r a t i o n .  

P u i s  nous examinerons dans l e  c h a p i t r e  III les méthodes 

d ' i d e n t i f i c a t i o n  des  PTH-AA en montrant  l ' a p p o r t  des  t echni -  

ques  r é c e n t e s  q u i  pe rme t t en t  a u s s i  l e  dosage des  PTH-AA. 

L e  c h a p i t r e  I V  t r a i t e r a  des  t r avaux  de  séquence que 

nous avons effectués s u r  des  s u b s t r a t s  p r o t é i q u e s  v a r i é s  e t  

nous pe rme t t r a  de f a i r e  r e s s o r t i r  l e s  a d a p t a t i o n s  n é c e s s a i r e s  

imposées p a r  l a  n a t u r e  chimique des  p r o t é i n e s  é t u d i é e s  afi .n 

d ' o b t e n i r  une e f f i c a c i t é  optimum de l ' a p p a r e i l  c o n c r é t i s é e  p a r  

un nombre de c y c l e s  de dég rada t ion  l e  p l u s  é l e v é  p o s s i b l e .  



CHAPITRE 1 

LA DEGRADATI ON D'EDMAN 
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Les protéines et les peptides sont constitués d'un en- 

chainement d'acides aminés reliés entre eux par une liaison 

particulière : la liaison peptidiqùe. La chaîne peptidique 

est représentée par le schéma suivant : 

N H 2 - C H - C - N H - C H - C - - - - - -  N H - C H - C - N H - C H - C - O H  
I l I I Il I I I  I I I  

R 1  O R2 O  Rn-1 O R n  O 

Acide aminé 
N-terminal 

Acide aminé 
C-terminal 

Il existe différentes méthodes qui permettent de déter- 

miner la séquence en acides aminés d'un peptide ou d'un poly- 

peptide à partir de son extrémité N-terminale à condition que 

la fonction a-aminée ne soit pas bloquée. 

Ces méthodes sont soit enzymatiques, soit chimiques. 

Nous rappellerons simplement que les méthodes enzymatiques font 

appel aux exopeptidases suivantes : 

- La leucine aminopeptidase et l'aminopeptidase M (isolées 

du rein de Porc) décrites par LIGHT (44) : ces deux enzymes 

libèrent des acides aminés. 

- La dipeptidyl aminopeptidase 1 (Cathepsin C) (isolée de 
la rate de Boeuf) décrite par Mc DONALD (45) qui libère des 

dipeptides. 

En ce qui concerne les méthodes chimiques, il n'existe 

véritablement qu'une seule méthode de base - c'est la méthode 



récurrente d'EDMAN (18,19) décrite en 1950 et qui a subi depuis 

un certain nombre de modifications ou d'adaptations - mais le 
principe et les réactions chimiques restent fondamentalement 

les mêmes. 

Cette méthode est dite récurrente car elle permet d'en- 

lever les acides aminés un par un à partir de l'extrémité N- 

terminale sans détruire les autres liaisons peptidiques. Le 

schéma des différentes réactions chimiques qui interviennent 

au cours d'un cycle de dégradation est présenté dans la 

figure 1. 

Cette méthode consiste à faire réagir, à 57OC, le phé- 

nylisothiocyanate avec la fonction a-aminée libre de la chaîne 

peptidique (réaction de couplaqe). Le composé obtenu est le 

phénylthiocarbamylpeptide qui en milieu acide fort anhydre 

donne la chaîne peptidique résiduelle amputée d'un acide aminé 

et un composé instable : la 2-anilino-5-thiazolinone d'acide 

aminé (réaction de clivage). Cette 2-anilino-5-thiazolinone 

d ' acide aminé est ensuite convertie à chaud en milieu 

acide dilué, en un dérivé plus stable : la phénylthiohydan- 

tolne d'acide aminé (réaction de conversion). A la fin d'un 

cycle de dégradation, le peptide résiduel peut réagir avec le 

phénylisothiocyanate tandis que la phénylthiohydantoïne de 

l'acide aminé est identifiée par différentes méthodes essen- 

tiellement chromatographiques qui seront exposées dans le 

troisième chapitre de cette thèse. 

La méthode de dégradation d'EDMAN peut être employée 

soit manuellement, soit automatiquement. 



I Couplage 

R 

Phénylthiocarbamyl- (PTC) pept ide  

II Clivaqe 

III Conversion 

mil i eu  anhydre 1 H+ 

mi l i eu  aqueux 

C6H5 - N- C - S  
I I 

I 
R 

FIGURE 1 SCHEMA DES REACTIONS INTERVENANT AU COURS DES 

DIFFERENTES ETAPES DE LA DEGRADATION D'EDMAN. 



1 - 1 LES DIFFERENTES METHODES MANUELLES 

L e  f a c t e u r  l i m i t a n t  de l a  méthode de dég rada t ion  

dlEDMAN est  l 'oxygène.  C ' e s t  un f a c t e u r  p a r t i c u l i è r e m e n t  

important  dans l e  déroulement d e s  o p é r a t i o n s  de dégrada- 

t i o n  manuelle.  En e f f e t ,  l a  p résence  d'oxygène provoque 

une d é s u l f u r a t i o n  oxydat ive  du groupe phénylthiocarbamyl- 

pep t ide  e t  il en  r é s u l t e  à p l u s  ou moins brève échéance 

un blocage de l a  r é a c t i o n .  C e t t e  méthode manuelle es t  m i s e  

en oeuvre  dans un tube  conique sous atmosphère d ' a z o t e  mais 

l e s  r i s q u e s  de  c o n t a c t  avec l 'oxygène de l ' a i r  n e  peuvent 

ê t r e  t o t a l emen t  é c a r t é s  au cou r s  des  manipula t ions .  La réac-  

t i o n  de couplage e s t  r é a l i s é e  pendant 40 minutes à 55OC en 

tampon d iméthyla l ly lamine  (DMAA) 0.8M a j u s t é  à p H  9 . 5  avec 

l ' a c i d e  a c é t i q u e .  En f i n  de couplage,  l ' e x c è s  de  phényl iso-  

t h iocyana te  (PITC) e t  les d é r i v é s  seconda i res  formés ( a n i -  

l i n e ,  phényl th iourée ,  d iphény l th iou rée )  s o n t  e x t r a i t s  p a r  l e  

benzène. La r é a c t i o n  de  c l i v a g e  es t  e n s u i t e  e f f e c t u é e  à 55OC 

pendant 7 minutes p a r  l ' a c i d e  t r i f l u o r o a c é t i q u e  anhydre.  La 

2-anilino-5-thiazolinone d ' a c i d e  aminé (ATZ-AA) formée e s t  

a l o r s  e x t r a i t e  pu i s  c o n v e r t i e  à 80°c pendant 10 minutes ,  en  

mi l i eu  a c i d e  ch lorhydr ique  I N ,  en  un d é r i v é  s t a b l e  : l a  

phényl thiohydantoïne d ' a c i d e  aminé (PTH-AA) . D i f f é r e n t e s  va- 

riantes de c e t t e  méthode de dég rada t ion  dlEDMAN p r é s e n t é e s  

dans l a  f i g u r e  2 s o n t  également. u t i l i s é e s .  



Identification directe 
/des PTH-AA 

Couplage avec la 
ansylation 

Dégradation dlEDMAN 

Utilisation du PITC en 
association avec le DABITC 

\ La methode dite 
soustractive 

FIGURE 2 LES VARIANTES DE LA DEGRADATION D'EDMAN 



1 - 1-1 Dégradat ion dfEDMAN couplée  à l a  d a n s y l a t i o n  ( 2 7 )  

C e t t e  méthode d o n t  les d i f f é r e n t e s  é t a p e s  s o n t  schéma- 

t i s é e s  dans  l a  f i g u r e  3 f a i t  r é a g i r  l e  c h l o r u r e  de  l ' a c i d e  

d iméthy l  amino-1-naphtalène-5-sulfonique ( c h l o r u r e  de  dan- 

s y l e )  avec l a  f o n c t i o n  a-aminée l i b r e  de  l ' a c i d e  aminé s i t u é  

en  p o s i t i o n  N-terminale.  L e  d a n s y l  p e p t i d e  obtenu l i b è r e  p a r  

hydro lyse  a c i d e  un dansy l  amino-acide q u i  e s t  f l u o r e s c e n t  en  

lumière  u l t r a v i o l e t t e .  

Simultanément,  l a  p r o t é i n e  es t  soumise à l a  d é g r a d a t i o n  

dlEDMAN. A l a  f i n  d e  chaque c y c l e ,  une f r a c t i o n  a l i q u o t e  de  

l a  p r o t é i n e  ou du p e p t i d e  r é s i d u e l  es t  p r é l e v é e  pour  l a  réac-  

t i o n  avec  l e  c h l o r u r e  de  dansy l e .  

L ' i n t é r ê t  de  cette t echn ique  r é s i d e  dans  l e  f a i t  qu 'une  

t r è s  f a i b l e  q u a n t i t é  de p r o t é i n e  ou de  p e p t i d e  ( 2 0  à 50 nano- 

moles) s u f f i t  pour dé t e rmine r  l a  séquence.  

1 - 1 - 2  La méthode dlEDMAN s o u s t r a c t i v e  

Dans cet te  méthode p r é s e n t é e  dans  l a  f i g u r e  4 ,  l e  pep- 

t i d e  e s t  soumis à l a  dég rada t i on  d'EDMAN. A l a  f i n  d e  chaque 

c y c l e ,  une f r a c t i o n  a l i q u o t e  du  p e p t i d e  r é s i d u e l  e s t  p r é l e v é e  

e t  e s t  soumise à une hydro lyse  t o t a l e  ac ide .  
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Peptide (n r é s idus  AA) 

Peptide (n-1 ré s idus  AA) 

Hydrolyse t o t a l e  acide-Composition en ac ides  
aminés e t  i d e n t i f i c a -  
t i o n  de l ' a c i d e  aminé 
enlevé au cours  du l e r  

Dégradation cycle  de dégradat ion,  
par  comparaison avec 
l a  composition en ac ides  
aminés du pep t ide  i n i t i a l  

Peptide (n-2 r é s idus  AA) 

FIGURE 4 LA METHODE DE DEGRADATION SOUSTRACTIVE 



On détermine alors la composition en acides aminés du 

peptide résiduel et par comparaison avec la composition en 

acides aminés du peptide initial, on en déduit l'acide aminé 

qui a été enlevé au cours de la dégradation. 

Cette méthode est comme la précédente assez sensible, 

mais son inconvénient majeur est sa durée. En effet, l'hydro- 

lyse acide totale demande 24 heures et la détermination de la 

composition en acides aminés 3 heures. 

1 - 1-3 Méthode dlEDMAN modifiée utilisant le 4-NN-diméthyl- 

aminoazobenzène 4 ' -isothiocyanate (DABITC) (12) 

Les différentes étapes de la dégradation au DABITC sont 

présentées dans la figure 5. 

Afin d'éviter l'emploi d'une température très élevée 

(75°C) nécessaire à un couplage de 100 p.100 du résidu N-ter- 

minal du peptide, mais néfaste à la stabilité du DABITC, cette 

méthode comporte deux couplages à 50°C. L'un est réalisé avec 

le DABITC tandis que l'autre se fait avec le PITC. 

L'identification des DABTH-AA formés est effectuée soit 

en chromatographie bidimensionnelle sur couche mince sur pla- 

que de polyamide de 2,5x2,5cm (12), soit en chromatographie 

liquide à haute performance sur colonne RP8 (Kanuer) à 40°C 

équilibrée en tampon acétate de sodium 8 mM, pH 5.0avec un 

gradient linéaire de 60 à 85 p.100 de méthanol à 90 p.100 (13). 
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FIGURE 5 SCHEMA DES DIFFERENTES ETAPES DE 

LA DEGRADATION AU DABITC-PITC 



L ' i n t é r ê t  de c e t t e  méthode de  dégrada t ion  est q u ' e l l e  

augmente de  10 à 20 f o i s  l a  s e n s i b i l i t é  des  méthodes manuel les .  

E l l e  p r é s e n t e  t o u t e f o i s  un inconvénien t  non n é g l i g e a b l e  : les 

témoins DABTH-AA ne s o n t  pas  commercia l isés ,  il f a u t  de  ce  

f a i t  l e s  s y n t h é t i s e r  e t  l ' o n  a  a l o r s  des  problèmes de  s t a b i -  

l i t é  des  DABTH-AA en m i l i e u  a c i d e .  

Toutes ces méthodes manuelles de  dégrada t ion  d'EDWIN 

p r é s e n t e n t  incontes tab lement  d e s  avantages  q u i  s o n t  : 

- l a  f a i b l e  q u a n t i t é  de p r o t é i n e  ou de  pep t ide  n é c e s s a i r e .  

- l a  p o s s i b i l i t é  de  dégrader  p l u s i e u r s  p e p t i d e s  en même 

temps. 

- e n f i n ,  c ' e s t  une technique  i r r emplaçab le  pour dé te rminer  

l a  séquence en a c i d e s  aminés des  p e p t i d e s  c o u r t s .  

E l l e s  p r é s e n t e n t  a u s s i  quelques  inconvénien ts ,  q u i  ce- 

pendant ne f o n t  pas o u b l i e r  l e s  avantages ,  e t  que l ' o n  peu t  

é l imine r  en p a r t i e  : 

- l a  d i f f i c u l t é  de p r é s e r v e r  l e  m i l i e u  r é a c t i o n n e l  de  

t o u t  c o n t a c t  avec l 'oxygène de l ' a i r .  

- l a  longueur  de l a  méthodologie. On peu t  en e f f e t  e f f e c -  

t u e r  2 à 3 c y c l e s  de dég rada t ion  au maximum p a r  j ou r .  O n  

r i s q u e  a i n s i  de v o i r  s e  t r ans fo rmer  l a  g lutamine en a c i d e  

pyroglutamique,  ce  q u i  a pour e f f e t  de  b loque r  l a  dégra- 

d a t i o n  d'EDMAN. 

T o u t e f o i s ,  l e  manque de r a p i d i t é ,  p a r  r a p p o r t  aux métho- 

des  au toma t i s ées ,  e s t  compensé p a r  l a  p o s s i b i l i t é  de  dégrader  

p l u s i e u r s  p e p t i d e s  en même temps. 



1 - 2 LES METHODES AUTOMATISEES DE LA DEGRADATION D'EDMAN 

La d é g r a d a t i o n  automat ique  d'EDMAN est e f f e c t u é e  s o i t  

en  phase l i q u i d e ,  s o i t  s o l i d e ,  s o i t  gazeuse .  

L e s  avan t ages  de l ' a u t o m a t i s a t i o n  d e  l a  t e c h n i q u e  r é s i -  

d e n t  dans  l e  c o n t r ô l e  r i gou reux  d e s  c o n d i t i o n s  d e  l a  dégrada- 

t i o n  ( l a  d é g r a d a t i o n  est  e f f e c t u é e  constamment sous  atmosphère 

i n e r t e  d ' a z o t e ,  les r é a c t i f s  e t  les  s o l v a n t s  u t i l i s é s  s o n t  eux 

a u s s i  m i s  s ous  a z o t e  a v a n t  l e u r  e m p l o i ) .  D e  p l u s ,  l a  t e chn ique  

es t  r a p i d e  (un c y c l e  de  d é g r a d a t i o n  d u r e  e n  moyenne 7 5  m i n u t e s ) ,  

e t  l ' a p p a r e i l  t r a v a i l l e  24 h e u r e s  s u r  24. 

Nous nous a t t a r d e r o n s  t o u t  d ' a b o r d  s u r  l a  méthode de  

d é g r a d a t i o n  réalisée e n  phase  l i q u i d e .  

1 - 2-1 L e  séquenceur  e n  phase  l i q u i d e  

C e t  a p p a r e i l  q u i  es t  s chéma t i s é  dans  l a  f i g u r e  6 est 

composé d e  compart iments  p i l o t é s  p a r  un p u p i t r e  de  commande : 

- l a  c o u p e l l e  d e  r é a c t i o n  

- l e  sys tème de  v i d e  

- l e  compart iment  r é a c t i f s  e t  s o l v a n t s  

- l a  d i s t r i b u t i o n  d ' a z o t e  

- l e  c o l l e c t e u r  de  f r a c t i o n s .  

L ' a p p a r e i l  s u r  l e q u e l  nous avons e f f e c t u é  nos t r a v a u x  

es t  l e  séquenceur  Beckman 890  C q u i  est p r é s e n t é  dans  l a  f i g u r e  

7 ,  e t  q u i  es t  l e  s e u l  séquenceur  en  phase l i q u i d e  e x i s t a n t  s u r  

l e  marché. 



