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La détermination de la structure primaire, ou enchaine-
ment des acides aminés d'une protéine est une €tape nécessaire
a la compréhension de son rdle biologique.

Les phénoménes du vivant se traduisent toujours en termes
d'interactions moléculaires. Dé&s lors la biologie se prolonge
par la biochimie et celle-ci explique au niveau moléculaire les
phénoménes du monde vivant : elle les explique par 1'étude chi-
mique des constituants cellulaires, scrute leurs formes, ana-
lyse les interactions de leurs architectures. Les protéines,
macromolécules biologiques n'échappent pas a cette investi-
gation.

Dans la wvie cellulaire, les protéines assurent les fonc-

tions les plus diverses et les plus essentielles:

- Elles forment les structures des organites cellulaires

(noyau, membranes, ribosomes, squelette cellulaire...)

- Elles réalisent les fonctions métaboliques (anabolisme,
catabolisme, respiration cellulaire) et effectuent tous
les transports membranaires (dans la cellule et de cel-

lule 3 cellule).

- Elles contribuent a8 l'expression de l'information géné-
tique en assurant le renouvellement des acides nucléi-
ques, leurs lectures et toutes les étapes de la syn-

thése protéique.



Un rapide inventaire des activités des protéines fait
pressentir qu'une grande part des questions qu'elles susci-
tent, recevra un début de réponse par l'étude de leur struc-
ture chimique. La connaissance de cette structure chimique
apporte un complément d'information nécessaire a la pleine
exploitation des données fournies par l'utilisation des cal-
culs de prédiction de structure secondaire, et 1l'analyse des
cristaux de protéines (lorsgue 1l'on peut les obtenir) par la

diffraction des rayons X.

Dans la période qui a suivi la seconde guerre mondiale,
les techniques de détermination de la séquence des protéines
se sont développées grice 34 la mise au point du dosage des
acides aminés de MOORE et STEIN (32), & l'utilisation des

nouveaux supports de chromatographie d'échanges ioniques et

de phase liquide sur papier (MOORE et coll.) (46).

SANGER (53) par la technique de la dinitrophénylation
du résidu oc—NH2 d'une chaine protéique ou d'un peptide réali-
se l'identification de 1'acide aminé NHZ—terminal. Cette tech-
nique permet aussi de déterminer le nombre de chalInes poly-
peptidiques d'une molécule. Bien que longue et fastidieuse
cette technique lui permettra de mener & bien la détermination
de la séquence de l'insuline, travail ré&compensé par son pre-
mier prix Nobel en 1950. Doué d'une prodigieuse richesse in-
ventive en méme temps que d'un sens pratique hors du commun
pour la mise en oeuvre de ses idées, SANGER recevra un second
prix Nobel pour la détermination de la séquence des acides nu-~

cléiques en 1977.



Le principe de la dégradation récurrente des acides
aminés d'une protéine a partir de l'extrémité NHZ—terminale
a 8té inventé par le suédois Pehr Victor EDMAN (1916-1977)
en 1950 avec l'emploi du phénylisothiocyanate et la formation
d'une anilino-thiazolinone "composé chimique clef" de la dé-
gradation en trois étapes : couplage, cyclisation et conver-
sion. Cette découverte géniale se prétait a l'automatisation
qui perfectionnait le rendement de chaque étape de la dégra-
dation par la précision des opérations standardisées par la
machine. Cela fut réalisé& en 1967 avec la naissance du premier
séquenceur Beckman en phase liquide conceptualisé ?ar EDMAN

et BEGG.

Depuis lors, le principe de cette dégradation n'a pas
été fondamentalement changé. Cependant, des modifications
visant & la fois a augmenter le nombre de résidus identifia-
bles et 3 diminuer les quantités de protéine (ou de peptide)
et de réactifs nécessaires pour la séquence ont été progres-
sivement introduites. C'est ainsi que l'ensemble des opéra-
tions de la dégradation automatisée bénéficie de l'utilisa-
tion de réactifs d'un haut degré de puret&, permettant 4'évi-
ter les oxydations ou réactions chimiques annexes préjudicia-
bles au rendement d'obtention de 1'anilino-thiazolinone. L'uti-
lisation de "mainteneurs" a permis une meilleure adhésion du
film protéique sur la paroi de la coupelle.

Par ailleurs, la coupelle qui constitue 1l'élément essen-

tiel du séquenceur, a été redessinée et son architecture adap-

tée a la mécanique des fluides ré&actifs.



La conversion automatique de l'anilino-thiazolinone en
phénylthiohydantoine contribue & limiter la dégradation de
ce dérivé instable en réalisant sa transformation dés son ex-
traction.

Une amélioration esséntielle a également été apportée
avec la quantification des PTH-AA gqui permet le calcul du
rendement de chaque étape et méme la dégradation de deux pep-
tides simultanément pourvu que leurs concentrations soient
suffisamment différentes. C'est 13 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 méme temps
que leur dosage. Enfin, 1l'avénement des microprocesseurs a

permis de réaliser une coordination et une reproductibilité

parfaite des différentes étapes de l'automatisation.

Un autre aspect des possibilités d'amé&lioration de la
séquence des protéines est illustré par l'emploi du marquage
avec des isotopes radioactifs de la protéine lors de sa bio-
synthése. 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 d'EDMAN et les principes des séquen-
ceurs utilisé&s & ce jour. Nous aborderons cette question en

insistant sur les particularités de la chimie de la réaction



d'EDMAN, qui doivent retenir toute notre attention pour
obtenir un rendement d'étape optimum de 96 a 99 p.100, fac-

teur clef pour réaliser un nombre de cycles maximum.

Dans le chapitre II nous décrirons les modifications
que nous avons apportées au séquenceur dans notre laboratoire,
en particulier le systéme de la conversion automatique des
thiazolinones d'acides aminés. Une étude critique de cette
modification majeure nous permettra de faire ressortir les

avantages et les inconvénients de cette opération.

Puis nous examinerons dans le chapitre III les méthodes
d'identification des PTH-AA en montrant 1l'apport des techni~

ques récentes qui permettent aussi le dosage des PTH-AA.

Le chapitre IV traitera des travaux de s&gquence que
nous avons effectués sur des substrats protéiques variés et
nous permettra de faire ressortir les adaptations nécessaires
imposées par la nature chimique des protéines é&tudiées afin
d'obtenir une efficacité optimum de 1'appareil concrétisée par

un nombre de cycles de dégradation le plus élevé possible,
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Les protéines et les peptides sont constitués d'un en-
chainement d'acides aminés reliés entre eux par une liaison
particuliére : la liaison peptidique. La chaine peptidique

est représentée par le schéma suivant :

NH, ~CH-C~-NH-CH~-C -~ == - ~ NH ~CH~C~-NH~CH ~C - 0OH
zZ 7 oo P I 1
R] 0O R2 0 Rn-1 O Rn 0
S ————_~
Acide aminé ' Acide aminé
N-terminal C~terminal

I1 existe différentes méthodes qui permettent de déter-
miner la séquence en acides aminés d'un peptide ou d'un poly-
peptide & partir de son extrémité& N-terminale & 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
libérent des acides aminés.

- La dipeptidyl aminopeptidase I (Cathepsin C) (isolée de
la rate de Boeuf) décrite par Mc DONALD (45) qui libére des
dipeptides.

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

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

Cette méthode est dite récurrente car elle permet d'en-
lever les acides aminés un par un a 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 3 faire réagir, a 57°C, le phé-
nylisothiocyanate avec la fonction a-aminée libre de la chailne

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

phénylthiocarbamylpeptide qui en milieu acide fort anhydre
donne la chaine 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 3 chaud en milieu
acide dilué, en un dérivé plus stable : la phénylthiohydan-

toine d'acide aminé (réaction de conversion). A la f£in d'un

cycle de dégradation, le peptide résiduel peut réagir avec le
phénylisothiocyanate tandis gue la phénylthiohydantoine de
l'acide aminé est identifiée par différentes méthodes essen-
tiellement chromatographiques qui seront exposées dans le
troisi@me chapitre de cette thése.

La méthode de dégradation d'EDMAN peut étre employée

soit manuellement, soit automatiquement.
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I Couplage

R

C6H5 -N=C=35 + H2N - CH-CO~-NH~X

101{’
R
C.H

gls ~ NH - CS - NH~CH - CO -NH - X

Phénylthiocarbamyl-(PTC) peptide

IT Clivage nt
milieu anhydre
+ +
C6H5 - NH - ?__—__-II\IH + H3N - X
S CH - R
Ne”

n\ R

2-anilino-5~thiazolinone - NH - CS - NH - lH - COOH

111 Conversion
m111eu aqueux
- o= §
e <
C NH

3-phényl~2-thiohydantoine

FIGURE 1 SCHEMA DES REACTIONS INTERVENANT AU CQURS DES

DIFFERENTES ETAPES DE LA DEGRADATION D'EDMAN.
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I -~ 1 LES DIFFERENTES METHODES MANUELLES

Le facteur limitant de la méthode de dégradation
d'EDMAN est l'oxygéne. C'est un facteur particuliérement
important dans le déroulement des opérations de dégrada-
tion manuelle. En effet, la présence d'oxygéne provogque
une désulfuration oxydative du groupe phénylthiocarbamyl-
peptide et il en résulte a plus ou moins bréve échéance
un blocage de la réaction. Cette méthode manuelle est mise
en oeuvre dans un tube conique sous atmosphére d'azote mais
les risques de contact avec l'oxygéne de l'air ne peuvent
étre totalement écartés au cours des manipulations. La réac-
tion de couplage est réalisée pendant 40 minutes a 55°C en
tampon diméthylallylamine (DMAA) 0.8M ajusté a pH 9.5 avec
l'acide acétique. En fin de couplage, l'excés de phényliso-
thiocyanate (PITC) et les dérivés secondaires formés (ani-
line, phénylthiourée, diphénylthiourée) sont extraits par le
benzéne. La réaction de clivage est ensuite effectuée a 55°C
pendant 7 minutes par l'acide trifluoroacétique anhydre. La
2-anilino-5-thiazolinone d'acide aminé (ATZ—AA) formée est
alors extraite puis convertie a 80°C pendant 10 minutes, en
milieu acide chlorhydrique 1N, en un dérivé stable : la
phénylthiohydantoine d'acide aminé (PTH-AA). Différentes va-
riantes de cette méthode de dégradation d'EDMAN présentées

dans la figure 2 sont également utilisées.



13

Identification directe
des PTH-AA

Couplage avec la
dansylation

Dégradation d'EDMAN

Utilisation du PITC en
association avec le DABITC

La méthode dite
soustractive

FIGURE 2 LES VARIANTES DE LA DEGRADATION D'EDMAN
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I - 1-1 Dégradation d'EDMAN couplée & la dansylation (27)

Cette méthode dont les différentes étapes sont schéma-
tisées dans la figure 3 fait réagir le chlorure de 1l'acide
diméthyl amino-l-naphtaléne-5-sulfonique (chlorure de dan-
syle) avec la fonction o-aminée libre de l'acide aminé situé
en position N-terminale. Le dansyl peptide obtenu libére par
hydrolyse acide un dansyl amino-acide qui est fluorescent en
lumiére ultraviolette.

"Simultanément, la protéine est soumise d& la dégradation
d'EDMAN. A la fin de chaque cycle, une fraction aliquote de
la protéine ou du peptide résiduel est prélevée pour la réac-
tion avec le chlorure de dansyle.

L'intérét de cette technique réside dans le fait qu'une
trés faible quantité de protéine ou de peptide (20 & 50 nano-

moles) suffit pour déterminer la séquence.

I - 1-2 La méthode A'EDMAN soustractive

Dans cette méthode présentée dans la figure 4, le pep-
tide est soumis &8 la dégradation 4A'EDMAN. A la fin de chaque
cycle, une fraction aliquote du peptide résiduel est prélevée

et est soumise & une hydrolyse totale acide.
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Peptide (n résidus AA)

Dégradation

\

Peptide (n-1 résidus AA)

AN

Hydrolyse totale acide——gComposition en acides
aminés et identifica-
tion de 1l'acide aminé
enlevé au cours du ler

Dégradation cycle de dégradation,
par comparaison avec
la composition en acides
aminés du peptide initial

v

Peptide (n-2 résidus AA)

FIGURE 4 LA METHODE DE DEGRADATION SOUSTRACTIVE
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On détermine alors la composition en acides aminés du
peptide résiduel et par comparaison avec la compositidn 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, 1'hydro-
lyse acide totale demande 24 heures et la détermination de la

composition en acides aminés 3 heures.

I - 1-3 Méthode d'EDMAN modifiée utilisant le 4-NN-diméthyl-

aminoazobenzéne 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 trés élevée
(75°C) nécessaire 3 un couplage de 100 p.100 du résidu N-ter-
minal du peptide, mais néfaste & la stabilité du DABITC, cette
méthode comporte deux couplages a 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 d haute performance sur colonne RP8 (Kanuer) a 40°C
équilibrée en tampon acétate de sodium 8 mM, pH 5.0avec un

gradient linéaire de 60 34 85 p.l00 de méthanol & 90 p.100 (13).
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PEPTIDE ou PROTEINE

lére réaction de couplage avec le DABITC
50°C, 50 minutes

'

Tampon DMAA/n-propanol/eau
0,3 3,75 2,5

2éme réaction de couplage avec le PITC
50°C, 50 minutes

——Elimination de l'excés de réactifs

Heptane/acétate d'éthyle

# 2 1

Clivage

Acide trifluorocacétique
50°C, 15 minutes

Extraction des DABTZ et ATZ-AA

’//// Acétate de butyle

Peptide résiduel

Conversion
50°C, 50 minutes
N=C=S§ Eau/acide acétique saturé d'HC1
20 40
DABTH-AA
PTH-AA
N
i
N
|
N
//'\\ :
HBC CH3 FIGURE 5 GSCHEMA DES DIFFERENTES ETAPES DE
DABITC LA DEGRADATION AU DABITC-~PITC
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L'intérét de cette méthode de dégradation est qu'elle
augmente de 10 a 20 fois la sensibilité des méthodes manuelles.
Elle présente toutefois un inconvénient non négligeable : les
témoins DABTH—-AA ne sont pas commercialisés, il faut de ce

fait les synthétiser et 1'on a alors des problémes de stabi-

1ité des DABTH-~AA en milieu acide.

Toutes ces méthodes manuelles de dégradation d'EDMAN
présentent incontestablement des avantages qui sont :
- la faible quantité de protéine ou de peptide nécessaire.
- la possibilité de dégrader plusieurs peptides en méme
temps.
- enfin, c'est une technique irremplagable pour déterminer

la séquence en acides aminés des peptides courts.