FIGURE 6 SCHEMA SIMPLIFIE DU SEQUENCEUR BECKMAN 890 C 

@ = électro-vanne à 2 voies  

@ = électro-vanne à 3 voies  

@ = manomètre 

= r égu la teu r  





FIGURE 7 LE SEQUENCEUR BECKMAN 890 C 





1 - 2-1-1.. Description de l'appareil 

La coupelle de réaction dans laquelle la protéine ou 

le peptide à dégrader est déposé sous forme d'un film mince 

et homogène constitue véritablement le "coeur" du séquenceur 

où vont se dérouler les différentes étapes d'un cycle de 

dégradation : 

- Dépôt dans la coupelle de protéine ou de peptide à 

dégrader 

- Couplage avec le phénylisothiocyanate (PITC) 
- Elimination de l'excès de réactifs et des sous-produits 

de la dégradation 

- Clivage avec l'acide heptafluorobutyrique (HFBA) 

- Extraction de la 2-anilino-5-thiazolinone d'acide aminé 

(ATZ-AA) 

La coupelle de réaction dont le schéma est présenté 

dans la figure 8 est un cylindre de verre épais, dont les pa- 

rois internes sont polies optiquement, le plus petit défaut 

de surface pouvant provoquer une irrégularité du film protéi- 

que. A l'intérieur du cylindre de verre, on remarque un léger 

décrochement qui est appelé "undercut". Ce surplomb a pour 

but d'éviter, de manière mécanique, l'élimination de la pro- 

t6ine ou du peptide lors des lavages par le benzène. 

Elle est animée d'un mouvement de rotation, et peut tour- 

ner soit a 1000 touss/minute, soit à 1500 tours/minute. 



V i d e  N 2  
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FIGURE 8 SCHEMA S I M P L I F I E  DE LA COUPELLE DU 
SEQUENCEUR BEEMAN 8 9 0  C 



La coupelle est située dans une enceinte chauffée à 

5 7 ' ~ .  Le chauffage et la régulation sont assurés par un ther- 

mocouple. On peut à l'intérieur de la coupelle réaliser trois 

vides différents. Le premier est un vide très faible de l'or- 

dre de 5 Torr, le second est de l'ordre de 1 Torr, enfin le 

troisième est un vide très poussé inférieur à 100 millitorr. 

On envoie également dans la coupelle de l'azote soit pour cas- 

ser le vide avant une délivrance de réactif ou de solvant, 

soit pour conserver une atmosphère inerte dans la coupelle, ou 

pour faire un pré-séchage après une délivrance de réactif. Cet 

azote de qualité " U n  (O2 < 5 ppm volume) arrive à l'intérieur 

de la coupelle par l'intermédiaire d'un diffuseur. 

Les réactifs et les solvants nécessaires à la dégrada- 

tion sont amenés dans la coupelle par 4 tubes fins en téflon. 

Le premier est commun à la délivrance du réactif 1 (PITC) et 

du solvant 1 (benzène), le second à la délivrance du réactif 2 

et du solvant 2 et ainsi de suite. Les liquides délivrés sont 

ensuite aspirés par l'intermédiaire d'un tube en téflon appelé 

"scoop" qui s'ouvre près de la gorge de la coupelle. 

1 - 2-1-1-2 Le système de vide ------------------ 

Le vide est assuré par deux pompes Welch 1402 M à double 

étage . Le vide très faible ( <  5 Torr) est réalisé par l'inter- 

médiaire d'une vanne électromagnétique de type Skinner à deux 

voies ; celui de 1 Torr est commandé par une seconde vanne 



électromagnétique du même type que la précédente ; enfin le 

vide poussé ( <  100 millitorr) est réalisé par l'intermédiaire 

d'une vanne électropneumatique de type Bimba. Ces trois diffé- 

rentes vannes de vide travaillent successivement et à l'inté- 

rieur de la coupelle les trois entrées de vide sont séparées. 

1 - 2-1-1-3 Les réservoirs de réactifs et de solvants --_____-____--__--_---------------------- 

Les huit bouteilles de réactifs et de solvants sont si- 

tuées à l'avant de l'appareil. Les bouteilles de solvants 

sont en verre brun. Lors d'une délivrance d'un réactif ou 

d'un solvant, la bouteille désirée est d'abord mise à la 

pression atmosphérique pendant 10 secondes par l'intermédiai- 

re d'une vanne électromagnétique à deux voies, puis sous 

pression d'azote pendant 30 secondes par l'intermédiaire d'un 

autre électro-aimant. 

Ces bouteilles contiennent : 

- Le phénylisothiocyanate en solution à 5 p.100 dans le 

n-heptane 

- Le tampon de couplage : 
- Tampon quadtrol N ,  N ,  N ' , N '  ;téXta [ 2 -hydttoxyptropyR) -é.thyLCne dhmine 

2uadttaR 1 M ,  O. 33M, 0. 7M danb t e  mélange n-ptropmaLl 
eau ( 3 : 4 ,  v / v )  ajunte à pfi 9.0 avec de L'acide 

&?u~h~d~éfi<i~G!. .  

- Tampon DMAA ( diméXhyP.&yL&ne 
DMAA/n-phopanoL/eau (2:50:34, v / v / v )  ajunzé à 
p f f  9 .4  avec de L'acide acétique. 

- Tampon DMBA (diméthyLbenzyLumi~1 
DMBAln-phopanoL/eau (lO:34:40, v / v / v )  ajunzé Ù 
pH 9 .4  avec de t 'ac ide  acWyue.  

- L '  acide heptaf luorobutyrique (HFBA) 



- Le benzène 

- L ' a c é t a t e  de b u t y l e  

- Le chlorobutane dans  l e q u e l  nous a j o u t o n s  d u  d i t h i o é r y -  

t h r i t o l  à 0.0005 p.100 (p/v) q u i  a pour b u t  de  p r é s e r v e r  

les ATZ-AA de l a  d e s t r u c t i o n .  

1 - 2-1-1-4 L e s  vannes de  d é l i v r a n c e  ........................ 

Ces vannes s o n t  r é a l i s é e s  en t i è r emen t  en  t é f l o n .  Un sché- 

ma de c e l l e s - c i  e s t  p r é s e n t é  dans l a  f i g u r e  9 .  C e s  vannes s o n t  

au nombre de  q u a t r e  e t  s o n t  à deux v o i e s  c ' e s t - à - d i r e  que cha- 

cune d ' e n t r e  e l l e s  e s t  commune pour un r é a c t i f  e t  l e  s o l v a n t  

correspondant  à c e l u i - c i .  E l l e s  o n t  deux e n t r é e s  indépendantes  

e t  une s o r t i e  commune. De chaque c ô t é  du corps  de vanne, une 

membrane e t  un po in teau  en t é f l o n  commandé p a r  l ' i n t e r m é d i a i r e  

d ' u n e  vanne é lec t romagnét ique  à t r o i s  v o i e s  permet l ' écoulement  

du r é a c t i f  ou du s o l v a n t  d é s i r é  v e r s  l a  coupe l l e  de r é a c t i o n .  

Comme les vannes de d é l i v r a n c e ,  e l l e  est r é a l i s é e  e n t i è -  

rement en t é f l o n .  E l l e  e s t  commandée p a r  d e s  vannes é l e c t r o -  

magnétiques e t  permet s o i t  d ' envoyer  les s o l v a n t s  de  lavage 

(benzène,  a c é t a t e  d ' é t h y l e )  v e r s  l e  f l a c o n  r é c e p t e u r  de  d é c h e t s ,  

s o i t  d ' envoyer  l a  t h i a z o l i n o n e ,  e x t r a i t e  p a r  l e  ch lorobutane ,  

dans l e  c o l l e c t e u r  de f r a c t i o n s .  

Un système de s é c u r i t é  empêche l ' o u v e r t u r e  s imul tanée  du  

c ô t é  "é l imina t ion"  e t  du c ô t é  " c o l l e c t i o n "  de  l a  vanne. 
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FIGURE: 9 SCHEMA D'UNE VANNE DE DELIVRANCE BECKMAN 



1 - 2-1-1-6 Le collecteur de fractions .......................... 

Le collecteur est situé dans une enceinte réfrigérée à 

+ 8 ' ~ .  Il contient 88 tubes. Il est facilement démontable et 

sa rotation est assurée automatiquement à la fin de chaque 

cycle de dégradation. Cette enceinte peut être placée sous 

vide partiel ou sous atmosphère d'azote. 

1 - 2-1-1-7 Le pupitre de commande ...................... 

Ce pupitre commande par l'intermédiaire d'une bande per- 

foréettoutes les opérations de la dégradation. La durée de 

chaque étape peut aller de 1 à 999 secondes. Le nombre d'étapes 

réalisables pour un cycle de dégradation est illimité. Le dé- 

roulement de chacune d'entre elles se fait automatiquement. De 

meme, lorsqu'un cycle de dégradation est terminé, un second 

recommence automatiquement. 

Le pupitre de commande comporte trois compteurs qui 

mémorisent : 

- le nombre de cycles à effectuer 

- le nombre de cycles déjà, réalisés 
- l'étape de dégradation 2 laquelle on se trouve. 
Quand le séquenceur est en fonctionnement, des voyants 

lumineux visualisent les fonctions qui sont en cours. En outre, 

il est possible, grâce à un interrupteur à deux positions, de 

faire revenir la bande programme à une étape déterminée de la 



séquence c e c i  a f i n  d ' e f f e c t u e r  s o i t  un double couplage,  s o i t  

un double c l i v a g e .  De p l u s ,  t ous  les i n t e r r u p t e u r s  de  com- 

mande de f o n c t i o n  de l ' a p p a r e i l  s o n t  à t r o i s  p o s i t i o n s  : 

- automatique 

- manuelle 

- a r r ê t  

Au cour s  d ' un  c y c l e ,  i l s  s o n t  tous  en p o s i t i o n  automa- 

t i q u e  mais l a  commande manuelle es t  p r i o r i t a i r e  c e  q u i  per-  

met d ' i n t e r v e n i r  rapidement en c a s  de mauvaise l e c t u r e  de l a  

bande programme p a s  exemple. 

L e  séquenceur comporte également un c e r t a i n  nombre de 

s é c u r i t é s  e t  d ' i m p o s s i b i l i t é s .  

- Les s é c u r i t é s  

E l l e s  jouent  pour : 

Le maMquc d'azoie : l ' a p p a r e i l  s ' a r r ê t e  a l o r s  à l ' é t a -  

pe où il s e  t r o u v e ,  f a i t  un t r è s  f a i b l e  v ide  dans 

l a  coupe l l e  e t  met l e  co l . l ec teur  de f r a c t i o n s  sous  

v ide .  

&a coupune de coutavtt : on r e t rouve  1 ' a p p a r e i l  dans les 

mêmes cond i t i ons  que précédemment s ' i l  y a eu une 

coupure de cou ran t  s u p é r i e u r e  à I minute.  

La défivhance de héactih :il e x i s t e  à ce  n iveau  une sé-  

c u r i t é  r é g l a b l e  manuellement de  O à 2 minutes .  S i  

pour une r a i s o n  quelconque (mauvaise l e c t u r e  de  l a  

bande programme ou encore  problème au n iveau  des  

compteurs de temps) l e  temps de d é l i v r a n c e  d 'un 

r é a c t i f  e s t  s u p é r i e u r  à l a  l i m i t e  qu 'on s ' e s t  i m -  

posée,  l ' a p p a r e i l  coupe l a  d é l i v r a n c e  de  ce  réac-  

t i f ,  r e s t e  à l ' é t a p e  où il se t rouve ,  f a i t  un f a i -  

b l e  v ide  dans l a  coupe l l e  e t  m e t  également sous 

v ide  l e  c o l l e c t e u r  de f r a c t i o n s .  



R 1 ~ Q R .  du veWLttewr-ex;f ; lLacteut~ : si celui-ci, qui 

est situé à l'arrière du séquenceur, et qui as- 

sure l'évacuation vers l'extérieur de tous les 

effluents gazeux, s'arrête, l'alimentation 

électrique de l'appareil est disjonctée : ceci 

a pour effet d'arrêter les pompes, le chauffage 

et la rotation de la coupelle afin d'éviter tou- 

te étincelle susceptible de provoquer une explo- 

sion due à l'accumulation de vapeurs de solvants. 

- Les impossibilités 

Elles interviennent au niveau de : 

Ra d é f i v m c e  de héac;tib, de ao l van t ,  de R'azoke. : il est 

en effet impossible de demander une délivrance 

de réactif ou de solvant dans la coupelle si cel- 

le-ci est sous vide. De même, on ne peut pas non 

plus faire un faible vide dans la coupelle et y 

envoyer de l'azote en même temps, par contre, on 

peut faire un vide poussé et un balayage d'azote 

simultanément. 

l a  c a L L e d o n  : si à cause d'une erreur de perfora- 

tion dans la bande programme, il est demandé à 

l'appareil d'envoyer 1'ATZ-aminoacide à la fois 

vers le flacon récepteur de déchets et vers le 

collecteur de fractions, l'appareil choisira et 

enverra automatiquement celle-ci vers le collec- 

teur de fractions. 



1 - 2-1-2 Fonctionnement de  l ' a p p a r e i l  

Nous venons de d é c r i r e  l ' a p p a r e i l  e t  s e s  "organes  v i t a u x " .  

Voyons maintenant  l e s  d i f f é r e n t e s  o p é r a t i o n s  q u i  i n t e r v i e n n e n t  

au cours  de l a  dégrada t ion  au tomat i sée  d 'une  p r o t é i n e  ou d 'un  

pep t ide .  

La p r o t e i n e  (10 mg au maximum) es t  d i s s o u t e  dans 500 p l  

d ' e a u  b i d i s t i l l é e  ou d ' a c i d e  formique à 10 p.100. La s o l u t i o n  

e s t  a l o r s  i n t r o d u i t e  dans l a  coupe l l e  en  r o t a t i o n .  Le f i l m  

l i q u i d e  q u i  s ' e s t  déposé s u r  l a  p a r o i  de  l a  c o u p e l l e  e s t  séché .  

Le P I T C  en s o l u t i o n  dans l e  n-heptane (5:100, v/v) es t  d é l i v r é  

dans l a  coupe l l e  pendant 2 secondes a f i n  de pe rme t t r e  l e  re- 

couvrement du f i l m  p ro t é ique .  On passe  e n s u i t e  à l a  d é l i v r a n c e  

du tampon de  couplage pendant 7 à 1 6  secondes s e l o n  l e  tampon 

c h o i s i .  La r é a c t i o n  de couplage s ' e f f e c t u e  à 5 7 O ~  pendant 20 

minutes.  Après séchage,  l ' e x c è s  de P I T C  e t  l e s  d é r i v é s  secon- 

d a i r e s  formés ( a n i l i n e  , phényl th iourée  , d iphény l th iou rée )  

s o n t  é l i m i n é s  p a r  lavage a u  benzène e t  p a r  des  é t a p e s  de v ide  

c r o i s s a n t  ( 5  Tor r ,  1 Tor r )  s u i v i e s  d ' un  balayage d ' a z o t e  sous  

v ide  poussé (500 m i l l i t o r r ) .  L e  benzène a pour b u t  d ' é l i m i n e r  

tous  l e s  c o n s t i t u a n t s  organiques  t a n d i s  que l e  v i d e  c r o i s s a n t  

( 5  Tor r ,  1 Tor r ,  500 m i l l i t o r r )  s u i v i  du balayage d ' a z o t e  per-  

met une évapora t ion  p a r t i e l l e  d e s  c o n s t i t u a n t s  du tampon de 

couplage à base  de DMAA (n-propanol,  d iméthyla l ly lamine ,  eau)  . 
Un second lavage  p a r  l ' a c é t a t e  d ' é t h y l e  s e r a  n é c e s s a i r e  s i  l e  

tampon de couplage u t i l i s é  e s t  à base de  quadro l  car c e l u i - c i  

n ' é t a n t  pas  v o l a t i l ,  il ne sera pas é l iminé  l o r s  d e s  é t a p e s  de 

v ide .  



Après élimination de l'excès de PITC et des produits 

secondaires formés au cours de la réaction de couplage, le 

film est à nouveau séché par un vide croissant de 5 à 3 Torr 

suivi d'un balayage d'azote sous vide partiel (500 millitorr) , 

afin d'éliminer le solvant résiduel présent dans la coupelle, 

et en vue de la préparation de l'étape suivante qui est le 

clivage. 

Le dérivé phénylthiocarbamyl-protéine (ou peptide) est 

traité par l'acide heptafluorobutyrique anhydre. Le clivage 

et la cyclisation en 2-anilino-5-thiazolinone (ATZ) d'acide 

aminé s'effectue à 57OC pendant 7 minutes. Le film est ensuite 

séché en vue de l'extraction de la 2-anilino-5-thiazolinone 

d'acide aminé ainsi formée. A la fin d'un cycle, 1'ATZ-AA est 

extraite par le chlorobutane. L'extrait "chlorobutane" est 

collecté dans la gorge de la coupelle à l'aide du "scoop" et 

recueilli dans le collecteur de fractions. L'ATZ-AA en solu- 

tion dans le chlorobutane est recueillie dans un tube conique 

contenant 0.2 ml d'HC1 1N-éthylmercaptan 1 p. 1000 (v/v) . Le 
tube est placé dans un collecteur de fractions maintenu en 

atmosphère d'azote et à + 8OC. L'ATZ-AA collectée est ensuite 

convertie en un dérivé plus stable : la phénylthiohydantoine 

d'acide aminé (PTH-AA) . 
Dans la coupelle, le film protéique est alors séché : 

la protéine (ou le peptide) amputée d'un résidu d'acide aminé 

est ainsi préte pour subir un nouveau cycle de dégradation. 