Elles présentent aussi quelques inconvénients, qui ce-
pendant ne font pas oublier les avantages, et que 1l'on peut
éliminer en partie :

~ la difficulté de préserver le milieu réactionnel de
tout contact avec l'oxygéne de 1l'air.

- la longueur de la méthodologie. On peut en effet effec~
tuer 2 a 3 cycles de dégradation au maximum par jour. On
risque ainsi de voir se transformer la glutamine en acide
pyroglutamique, ce qui a pour effet de bloquer la dégra-

dation d'EDMAN.

Toutefois, le manque de rapidité, par rapport aux métho-
des automatisées, est compensé par la possibilité& de dégrader

plusieurs peptides en méme temps.
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I - 2 LES METHODES AUTOMATISEES DE LA DEGRADATION D'EDMAN

La dégradation automatique d'EDMAN est effectuée soit
en phase liquide, soit solide, soit gazeuse.

Les avantages de l'automatisation de la technique rési-
dent dans le contrdle rigoureux des conditions de la dé&grada-
tion (la dégradation est effectuée constamment sous atmosphére
inerte d'azote, les réactifs et les solvants utilisés sont eux
aussli mis sbus azote avant leur emploi), De plus, la technique
est rapide (un cycle de dégradation dure en moyenne 75 minutes),
et 1'appareil travaille 24 heures sur 24.

Nous nous attarderons tout d'abord sur la méthode de

dégradation réalisée en phase liquide.

I - 2-1 Le séquenceur en phase liquide

Cet appareil qui est schématisé dans la figure 6 est
composé de compartiments pilotés par un pupitre de commande :

~ la coupelle de réaction

~ le systéme de vide

-~ le compartiment réactifs et solvants
~ la distribution d'azote

~ le collecteur de fractions.

L'appareil sur lequel nous avons effectué& nos travaux
est le séquenceur Beckman 890 C qui est présenté dans la figure
7, et qui est le seul séquenceur en phase liquide existant sur

ie marcheé.



FIGURE 6 SCHEMA SIMPLIFIE DU SEQUENCEUR BECKMAN 890 C

69 = €lectro-vanne a 2 voies
<£>== électro-vanne a 3 voies

manomeétre

&)

Il

régulateur
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I - 2-1-1. Description de 1'appareil

I - 2-1-1-1 La_coupelle de_xréaction

La coupelle de réaction dans laguelle la protéine ou

le peptide a dégrader est déposé sous forme d'un film mince
et homogéne constitue véritablement le "coeur" du séquenceur
ol vont se dérouler les différentes étapes d'un cycle de
dégradation

- Dépdt dans la coupelle de protéine ou de peptide a
dégrader

- Couplage avec le phénylisothiocyanate (PITC)

- Elimination de l'excés 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 présente
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 provoguer une irrégularité du film protéi-
gque. A l'intérieur du cylindre de verre, on remarque un léger
décrochement qui est appelé "undercut". Ce surplomb a pour
but d'éviter, de manidre mécanique, l'élimination de la pro-
téine ou du peptide lors des lavages par le benzéne.

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

-~

ner soit & 1000 tours/minute, soit & 1500 tours/minute.
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"scoop!

Y

Elimination
des déchets

orge >
gorg “\~-~*EEV 5;
:?ﬁ A
"undercut" ‘37 A
X Réactifs Solvants
Enceinte éf m— Vide poussé
v 57°C ||
collections Entrainement
des ATZ-AA - s
électromagnétique
Mo teur

FIGURE 8 SCHEMA SIMPLIFIE DE LA COUPELLE DU

SEQUENCEUR BECKMAN 890 C
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La coupelle est située dans une enceinte chauffée a
57°C. Le chauffage et la régulation sont assurés par un ther-
mocouple. On peut 3 l'intérieur de la coupelle réaliser trois
vides différents. Le premier est un vide trés faible de 1l'or-
dre de 5 Torr, le second est de l'ordre de 1 Torr, enfin le
troisiéme est un vide tré&s poussé inférieur a 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 atmosphére inerte dans la coupelle, ou
pour faire un préQSéchage aprés une délivrance de réactif. Cet

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

de la coupelle par l'intermédiaire 4'un diffuseur.

Les réactifs et les solvants nécessaires 3 la dégrada-
tion sont amenés dans la coupelle par 4 tubes fins en téflon.
Le premier est commun & la dé&livrance du réactif 1 (PITC) et
du solvant 1 (benzéne), le second & 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 prés de la gorge de la coupelle.

I - 2~-1-1-2 Le_systéme de vide

-

Le vide est assuré par deux pompes Welch 1402 M a double
étage . Le vide trés faible (< 5 Torr) est réalisé par l'inter-

médiaire d'une vanne électromagnétique de type Skinner & deux

voies ; celui de 1 Torr est commandé par une seconde vanne
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électromagnétique du méme 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 vanneé de vide travaillent successivement et & 1l'inté-

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

I -~ 2-1-1-3 Les réservoirs de réactifs et de solvants

Les huit bouteilles de réactifs et de solvants sont si-
tuées a 1l'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 a la
pression atmosphérique pendant 10 secondes par l'intermé&diai-
re d'une vanne électromagnétique 3 deux voies, puis sous
pression d'azote pendant 30 secondes par l'intermédiaire d'un
autre &lectro—aimant.

Ces bouteilles contiennent :

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

n-heptane
- Le tampon de couplage :

- Tampon quadrol N NN N tetna (2-hydroxypropyl) -ethylene diamine
Quadrof 1M, 0.33M, 0.IM dans Le mélange n-propancl/
eau (3:4, v/v) ajuste a pH 9.0 avec de £'acide
trilgluoroacetique.

~ Tampon DMAA  [diméthylallylamine)
DMAA/n-propancl/eau (2:50:34, v/v/v) ajusti a
pH 9.4 avec de 2'acide acétique.

- Tampon DMBA  (diméthylbenzylamine)
DMBA/n-propanol/eau (10:34:40, v/v/v) ajusite a
pt 9.4 avec de £'acide acitique.

- L'acide heptafluorobutyrique (HFBA)
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~ Le benzéne

- L'acétate de butyle

- Le chlorobutane dans lequel nous ajoutons du dithioéry-
thritol & 0.0005 p.l100 (p/v) qui a pour but de préserver

les ATZ-AA de la destruction.

I - 2-1-1-4 Les_vannes de_délivrance

Ces vannes sont réalisées entiérement en téflon. Un sché-
ma de celles-~ci est présenté dans la figure 9. Ces vannes sont
au nombre de quatre et sont & deux voies c'est-3a-dire que cha-
cune d'entre elles est commune pour un réactif et le solvant
correspondant a celui-ci. Elles ont deux entrées indépendantes
et une sortie commune. De chaque cdté du corps de vanne, une
membrane et un pointeau en téflon commandé par l'intermédiaire
d'une vanne électromagnétique d trois voies permet 1'écoulement

du réactif ou du solvant désiré vers la coupelle de réaction.

I - 2-1-1-5 La_vanne "élimination/collection"

Comme les vannes de délivrance, elle est réalisée entié-
rement en téflon. Elle est commandée par des vannes électro-
magnétiques et permet soit d'envoyer les solvants de lavage
(benzéne, acétate d'éthyle) vers le flacon récepteur de déchets,
soit d'envoyer la thiazolinone, extraite par le chlorobutane,
dans le collecteur de fractions.

Un syst@me de sécurité empéche 1l'ouverture simultanée du

cHté "élimination" et du cdté "collection" de la vanne.
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FIGURE 9 SCHEMA D'UNE VANNE DE DELIVRANCE BECKMAN
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I - 2-1-1-6 Le collecteur de fractions

Le collecteur est situé dans une enceinte réfrigérée a
+ 8°C. I1 contient 88 tubes. Il est facilement démontable et
sa rotation est assurée automatiquement a la fin de chaque
cycle de dégradation. Cette enceinte peut &tre placée sous

vide partiel ou sous atmosphére d'azote.

I - 2-1-1-7 Le_pupitre de_commande

Ce pupitre commande par l'intermédiaire d'une bande per-
forée,toutes les opérations de la dégradation. La durée de
chaque étape peut aller de 1 a 999 secondes. Le nombre d'étapes
réalisables pour un cycle de dégradation est illimité. Le dé-
roulement de chacune d'entre elles se fait automatiguement. De
méme, lorsqu'un cycle de dégradation est terminé&, un second
recommence automatiquement.

Le pupitre de commande comporte trois compteurs qui
mémorisent :

~ le nombre de cycles & effectuer

~ le nombre de cycles déj& réalisés

- l'étape de dégradation & laguelle on se trouve.

Quand le séquenceur est en fonctionnement, des voyants
lumineux visualisent les fonctions qui sont en cours. En outre,
il est possible, grdce & un interrupteur a deux positions, de

faire revenir la bande programme a une &tape déterminée de la
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séquence ceci afin d'effectuer soit un double couplage, soit
un double clivage. De plus, tous les interrupteurs de com-
mande de fonction de l'appareil sont a trois positions :

- automatique
- manuelle

- arrét
Au cours d'un cycle, ils sont tous en position automa-
tique mais la commande manuelle est prioritaire ce qui per-
met d'intervenir rapidement en cas de mauvaise lecture de la
bande programme par exemple.
Le séquenceur comporte également un certain nombre de

sécurités et d'impossibilités.

- Les sécurités

Elles jouent pour :

Le manque d'azote : 1'appareil s'arréte alors a 1'éta-

pe od il se trouve, fait un trés faible vide dans
la coupelle et met le collecteur de fractions sous

vide.

La coupure de cowrant : on retrouve l'appareil dans les

mémes conditions que précédemment s'il y a eu une

coupure de courant supérieure a 1 minute.

La délivnance de nlactif :1l existe a& ce niveau une sé-

curité réglable manuellement de O a 2 minutes. Si
pour une raison quelconque (mauvaise lecture de la
bande programme ou encore probléme au niveau des
compteurs de temps) le temps de délivrance d'un
réactif est supérieur a la limite qu'on s'est im-
posée, 1l'appareil coupe la délivrance de ce réac-
tif, reste a 1l'étape ol il se trouve, fait un fai-
ble vide dans la coupelle et mef €galement sous

vide le collecteur de fractions.
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L't du ventilatewr-extracteun : si celui-ci, qui

est situé a l'arriére du séguenceur, et qui as-
sure 1l'évacuation vers l'extérieur de tous les
effluents gazeux, s'arréte, l'alimentation
électrique de l'appareil est disjonctée : ceci

a pour effet d'arréter les pompes, le chauffage
et la rotation de la coupelle afin d'éviter tou-
te étincelle susceptible de provoquer une explo-

sion due a l'accumulation de vapeurs de solvants.

- Les impossibilités

Elles interviennent au niveau de :

La délivrnance de réactif, de solvant, de £'azote : 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 méme, on ne peut pas non
plus faire un faible vide dans la coupelle et y
envoyer de l'azote en méme temps, par contre, on
peut faire un vide poussé et.un balayage d'azote

simultanément.

La collection : si 4 cause d'une erreur de perfora-

tion dans la bande programme, il est demandé a
1'appareil d'envoyer 1l'ATZ-aminoacide a la fois
vers le flacon récepteur de déchets et vers le
collecteur de fractions, 1l'appareil choisira et
enverra automatiquement celle-ci vers le collec-

teur de fractions.
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I - 2-1-2 Fonctionnement de 1'appareil

Nous venons de décrire l'appareil et ses "organes vitaux".
Voyons maintenant les différentes opérations qui interviennent
au cours de la dégradation automatisée d'une protéine ou d'un
peptide.

La protéine (10 mg au maximum) est dissoute dans 500 ul
d'eau bidistillée ou d'acide formique & 10 p.l100. La solution
est alors introduite dans la coupelle en rotation. Le film
liquide qui s'est déposé sur la paroi de la coupelle est séché.
Le PITC en solution dans le n-heptane (5:100, v/v) est délivré
dans la coupelle pendant 2 secondes afin de permettre le re-
couvrement du film protéique. On passe ensuite a la délivrance
du tampon de couplage pendant 7 a 16 secondes selon le tampon
choisi. La réaction de couplage s'effectue a 57°C pendant 20
minutes. Aprés séchage, l'excés de PITC et les dérivés secon-
daires formés (aniline , phénylthiourée, diphénylthiourée)
sont éliminés par lavage au benzéne et par des étapes de vide
croissant (5 Torr, 1 Torr) suivies d'un balayage d'azote sous
vide poussé (500 millitorr). Le benzéne a pour but d'éliminer
tous les constituants organiques tandis que le vide croissant
(5 Torr, 1 Torr, 500 millitorr) suivi du balayage d'azote per-
met une évaporation partielle des constituants du tampon de
couplage & base de DMAA (n-propanol, diméthylallylamine, eau).
Un second lavage par l'acétate d'éthyle sera né€cessaire si le
tampon de éouplage utilisé est & base de quadrol car celui-ci
n'étant pas volatil, il ne sera pas €liminé lors des étapes de

vide.
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Aprés élimination de l'excés de PITC et des produits
secondaires formés au cours de la réaction de couplage, le
film est 3 nouveau séché par un vide croissant de 5 a 1 Torr
suivi d'un balayage d'azocte 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 gqui 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 a& 57°C 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 a 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
atmosphére d'azote et & + 8°C. L'ATZ-AA collectée est ensuite
convertie en un dérivé plus stable : la phénylthiohydantolIne
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.
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La conversion de 1l'ATZ-AA se fait manuellement. Aprés
évaporation de l'extrait "chlorobutane" sous azote, 1'ATZ-AA
est convertie & 80°C en PTH-AA par traitement avec 1'HCl 1N -
éthylmercaptan 1 p.1000 (v/v) pendant 10 minutes. Ce temps de
conversion est un temps moyen. Il peut &tre réduit a 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 gui est instable.
Quant & la PTH-thréonine elle donne un produit de B-&limina-
tion : la PTH-déhydrothréonine qui est stable mais dont le
spectre présente un maximum d'absorption a4 313 nm alors gue

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

Par ailleurs, le temps de conversion est porté a 15 mi-
nutes afin d'avoir une conversion totale d'ATZ-valine, 4'ATZ-
leucine, d'ATZ-isoleucine, d'ATZ-phénylalanine ou 4'ATZ-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-d-dire le nombre
de cycles de dégradation possibles, sont directement liées aux
problémes de la chimie de la dégradation d'EDMAN.

Ces différents problémes sont (g4) :

- La présence d'oxygéne qui produit une désulfuration

oxydative du groupe phénylthiocarbamyl et bloque la formation
de thiazolinone. Il est donc trés important d'opérer en atmos-

phére inerte d'azote trés pur, d'avoir des wvannes é&étanches et
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d'atteindre un bon vide, ces deux derniéres conditions étant
nécessaires aussi pour éviter le mélange de réactifs qui favo-

riserait la formation de sels.