La conversion de 1'ATZ-AA se fait manuellement. Après 

évaporation de l'extrait "chlorobutane" sous azote, 1'ATZ-AA 

est convertie à 8 0 ° C  en PTH-AA par traitement avec l'HC1 1N - 

éthylmercaptan 1 p.1000 (v/v) pendant 10 minutes. Ce temps de 

conversion est un temps moyen. Il peut être réduit à 7 minutes 

si on suspecte la présence d'un dérivé d'acide aminé hydroxylé 

(sérine ou thréonine). En effet, la PTH-sérine se décompose 

lors de la conversion en PTH-déhydrosérine qui est instable. 

Quant à la PTH-thréonine elle donne un produit de B-élimina- 

tion : la PTH-déhydrothréonine qui est stable mais dont le 

spectre présente un maximum d'absorption à 313 nm alors que 

celui des PTH-AA "normales" a un maximum d'absorption à 269 nm 

Par ailleurs, le temps de conversion est porté à 15 mi- 

nutes afin d'avoir une conversion totale dlATZ-valine, dlATZ- 

leucine, dlATZ-is~leucine, d'ATZ-phénylalanine ou dlATZ-lysine 

en PTH-AA correspondantes. 

Ces différentes opérations que nous venons de décrire 

et qui interviennent au cours de la dégradation automatisée 

d'une protéine ou d'un peptide ne sont pas illimitées. En 

effet, les performances de l'appareil, c'est-à-dire le nombre 

de cycles de dégradation possibles, sont directement liées aux 

problèmes de la chimie de la dégradation d'EDMAN. 

Ces différents problèmes sont (64 )  : 

- La présence d'oxygène qui produit une désulfuration 

oxydative du groupe phénylthiocarbamyl et bloque la formation 

de thiazolinone. Il est donc très important d'opérer en atmos- 

phère inerte d'azote très pur, d'avoir des vannes étanches et 



d ' a t t e i n d r e  un bon v i d e ,  c e s  deux d e r n i è r e s  cond i t i ons  é t a n t  

n e c e s s a i r e s  a u s s i  pour é v i t e r  l e  mélange de  r é a c t i f s  q u i  favo- 

r i s e r a i t  l a  formation de  sels. 

- Les r é a c t i o n s  incomplètes  au n iveau  des é t a p e s  de  

couplage ou de c l i v a g e ,  q u i  peuvent ê t r e  dues  à c e r t a i n s  a c i -  

des  aminés à cha îne  l a t é r a l e  encombrante ou encore  à l a  pro- 

l i n e  dont  l ' a n i l i n o - t h i a z o l i n o n e  ne se c l i v e  que p a r t i e l l e -  

ment, e t  q u i  donneront de  ce  f a i t  des  "ove r l aps"  aux  cyc l e s  

s u i v a n t s .  

- L'augmentation du b r u i t  de  fond due à l a  p résence  

d ' e a u  dans l ' a c i d e  nep ta f luorobutyr ique  ( agen t  de  c l i v a g e  de  

l a  r é a c t i o n ) ,  q u i  provoque des  r é a c t i o n s  s econda i r e s  d 'hydro- 

l y s e  de l a  chaîne po lypept id ique .  Ce r é a c t i f  d o i t  donc ê t r e  

pa r f a i t emen t  anhydre. 

- La formation d ' a n i l i n e  due à l ' e a u  q u i  contamine l e  

PITC, a i n s i  que l a  format ion de d é r i v é s  t h i o u r é e  e t  d i t h i o u r é e .  

- La p u r e t é  des  r é a c t i f s  e t  des  s o l v a n t s  q u i  i n f l u e n c e  

également l e  rendement de  l a  dég rada t ion .  Ceux-ci do iven t  

ê t r e  dépourvus de  t o u t e s  t r a c e s  d ' a ldéhydes  e t  de  peroxydes.  

- La s é p a r a t i o n  de  l a  p r o t é i n e  (ou du pep t ide )  des  sous-  

p r o d u i t s  e t  de s  r é a c t i f s  r é s i d u e l s  au cou r s  de l a  dég rada t ion .  

En p lus  de tous  ces problèmes, il e x i s t e  des  d i f f i c u l t é s  

q u i  s o n t  s p é c i f i q u e s  à l a  p r o t é i n e  (ou au p e p t i d e )  e t  qu i  pro-  

voquent également une diminut ion des  rendements. C e  s o n t  : 



- Les r ég ions  comportant des  séquences r é p é t i t i v e s  avec 

en l ' occu rence  des  r é s i d u s  encombrants (ex:  l y s i n e ,  a r g i n i n e )  

q u i  i n f l u e n t  for tement  s u r  l e  rendement de  l a  dégrada t ion .  L e s  

séquences Pro-Pro ou P ro - I l e  ou encore  Pro-Val diminuent e l l e s  

a u s s i  t r è s  for tement  ce  rendement ( 7 ) . 

- L e s  rég ions  dans l e s q u e l l e s  un r é s i d u  d ' a r q i n i n e  pré- 

cède une séquence P ro - I l e  ou Pro-Pro : l e  rendement de  l a  dé- 

g rada t ion  e s t  a l o r s  encore  p lus  médiocre. 

- L e s  rég ions  contenant  beaucoup de r é s i d u s  bas iques  e t  

q u i  donnent un t a u x  é l e v é  d ' "over1aps" .  

- Les groupes de r é s i d u s  a c i d e s  e t  e n  p a r t i c u l i e r  l a  sé -  

quence Glu-Glu-Asp a f f e c t e n t  l e  rendement de  l a  dégrada t ion .  

Cependant dans c e  d e r n i e r  c a s ,  une r é p é t i t i o n  du couplage per -  

m e t  de surmonter c e t t e  d i f f i c u l t é .  

Malgré c e s  d i f f é r e n t s  problèmes que nous venons de dé- 

c r i r e ,  l a  dégrada t ion  dtEDMAN automat isée  r e s t e  techniquement 

s u p é r i e u r e  à l a  dégrada t ion  manuelle,  d ' a u t a n t  p l u s  que depu i s  

quelques  années les p o s s i b i l i t é s  du séquenceur on t  é t é  é l a r g i e s  

à l a  f o i s  g râce  à des  mod i f i ca t ions  techniques  de l ' a p p a r e i l  

e t  g râce  à des  mod i f i ca t ions  d ' o r d r e  chimique. 



1 - 2-1-3 Les mod i f i ca t ions  

1 - 2-1-3-1 L e s  mod i f i ca t ions  techniques  _-_--___-__________--------- 

C e s  modi f ica t ions  o n t  é t é  pour l a  p l u p a r t  d ' e n t r e  e l l e s  

e f f e c t u é e s  p a r  WITTMANN-LIEBOLD e t  son groupe ( 6 5 ) .  En e f f e t ,  

l e  séquenceur Beckman 890 C vendu ac tue l l emen t  p r é s e n t e  quel-  

ques p o i n t s  f a i b l e s  au n iveau  : 

- des  vannes de  d é l i v r a n c e  

- du système de  v ide  e t  du p iège  à f r o i d  

- de l a  coupe l l e  

- de l a  convers ion q u i  s e  f a i t  manuellement 

La v m n u  de défivhance : ces  vannes q u i  s o n t  vendues t r è s  

chè re s  p a r  l a  S o c i é t é  Beckman, o n t  un volume mort t r è s  impor- 

t a n t .  D e  p l u s ,  e l l e s  amènent l e s  r é a c t i f s  e t  les s o l v a n t s  

dans l a  coupe l l e  p a r  q u a t r e  l i g n e s  d i f f é r e n t e s  ce  q u i  peu t  

r e p r é s e n t e r  une source  de  f u i t e s  p o s s i b l e s .  A l ' i n t é r i e u r  de 

c e s  vannes, l e s  cônes de t é f l o n  s i t u é s  de p a r t  e t  d ' a u t r e  du 

corps  de t é f l o n  de l a  vanne peuvent s u b i r  des  déformat ions .  

En o u t r e ,  l e  v ide  à l ' i n t é r i e u r  d e s  vannes n ' e s t  pas  e x c e l l e n t ,  

e t  e l l e s  do iven t  donc être e n t r e t e n u e s  régul iè rement  pour con- 

s e r v e r  une bonne e f f i c a c i t é .  

Tout c e c i  a  pour conséquence que : 

- l ' i n t é r i e u r  des vannes n ' e s t  pas t o t a l emen t  v ide  ap rè s  

l e  v ide  r e s t r e i n t  



- l e s  vannes ne s o n t  pas  é t anches  t r è s  longtemps 

- l e s  volumes de s o l v a n t s  de  lavage s o n t  i n u t i l e m e n t  

é l e v é s  à cause de l a  c o n s t r u c t i o n  m ê m e  de c e s  vannes 

- l a  vidange des  l i g n e s  de d é l i v r a n c e  p a s  l e  v i d e  ap rè s  

r é a c t i o n  p e r t u r b e  l e  f i l m  p r o t é i q u e  : c e l u i - c i  a  en e f f e t  

tendance à monter le  long de l a  p a r o i  de  l a  coupe l l e  à cause 

de  l ' a d d i t i o n  s o i t  de tampon de couplage,  s o i t  d ' a c i d e  hepta-  

f l uo robu ty r ique  provenant de l a  vidange des  l i g n e s  p a r  l e  

v ide  r e s t r e i n t .  

Le ay~tème de v i d e  e.X l e  piège Ù @aici : Dans l e  système de 

v ide  du séquenceur Beckman 8 9 0  C ,  il e x i s t e  t r o i s  s o r t i e s  sépa- 

r é e s  pour les d i f f é r e n t s  v ides  e f f e c t u é s  à l ' i n t é r i e u r  de  l a  

coupe l l e ,  e t  q u i  s o n t  o p é r a t i o n n e l l e s  l ' u n e  ap rè s  l ' a u t r e  ce  

q u i  provoque de l a  condensat ion dans les l i g n e s  de v i d e  e t  d i -  

minue l e s  performances de 1' a p p a r e i l .  En o u t r e ,  les d i £  f é r e n t s  

v ides  s o n t  r é a l i s é s  g râce  à deux pompes. Nous avons également 

remarqué que l a  vanne pneumatique de type  Birnba a i n s i  que l a  

coupe l l e  ne s o n t  pas  pa r f a i t emen t  é tanches .  Les f u i t e s  s o n t  

causées  p a r  un t r o p  grand nombre de  connect ions  e t  p a r  l e  man- 

que d ' é t a n c h é i t é  des  j o i n t s  en v i t o n .  

Quant au p iège  à f r o i d  commercial isé p a r  Beckman, il 

n ' é q u i p a i t  pas n o t r e  séquenceur à l ' o r i g i n e .  Depuis son i n s t a l -  

l a t i o n ,  nous avons observé une amé l io ra t ion  du v ide  s u r  n o t r e  

a p p a r e i l ,  mais il n ' e s t  quand même pas  p a r f a i t .  En e f f e t ,  l e s  

vapeurs de r é a c t i f s  e t  de s o l v a n t s  q u i  se condensent dans  l e  

p iège ,  s o n t  r e c u e i l l i e s  dans un b a l l o n  p l acé  à l a  t empéra ture  



ambiante. Dans c e s  c o n d i t i o n s ,  les s o l v a n t s  s ' é v a p o r e n t  e t  

l e s  vapeurs a i n s i  formées vont  contaminer l ' h u i l e  de  pompe. 

Tout c e c i  condui t  à : 

- une diminut ion de l ' e f f i c a c i t é  des  pompes q u i  o n t  

une durée  de v i e  r accourc i e  

- une condensat ion de l i q u i d e  e t  une format ion de dépôts  

s o l i d e s  dans l e s  l i g n e s  de  v ide  

- une d e s t r u c t i o n  ou une contaminat ion d e s  ATZ-AA. 

La coupfie : l e  changement b r u t a l  de  l a  v i t e s s e  de 

r o t a t i o n  de  c e l l e - c i ,  q u i  es t  e£ fec tué  au cours  des  d i f f é r e n t e s  

é t a p e s  de l a  dégrada t ion ,  fragmente l e  f i l m  p r o t é i q u e .  De p l u s ,  

l a  coupe l l e  du séquenceur Beckman 8 9 0  C comporte beaucoup t r o p  

de s o r t i e s  ( l i g n e s  de d é l i v r a n c e ,  "scoop", t he rmis t ance )  q u i  

s o n t  sou rces  de problèmes ( p e r t e  de v ide ,  p é n é t r a t i o n  d'oxygène 

dans l a  c o u p e l l e ) .  

D i f f é r e n t e s  amé l io ra t ions  o n t  donc é t é  e f f e c t u é e s  s u r  

l e  séquenceur Beckman 890 C notamment au n iveau  : 

- des  vannes de d é l i v r a n c e  

- du système de v ide  e t  du p iège  à f r o i d  

- de l a  coupe l l e  

- de l a  convers ion.  

E l l e s  f e r o n t  l ' o b j e t  du second c h a p i t r e .  



I - 2-1-3-2 Les modifications chimiques ........................... 

Les performances du séquenceur peuvent également Btre 

améliorées grâce à des modifications d'ordre chimique : 

- Utilisation de mainteneurs 
- Greffe de radicaux hydrophiles 
- Utilisation de tampons de couplage autres que 
le quadrol 1M 

- Emploi du PITC marqué 
- Purification des réactifs et des solvants 

U U d o n  de maiuttcnem . Les peptides ou les protéines 
relativement courts ou en trop faible quantité, sont très fa- 

cilement extraits par les solvants de lavage au cours de la 

dégradation automatique. Différents auteurs ont donc eu l'idée 

d'utiliser un mainteneur afin de stabiliser mécaniquement la 

protéine (ou le peptide) dans la coupelle. Cependant, ce main- 

teneur doit être inerte vis-à-vis de la dégradation dlEDMAN. 

Différents mainteneurs ont été utilisés. Il s'agit d'abord : 

- de protéines bloquées naturellement à leur extrémité N- 

terminale : la parvalbumine (51) , 1' apocytochrome C (49) , 

- de protéines bloquées artificiellement : l'apomyoglobine 

succinylée (38) , le lysozyme modifié (24) , 

- de polymères artificiels : polyornithine succinylée (55), 

copolymère norleucine-arginine ( 4 8 ) ,  polyornithine su,-lonyl6e 

( 6 0 )  . 



Cependant,  les p r o t é i n e s  b loquées  ne s o n t  p l u s  employées 

c a r  on a remarqué qu ' au  cou r s  de  l a  dég rada t i on  e l les  sub i s -  

s e n t  de s  coupures dans l e u r  c h a î n e  pep t i d ique .  C e s  coupures 

s o n t  dues à l ' e x p o s i t i o n  de  l a  p r o t é i n e  aux c l i v a g e s  r é p é t é s  

en  m i l i e u  a c i d e  hep t a f l uo robu ty r ique .  D e  ce f a i t ,  a p r è s  un 

c e r t a i n  nombre de  c y c l e s  de  dég rada t i on ,  on v o i t  a p p a r a î t r e  

un " b r u i t  de fond" impor tan t  q u i  p r o v i e n t  de  l a  dég rada t i on  

du mainteneur .  

L e  mainteneur  q u i  est  l e  p l u s  employé ac tue l l emen t  es t  

le  polybrène ( 2 4 , 5 5 , 5 7 ) .  C ' e s t  un ammonium q u a t e r n a i r e  de  

formule : 

Son mécanisme d ' a c t i o n  n ' e s t  pas  t r 5 s  b i en  connu mais 

l a  q u a n t i t é  minimale à u t i l i s e r  es t  de 2 à 3  mg ( 3 7 ) .  L ' incon-  

v é n i e n t  de  ce mainteneur  es t  q u ' i l  provoque des  a r t e f a c t s  q u i  

genent  l a  d é t e c t i o n  des  PTH-AA e n  chromatographie l i q u i d e  à 

hau te  performance.  HUNKAPILLER e t  HOOD ( 3 3 )  o n t  remédié à ce 

problème en  dégradan t  dans un p remier  temps un d i p e p t i d e  Gly- 

Gly en  p résence  de  ce  mainteneus .  On e f f e c t u e  t r o i s  c y c l e s  d e  

dég rada t i on  au cou r s  de sque l s  les a r t e f a c t s ,  dûs au  polybrène 

r é a g i s s e n t  avec  l e  d i p e p t i d e  e t  sont  é l i m i n é s .  Une f o i s  ce t te  

o p é r a t i o n  t e rminée ,  l a  p r o t é i n e  (ou l e  p e p t i d e )  e s t  déposée 

dans l a  c o u p e l l e  p u i s  dégradée .  



Gkedde de. ha&.caux hy&opUen . C e r t a i n s  c h e r c h e u r s  o n t  

remarqué que  l es  p e p t i d e s  r i c h e s  e n  l y s i n e  p o s a i e n t  un pro-  

blème a u  c o u r s  de  l a  d é g r a d a t i o n .  En e f f e t ,  les p e p t i d e s  con- 

t e n a n t  beaucoup de  l y s i n e ,  s o n t  p l u s  e x t r a c t i b l e s  p a r  l e  ben- 

zène e t  l ' a c é t a t e  d ' é t h y l e  du f a i t  de  l a  f o r m a t i o n  du  groupe- 

ment phény l th ioca rbamylé  s u r  l a  f o n c t i o n  E-NH2. D e  ce f a i t ,  

l e  p e p t i d e  a t endance  à être  e x t r a i t  au  c o u r s  d e s  é t a p e s  d e  

l a v a g e ,  l e  rendement d e  l a  d é g r a d a t i o n  d e v i e n t  a l o r s  f a i b l e  

e t  on remonte beaucoup moins l o i n  dans l a  séquence p e p t i d i q u e .  