- Les réactions incomplétes au niveau des étapes de

couplage ou de clivage, qui peuvent étre dues a certains aci-
des aminés 3 chaine latérale encombrante ou encore & la pro-
line dont l'anilino-thiazolinone ne se clive que partielle-
ment, et qui donneront de ce fait des "overlaps" aux cycles

suivants.

- L'augmentation du bruit de fond due a la présence

d'eau dans l'acide heptafluorobutyrique (agent de clivage de
la réaction), qui provogque des réactions secondaires d'hydro-
lyse de la chaine polypeptidique. Ce réactif doit donc é&tre

parfaitement anhydre.

~

- La formation d'aniline due a 1l'eau qui contamine le

PITC, ainsi que la formation de dérivés thiourée et dithioureée.

- La pureté des réactifs et des solvants gui influence

également le rendement de la dégradation. Ceux-ci doivent

étre dépourvus de toutes traces d'aldéhydes et de peroxydes.

- La séparation de la protéine (ou du peptide) des sous-

produits et des réactifs résiduels au cours de la dégradation.

En plus de tous ces problémes, il existe des difficultés
gui sont spécifiques & la protéine (ou au peptide) et qui pro-

voquent €galement une diminution des rendements. Ce sont :
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- Les régions comportant des séquences répétitives avec

en l'occurence des résidus encombrants (ex: lysine, arginine)
qui influent fortement sur le rendement de la dégradation. Les
séquences Pro~Pro ou Pro-Ile ou encore Pro-Val diminuent elles

aussi trés fortement ce rendement (7).

- Les ré&gions dans lesquelles un ré&€sidu d'arginine pré-

céde une séquence Pro-Ile ou Pro-~Pro : le rendement de la dé-

gradation est alors encore plus médiocre.

- Les régions contenant beaucoup de résidus basiques et

gui donnent un taux élevé d'"overlaps".

- Les groupes de résidus acides et en particulier la sé-

quence Glu-Glu-Asp affectent le rendement de la dégradation.
Cependant dans ce dernier cas, une répétition du couplage per-

met de surmonter cette difficulté.

Malgré ces différents problémes que nous venons de dé-
crire, la dégradation 4d'EDMAN automatisée reste techniquement
supérieure a la dégradation manuelle, d'autant plus que depuis
quelques années les possibilités du séquenceur ont été é&largies
a la fois grace a des modifications techniques de 1'appareil

et grdce a des modifications d'ordre chimique.
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I - 2-1-3 Les modifications

I - 2-1-3-1 Les modifications techniques

Ces modifications ont été pour la plupart d'entre elles
effectuées par WITTMANN-LIEBOLD et son groupe (65). En effet,
le séquenceur Beckman 890 C vendu actuellement présente quel-
gues points faibles au niveau :

- des vannes de délivrance

du systéme de vide et du piége a froid
- de la coupelle

- de la conversion qui se fait manuellement

Les vannes de délivrance : ces vannes qui sont vendues trés

chéres par la Société Beckman, ont un volume mort trés impor-
tant. De plus, elles aménent les réactifs et les solvants
dans la coupelle par quatre lignes différentes ce qui peut
représenter une source de fuites possibles. A l'intérieur de
ces vannes, les cOnes de téflon situés de part et d'autre du
corps de téflon de la vanne peuvent subir des déformations.
En outre, le vide a 1l'intérieur des vannes n'est pas excellent,
et elles doivent donc &tre entretenues réguliérement pour con-
server une bonne efficacité.

Tout ceci a pour conséquence gue :

- l'intérieur des vannes n'est pas totalement vide aprés

le vide restreint
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- les vannes ne sont pas é&tanches trés longtemps

- les volumes de solvants de lavage sont inutilement
élevés 3 cause de la construction méme de ces vannes

- la vidange des lignes de délivrance par le vide aprés
réaction perturbe le film protéique : celui-ci a en effet
tendance 3 monter le long de la paroi de la coupelle a cause
de l1l'addition soit de tampon de couplage, soit d'acide hepta-
fluorobutyrique provenant de la vidange des lignes par le

vide restreint.

Le systeme de vide et Le pilge & froid : Dans le systéme de

vide du séquenceur Beckman 890 C, il existe trois sorties sépa-
rées pour les différents vides effectués a l'intérieur de la
coupelle, et qui sont opérationnelles l'une aprés l'autre ce
qui provoque de la condensation dans les lignes de vide et di-
minue les performances de l'appareil. En outre, les différents
vides sont réalisés grice a deux pompes. Nous avons également
remarqué que la vanne pneumatique de type Bimba ainsi que la
coupelle ne sont pas parfaitement étanches. Les fuites sont
causées par un trop grand nombre de connections et par le man-
que d'étanchéité des joints en viton.

Quant aﬁ piége a froid commercialisé par Beckman, il
n'équipait pas notre ééquenceur d l'origine. Depuis son instal-
lation, nous avons observé une amélioration du vide sur notre
appareil, mais il n'est quand méme pas parfait. En effet, les
vapeurs de réactifs et de solvants qui se condensent dans le

piége, sont recueillies dans un ballon placé 3 la température
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ambiante. Dans ces conditions, les solvants s'évaporent et
les vapeurs ainsi formées vont contaminer l'huile de pompe.
Tout ceci conduit a :
- une diminution de l'efficacité des pompes qui ont
une durée de vie raccourcie
- une condensation de liquide et une formation de dépbdts
solides dans les lignes de vide

- une destruction ou une contamination des ATZ-AA.

La coupelle : le changement brutal de la vitesse de
rotation de celle-ci, qui est effectué au cours des différentes
étapes de la dégradation, fragmente le film protéigque. De plus,
la coupelle du séquenceur Beckman 890 C comporte beaucoup trop
de sorties (lignes de délivrance, "scoop", thermistance) qui
sont sources de problémes (perte de vide, pénétration d'oxygéne

dans la coupelle).

Différentes améliorations ont donc été effectuées sur
le séguenceur Beckman 890 C notamment au niveau :

- des vannes de délivrance

du systéme de vide et du piége a froid
- de la coupelle

- de la conversion.

Elles feront 1l'objet du second chapitre.
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I - 2-1-3-2 Les modifications chimigues

Les performances du ségquenceur peu#ent également &tre
améliorées grice a 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

Utilisation de mainteneurs . Les peptides ou les protéines

relativement courts ou en trop faible gquantité, sont trés fa-
cilement extraits par les solvants de lavage au cours de la
dégradation automatique. Différents auteurs ont donc eu 1l'idée
d'utiliser un mainteneur afin de stabiliser mécaniquement la
protéine (ou le peptide) dans la coupelle. Cependant, ce main-
teneur doit é&tre inerte vis-a-vis de la dégradation d'EDMAN.
Différents mainteneurs ont &té utilisés. Il s'agit d'abord :

- de protéines bloquées naturellement a leur extrémité& N-
terminale : la parvalbumine (51), l'apocytochrome C (49},

- de protéines bloquées artificiellement : 1l'apomyoglobine
succinylée (38), le lysozyme modifié (24),

- de polyméres artificiels : polyornithine succinylée (55),
copolym@re norleucine-arginine (48), polyornithine sulfonylée

(60) .
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Cependant, les protéines bloquées ne sont plus employées
car on a remarqué qu'au cours de la dégradation elles subis-
sent des coupures dans leur chalne peptidigue. Ces coupures
sont dues a l'exposition de la protéine aux clivages répétés
en milieu acide heptafluorobutyrique. De ce fait, aprés un
certain nombre de cycles de dégradation, on voit apparaitre
un "bruit de fond" important qui provient de la dégradation

du mainteneur.