C e r t a i n s  a u t e u r s  o n t  remédié à c e  problème p a r  g r e f f e  de  ra- 

d i c a u x  h y d r o p h i l e s .  L e s  r é a c t i f s  les  p l u s  u t i l i s é s  s o n t  ceux  

d é c r i t s  p a r  BRAUNITZER (10~11) .  C e  s o n t  d e s  d é r i v é s  i s o t h i o -  

cyana te .  Leur formule  est  p r é s e n t é e  dans  l a  f i g u r e  10. S e l o n  

BRAUNITZER, les  d é r i v é s  s u l f o n é s  du n a p h t a l è n e  i s o t h i o c y a n a t e  

donnentun bon film c e  q u i  es t  une c o n d i t i o n  e s s e n t i e l l e  pour  

r é a l i s e r  une bonne d é g r a d a t i o n .  C e t t e  m o d i f i c a t i o n  chimique 

p r é s e n t e  cependan t  un i n c o n v é n i e n t  : les r é s i d u s  d e  l y s i n e  

a i n s i  m o d i f i é s  ne  s o n t  p l u s  s o l u b l e s  dans  les s o l v a n t s  u t i l i -  

s é s  h a b i t u e l l e m e n t  pour  l ' e x t r a c t i o n  d e s  ATZ-AA, e t  donc ne 

s o n t  p a s  i d e n t i f i a b l e s  d i r e c t e m e n t .  On p e u t  p o u r t a n t  r emédie r  

à c e  problème e n  u t i l i s a n t  moins d e  r é a c t i f  a f i n  d e  n ' a v o i r  

qu 'une  m o d i f i c a t i o n  p a r t i e l l e .  Dans ce c a s ,  les r é s i d u s  d e  

l y s i n e  r e s t e n t  i d e n t i f i a b l e s .  E n f i n ,  l e  4-sulfo-PITC possède  

un rendement d e  c y c l i s a t i o n  dans  l ' a c i d e  h e p t a f l u o r o b u t y r i q u e  

q u i  e s t  a s s e z  b a s .  I l  e n  r é s u l t e  une coupure  incomplè te  du  

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

d ' u n  " o v e r l a p "  q u i  gêne l ' i d e n t i f i c a t i o n  d e s  r é s i d u s  s u i v a n t s .  



Réactif 1 : 1 isothiocyano-4 benzène 

sulfonate 

Réactif II : 5 isothiocyano-1-3-benzène 

disulfonate 

Réactif III : 3 isothiocyano-1,5- 

naphtalène disulfonate 

Réactif IV : 7 isothiocyano-1,3,5- 

naphtalène trisulfonate 

FIGURk:  1 0  LES DERIVES ISOTHIOCYANATE DE BRAUNITZER (10,ll) 



DWULET et coll. (17) utilisent pour leur part le 3-sulfo- 

PITC dont le rendement de cyclisation est légèrement supérieur 

(5 p.100) à celui du 4-sulfo-PITC. Quant à FOSTER et coll. (221 ,  

ils greffent un composé hydrophile sur le groupe a-carboxylique 

du résidu C-terminal. Il s'agit de l'acide S-amino-naphtalène- 

1,5-disulfonique qui est fixé par l'intermédiaire d'une carbo- 

diimide. Si on effectue la réaction à pH 4.0, il n'est pas 

nécessaire de bloquer au préalable les groupements a-aminés 

libres de la chaîne peptidique dont le pK est environ de 9.5. 

Le groupement carboxylique des chaînes latérales des acides 

dicarboxyliques réagit de la même façon que celui du résidu 

C-terminal du peptide. Les acides dicarboxyliques sont identi- 

fiés après hydrolyse totale acide de la phase aqueuse. L'avan- 

tage de l'addition de ce composé naphtalénique est qu'il aug- 

mente la quantité du film protéique. 

Enfin, GARRICK et SLOAN (26) proposent de brancher un 

peptide par son résidu en position C-terminale, à un poly- 

peptide tel que le cytochrome C par l'intermédiaire d'une 

carbodiimide. 

U U a Z L a n  de itampo~n de couplage &u que l e  quadtwl IM . 
Une autre façon de rendre la dégradation plus performante est 

d'utiliser un tampon différent de celui préconisé par EDMAN. 

En effet, le tampon d'EDMAN qui est le quadrol N,N,N',N', 

tétra (2-hydroxypropyl) -éthylène diamine]) 1M a un excellent 

pouvoir tampon mais comme il n'est pas volatil, il faut beau- 

coup de benzène puis d'acétate d'éthyle pour l'extraire. Ces 



lavages prolongés risquent d'extraire les peptides et à un 

degré moindre, les protéines. De ce fait, B R A U E R  et coll. ( 8  ) 

utilisent le quadrol 0 . 1 M  qui demande moins de solvant de 

lavage. Cependant, le quadrol n'étant soluble que dans l'acé- 

tate d'éthyle, il est nécessaire de maintenir le lavage avec 

ce solvant. 

B E G G  et MORGAN ( 2  ) emploient pour leur part un tampon: 

le T H E E D  (tétrahydroxyéthyl/éthylène diamine) analogue au 

quadrol et qui contient moins d'aldéhydes que celui-ci. 

H E R M O D S O N  et coll. ( 3 0 )  recommandent l'utilisation de 

la diméthylbenzylamine (DMBA) 0 . 8 M .  Ce tampon est soluble dans 

le benzène ce qui évite l'utilisation de l'acétate d'éthyle 

et de plus il est beaucoup moins coûteux que le quadrol 1 M .  

Son utilisation sera donc très intéressante pour les protéi- , 

nes et les peptides hydrophobes. Ce tampon a toutefois pour 

inconvénient de salir fortement toute l'enceinte de la cou- 

pelle. 

NIALL et coll. (47) ainsi que T H O M S E N  et coll. (58)  

utilisent pour leur part la diméthylallylamine (DMAA) 0 . 8 M .  

Ce tampon est très volatil. Il est donc éliminé par une sim- 

ple évaporation sous vide ce qui diminue la quantité de ben- 

zGne nécessaire au lavage du film. Cependant, les auteurs 

ont remarqué une dégradation anormale de l'histidine en pré- 

sence de diméthylallylamine. En effet, à la fin de l'étape 

de couplage, le pH du milieu réactionnel peut descendre jus- 

qu'à 6 pendant l'évaporation du tampon, ce qui est suffisant 



pour o b t e n i r  un c l i v a g e  p a r t i e l  du phénylthiocarbamyl-nis-  

t i d i n e  pep t ide  ( P T C - H i s ) .  I l  en r é s u l t e  un "over lap"  au cy- 

c l e  s u i v a n t  qu i  s ' e x p l i q u e  p a r  l e  f a i t  que l e  groupe a-aminé 

du r é s i d u  p l acé  immédiatement a p r è s  l ' h i s t i d i n e  r é a g i t  avec 

l e  P I T C .  De p l u s ,  l a  PTH-nistidine s e r a  mal q u a n t i f i é e  c a r  

une p a r t i e  de l a  PTC-hist idine e s t  e x t r a i t e  à l a  f i n  du cou- 

p lage ,  p a r  l e s  s o l v a n t s  de  lavage .  Ce t t e  r é a c t i o n  de  c l i v a g e  

p a r t i e l  s e  f e r a  d ' a u t a n t  p l u s  fac i lement  s i  l e  r é s i d u  d ' h i s -  

t i d i n e  es t  s u i v i  d ' un  r é s i d u  de p r o l i n e  ou de g l y c i n e .  

Enf in ,  BRANDT e t  VON HOLT ( 6 )  l o r s  de  l a  détermina- 

t i o n  de  l a  séquence de c e r t a i n e s  h i s t o n e s  a i n s i  que 

BRAUNITZER e t  SCHRANK ( 9 )  o n t  u t i l i s é  l a  diméthylaminopro- 

pyne (DMAP) . Ceux-ci t rouven t  que l e s  rendements obtenus en 

dégrada t ion  s o n t  m e i l l e u r s  avec c e  tampon q u i  es t  absolument 

dépourvu d 'a ldéhydes ,  les p e p t i d e s  séquencés dans ce s  condi- 

t i o n s  s o n t  moins e x t r a c t i b l e s  e t  l e s  diagrammes d ' i d e n t i f i c a -  

t i o n  d e s  PTH-AA s o n t  p l u s  fac i lement  i n t e r p r é t a b l e s .  

ErnpL0.i du PTTC maqué. . L'emploi de r é a c t i f s  marqués, per-  

met également d ' a t t e i n d r e  une t r è s  bonne s e n s i b i l i t é  q u i  es t  

de l ' o r d r e  de  l a  femtomole ( 1 0 - ~ ~ m o l e )  . Le r é a c t i f  l e  p l u s  

u t i l i s é  es t  l e  P I T C  marqué au s o u f r e  35 ( 3 5 ~ - ~ 1 ~ ~ )  q u i  a  une 

a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  beaucoup p l u s  é l evée  que c e l l e  du 14c- 

P I T C  ou du 'H-PITC ce  q u i  permet une ana lyse  q u a l i t a t i v e  e t  

q u a n t i t a t i v e  des  PTH r a d i o a c t i v e s .  On e f f e c t u e  donc un premier  

couplage avec un mélange de 3 5 ~ - ~ ~ ~ ~  e t  de  P ITC non marqué, 



p u i s  on f a i t  un deuxième couplage  avec  du PITC f r o i d  a f i n  

d '  é v i t e r  une asynchron ie  d e  l a  d é g r a d a t i o n .  Cependant,  l ' u t i -  

3 5  l i s a t i o n  du S-PITC reste t r è s  l i m i t é e  c a r  c ' e s t  un p r o d u i t  

f o r t  c h e r  q u i  d e  s u r c r o î t  n ' e s t  p a s  t r è s  p u r  d ' o ù  l a  n é c e s s i -  

t é  de  l e  p u r i f i e r .  A ces i n c o n v é n i e n t s  v i e n n e n t  s ' a j o u t e r  les 

problèmes l i é s  à l a  c o n t a m i n a t i o n  d e  t o u t  l e  séquenceur .  

Putti&ca;tion d u  kZaotitjb ct d u  bolvantb. La p u r i f i c a t i o n  

d e s  r é a c t i f s  e t  d e s  s o l v a n t s  permet  également  d 'augmenter  les 

performances  du séquenceur .  WITTMANN-LIEBOLD (65 )  p r é c o n i s e  

les p rocédés  de  p u r i f i c a t i o n  s u i v a n t s  : 

- PITC e t  HFBA p u r i f i é s  p a r  p a s s a g e  s u r  colonne c o n t e n a n t  

de l ' a l u m i n e  a c i d e  e t  d e  l a  s i l i c e .  

- Q u a d r o l  0 . 1 M  p u r i f i é  p a r  p a s s a g e  s u r  colonne d ' a l u m i n e  

n e u t r e  e t  d e  s i l i c e .  

- Benzène e t  a c é t a t e  d ' é t h y l e  d i s t i l l é s  s o u s  a z o t e  p u i s  

p u r i f i é s  s u r  colonne d ' a l u m i n e  n e u t r e  e t  de  s i l i c e .  

- Polybrène  p u r i f i é  p a r  p a s s a g e  s u r  colonne de  Dowex 1x4 

p u i s  s u r  colonne d ' a l u m i n e  a c i d e .  

Grâce à t o u t e s  ces p u r i f i c a t i o n s ,  les PTH-AA o b t e n u e s  

s o n t  t r è s  p u r e s  e t  les con taminan t s  les p l u s  i m p o r t a n t s  que 

l ' o n  remarque l o r s  d e  l ' i d e n t i f i c a t i o n  e n  chromatographie  li- 

q u i d e  h a u t e  performance ,  notamment au  n i v e a u  d e  l ' a l a n i n e ,  d i s -  

p a r a î s s e n t .  



D'autres procédés de purification ont été décrits par 

FRANK (25) : ils concernent les solvants et le quadrol. 

Les solvants (benzène/acétate d'éthyle) sont conservés 

sur de l'alumine neutre à raison de 20 g/litre. auant au qua- 

drol, il est conservé sur aminoéthylcellulose, pour fixer les 

aldéhydes contaminants habituels du quadrol. L'aminoéthyl- 

cellulose est régénérée toutes les dix séquences. Afin d'évi- 

ter que des particules d'alumine et d'aminoéthylcellulose ne 

bouchent les lignes de délivrance, FRANK place un verre fritté 

de porosité 2 à l'intérieur des flacons de réactifs et de sol- 

vants. 

L'accumulat.ion d"'over1aps" au fur et à mesure de la 

dégradation, les coupures qui se produisent dans la chaîne 

polypeptidique au cours des clivages répétés par l'acide hepta- 

fluorobutyrique ainsi que les impuretés contenues dans les 

réactifs et les solvants, donnent des pics parasites lors de 

l'identification des PTH-AA en chromatographie liquide à hau- 

te performance. Ce "bruit de fond" qui s'accumule tout au long 

de la dégradation représente un facteur limitant pour la dé- 

termination de la séquence. BHOWN et coll. (5 ) ont donc in- 

troduit un "nettoyeur" de "bruit de fond". 

Le "nettoyeur" employé est la fluorescamine. Les auteurs 

l'utilisent pour masquer le "bruit de fond" lors de la déter- 

mination de la séquence de protéines riches en proline. En 

effet, les résidus de proline sont très difficilement clivés 

et de ce fait, créent beaucoup dl"overlaps". Le traitement à 

la fluorescamine est très facilement réalisable. 



Dans un p r e m i e r  temps, les a u t e u r s  d é t e r m i n e n t  l a  sé -  

quence d e  l a  p r o t é i n e  a f i n  d e  l o c a l i s e r  les r é s i d u s  de  pro-  

l i n e .  La p r o t é i n e  est  e n s u i t e  p a s s é e  une seconde f o i s  au 

séquenceur .  Avant chaque r é s i d u  de  p r o l i n e ,  l a  c o u p e l l e  e s t  

m i s e  à t e m p é r a t u r e  ambian te ,  p u i s  l e  programme es t  démarré 

normalement mais s a n s  d é l i v r a n c e  d e  PITC. Immédiatement 

a p r è s  l a  d é l i v r a n c e  du tampon d e  coup lage ,  les a u t e u r s  s t o p -  

p e n t  l e  programme de  d é g r a d a t i o n .  La c o u p e l l e  es t  a l o r s  ou- 

v e r t e  pour  a j o u t e r  l a  f l u o r e s c a m i n e  ( 3  à 4 mg/ml) . L e  c o u r s  

d e  l a  d é g r a d a t i o n  es t  a l o r s  r e p r i s  normalement mais  l ' e x t r a i t  

" c h l o r o b u t a n e "  e s t  envoyé au f l a c o n  r é c e p t e u r  d e  d é c h e t s .  Un 

c y c l e  normal  de  d é g r a d a t i o n  e s t  a l o r s  e f f e c t u é  avec  un dou- 

b l e  c l i v a g e .  C e  t r a i t e m e n t  à l a  f l u o r e s c a m i n e  e s t  e n s u i t e  ré- 

p é t é  a v a n t  chaque r é s i d u  de  p r o l i n e .  Il a p o u r  e f f e t  d e  b lo -  

q u e r  les nouveaux N-terminaux formés au c o u r s  d e  l a  dégrada-  

t i o n  (N-terminaux dus  aux  coupures  dans  l a  c h a î n e  p o l y p e p t i -  

d i q u e ,  ou e n c o r e  " o v e r l a p s "  p rovenan t  d e s  a c i d e s  aminés p ré -  

c é d e n t s )  , il n ' i n t e r f è r e  p a s  dans  l a  ch imie  dlEDMAN pu i sque  

le  groupement imine  de  l a  p r o l i n e  ne  r é a g i t  p a s  avec  l a  f l u o -  

rescamine  e t  permet  une i d e n t i f i c a t i o n  normale d e s  PTH-AA e n  

chromatographie  l i q u i d e  à h a u t e  performance (HPLC) . 

La méthode d e  d é g r a d a t i o n  a u t o m a t i s é e  d é c r i t e  p a r  EDMAN 

e t  BEGG, e t  d o n t  nous venons d e  p r é s e n t e r  les p r i n c i p e s ,  ha 

m i s e  en  oeuvre  e t  les p e r f e c t i o n n e m e n t s ,  s ' e f f e c t u e  s u r  un 

f i l m  d e  p r o t é i n e  ou d e  p e p t i d e  c o l l é  s u r  une p a r o i  d e  verre : 

c ' e s t  l a  méthode e n  phase  l i q u i d e .  



La dégrada t ion  d'EDMAN automat i sée  p e u t  également 

s ' e f f e c t u e r  en  phase s o l i d e  s e l o n  un procédé m i s  au p o i n t  
\r 8 8 

p a r  LAURSEN ( 4 2 , 4 3 )  ou en phase gazeuse s e l o n  un procédé 

m i s  au p o i n t  p a r  HEWICK e t  c o l l .  ( 3 1 ) .  

1 - 2-2 L e  séquenceur en  phase s o l i d e  

Dans l e  séquenceur en phase s o l i d e ,  les p e p t i d e s  s o n t  

a t t a c h é s  p a r  l e u r  ex t r émi t é  C-terminale à un suppor t  i n so lu -  

b l e .  La dég rada t ion  dlEDMAN se f a i t  e n s u i t e  c lass iquement .  

L'excès de r é a c t i f  es t  é l iminé  e t  1'ATZ-AA e x t r a i t e  p a r  l a -  

vage du suppor t  avec les s o l v a n t s  app rop r i é s .  

L 'avantage de  c e t t e  méthode r é s i d e  dans l e  f a i t  que 

l e s  l avages  e t  les e x t r a c t i o n s  s o n t  p r a t i q u é s  s a n s  p e r t e  de  

pep t ide  c e l u i - c i  é t a n t  l i é  de manière cova len te  à l a  r é s i n e .  

Ce t t e  méthode p o u r r a i t  p a r a î t r e  i d é a l e ,  mais l e  p o i n t  cru- 

c i a l  est  c e l u i  de l a  f i x a t i o n  du pep t ide  au suppor t .  En e£- 

f e t ,  l a  bonne marche de l a  dég rada t ion  dépend e s s e n t i e l l e -  

ment du rendement de f i x a t i o n  du pep t ide  au suppor t .  

Les d i f f é r e n t s  suppor t s  u t i l i s é s  s o n t  : 

- les r é s i n e s  à base de  po lys ty rène  (aminopolystyrène,  

t r i é t h y l è n e t é  tramine po lys ty rène )  

- les b i l l e s  de  v e r r e  s u r  l e s q u e l l e s  s o n t  g r e f f é s  des  

groupes aminopropyles ou 6-aminoéthylarninopropyles. 



La f i x a t i o n  du p e p t i d e  au s u p p o r t  r e s t a n t  d é l i c a t e ,  

l a  méthode de dég rada t i on  en phase  s o l i d e  reste beaucoup 

moins employée que  c e l l e  en  phase l i q u i d e .  D e  p l u s ,  cet te  

méthode se t r o u v e  également l i m i t é e  p a r  l a  n a t u r e  d e s  pro- 

t é i n e s .  A ins i ,  d e s  p r o t é i n e s  b a s i q u e s  comme les h i s t o n e s ,  

ou les HMG-protéines, ne  peuvent  ê t re  séquencées p a r  cet te  

techn ique .  

1 - 2-3  L e  séquenceur  en  phase s o l i d e ,  l i q u i d e ,  gazeuse  

Dans l e  séquenceur  en  phaseagazeuse'; l a  p r o t é i n e  (ou 

l e  p e p t i d e )  e n  s o l u t i o n  aqueuse es t  déposée s u r  un p e t i t  

d i sque  en f i b r e  de v e r r e  monté dans  l a  c e l l u l e  de  r é a c t i o n .  

C e t t e  c e l l u l e  e s t  en v e r r e  u l t r a s o n i q u e  e t  e l l e  es t  minia-  

t u r e  ( 2 5  mm de  d iamèt re  x 25 mm de  long)  . L ' a r r i v é e  d e s  

r é a c t i f s  e t  d e s  s o l v a n t s  se f a i t  p a r  un t ube  c a p i l l a i r e  de  

0.5 mm de  d i amè t r e .  L e s  vannes d e  d é l i v r a n c e  e t  l e  système 

de convers ion s o n t  également m i n i a t u r i s é s .  L e  tampon de  

couplage employé es t  l a  triméthylamine-H20 sous forme va- 

peur ,  e t  le  r é a c t i f  de  c l i v a g e  est  l ' a c i d e  t r i f l u o r o a c é t i -  

que vapeur au l i e u  de  l ' a c i d e  h e p t a f l u o r o b u t y r i q u e  l i q u i d e .  

L e s  a u t r e s  réact ifs  e t  s o l v a n t s  u t i l i s é s  s o n t  i d e n t i q u e s  à 

ceux employés e n  phase l i q u i d e .  

Les c a r a c t é r i s t i q u e s  e s s e n t i e l l e s  du programme u t i l i s é  

s u r  l e  séquenceur  en  phase3gazeusen s o n t  les s u i v a n t e s  : 



- Délivrance d'une quantité de P I T C a  15 p.100 dans le 

n-heptane juste suffisante pour mouiller complètement le 

disque en fibre de verre (20 pl environ). 

- L'heptane est ensuite évaporé par un courant d'argon 
à l'intérieur de la chambre de réaction. 

- Le couplage est effectué grâce à un écoulement faible 

de triéthylamine-H20 vapeur à travers la chambre de réaction. 

- Le clivage par le TFA se fait de la même façon. 

- Les ATZ-AA sont ensuite extraites du disque de fibre 
de verre par de nombreuses aliquotes de chlorobutane et sont 

converties automatiquement. 

Les avantages de cette méthode par rapport aux deux pré- 

cédentes sont les suivants : 

- Immobilisation de l'échantillon pendant le couplage 

et le clivage : l'échantillon est enrobé dans une matrice de 

polybrène à l'intérieur de laquelle la combinaison des réac- 

tifs liquides et la diffusion des réactifs gazeux mènent à 

bien la dégradation dlEDMAN. 

- L'échantillon n'est jamais exposé aux liquides dans 

lesquels il est soluble. 

- La miniaturisation des différents éléments qui compo- 

sent le séquenceur permet de séquencer de très faibles quan- 

tités de protéine ou de peptide (10 nanomoles à 5 picomoles 

pour la myoglobine), d'avoir une consommation très faible de 

réactifs et de solvants, ainsi qu'une maintenance assez faible. 



Cet te  méthode semble donc ê t r e  p a r f a i t e  pour l a  dégra- 

da t ion  des p ro té ines  e t  des pep t ides  e t  l e  séquenceur e n  

phase ugazeuse*qui v i e n t  d ' ê t r e  récemment commercialisé pour- 

r a i t  dans un aveni r  proche supplanter  l e s  séquenceurs en 

phase l i q u i d e  e t  en phase s o l i d e .  
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II - 1 MODIFICATIONS TECHNIQUES DU SEQUENCEUR BECKMAN 890C 

II - 1-1 L e s  vannes de d é l i v r a n c e  

D e s  nouve l l e s  vannes commercial isées p a r  l a  S o c i é t é  

W.K.G.(WITTMANN-LIEBOLD, KHOLS, GRAF'FUNDER) à B e r l i n  équipent  

dé j à  p l u s i e u r s  séquenceurs.  E l l e s  o n t  l ' a v a n t a g e  d ' a v o i r  un 

volume mort t r è s  r e s t r e i n t .  E l l e s  s o n t  en t i è r emen t  en t é f l o n  

e t  son t  montées en  s é r i e .  A l ' i n t é r i e u r  de c e l l e s - c i ,  l e  li- 

quide chemine en zig-zag.  L 'ouve r tu re  e t  l a  fe rmeture  des  

e n t r é e s  e t  des s o r t i e s  i n d i v i d u e l l e s  se f a i t  p a r  une membrane 

e n  t é f l o n .  Leur ouve r tu re  e s t  commandée p a r  l e  v i d e  t a n d i s  

que l a  fe rmeture  se f a i t  p a r  l ' e n v o i  d ' a z o t e  sous  p r e s s i o n  de 

5 b a r s .  Enf in ,  les l i g n e s  s o n t  to ta lement  v idées  a p r è s  chaque 

dé l iv rance  de s o l v a n t  ou de  r é a c t i f  g râce  à un couran t  d ' a z o t e  

q u i  pousse l e  l i q u i d e .  

Nous avons remplacé les g ros ses  vannes de  d é l i v r a n c e  

équipant  le  séquenceur Beckman 890C p a r  deux b l o c s  de  vannes 

W . K . G .  comportant chacun neuf u n i t é s .  Un schéma s i m p l i f i é  de  

ce s  vannes e s t  p r é sen té  dans  l a  f i g u r e  11. 

C e t t e  modi f ica t ion  s ' e s t  t r a d u i t e  p a r  une économie t r è s  

app réc i ab l e  (de  l ' o r d r e  de 50 p .  100) pour l e s  s o l v a n t s  de la- 

vage,  benzène ou a c é t a t e  d ' é t h y l e ,  u t i l i s é s  a p r è s  l e  couplage.  

La diminut ion du volume du s o l v a n t  n é c e s s a i r e  pour l ' é l i -  

mination de l ' e x c è s  de r é a c t i f  de  couplage e t  des  p r o d u i t s  
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seconda i res  de  l a  r é a c t i o n  a un e f f e t  bénéf ique s u r  l a  q u a l i t é  

e t  l ' adhé rence  du f i l m  p ro t é ique  s u r  l a  p a r o i  de l a  coupe l l e .  

La dégrada t ion  automat isée  de l a  p r o t é i n e  s ' e n  t rouve  a i n s i  

amél iorée  e t  peu t  ê t r e  e f f e c t u é e  s u r  un p l u s  grand nombre de 

cyc l e s .  

II - 1-2  Le système de v i d e  

I l  e s t  p o s s i b l e  de résoudre  l e  problème des p e r t e s  de 

v ide  en remplaçant l a  vanne pneumatique Bimba p a r  une grosse  

vanne é lect romagnét ique comme l ' o n t  f a i t  BHOWN e t  c o l l .  ( 3 ) .  

Une s o l u t i o n  p l u s  r a d i c a l e  a é t é  c h o i s i e  p a r  WITTMANN-LIEBOLD 

q u i  a complètement r e c o n s t r u i t  le  système de v ide  ( 6 5 ) .  Son 

système es t  r é a l i s é  en t iè rement  en  aluminium avec une s e u l e  

e n t r é e  d i r e c t e  q u i  est  c e l l e  du v i d e  poussé. Deux vannes s o l é -  

noïdes  (Leybold-Heraeus) branchées  en  p a r a l l è l e  commandent l e  

vide r e s t r e i n t  e t  l e  v ide  poussé q u i  s o n t  r é a l i s é s  à l ' a i d e  

d 'une pompe unique de type  A l c a t e l  2033 C. 

II - 1-3 L e  p iège  à f r o i d  

L e  montage d 'un p i ège  à f r o i d  s u r  l a  l i g n e  de v i d e ,  p ré -  

s e n t e  les avantages  s u i v a n t s  : 

- Condensation des vapeurs  de s o l v a n t  e t  é l i m i n a t i o n  des  

r e t o u r s  de vapeurs d ' h u i l e  dans l a  coupe l l e .  



- P r o t e c t i o n  de l a  pompe à v ide  e t  absence de condensat ion 

des  sous-produi ts  de l a  dégrada t ion  dlEdrnan dans l e s  li- 

gnes de v i d e ,  ce  q u i  diminue considérablement l a  contami- 

n a t i o n  des  ATZ-AA p a r  les sous-produi t s .  

- Réduction des  p e r t e s  p a r  oxydat ion.  

Nous avons i n s t a l l é  s u r  n o t r e  séquenceur,  un p i è g e  à 

f r o i d  Beckman dont  l e  schéma e s t  p r é s e n t é  dans  l a  f i g u r e  1 2 .  

Ce piège se compose de deux p a r t i e s .  

La première p a r t i e  es t  c o n s t i t u é e  d ' un  vase  de t ype  

"Dewar" en  v e r r e  q u i  comporte des ch icanes  a f i n  de mieux con- 

denser  l e s  vapeurs  de s o l v a n t  e x t r a i t e s  de l a  coupe l l e  de 

r é a c t i o n .  Ce vase  e s t  emprisonné à l ' i n t é r i e u r  d 'un b â t i  métal -  

l i q u e  e t  il es t  i s o l é  p a r  de l a  mousse de po lyuré thane .  A 

l ' e x t é r i e u r  du système r é f r i g é r é  e s t  branché un b a l l o n  amovible 

dans l e q u e l  s o n t  r e c u e i l l i s  l e s  p r o d u i t s  de condensat ion.  L e  

vase  Dewar e s t  rempli  d ' a l c o o l  abso lu  (600 m l )  à l ' i n t é r i e u r  

duquel es t  immergé un "do ig t "  m é t a l l i q u e  q u i  e s t  r e l i é  à l a  

seconde p a r t i e  de l ' a p p a r e i l l a g e  c ' e s t - à - d i r e  le  groupe de 

f r o i d .  

Ce groupe de f r o i d  e s t  c o n s t i t u é  d 'un  c r y o s t a t  de l a  

marque NESLAB q u i  peu t  descendre jusqu 'à  -80°C, -lOO°C. Ce 

système a deux é t a g e s .  L e  premier é t a g e  de f r o i d  e s t  un c i r -  

c u i t  fermé de pentane e t  l e  second un c i r c u i t  fermé de  f r éon .  

Le f r o i d  e s t  t ransmis  au "do ig t "  m é t a l l i q u e  p a r  l ' i n t e r m é d i a i -  

r e  d ' un  f l e x i b l e  q u i  e s t  t r è s  f r a g i l e  l o r s q u ' i l  e s t  à - 8 0 ' ~ .  

Ce piège à f r o i d  d o i t  ê t r e  décongelé t o u t e s  les semaines c a r  

on s ' a p e r ç o i t  qu ' en  f i n  de  dég rada t ion ,  l e  v i d e  à l ' i n t é r i e u r  

de l a  coupe l l e  dev ien t  moins bon à cause du colmatage du vase  
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FIGURE 1 2  SCHEMA S I M P L I F I E  DU P I E G E  A F R O I D  BECKMAN 



Dewar. C e t t e  o p é r a t i o n  de décongélat ion r e p r é s e n t e  un inconvé- 

n i e n t  c a r  pour a v o i r  de nouveau un p iège  e f f i c a c e ,  on e s t  

o b l i g é  de couper l a  r é f r i g é r a t i o n  pendant 24 heures  c e  q u i  re- 

p ré sen te  une p e r t e  d ' u t i l i s a t i o n  du temps machine. 

Par  a i l l e u r s ,  l e  b a l l o n  où s o n t  c o l l e c t é s  les p r o d u i t s  

de condensat ion d o i t  ê t r e  v idé  t o u s  l e s  25  c y c l e s  de dégrada- 

t i o n  envi ron .  En o u t r e ,  comme il s e  t rouve  à l ' e x t é r i e u r  du 

système r é f r i g é r é ,  les p r o d u i t s  de condensat ion o n t  tendance 

à s ' é v a p o r e r  e t  les vapeurs a i n s i  formées s o n t  en t r a snées  

dans l a  pompe, ce  q u i  e s t  un inconvénien t .  

Dans un a v e n i r  proche,  nous espérons  remplacer ce  p i ège  

p a r  un a u t r e  système q u i  p e r m e t t r a i t  de r e c u e i l l i r  l e s  vapeurs 

condensées à l ' i n t é r i e u r  d ' un  b a l l o n  q u i  s e r a i t  r é f r i g é r é  a f i n  

d ' é v i t e r  l a  r éévapora t ion  des  s o l v a n t s  e t  d ' a v o i r  un piège 

t r è s  e f f i c a c e .  Cependant, en  d é p i t  de cet inconvénien t ,  l ' i n s -  

t a l l a t i o n  du p iège  à f r o i d  Beckman s u r  n o t r e  séquenceur a ap- 

p o r t é  une amé l io ra t ion  s e n s i b l e  de  l a  dégrada t ion  ~ ' E D L N A N  au- 

tomat i sée .  

En e f f e t ,  a f i n  d ' e s t i m e r  l ' e f f i c a c i t é  de ce  p i ège ,  nous 

avons soumis l a  myoglobine de coeur  de Cheval à l a  dégrada t ion  

d'EDMAN, avant  e t  a p r è s  l a  m i s e  en  p l a c e  du piège à f r o i d .  

Une même q u a n t i t é  de  p r o t é i n e  (200 nanomoles) a é t é  s é -  

quencée avec un programme quadro l  0 . 1 M .  L a  comparaison des  

rendements des  d i f f é r e n t e s  PTH-AA déterminées  a é t é  e f f e c t u é e  

s u r  l e s  2 0  premiers  r é s i d u s  de l a  p r o t é i n e  ( t a b l e a u  1). 

C e t t e  comparaison nous montre que l e  rendement des  PTH-AA 

e s t  b i e n  m e i l l e u r  ap rè s  l a  mise en  p l a c e  du piège à f r o i d ;  nous 



TABLEAU 1 

COMPARAISON DES RENDEMENTS OBTENUS LORS DE LA DETERMINATION DE LA SEQUENCE DE LA MYOGLOBINE DE COEUR DE CHEVAL 

AVANT ET APRES INSTALLATION DU PIEGE A FROID 

PTH-AA 
déterminée 

Gly Leu Se r  Asp GLy Glu Trp Gln Gln Val Leu Asn Val Trp Gly Lys V a l  Glu Ala Asp 

P o s i t i o n  dans 
l a  séquence 

Rendement obtenu 
avant  i n s t a l l a t i o n  15.7 41.7 6.6 40.5 11,5 22 30,4 16.5 12 11.8 24,4 20.1 15,l 11.5 6 15.1 13 n.d 11.2 11, i î  

(en pourcentage) 

Rendement obtenu 
ap rès  i n s t a l l a t i o n  26.9 82,8 12.1 47.3 19,l 44.4 37,5 34.7 37,3 31,6 42.4 28.1 23.7 22.3 11,2 ze,i 17,~ 18,g 22.1 20.9 
(en pourcentage) 



avons notamment une q u a n t i t é  de  PTH-sérine q u i  es t  doublée ,  ce  

q u i  est t r è s  i n t é r e s s a n t  c a r  l a  PTH-sérine pose souvent  des  

problèmes d ' i d e n t i f i c a t i o n .  L a  PTH-sérine en e f f e t  n ' e s t  pas 

s t a b l e  (80 p.100 de PTH-sérine s o n t  d é t r u i t e s )  e t  donne un 

p r o d u i t  de  6-él iminat ion ( f i g u r e  1 3 ) .  De p l u s ,  e l l e  donne en 

HPLC des  p i c s  de décomposition q u i  l u i  s o n t  c a r a c t é r i s t i q u e s .  