Le mainteneur qui est le plus employé actuellement est
le polybréne (24,55,57). C'est un ammonium quaternaire de

formule :

Son mécanisme d'action n'est pas trés bien connu mais
la gquantité minimale & utiliser est de 2 & 3 mg (37). L'incon-
vénient de ce mainteneur est qu'il provoque des artefacts qui
génent la détection des PTH-AA en chromatographie liquide a
haute performance. HUNKAPILLER et HOOD (33) ont remédié a ce
probléme en dégradant dans un premier temps un dipeptide Gly-
Gly en présence de ce mainteneur. On effectue trois cycles de
dégradation au cours desquels les artefacts, diis au polybréne
réagissent avec le dipeptide et sont €liminés. Une fois cette
opération terminée, la protéine (ou le peptide) est déposée

dans la coupelle puis dégradée.
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Gregfe de nadicaux hydrophiles . Certains chercheurs ont

remarqué que les peptides riches en lysine posaient un pro-
bléme au cours de la dégradation. En effet, les peptides con-
tenant beaucoup de lysine, sont plus extractibles par le ben-
zéne et l'acétate d'éthyle du fait de la formation du groupe-
ment phénylthiocarbamylé sur la fonction e—NHZ. De ce fait,
le peptide a tendance a &tre extrait au cours des étapes de
lavage, le rendement de la dégradation devient alors faible
et on remonte beaucoup moins loin dans la séquence peptidique.
Certains auteurs ont remédié & ce probléme par greffe de ra-
dicaux hydrophiles. Les réactifs les plus utilisés sont ceux
décrits par BRAUNITZER (10,11). Ce sont des dérivés isothio-
cyanate. Leur formule est présentée dans la figure 10. Selon
BRAUNITZER, les dérivés sulfonés du naphtaléne isothiocyanate
donnentun bon film ce qui est une condition essentielle pour
réaliser une bonne dégradation. Cette modification chimique
présente cependant un inconvénient : les résidus de lysine
ainsi modifiés ne sont plus solubles dans les solvants utili-
sés habituellement pour l'extraction des ATZ-AA, et donc ne
sont pas identifiables directement. On peut pourtant remédier
a ce probléme en utilisant moins de réactif afin de n'avoir
qu'une modification partielle. Dans ce cas, les résidus de
lysine restent identifiables. Enfin, le 4-sulfo-PITC posséde
un rendement de cyclisation dans 1'acide heptafluorobutyrique
qui est assez bas. Il en résulte une coupure incompléte du
premier résidu de la protéine et de ce fait la production

d'un "overlap" qui géne l'identification des résidus suivants.
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Réactif I : 1 isothiocyano-4 benzéne
sulfonate

SO Na
Réactif II : 5 isothiocyano-l-3-benzéne
disulfonate
NaSO S0 Na
SO Na
Réactif III : 3 isothiocyano-1,5-
’ naphtaléne disulfonate
SO Na
S0 Na
Réactif IV : 7 isothiocyano-1,3,5-
naphtaléne trisulfonate
SO Na SO Na

FIGURE 10 LES DERIVES ISOTHIOCYANATE DE BRAUNITZER (10,11)
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DWULET et coll. (17) utilisent pour leur part le 3-sulfo-
PITC dont le rendement de cyclisation est lé&gérement supérieur
(5 p.100) & celui du 4-sulfo-PITC. Quant & FOSTER et coll. (22),
ils greffent un composé hydrophile sur le groupe oa-carboxylique
du résidu C-terminal. Il s'agit de l'acide 2-amino-naphtaléne-
1,5-disulfonique gui est fixé par 1'interﬁédiaire d‘une carbo-
diimide. Si on effectue la réaction a pH 4.0, il n'est pas
nécessaire de bloquer au préalable les groupements o-aminés
libres de la chaine peptidique dont le pK est environ de 9.5.
Le groupement carboxylique des chaines latérales des acides
dicarboxyliques réagit de la méme fagon que celui du résidu
C~terminal du peptide. Les acides dicarboxyliques sont identi-
fiés aprés hydrolyse totale acide de la phase aqueuse. L'avan-
tage de l1l'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, d& un poly-
peptide tel gue le cytochrome C par l'intermédiaire d'une

carbodiimide.

Utilisation de tampons de couplage autres que fe quadrol 1M .

Une autre fagon de rendre la dégradation plus performante est
d'utiliser un tampon différent de celui préconisé par EDMAN.
En effet, le tampon A'EDMAN qui est le quadrol @ N,N,N',N',
tétra(2-hydroxypropyl)—~éthyléne diamineb 1M a un excéllent
pouvoir tampon mais comme il n'est pas volatil, il faut beau-

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



44

lavages prolongés risquent d'extraire les peptides et & un
degré moindre, les protéines. De ce fait, BRAUER et coll. (8)
utilisent le quadrol 0.1M qui demande moins de solvant de
lavage. Cependant, le quadrol n'étant soluble que dans 1l'acé-
tate d'éthyle, il est nécessaire de maintenir le lavage avec

ce solvant.

BEGG et MORGAN (2 ) emploient pour leur part un tampon:
le THEED (tétrahydroxyéthyl/éthyléne diamine) analogue au

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

HERMODSON et coll. (30) recommandent l'utilisation de
la diméthylbenzylamine (DMBA) 0.8M. Ce tampon est soluble dans
le benzéne ce qui évite l'utilisation de l'acétate d'éthyle
et de plus il est beaucoup moins cofiteux gue le quadrol 1M.
Son utilisation sera donc trés 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 THOMSEN et coll. (58)
utilisent pour leur part la diméthylallylamine (DMAA) O.8M.
Ce tampon est trés volatil. Il est donc éliminé par une sim-
ple évaporation sous vide ce qui diminue la quantité de ben-
zéne nécessalire au lavage du film. Cependant, les auteurs
ont remarqué une dégradation anormale de 1l'histidine en pré-
sence de diméthylallylamine. En effet, a la fin de 1'étape
de couplage, le pH du milieu réactionnel peut descendre jus-

qu'a 6 pendant 1l'évaporation du tampon, ce qui est suifisant
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pour obtenir un clivage partiel du phénylthiocarbamyl-his-

tidine peptide (PTC-His). Il en résulte un "overlap" au cy-
cle suivant qui s'explique par le fait que le groupe c-aminé
du résidu placé immédiatement aprés l'histidine réagit avec
le PITC. De plus, la PTH-histidine sera mal quantifiée car

une partie de la PTC~histidine est extraite 3 la fin du cou-
plage, par les solvants de lavage. Cette réaction de clivage
partiel se fera d'autant plus facilement si le résidu d'his-~

tidine est suivi d'un résidu de proline ou de glycine.

Enfin, BRANDT et VON HOLT ( 6) lors de la détermina-
tion de la séquence de certaines histones ainsi que
BRAUNITZER et SCHRANK ( 9) ont utilisé la diméthylaminopro-
pyne (DMAP). Ceux—-ci trouvent que les rendements obtenus en
dégradation sont meilleurs avec ce tampon qui est absolument
dépourvu d'aldéhydes, les peptides séquencés dans ces condi-
tions sont moins extractibles et les diagrammes d'identifica-

tion des PTH-~AA sont plus facilement interprétables.

Emplodl du PITC mangu? . L'emploi de réactifs marqués, per-

met également d'atteindre une trés bonne sensibilité qui est

de 1l'ordre de la femtomole (lO_lsmole). Le réactif le plus

utilisé est le PITC marqué au soufre 35 (BSS-PITC) qgui a une

activité spécifique beaucoup plus élevée que celle du 14C—

PITC ou du 3H—PITC ce qui permet une analyse qualitative et

quantitative des PTH radioactives. On effectue donc un premier

35

couplage avec un mélange de S-PITC et de PITC non margqué,
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puis on fait un deuxiéme couplage avec du PITC froid afin

d'éviter une asynchronie de la dégradation. Cependant, 1'uti-
lisation du 35S--PITC reste trés limitée car c'est un produit
fort cher qui de surcroit n'est pas trés pur d'ol la nécessi-

té de le purifier. A ces inconvénients viennent s'ajouter les

problémes liés & la contamination de tout le séquenceur.

Purification des nlactifs et des solvants. La purification

des réactifs et des solvants permet €galement d'augmenter les
performances du séquenceur. WITTMANN-LIEBOLD (65) préconise

les procédés de purification suivants :

- PITC et HFBA purifiés par passage sur colonne contenant

de l'alumine acide et de la silice.

- Quadrol 0.1M purifié par passage sur colonne d'alumine

neutre et de silice.

- Benzé&ne et acétate d'éthyle distillés sous azote puis
purifiés sur colonne d'alumine neutre et de silice.
_ Polybréne purifié par passage sur colonne de Dowex 1x4

puis sur colonne d'alumine acide.

Grdce & toutes ces purifications, les PTH-AA obtenues
sont trés pures et les contaminants les plus importants que
1'on remarque lors de l'identification en chromatographie li-
quide haute performance, notamment au niveau de l'alanine, dis-

paraissent.
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D'autres procédés de purification ont é&té& décrits par
FRANK (25) : ils concernent les solvants et le quadrol.

Les solvants (benzéne/acétate d'éthyle) sont conservés
sur de 1l'alumine neutre & raison de 20 g/litre. Quant au gua-
drol, il est conservé sur aminoéthylcellulose, pour fixer les
aldéhydes contaminants habituels du quadrol. L'amincéthyl-
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 & l'intérieur des flacons de réactifs et de sol-

vants.

L'accumulation d'"overlaps" au fur et 3 mesure de la
dégradation, les coupures qui se produisent dans la chaine
polypeptidique au cours des clivages répétés par 1l'acide hepta-
fluorobutyrique ainsi que les impuretés contenues dans les
réactifs et les solvants, donnent des pics parasites lors de
l1'identification des PTH-AA en chromatographie liquide a 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
l1'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 trés difficilement clivés
et de ce fait, créent beaucoup d'"overlaps". Le traitement a

la fluorescamine est trés facilement réalisable.
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Dans un premier temps, les auteurs déterminent la sé-
quence de la protéine afin de localiser les résidus de pro-
line. La protéine est ensuite passée une seconde fois au
séquenceur. Avant chaque résidu de proline, la coupelle est
mise & température ambiante, puis le programme est démarré
normalement mais sans délivrance de PITC. Immédiatement
aprés la délivrance du tampon de couplage, les auteurs stop-
pent le programme de dégradation. La coupelle est alors ou-
verte pour ajouter la fluorescamine (3 3 4 mg/ml). Le cours
de la dégradation est alors repris normalement mais l'extrait
"chlorobutane"” est envoyé au flacon récepteur de déchets. Un
cycle normal de dégradation est alors effectué avec un dou-
ble clivage. Ce traitement a la fluorescamine est ensuite ré-
pété avant chaque résidu de proline. Il a pour effet de blo-
quer les nouveaux N-terminaux formés au cours de la dégrada-
tion (N-terminaux dus aux coupures dans la chaline polypepti-
dique, ou encore "overlaps" provenant des acides aminés pré-
cédents), il n'interfére pas dans la chimie d'EDMAN puisque
le groupement imine de la proline ne ré&agit pas avec la fluo-
rescamine et permet une identification normale des‘PTH—AA en

chromatographie liquide & haute performance (HPLC).

La méthode de dégradation automatisée décrite par EDMAN
et BEGG, et dont nous venons de présenter les principes, la
mise en oceuvre et les perfectionnements, s'effectue sur un
film de protéine ou de peptide collé sur une paroi de verre :

c'est la méthode en phase liquide.
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La dégradation d'EDMAN automatisée peut également
s'effectuer en phase solide selon un procédé mis au point

par LAURSEN (42,43) ou en phase\bazeuse selon un procédé

mis au point par HEWICK et coll. (31).

I - 2-2 Le séquenceur en phase solide

Dans le séquenceur en phase solide, les peptides sont
attachés par leur extrémité C-terminale & un support insolu-
ble. La dégradation 4'EDMAN se fait ensuite classiquement.
L'excés de réactif est éliminé et 1'ATZ-AA extraite par la-
vage du support avec les solvants appropriés.

L'avantage de cette méthode réside dans le fait que
les lavages et les extractions sont pratiqués sans perte de
peptide celui-ci étant 1ié de maniére covalente a la résine.
Cette méthode pourrait paraitre idéale, mais le point cru-~
cial est celui de la fixation du peptide au support. En ef-
fet, la bonne marche de la dégradation dépend essentielle-
ment du rendement de fixation du peptide au support.

Les différents supports utilisés sont :

- les résines & base de polystyréne (aminopolystyréne,

triéthylénetétramine polystyréne)

- les billes de verre sur lesquelles sont greffés des

groupes aminopropyles ou Bf-aminoéthylaminopropyles.
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La fixation du peptide au support restant délicate,
la méthode de dégradation en phase solide reste beaucoup
moins employ&e gque celle en phase liquide. De plus, cette
méthode se trouve également limitée par la nature des pro-
téines. Ainsi, des protéines basiques comme les histones,
ou les HMG-protéines, ne peuvent &tre séquencées par cette

technique.

I - 2-3 Le séquenceur en phase solide, liquide, gazeuse

Dans le séqﬁenceur en phase *gazeuse’; la protéine (ou
le peptide) en solution aqueuse est déposée sur un petit
disque en fibre de verre monté dans la cellule de réaction.
Cette cellule est en verre ultrasonique et elle est minia-
ture (25 mm de diamétre x 25 mm de iong). L'arrivée des
réactifs et des solvants se fait par un tube capillaire de
0.5 mm de diamétre. Les vannes de délivrance et le systéme
de conversion sont &galement miniaturisés. Le tampon de
couplage employé est 1la triméthylamine—Hzo sous forme va-
peur, et le réactif de clivage est l'acide trifluoroacéti-
que vapeur au lieu de l'acide heptafluorobutyrique liquide.
Les autres réactifs et solvants utilisés sont identiques a
ceux employés en phase liquide.

Les caractéristiques essentielles du programme utilisé

P » " .
sur le séquenceur en phase gazeuse sont les suivantes :
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- Délivrance d'une quantité de PITC§.15 p.100 dans le
n-heptane juste suffisante pour mouiller complétement le
disque en fibre de verre (20.-ul environ).

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

- Le couplage est effectué grdce a un écoulement faible
de triéthylamine—H20 vapeur & travers la chambre de réaction.
- Le clivage par le TFA se fait de la méme fagon.

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

converties automatiguement.