Des expé r i ences  u l t é r i e u r e s  nous o n t  montré que l a  PTH- 

t h r éon ine ,  dont  65  p.100 s e  décompose en déhydrothréonine ( f i -  

gure  1 4 )  é t a i t  e l l e  a u s s i  beaucoup mieux préservée .  

II - 1 - 4  La coupe l l e  de r é a c t i o n  

D i f f é r e n t s  t ypes  de coupe l l e  o n t  é t é  proposés .  Tout d ' a -  

bord,  FAIRWELL e t  BREWER ( 2 0 )  o n t  adapté  s u r  l e u r  séquenceur 

une c o u p e l l e  q u i  tourne  à 1800 e t  3600 tours /minute  c ' e s t - a -  

d i r e  deux f o i s  p l u s  v i t e  que l a  coupe l l e  d ' o r i g i n e .  C e l l e - c i  

a  un d iamèt re  s u p é r i e u r  à l a  coupe l l e  Beckman e t  son "under- 

c u t "  est  s i t u é  j u s t e  sous l a  gorge.  Du f a i t  de  l a  r o t a t i o n  

p l u s  r a p i d e ,  l a  s u r f a c e  du f i l m  augmente de 7 5  p.100, l e s  é- 

changes avec  les r é a c t i f s  s o n t  m e i l l e u r s  e t  à p a r t i r  de 600 

nmoles d'apomyoglobine de sperme de Bale ine ,  les a u t e u r s  o n t  

pu dé te rminer  sans  ambiguïté les 85 premiers  r é s i d u s  de l a  

p r o t é i n e .  

INGLIS e t  c o l l .  (35 )  o n t  pour l e u r  p a r t  remplacé l a  

coupe l le  t r a d i t i o n n e l l e  en v e r r e  p a r  une coupe l l e  en méta l .  



FIGURE 13 DECOMPOSITION DE LA PTH-SERINE 
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Celle-ci est réalisée en aluminium. Deux lignes différentes 

arrivent dans cette coupelle. Dans un premier temps, le sol- 

vant ou le réactif arrive dans la coupelle puis les auteurs 

ferment l'arrivée de liquide. Les échanges entre le film et 

les réactifs s'effectuent. Dans un second temps, la rotation 

de la coupelle est arrêtée, le liquide descend dans le fond 

de celle-ci et monte dans la deuxième ligne grâce à une pous- 

sée d'azote. Les auteurs ont réussi grâce à ce nouveau sys- 

tème, à diminuer leur consommation de solvant par un facteur 

dix. Enfin, WITTMANN-LIEBOLD (65) a équipé son séquenceur 

d'une coupelle en verre à double paroi. La température est 

maintenue constamment à 55OC à l'intérieur de celle-ci grâce 

à une circulation d'eau. Cette coupelle comporte 3 sorties : 

- une pour l'unique ligne de délivrance 
- une pour l'azote 
- une pour le scoop qui est en or. Le positionnement de 
ce scoop dans la gorge de la coupelle a également été 

rendu plus aisé. 

Enfin, le système de chauffage Beckman du compartiment 

coupelle est utilisé comme chauffage additionnel. 

II - 1-5 La conversion automatique 

Outre les modifications des vannes de délivrance et du 

système de vide, WITTMANN-LIEBOLD et co11.(63) ont également 

proposé un système de conversion automatique pour l'équipe- 

ment du séquenceur Beckman 890C. En effet, jusqu'à présent, 



la conversion devait être réalisée manuellement. Or, Les 

ATZ-AA sont très sensibles à l'oxydation, ainsi qu'à l'expo- 

sition aux acides forts et aux acides dilués, conditions dans 

lesquelles elles se trouvent au moment du clivage par l'acide 

heptafluorobutyrique anhydre, et de la conversion par l'acide 

chlorhydrique 1N. Ceci conduit soit à une désamidation, soit 

à une destruction des ATZ-AA. Il est donc nécessaire que la 

conversion se fasse immediatement après le clivage, Le système 

de conversion automatique proposé par WITTMANN-LIEBOLD et coll. 

est piloté par les fonctions 36 à 42 qui étaient inoccupées sur 

leprogrmteur Beckman. La conversion se fait dans une ampoule 

thermostatée à 55'~. Le réactif de conversion est l'acide tri- 

fluoroacétique à 20 p.100 dans l'eau et les PTH-AA formées sont 

extraites par un mélange 1,2 dichloroéthane/méthanol (7:3,v/v). 

Ce réactif et ce solvant sont délivrés par une vanne en téflon 

du même type que celles décrites précédemment. Grâce à cette 

conversion automatique, les auteurs ont constaté qu'il n'y 

avait plus de désamidation des PTH-asparagine et PTH-glutamine 

et que le rendement des autres PTH-acides aminés était accru. 

Le système de conversion automatique que nous avons mis 

en place sur notre séquenceur est dérivé de celui décrit par 

WITTMANN-LIEBOLD et co11.(63). Son installation a nécessité 

la mise en place des pompes à vide à l'extérieur du séquenceur 

car le système de conversion est placé dans le compartiment 

initialement prévu pour les pompes. 

Ce système de conversion est présenté dans la figure 15. 



FIGURE 15 LE SYSTEME DE CONVERSION AUTOMATIQUE 





La convers ion se dé rou le  dans une ampoule en v e r r e  thermosta-  

t é e  à 5 5 O ~ .  C e t t e  ampoule comporte deux e n t r é e s  e t  une s o r t i e  

p l acées  en  p é r i p h é r i e  e t  une s o r t i e  c e n t r a l e :  

- une e n t r é e  pour l a  t h i a z o l i n o n e  

- une e n t r é e  commune au r é a c t i f  de  convers ion  (TFA à 2 0  p.100 

dans l ' e a u  d i s t i l l é e ) ,  au s o l v a n t  d ' e x t r a c t i o n  des  PTH-AA 

(dichloroéthane/méthanol, 7:3 ,v /v) ,  e t  l ' a z o t e  ( l i g n e  

N 2 1 1 1 )  

- une s o r t i e  commune pour l e  v ide  ou l ' é v a c u a t i o n  v e r s  l e  

f l a c o n  r écep teu r  de déche t s  ( l i g n e  W 2 )  

La s o r t i e  c e n t r a l e  plonge jusqu 'au fond de l 'ampoule e t  

es t  commune à l ' e x t r a c t i o n  de l a  PTH-AA formée v e r s  l e  co l l ec -  

t e u r  de f r a c t i o n s ,  à 1' a z o t e  ( l i g n e  N 2 1 V )  e t  à 1' évacuat ion v e r s  

l e  f l a c o n  r é c e p t e u r  de déche t s  ( l i g n e  W3). 

Une r e p r é s e n t a t i o n  schématique de c e t t e  ampoule es t  pré- 

s e n t é e  dans l a  f i g u r e  1 6 .  Les é t apes  de convers ion e t  de dégra- 

d a t i o n  o n t  l i e u  simultanément ( f i g u r e  1 7 ) .  A l a  f i n  d ' un  cyc l e  

de dégrada t ion ,  l a  t h i a z o l i n o n e  e x t r a i t e  pa r  l e  chlorobutane,  

es t  envoyée dans l 'ampoule  de convers ion.  E l l e  e s t  a l o r s  sé- 

chée complètement p a r  un couran t  d ' a z o t e  ( l i g n e s  N21V e t  N 2 1 1 1 ) .  

Le r é a c t i f  de convers ion es t  a l o r s  envoyé pendant 9 se- 

condes,  p u i s  l a  convers ion s ' e f f e c t u e  sous b u l l a g e  d ' a z o t e  Pen- 

d a n t  30 minutes.  A l a  f i n  de ce  temps, l e  TFA est  presque éva- 

poré  en t iè rement .  Le séchage de l 'ampoule e s t  a l o r s  pou r su iv i  

sous  v ide .  



FIGURE 16 SCHEMA S I M P L I F I E  DE L'AMPOULE DE CONVERSION 
AUTOMATIQUE ( 6 3 ) 
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Une fois l'ampoule parfaitement sèche, on la remet à 

la pression atmosphérique par un jet d'azote avant d'envoyer 

le solvant d'extraction. Le solvant d'extraction est projeté 

sur les parois de l'ampoule grâce à l'azote (ligne N2111) . 
Après un léger bullage d'azote, la PTH-AA est envoyée vers le 

collecteur de fractions par une poussée d'azote (ligne N2111). 

Cette opération de récupération de la PTH-AA est effectuée 

quatre fois. Les trois premières extractions sont envoyées 

dans le collecteur de fractions, et la dernière, qui sert à 

nettoyer l'ampoule de réaction, est dirigée vers le flacon 

récepteur de déchets. Le réactif de conversion et les solvants 

d'extraction sont délivrés par des vannes en téflon à faible 

volume "mort" (vannes W.K.G.) dont une description a été fai- 

te précédemment. La commande du système de conversion automa- 

tique est assurée par les sept fonctions (36 à 42) qui res- 

taient libres sur le programmateur, et une alimentation électri- 

que* indépendante de celle du séquenceur Beckman. 

II - 1-6 Autres modifications 

Il s'agit d'une part de la p o 6 e  d ' u n  p i E g e  à o x q g ê n e  

réalisée par BHOWN et co11. (4). Ce piège (Oxyclear) est placé 

sur la ligne d'alimentation d'azote. Il a pour but d'éliminer 

les traces d'oxygéne et d'eau contenues dans l'azote et qui 

n Cette alimentation électrique a été installée avec l'aide 
de Gérard LECOCQ (Ingénieur INSERM, Unité 124 INSERM) que 
nous remercions vivement. 



diminuent l e  rendement de  l a  dégrada t ion .  De ce  f a i t ,  l e  p iège  

e s t  p l acé  l e  p l u s  p r è s  p o s s i b l e  de l a  coupe l l e  de r é a c t i o n  a f i n  

que l e  gaz q u i  a r r i v e  dans c e l l e - c i  ne s e  recontamine pas en 

cours  de r o u t e .  

D ' au t r e  p a r t ,  HUNKAPILLER e t  HOOD (33 )  remplacent l ' a z o t e  

pa r  un gaz p l u s  l ou rd  e t  d 'une  t r è s  grande p u r e t é  : 1' afigan. 

II - 1-7 Détermination de l a  séquence N-terminale de l a  myo- 

g lob ine  de Cheval ap rè s  modi f ica t ion  du séquenceur 
- - 

Beckman 890C 

La séquence N-terminale de l a  myoglobine de coeur  de Che- 

v a l  (200 nanomoles) a é t é  déterminée ap rè s  t r ans fo rma t ion  du 

séquenceur Beckman, avec un programme quadro l  1 M .  

La comparaison des  rendements des  d i £  f é r e n t e s  PTH-AA 

i d e n t i f i é s  avant  e t  ap rè s  t r ans fo rma t ion  du séquenceur e s t  pré-  

s e n t é e  dans l e  t a b l e a u  II. On p e u t  remarquer que les rendements 

i n d i v i d u e l s  des  d i f f é r e n t e s  PTH-AA s o n t  a s sez  net tement  supé- 

r i e u r s  ap rè s  les mod i f i ca t ions  techniques  appor tées  au séquen- 

ceur .  En p a r t i c u l i e r ,  on n ' obse rve  aucune désamidat ion de l a  

PTH-glutamine e t  de l a  PTH-asparagine, a l o r s  qu ' avan t  l a  t r a n s -  

formation de l ' a p p a r e i l ,  nous av ions  envi ron  50 p. 100 de désa- 

midation de l a  PTH-glutamine e t  25  p.100 de désamidat ion de l a  

PTH-asparagine. Cependant, un problème s ' es t  posé au  niveau de 

l ' i d e n t i f i c a t i o n  en  HPLC de l a  PTH-serine e t  de l a  PTH-thréonine. 



TABLEAU 11 

COMPARAISON DES RENDEMENTS OBTENUS LORS DE LA DETERMINATION DES 15 PREMIERS RESIDUS DE LA MYOGLOBINE DE COEUR DE CHEVAL 

AVANT ET APRE S TRANSFORMATION DU SEQUENCEUR BECKMAN 

PTH- AA 
déterminée 

Gly Leu Ser Asp Gly Glu Trp Gln Gln Val Leu Asn Val Trp Gly 

P o s i t i o n  dans 
l a  séquence 

Rendements ob tenus 8 , 9  10,8 13,2 
avant t ransformation 48 59 ,7  18,6 23 34,8 16,2 2 2 , 4  5:4 4: 5  

32 ,6  30,7 
3: l 

26,6  15,9 15,8 
(en pourcentage) (Glu) (Glu) ( A ~ P )  

Rendements obtenus 
après  t ransformation 25 65,8 n.d. 5 4 , 4  22,6 63,8 43,2 43,2 44,2 33 ,4  3 4 , 4  33 ,4  31 ,8  20,2 23,6  
(en pourcentage) 



En effet, nous avons observé une destruction pratique- 

ment totale de ces deux dérivés d'acides aminés, destruction 

due à l'utilisation de la conversion automatique. 

La destruction de la PTH-serine a pu etre partiellement 

évitée en ajoutant à tous nos solvants ainsi qu'aux réactifs 

de clivage et de conversion, du dithiothréitol (DTT) à raison 

de 10 mg/litre ( 5 4 ) .  De ce fait, la PTH-sérine est identifiée 

à 254 nm sous la forme de deux pics de "PTH-sérine-DTT" comme 

le montre la figure 18. Cette PTH-AA modifiée n'étant pas 

présente dans notre standard, sa quantification ne peut $tre 

effectuée et ne figure donc pas dans notre tableau de compa- 

raison. 

L'effet de la conversion automatique sur la PTH-thréonine 

résulte en une transformation totale de la PTH-thréonine en 

PTH-déhydrothréonine dont l'identification n'est possible qu'à 

313 nm (figure 19). 

On peut enfin remarquer dans le tableau II que le rende- 

ment de la PTH-glycine est beaucoup plus faible aprés transfor- 

mation du séquenceur. Ceci est dO à une modification partielle 

de la PTH-glycine, liée à la fois à l'addition de dithiothréi- 

tol aux solvants et aux réactifs de clivage et de conversion, 

et à la conversion automatique. La PTH-glycine ainsi modifiée 

est identifiée sous la forme d'un pic supplémentaire, non quan- 

tifié, élué entre PTH-tyrosine et PTH-glutamique méthylester 

comme le montre la figure 20. 
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II - 2 TRAITEMENT DES REACTIFS ET DES SOLVANTS 

Ce traitement est réalisé selon la méthode de FRANK (25). 

La purification du quadrol est réalisée par absorption des im- 

puretés sur aminoéthyl-cellulose. 1,5 g d'aminoéthyl-cellulose 

Serva sont lavés deux fois avec 25 ml d'une solution 2M de tri- 

fluoroacétate de sodium dans l'acide trifluoroacétique 0.1M. 

L'aminoéthyl-cellulose est ensuite chauffée pendant 15 minutes 

à 50°C dans 25 ml de solution de lavage, puis elle est filtrée 

sur un verre fritté de porosité 1. Le filtrat obtenu est brun. 

La procédure est répétée trois fois pour que l'aminoéthyl-cellu- 

lose devienne blanche, puis on lave à l'eau distillée jusqu'à 

pH neutre. L'aminoéthyl-cellulose est alors séchée par aspira- 

tion à la trompe à eau puis introduite dans 100 ml de tampon 

de couplage (quadrol 0.33M dans un mélange n-propanol/eau, 

3:4, v/v, ajusté à pH 9). L'ensemble est alors mis en place 

dans le séquenceur, la ligne de délivrance du tampon de coupla- 

ge étant emprisonnée dans un filtre de porosité 1. Quant aux 

solvants (benzène et acétate d'éthyle), ils sont purifiés par 

conservation sur alumine Woelm W 200 neutre super 1 (20 g d'alu- 

mine/litre de solvant). Les lignes de délivrance des solvants 

sont emprisonnées dans des verres frittés de porosité 2. Une 

comparaison de la séquence d'un hexadécapeptide (résidus 69-84) 

de l'histone H4 de thymus de Veau, obtenu par coupure de la 

protéine* au niveau des résidus d' acide aspartique, a été 

x Ce peptide nous a été aimablement donné par Maurice COUPPEZ. 



e f f e c t u é e  avant  e t  ap rè s  t r a i t e m e n t  du quadro l  e t  des  s o l v a n t s  

de lavage.  Une q u a n t i t é  de  pep t ide  v o i s i n e  de  50 nanomoles a  

é t é  séquencée en programme quadro l  en  présence de polybrène.  L a  

comparaison des  rendements des  d i f f é r e n t e s  PTH-AA déterminées 

est p ré sen tée  dans l e  t a b l e a u  III. 

On peut  remarquer que l e s  rendements obtenus  avec l e  

programme quadrol  t r a i t é  s o n t  s u p é r i e u r s  à ceux obtenus avec 

l e  quadro l  non t r a i t é ,  notamment à p a r t i r  du 6ème c y c l e  ail l e  

rendement es t  deux f o i s  p l u s  impor tan t  a l o r s  qu 'au d é p a r t  l e s  

rendements s o n t  v o i s i n s .  D e  p l u s ,  en  u t i l i s a n t  l e  quadro l  t ra i -  

t é ,  nous avons determiné l a  séquence complète du pep t ide  a l o r s  

que précédemment nous n '  avions pu dé te rminer  que l e s  13  premiers  

r é s i d u s .  

II - 3 MICROSEQUENCE EN PHASE SOLIDE, L I Q U I D E ,  GAZEUSE 

C e t t e  technique d ' a p p l i c a t i o n  r écen te  e t  dont l e  p r i n c i p e  

a é t é  exposé dans l e  c h a p i t r e  1, a é t é  expérimentée grâce  à 

1' aimable c o l l a b o r a t i o n  du Docteur J.Van BEEUMEN de l ' u n i v e r s i t é  

de Gand. 

Pour c e t t e  expér imentat ion nous avons u t i l i s é  s i x  nano- 

moles d ' un  hexadécapeptide (pep t ide  69-84) de  l ' h i s t o n e  H 4  de 

thymus de Veau obtenu p a r  coupure de l a  p r o t é i n e  au niveau des  

r é s i d u s  d ' a c i d e  a s p a r t i q u e .  L ' a p p a r e i l  u t i l i s é  est  f a b r i q u é  aux 

Etats-Unis  p a r  l a  f i rme Applied Biosystem e t  commercial isé en  
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France p a r  l a  S o c i é t é  SEMSA. L a  méthodologie employée pour l a  

séquence en  phasengazeuse"a é t é  t ransposée  de l a  méthodologie 

employée pour l a  séquence en  phase l i q u i d e .  

Le pep t ide  a é t é  soumis à l a  dégrada t ion  d'EDMAN automa- 

t i s é e  en présence  de polybrène avec un programme dont  l e  tam- 

pon de couplage est une s o l u t i o n  aqueuse de t r iméthylamine à 

25 p.100. Avant l ' i n t r o d u c t i o n  du pep t ide  dans l e  séquenceur,  

t r o i s  c y c l e s  de dégrada t ion  s u r  l e  d i p e p t i d e  g lyc ine-g lyc ine  

o n t  é t é  r é a l i s é s  dans l e  b u t  de n e t t o y e r  l e  mainteneur .  

L e s  PTH-AA obtenues a p r è s  convers ion automatique o n t  été 

i d e n t i f i é e s  s u r  colonne CN avec une double d é t e c t i o n  r é a l i s é e  

simultanément à 269  e t  313 nm. Les q u a n t i t é s  de PTH-AA i n j e c -  

t é e s  é t a i e n t  comprises e n t r e  0 , 3  e t  2 nanomoles c a l c u l é e s  p a r  

r a p p o r t  à l a  q u a n t i t é  de p e p t i d e  soumise à l a  dég rada t ion .  

La q u a n t i f i c a t i o n  de ces PTH-AA a é t é  e f f e c t u é e  p a r  rap- 

p o r t  à un mélange s t anda rd  de PTH-AA de 6 2  picomoles à une sen- 

s i b i l i t é  de 0.01 AUE'S. 

L e s  rendements que nous avons obtenu s o n t  p r é s e n t é s  dans 

l e  t a b l e a u  I V .  

Le rendement r é p é t i t i f  c a l c u l é  à p a r t i r  des  r é s i d u s  d ' a l a -  

n ine  en p o s i t i o n  1 e t  8 es t  de  87 p.100. Bien que ce  rendement 

ne s o i t  pas  t rès é l e v é ,  l e  p e p t i d e  a pu ê t r e  séquencé e n t i è r e -  

ment e t  les diagrammes d ' i d e n t i f i c a t i o n  des  PTH-AA en  HPLC ne 

p r é s e n t a i e n t  aucune ambiguï té .  

C e t t e  technique de dégrada t ion  automatique en  phaseuga- 

z e u s e A r e q u i e r t  env i ron  10 f o i s  moins de pep t ide  que l a  dégrada- 

t i o n  en phase l i q u i d e .  Nous rappe lons  en e f f e t  q u ' a u  cours  d 'un 



TABLEAU I V  

RENDEMENTS OBTENUS LORS DE LA D E G R A D A T I O N  D '  EDMAN AUTOMATISEE D U  

PEPTIDE 69-84 ( 6  NANOMOLES) D E  L'HISTONE H4 DE THYMUS DE VEAU 

PAR LA TECHNIQUE DE MICROSEQUENCE EN PHASE *GAZEUSEu 

Rendements en nanomoles 
N O  Résidu Résidu R-l(1) R(2) R+1 (3) 

1 Ala 3,2 

2 Val 

3 Thr  192 

5 Thr 

6 Glu 

7 His 

8 Ala 

12 Thr o y 2  0,05 

14 Thr 

15 Ala 

( 2 )  R = rendement en nanomoles de l a  PTH-AA obtenue au cours du cyc le  de 
dégradat ion.  

(1 ) R- 1 = rendement de c e t t e  PTH-AA au cyc le  précédent .  

(3) R + l  = rendement de c e t t e  PTH-AA au cyc le  su ivan t .  

(4) n.d = i d e n t i f i é e  mais non dosée. 



e s s a i  p récédent  (paragraphe II - 2 ,  p . 7 8 ) ,  l a  séquence com- 

p l é t e  de l ' hexadécapept ide  a v a i t  é t é  déterminée p a r  dégrada- 

t i o n  d'EDMAN automat isée  en  phase l i q u i d e  à p a r t i r  de  50 nano- 

moles de pep t ide .  D e  p l u s ,  l e s  q u a n t i t é s  de r é a c t i f s  e t  de s o l -  

v a n t s  n é c e s s a i r e s ,  s o n t  de  beaucoup i n f é r i e u r e s  à c e l l e s  u t i l i -  

s é e s  en phase l i q u i d e .  L e  t a b l e a u  V nous montre une comparaison 

de consommation de r é a c t i f s  e t  de s o l v a n t s  pour un c y c l e  de dé- 

g r a d a t i o n ,  e f f e c t u é e  p a r  HEWICK e t  co11 . (31 ) .  

C e t t e  microméthode de dé te rmina t ion  de  l a  s t r u c t u r e  p r i -  

maire des  p r o t é i n e s  (ou p e p t i d e s )  semble donc t r è s  i n t é r e s -  

s a n t e  e t  s u p p l a n t e r a ,  s a n s  doute ,  dans un a v e n i r  proche,  l e s  

méthodes en  phase l i q u i d e  e t  s o l i d e  q u i  demandent beaucoup 

p l u s  de m a t é r i e l  de  d é p a r t .  



TABLEAU V 

COMPARAISON DES VOLUMES DE REACTIFS ET DE SOLVANTS CONSOMMES POUR UN CYCLE DE DEGRADATION D'EDMAN 

AVEC LE SEQUENCEUR EN PHASE LIQUIDE ET LE SEQUENCEUR EN P H A S E ~ G A Z E U S E ~ ( ~ I )  

R1 : PITC à 5 p.  100 dans  l e  n-heptane O.  4 

Volume e n  m l  de  r é a c t i f s  e t  de  s o l v a n t s  u t i l i s é s  

R2 : Tampon q u a d r o l  1 M  pH 9.0  

SEQUENCEUR EN PHASE LIQUIDE 

R3 : HFBA, 0 .01 p .100 de  DTT 

SEQUENCEUR EN PHASE GAZEUSE 

R4 : TFA à 25 p. 100 dans  l ' e a u ,  
0.01 p. 100 de  DTf 

S1 : Benzène 

PITC à 15 p. I O 0  dans l e  n-heptane 0 . 0 5  

Tampon t r imé thy lamine  à 25 p .  100 5 ml/min. de  
dans  l ' e a u  d é b i t  d '  argon 

TFA, 0.01 p.100 de  DTT 5 ml/min. de  
d é b i t  d '  a rgon  

TFA à 25 p. 100 dans  l ' e a u ,  O. 05 
0.01 p.100 de DTT 

Benzène 1 . 1  

52 : A c é t a t e  d 1 é t h y l e , 0 . 0 5  p. 100 d ' a c i d e  16 
a c é t i q u e ,  0.002 p. 100 de  DTT 

A c é t a t e  d l é t h y l e , O .  05 p. 100 d '  a c i d e  2.7 
a c é t i q u e ,  0.002 p.100 de  DTT 

S4 : A c é t o n i t r i l e ,  0.001 p.100 de  DTT 4 1 A c é t o n i t r i l e ,  0.001 p. 100 de  DTT O. 3 

S3 : Chlorobu tane ,  0.001 p.100 de DTT 7 Chlorobu tane ,  0.001 p.100 de  DTT 1.2 
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III - 1 LA CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE 

La chromatographie sur couche mince fut une méthode 

d'identification très populaire jusqu'à l'avènement de la 

chromatographie liquide à haute performance. 

Les supports utilisés étaient le gel de silice ou le 

polyamide. 

COHEN-SOLAL et BERNARD (14) ont décrit une méthode 

d'identification sur plaques de gel de silice, de 6,3cm x 

6,3cm, amidonnées. Une première identification est réalisée 

par chromatographie ascendante jusqu'aux 2/3 de la hauteur 

de la plaque, avec le solvant 1 (chloroforme-méthanol, 1:1, 

v/v), suivie d'une migration jusqu'en haut de la plaque 

avec le solvant II (chloroforme pur). La révélation des PTH- 

AA s'effectue à l'aide d'un réactif iode-azide de sodium : 

dans ce cas les PTH-AA apparaissent en blanc sur fond ocre, 

ou d'un réactif à la ninhydrine-collidine (52) et dans ce 

cas les PTH-AA apparaissent sous forme de taches diversement 

colorées. 

Les PTH-AA insuffisamment ou non séparées dans ce sys-  

tème-solvant, peuvent être séparées dans d'autres systèmes- 

solvants. 



KULBE (39)  utilise pour sa part, une méthode de 

chromatographie bidimensionnelle sur plaque de polyamide 

de 5cm x 5cm. La première dimension est réalisée dans un 

mélange toluène/n-pentane/acide acétique (60:30:16, v /v ) ,  

et la seconde dans l'acide acétique à 25 p.100. La détec- 

tion des PTH-AA se fait en lumière ultraviolette à 254 nm. 

Ces techniques d'identification en couche mince ont 

l'avantage d'etre très rapides, peu coûteuses, mais elles 

restent limitées par l'absence de dosage des PTH-AA détec- 

tées. 



III - 2 LA CHROMATOGRAPHIE E N  PHASE GAZEUSE 

C e t t e  technique est  appl iquée  pour l a  s é p a r a t i o n  de  

p r o d u i t s  v o l a t i l i s a b l e s .  L e s  PTH-AA n ' o n t  pas  t o u t e s  le 

même pouvoir  de v o l a t i l i t é .  On peu t  les c l a s s e r  en  t r o i s  

c a t é g o r i e s  : 

- Lu PTff -AA ayant une bonne v o L U é  : 

a l a n i n e ,  g lyc ine ,  v a l i n e ,  p r o l i n e ,  i s o l e u c i n e ,  

l e u c i n e ,  méthionine,  phényla lan ine  e t  t y r o s i n e .  

- La PTH-AA ayant une v a l u <  moyenne : 

t ryptophane,  asparag ine ,  g lutamine,  h i s t i d i n e ,  

t h r éon ine ,  s é r i n e ,  S-carboxyméthylcystéine, 

l y s i n e .  

- Lu PTH-AA à v o l U 2  nul le  : 

ac ide  a s p a r t i q u e ,  a c i d e  glutamique,  a c i d e  cys- 

t é i q u e  e t  a r g i n i n e .  

Pour i d e n t i f i e r  les PTH-AA des  deux d e r n i è r e s  catégo- 

ries, il e s t  n é c e s s a i r e  de les t ransformer  en d é r i v é s  vola-  

t i l s  p a r  couplage avec l e  N . O . B i s  t r i m é t h y l s i l y l a c é t a m i d e  

(BSA). Cependant, malgré c e t t e  t r ans fo rma t ion  les PTH-ly- 

s i n e  e t  a r g i n i n e  s o n t  t r è s  d i f f i c i l e m e n t  d é t e c t a b l e s .  



L e s  suppor t s  e t  les phases s t a t i o n n a i r e s  les p l u s  

u t i l i s é s  pour c e t t e  chromatographie en phase gazeuse,  s o n t  

ceux d é c r i t s  p a r  PISANO e t  BRONZERT ( 5 0 ) .  La m e i l l e u r e  sé- 

p a r a t i o n  est obtenue s u r  chromosorb WHP 100/120 mesh i m -  

prégné de ch lo rophény l s i l i cone  (SP 4 0 0  à 10 p .  100) . Les 

colonnes s o n t  en  v e r r e  car les PTH-AA s o n t  p a r t i e l l e m e n t  

d é t r u i t e s  à chaud au c o n t a c t  des  colonnes  m é t a l l i q u e s .  

Cependant, b i en  que c e t t e  méthode s o i t  r e l a t i vemen t  

rap ide  e t  a s sez  s e n s i b l e ,  e l l e  p r é s e n t e  quelques  inconvé- 

n i e n t s  : 

- Transformation incomplète d e s  PTH-AA en  d é r i v é s  

v o l a t i l s .  

- Décomposition thermique de PTH-thréonine, PTH- 

s é r i n e ,  PTH-tryptophane e t  PTH-tyrosine. 

- Désamidation p a r t i e l l e  de  PTH-glutamine e t  PTH- 

a spa rag ine .  

D e  ce  f a i t ,  l a  q u a n t i f i c a t i o n  des  PTH-RA ne p e u t  ê t r e  

rée l lement  f a i t e  que s u r  les PTH-AA v o l a t i l e s  c l a s s é e s  dans 

l a  première  c a t é g o r i e .  



III - 3 LA REGENERATION DES ACIDES AMINES A PARTIR DES PTH-AA 

La r égéné ra t ion  des  a c i d e s  aminés à p a r t i r  de s  PTH-AA 

se f a i t  généralement p a r  hydrolyse  a c i d e  s o i t  p a r  H C 1  5.6N 

à 130-150°c pendant 16 à 24 heures  (59) , s o i t  p a r  H I  5N à 

140°C pendant 2 4  heu re s  (56) . 
C e t t e  r égéné ra t ion  p a r  hydrolyse  a c i d e  t ransforme l e s  

PTH-sérine e t  PTH-S-carboxyméthylcystéine e n  a l a n i n e ,  l a  PTH- 

th réon ine  en a c i d e  a-aminobutyrique, e t  les PTH-tryptophane 

e t  méthionine s o n t  d é t r u i t e s .  AFRICA e t  CARPENTER ( 1 ) pré- 

f è r e n t  u t i l i s e r  l ' h y d r o l y s e  a l c a l i n e  p a r  l a  soude 0.1N à 

120°C pendant 12 heures .  C e t t e  méthode de r é g é n é r a t i o n  t r ans -  

forme l a  PTH-thréonine en  g l y c i n e  e t  l a  PTH-arginine e n  or-  

n i t h i n e .  La PTH-tryptophane est p a r t i e l l e m e n t  d é t r u i t e .  Quant  

aux PTH-sérine e t  PTH-acide c y s t é i q u e ,  e l les  s o n t  t o t a l emen t  

d é t r u i t e s .  

On remarque donc que cette méthode n ' e s t  pas  i d é a l e  

pour i d e n t i f i e r  les PTH-AA. D e  p l u s ,  b i en  que cette méthode 

s o i t  q u a n t i f i a b l e ,  e l l e  n ' e s t  jamais u t i l i s é e  comme technique  

p r i n c i p a l e  d 'une p a r t  à cause  de son manque de  r a p i d i t é  e t  

d ' a u t r e  p a r t  à cause du f a i t  que l a  r égené ra t ion  ne se f a i t  

jamais à 100 p.100 e t  que les rendements ob tenus  v a r i e n t  

d 'une  méthode d 'hydro lyse  à l ' a u t r e .  



La spectrométrie de masse est souvent utilisée pour dé- 

terminer les phénylthiohydantoïnes d'acides aminés particuliers. 

Elle est employée soit couplée à la chromatographie en phase 

gazeuse, soit seule. 

Dans le cas dela spectrcsnétrie de masse couplée à la chro- 

matographie en phase gazeuse, les échantillons sont introduits 

dans le chromatographe après avoir été modifiés chimiquement de 

manière à étre volatils. Le diagramme des PTH-AA apparaît sur 

l'enregistreur et lorsqu'on est au sommet d'un pic, une simple 

pression sur une touche du tiroir de commande du spectromètre 

de masse, déclenche le balayage des masses et l'inscription du 

spectre de masse sur un enregistreur. Cette technique, qui ne 

peut être utilisée que si les PTH-AA sont modifiées de manière 

à être volatils, est trop longue. 

Certains auteurs (61) préfèrent aujourd'hui utiliser di- 

rectement le spectromètre de masse. Ils pratiquent pour cela un 

bombardement ionique rapide. Dans ce cas, il n'est plus néces- 

saire de modifier chimiquement les échantillons au préalable. 

Cependant, comme la spectrométrie de masse nécessite un 

investissement très élevé, elle n'est utilisée que pour résou- 

dre des problèmes structuraux bien précis, qui ne peuvent être 

résolus par des méthodes chimiques ou des méthodes physiques 

(spectroscopie de RMN, spectroscopie infrarouge). 



III - 5 LA CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE A HAUTE PERFORMANCE (HPLC) 

Il y a deux types de chromatographie liquide à haute 

performance qui sont adaptés à la séparation des PTH-AA. 

Ce sont : - la chromatographie solide-liquide 
- la chromatographie liquide-liquide 

III - 5-1 La chromatographie solide-liquide 

Dans ce type de chromatographie, la phase stationnaire 

est constituée de silice ou encore d'alumine. Deux types de 

colonnes de silice commercialisées sous les noms de Spheri- 

sorb S 5W (Phase Separations Ltd), et de Lichrosorb Si 60 

5 Pm (Merck) sont généralement utilisés pour séparer les PTH- 

AA (23). 

La colonne de Spherisorb S 5W est éluée par un mélange 

dichlorométhane contenant 4 p.100 d'éthanol, 4 p.100 de di- 

méthylsulfoxide et 0.35 p.100 d'acide formique à 20 p.100. 

Elle sépare les PTH-AA polaires qui sont : PTH-acide 

aspartique, PTH-asparagine, PTH-glycine, PTH-acide glutamique, 

PTH-glutamine, PTH-sérine, PTH-thréonine et PTH-tyrosine. 

La colonne de Lichrosorb Si 60 est éluée par un mélange 

de dichlorométhane contenant 0.8 p.100 dfisopropanol et 175 

ppm de diméthyle sulfoxyde. 



Elle sépark les PTH-AA apolaires qui sont : PTH-phényl- 

alanine, PTH-leucine, PTH-isoleucine, PTH-valine, PTH-proline, 

PTH-alanine et PTH-tryptophane. 

Les résultats obtenus de cette façon sont bons mais la mé- 

thode est longue car il est nécessaire d'avoir systématiquement 

recours à deux chromatographies pour séparer tous les PTH-AA. 

III - 5-2 La chromatographie liquide-liquide 

Cette méthode est beaucoup plus employée que la précé- 

dente. Les colonnes sont constituées d'un support de silice sur 

lequel sont greffés des groupements de polarité différente. Ils 

sont soit peu polaires : groupe octadé~yle-(CH~)~~-CH~ et grou- 

pe phényle, soit de polarité intermédiaire : groupe cyano -CN. 

La phase mobile utilisée étant une phase polaire, on 

réalise de cette façon une chromatographie de phase inverse. 

Cette phase mobile est souvent constituée d'acétate d'ammonium 

ou de sodium, et de méthanol ou d'acétonitrile. Certains au- 

teurs préconisent l'utilisation de mélanges ternaires avec une 

association de deux solvants organiques : 

- acétonitrile-méthanol 

- acétonitrile-tétrahydrofurane. 
Cependant, vu le coQt élevé et la toxicité de l'acéto- 

nitrile, beaucoup d'entre eux utilisent le méthanol. 



De nombreuses méthodes de s é p a r a t i o n  des  PTH-AA p a r  

chromatographie l i q u i d e - l i q u i d e  o n t  é t é  d é c r i t e s  dans l a  

l i t t é r a t u r e .  

ZIMERMAN e t  c o l l .  ( 6 6 )  s é p a r e n t  l e s  PTH-AA s u r  une 

colonne Zorbax ODS ( type  C18) à 5 0 ' ~  avec un g r a d i e n t  li- 

n é a i r e  d ' a c é t a t e  de sodium ( 0 . 0 1 N )  e t  d ' a c é t o n i t r i l e .  

BHOWN e t  c o l l .  ( 4  ) p r é f è r e n t  employer une colonne 

Al tex  Ul t r a sphè re  ODS ( t y p e  C18) à température  ambiante 

avec un g r a d i e n t  l i n é a i r e  d ' a c é t a t e  de  sodium 0.04M pH 3.72 

e t  de méthanol. 

D ' au t r e s  a u t e u r s  comme FOHLMAN e t  c o l l .  ( 2 1 )  s é p a r e n t  

les PTH-AA s u r  colonne micro-Bondapak C18 (Waters) à 3T0C 

avec un g r a d i e n t  concave d ' a c é t a t e  d'ammonium pH 5.1 e t  

d ' é t h a n o l .  

Ci tons  encore  l a  méthode proposée p a r  HENDERSON e t  

c o l l .  (28) q u i  u t i l i s e n t  une colonne micro-Bondapak phényle 

(Waters) avec un g r a d i e n t  l i n é a i r e  d ' a c i d e  propionique à 

0.85 p.100 pH 3.80 e t  de méthanol à 90 p.100 ; a i n s i  que les 

t ravaux  de JOHNSON e t  c o l l .  ( 3 6 )  q u i  employent une colonne 

micro-Bondapak cyano (Dupont Zorbax) à 31°C avec un g r a d i e n t  

l i n é a i r e  d ' a c é t a t e  de sodium 0 . 0 2 4 M  pH 5.40 e t  de méthanol/ 

a c é t o n i t r i l e  (17: 3 ,  v/v) . 
Nous c i t e r o n s  e n f i n  l a  t echnique  u t i l i s é e  p a r  

HUNKAPILLER e t  HOOD (34) q u i  s é p a r e n t  l e s  PTH-AA s u r  une 

colonne cyano (HPLC a n a l y t i c a l  g r ade ,  IBM Ins t rument )  avec 

un g r a d i e n t  l i n é a i r e  d ' a c é t a t e  de sodium 0.015M à pH 5.8 

e t  de m é t h a n o l / a c é t o n i t r i l e  (1 : 4 ,  V/V) . 



Cependant, aucune de ces méthodes ne permet de s é p a r e r  

t o u t e s  les PTH-AA. C ' e s t  pourquoi ,  nous avons é t é  amenée à 

u t i l i s e r  en r o u t i n e  deux types  de suppor t s  : une colonne de 

micro-Bondapak C18 (Waters)  e t  une colonne de micro-Bondapak 

phényle (Waters) . Ains i ,  les PTH-AA q u i  ne s o n t  pas  s épa rées  

s u r  le  premier  suppor t ,  s o n t  pa r f a i t emen t  r é s o l u e s  s u r  l e  

second. 

Dans un premier  temps, les PTH-AA s o n t  donc i d e n t i f i é e s  

s u r  l a  colonne micro-Bondapak C18 (Waters) en  m i l i e u  a c é t a t e  

de sodium 10 rnM pH 4.27 avec un g r a d i e n t  l i n é a i r e  de 10 à 

48 p.100 de méthanol, d é r i v é  de c e l u i  d é c r i t  p a r  HERMANN e t  

c o l l .  (29). C e t t e  s é p a r a t i o n  q u i  e s t  p r é s e n t é e  dans l a  f i g u r e  

21 es t  r é a l i s é e  à t empéra ture  ambiante en 2 5  minutes .  L a  PTH- 

homoc i t ru l l i ne  est  u t i l i s é e  comme témoin i n t e r n e  pour l a  

q u a n t i f i c a t i o n .  La PTH-valine e t  l a  PTH-méthionine, de  même  

que l a  PTH-phénylalanine e t  l a  PTH-isoleucine ne s o n t  pas  

s épa rées  dans ce  système. 

Dans un second temps, l e s  PTH-AA s o n t  s épa rées  s u r  une 

colonne micro-Bondapak phényle (Waters ) .  L a  s é p a r a t i o n  que 

nous obtenons e s t  p r é s e n t é e  dans l a  f i g u r e 2 2  . E l l e  est réa-  

l i s é e  en 4 2  minutes en m i l i e u  a c é t a t e  de sodium 10 mM pH 4.27 

avec un g r a d i e n t  l i n é a i r e  de 10 à 55 p.100 de méthanol. Grâce 

à c e t t e  colonne,  les PTH-méthionine e t  PTH-valine a i n s i  que 

les PTH-phénylalanine e t  PTH-isoleucine s o n t  pa r f a i t emen t  sé -  

pa rées  a l o r s  q u ' e l l e s  ne l e  s o n t  pas  s u r  l a  colonne de C l 8 -  







Pour l ' i d e n t i f i c a t i o n  de l a  PTH-hist idine,  nous avons 

é t é  amenée à u t i l i s e r  un t ro i s i ème  type  de  suppor t .  I l  

s ' a g i t  de l a  colonne micro-Bondapak cyano (Waters) . La sépa- 

r a t i o n  que nous obtenons e s t  p r é s e n t é e  dans  l a  f i g u r e  2 3 .  

E l l e  es t  e f f e c t u é e  en 25 minutes ,  en  m i l i e u  a c é t a t e  de so- 

dium 3 mM pH 5.20 avec un g r a d i e n t  l i n é a i r e  de 2 à 6 5  p.100 

de méthanol. Comme nous l e  remarquerons, c e t t e  colonne q u i  

donne une t r è s  bonne &solution de la  PTH-his t i d i n e  , permet 

également de s é p a r e r  les PTH-méthionine e t  PTH-valine a i n s i  

que les PTH-phénylalanine e t  PTH-isoleucine. 

Cependant, l o r sque  l e  tampon de couplage u t i l i s é  pour 

l a  dégrada t ion  c o n t i e n t  de  l a  d iméthyla l ly lamine  l e  r ecour s  

à l a  chromatographie en phase gazeuse est  n é c e s s a i r e  pour  (BùS*\ puJ 
i d e n t i f i e r  de façon c e r t a i n e  l a  PTH-valine c a r  l a  DMAA donne 

un a r t e f a c t  q u i ,  en HPLC, e s t  é l u é  avec l a  PTH-valine. 

Au cours  d e s  d i f f é r e n t s  e s s a i s  de  s é p a r a t i o n  des PTH- 

AA, nous avons é t é  amenée à u t i l i s e r  une colonne Altex 

Ul t r a sphè re  ODS commercial isée p a r  l a  S o c i é t é  Beckinan. Un 

diagramme de s é p a r a t i o n  des  PTH-AA obtenu s u r  c e t t e  colonne 

es t  p ré sen té  dans l a  f i g u r e  2 4 .  L ' ana lyse  e s t  e f f e c t u é e  en  60  

minutes en m i l i e u  a c é t a t e  de sodium 10 mM, pH 4.27 avec un 

g r a d i e n t  l i n é a i r e  de 1 4  à 50 p.100 de méthanol. Comme nous 

pouvons le  remarquer, c e t t e  colonne donne une t r è s  bonne 

r é s o l u t i o n  pour les PTH-AA e t  2otamment pour PTH-méthionine 
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et PTH-valine ainsi que pour PTH-phénylalanine et PTH-iso- 

leucine (PTH-isoleucine étant sous ses deux formes PTH-allo- 

isoleucine et PTH-isoleucine) mais, les PTH-arginine et PTH- 

histidine sont très mal résolues. 

Ces PTH-arginine et PTH-histidine ont en plus un com- 

portement assez particulier et ceci sur n'importe quelle 

colonne. Elles sont en effet très sensibles au pH et à la 

molarité des tampons. Il est possible par exemple, en modi- 

fiant un de ces paramètres de les éluer très rapidement ou 

très tardivement. De plus, le vieillissement des colonnes 

entraîne des modifications sur le temps de rétention de ces 

PTH-AA. En effet, au cours du temps, les radicaux C18, cyano 

et phényl greffés sur la silice sont partiellement libérés, 

et de ce fait, au phénomène de séparation par hydrophobicité, 

se superpose un phénomène d'échange d'ions avec le support 

de silice. On pallie cependant à cet inconvénient en augmen- 

tant ou en diminuant la molarité du tampon. 

Au cours de toutes les déterminations de séquence que 

nous avons effectuées grZice au séquenceur, nous avons égale- 

ment été confrontée aux problèmes de l'identification des 

phénylthiohydantoïnes d'acides aminés modifiées, ces acides 

aminés pouvant Etre modifiés par des réactifs chimiques. Les 

résidus de cystéine par exemple sont alkylés après réduction 



ou transformés en résidus d'acide cystéique. Cette modifica- 

tion a pour but de cliver les ponts disulfures et de dérouler 

la chaîne polypeptidique afin de faciliter la détermination 

de la séquence. 

Les principales PTH des dérivés de la cystéine qui sont 

présentées dans la figure 25 sont obtenues : 

- par oxydation performique qui modifie la cystéine en 

acide cystéique mais également la méthionine en méthionine 

sulfone. 

- par l'acide iodoacétique qui donne la S-carboxyméthyl- 

cys téine . 

- par l'iodoacétamide qui transforme la cystéine en 
S-carboxyarnidocystéine. 

- par l'éthylène imine : on obtient alors l'aminoéthyl- 
cystéine . 

- par le méthylparanitrobenzène sulfonate qui donne la 
méthylcystéine. 

- par la 4-vinyl-pyridine qui donne la pyridyléthyl- 

cys téine . 

Sur cette figure 25, nous avons également fait appa- 

raître les PTH des dérivés méthylesters des acides aminés 

dicarboxyliques. Ceux-ci sont obtenus au cours de la con- 

version des ATZ-AA si le milieu de conversion est llHCl/mé- 

thanol, ou encore au cours du temps si les PTH-AA ont été 

reprises par le méthanol après une conversion à llHCl/eau. 



FIGURE 25 
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Ces PTH des dérivés d'acides dicarboxyliques sont : 

- PTH-aspartique méthylester 
- PTH-glutamique méthylester 
- PTH-carboxyméthylcystéine méthylester 

Une autre modification que nous avons également ren- 

contrée est celle de la lysine transformée en E-N-succinyl- 

lysine. Cette modification irréversible est effectuée dans 

le but de bloquer le résidu N-terminal ou de limiter les 

coupures par la trypsine dans la chaîne polypeptidique, aux 

seules liaisons arginyles. Cette modification s'effectue 

par traitement de la protéine ou du peptide avec l'anhydride 

succinique. La PTH-E-N-succinyllysine, dont l'identification 

en HPLC sur colonne micro-Bondapak C18 (Waters) est présen- 

tée dans la figure 26, apparaît sous la forme de trois pics 

caractéristiques. 

Nous avons également été amenée à séparer un certain 

nombre de PTH-AA modifiées résultant de la modification 

post-synthétique des protéines étudiées. 

C'est le cas notamment de certains résidus de lysine 

que l'on rencontre en particulier dans les histones H3 et 

H4 sous forme de E-N-méthyllysine, E-N-diméthyllysine et 

s-N-acétyllysine . 
Un diagramme de séparation des PTH-AA correspondantes 

est présenté dans la figure 27. 
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Les résidus de sérine, thréonine et tyrosine peuvent 

quant à eux être phosphorylés sur leur groupe -OH. Une sépa- 

ration des PTH-phosphosérine, PTH-phosphothréonine et PTH- 

phosphotyrosine est présentée dans la figure 28. 

Enfin, nous avons également rencontré un résidu de 

tyrosine modifié en tyrosine sulfate lors de la détermina- 

tion de la séquence de la protamine 2 3  de Roussette. 

L'identification de la PTH-AA correspondante n'a pu 

être réalisée que grace à la spectrométrie de masse et à 

l'analyse en spectroscopie infrarouge. 
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CHAPITRE IV 

CONTRIBUTION A LA DETERMINATION DE LA STRUCTURE P R I M A I  RE 
DE DIFFERENTES PROTEINES 



PLAN DU CHAPITRE I V  

CONTRIBUTION A LA DETERMINATION DE LA STRUCTURE PRIMAIRE DE 

DIFFERENTES PROTEINES 

I V  - 1 DETERMINATION DE LA STRUCTURE PRIMAIRE DE LA 
- -  - 

PROTEINE HRm DE R h i z o b i u m  rneZiLot i  

I V  - 2 DETERMINATION DE LA STRUCTURE PRIMAIRE D 'HISTONES H2A 

I S O L E E S  D'INVERTEBRES MARINS 

I V  - 3 DETERMINATION DE LA STRUCTURE PRIMAIRE DE PROTAMINES 
-- - -- - 

DE MAMMIFERES ET DE POISSONS 

I V  - 3-1 P r o t a m i n e s  de Mammifères 

I V  - 3-2 P r o t a m i n e s  de P o i s s o n s .  S t r u c t u r e  p r i m a i r e  

de la S c y l l i o r h i n i n e  4 de s p e r m e  de R o u s s e t t e  

(ScyZZiorhinus caniculus) 



L e s  t r avaux  concernant  l a  dé t e rmina t ion  de l a  s t r u c t u r e  

p r ima i r e  de l a  p r o t é i n e  HRm de R h i z o b i u m  me Z i Z o t i  o n t  f a i t  

l ' o b j e t  des  p u b l i c a t i o n s  s u i v a n t e s  : 

C h a r a c t e r i z a t i o n  and s t r u c t u r a l  s tudy  of  t h e  DNA-binding p r o t e i n  

HRm from Rhizobium m e Z i Z o t i .  

LAINE B., BELAÏCHE D., SAUTIERE P. and BISERTE G .  

Biochem.Biophys.Res.Commun.(l982) - 106, 101-107. 

Primary s t r u c t u r e  of t h e  DNA-binding p r o t e i n  HRm £rom R h i z o b i u m  

m e  Zi l o t i .  

LAINE B., BELAÏCHE D . ,  KHANAKA H. and SAUTIERE P.  




























































































































































