Les avantages de cette méthode par rapport aux deux pré-
cédentes sont les suivants :

- Immobilisation de 1'échantillon pendant le couplage
et le clivage : l'échantillon est enrobé dans une matrice de
polybréne a lfintérieur de laquelle la coﬁbinaison des réac-
tifs liquides et la diffusion des réactifs gazeux ménent a
bien la dégradation d4d'EDMAN.

- L'échantillon n'est jamais exposé aux liquides dans
lesquels il est soluble.

- La miniaturisation des différents &léments qui compo-
sent le séquenceur permet de séquencer de trés faibles quan-
tités de protéine ou de peptide (10 nanomoles & 5 picomoles
pour la myoglobine), d'avoir une consommation trés faible de

réactifs et de solvants, ainsi gu'une maintenance assez faible.
q
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Cette méthode semble donc étre parfaite pour la dégra-
dation des protéines et des peptides et le sé&quenceur en
phase “gazeuse” qui vient d'&tre récemment commercialisé pour-
rait dans un avenir proche supplanter les séquenceurs en

phase liquide et en phase solide.



CHAPITRE IT

LES AMELIORATIONS APPORTEES AU SEQUENCEUR BeEckman 890C ET

A LA METHODOLOGIE DE LA DEGRADATION D'EDMAN AUTOMATISEE

53



54

PLAN DU CHAPITRE 1II

LES AMELIORATIONS APPORTEES AU SEQUENCEUR BECKMAN 890C ET
A LA METHODOLOGIE DE LA DEGRADATION D'EDMAN AUTOMATISEE

IT

II

II

MODIFICATIONS TECHNIQUES DU SEQUENCEUR BECKMAN 890C

I1

IT

IT

IT

I1

II

IT

Les vannes de délivrance
Le systéme de vide

Le piége a froid

La coupelle de réaction
La conversion automatigque
Autres modifications

Détermination de la séquence N-terminale de
la myoglobine de Cheval aprés modification

du séquenceur Beckman 890C.

TRAITEMENT DES REACTIFS ET DES SOLVANTS

MICROSEQUENCE EN PHASE“GAZEUSE”




55

II - 1 MODIFICATIONS TECHNIQUES DU SEQUENCEUR BECKMAN 890C

ITI - 1-1 Les vannes de délivrance

Des nouvelles vahnes commercialisées par la Société
W.K.G. (WITTMANN-LIEBOLD, KHOLS, GRAFFUNDER) a Berlin équipent
déja plusieurs séquenceurs. Elles ont l'avantage d'avoir un
volume mort trds restreint. Elles sont enti&rement en téflon
et sont montées en série. A l'intérieur de celles—ci, le li-
quide chemine en zig-zag. L'ouverture et la fermeture des
entrées et des sorties individuelles se fait par une membrane
en téflon. Leur ouverture est commandée par le vide tandis
gque la fermeture se fait par l'envoi d'azote sous pression de
5 bars. Enfin, les lignes sont totalement vidées aprés chaque
délivrance de solvant ou de réactif gréace d un courant d'azote
quli pousse le liquide.

Nous avons remplacé les grosses vannes de délivrance
équipant le séquenceur Beckman 890C par deux blocs de vannes
W.K.G. comportant chacun neuf unités. Un schéma simplifié de
ces vannes est présenté dans la figure 1l.

Cette modification s'est traduite par une économie trés
appréciable (de l'ordre de 50 p.l00) pour les solvants de la-
vage, benzéne ou acétate d'éthyle, utilisés aprés le couplage.

La diminution du volume du solvant nécessaire pour 1'éli-

mination de 1l'exc@s de réactif de couplage et des produits
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secondaires de la réaction a un effet bénéfique sur la qualité
et 1'adhérence du film protéique sur la paroi de la coupelle.
La dégradation automatisée de la protéine s'en trouve ainsi
améliorée et peut &tre effectuée sur un plus grand nombre de

cycles.

II - 1-2 Le systéme de vide

Il est possible de résoudre le probléme des pertes de
vide en remplagant la vanne pneumatique Bimba par une grosse
vanne électromagnétique comme l'ont fait BHOWN et coll. (3).
Une solution plus radicale a été choisie par WITTMANN~LIEBOLD
qui a complétement reconstruit le systéme de vide (65). Son
systéme est réalisé entiérement en aluminium avec une seule
entrée directe qui est celle du vide poussé. Deux vannes solé-
noides (Leybold-Heraeus) branchées en paralléle commandent le
vide restreint et le vide poussé qui sont réalisés a l'aide

d'une pompe unigque de type Alcatel 2033 C.

ITI - 1-3 Le piége a froid

Le montage d'un piége & froid sur la ligne de vide, pré-
sente les avantages suivants :
- Condensation des vapeurs de solvant et élimination des

retours de vapeurs d'huile dans la coupelle.
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- Protection de la pompe a vide et absence de condensation
des sous-produits de la dégradation d'Edman dans les 1li-
gnes de vide, ce qui diminue considérablement la contami-

nation des ATZ-AA par les sous-produits.
- Réduction des pertes par oxydation.

Nous avons installé sur notre séquenceur, un piége a
froid Beckman dont le schéma est présenté dans la figure 12.
Ce piége se compose de deux parties.

La premiére partie est constituée d'un vase de type
"Dewar" en verre qui comporte des chicanhes afin de mieux con-
denser les vapeurs de solvant extraites de la coupelle de
réaction. Ce vase est emprisonné a l'intérieur d'un b&ti métal-
lique et il est isolé par de la mousse de polyuréthane. A
l'extérieur du systéme réfrigéré est branché un ballon amovible
dans lequel sont recueillis les produits de condensation. Le
vase Dewar est rempli d'alcool absolu (600 ml) & l'intérieur
duguel est immergé un "doigt" métallique qui est relié & la
seconde partie de 1'appareillage c'est-a~dire le groupe de
froid.

Ce groupe de froid est constitué d'un cryostat de la
marque NESLAB qui peut descendre jusqu'd -80°C, -100°C. Ce
systéme a deux étages. Le premier étage de froid est un cir-
cuit fermé de pentane et le second un circuit ferm& de fréon.
Le froid est transmis au "doigt" métallique par 1l'intermédiai-
re d'un flexible qui est tré&s fragile lorsqu'il est & -80°C.
Ce piége 3 froid doit &tre décongelé toutes les semaines car
on s'apercoit qu'en fin de dégradation, le vide a& l'intérieur

de la coupelle devient moins bon a cause du colmatage du vase
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Dewar.ICette opération de décongélation représente un inconvé-
nient car pour avoir de nouveau un piége efficace, on est
obligé de couper la réfrigération pendant 24 heures ce qui re-
présente une perte d'utilisation du temps machine.

Par ailleurs, le ballon ol sont collectés les produits
de condensation doit é&tre vidé tous les 25 cycles de dégrada-
tion environ. En outre, comme il se trouve & l'extérieur du
systéme réfrigéré, les produits de condensation ont tendance
a s'évaporer et les vapeurs ainsi formées sont .entrafnées
dans la pompe, ce qui est un inconvénient.

Dans un avenir proche, nous espérons remplacer ce piége
par un autre systéme qui permettrait de recueillir les vapeurs
condensées a l'intérieur d'un ballon qui serait réfrigéré afin
d'éviter la réévaporation des solvants et d'avoir un piége
trés efficace. Cependant, en dépit de cet inconvénient, l'ins-
tallation du piége a froid Beckman sur notre séquenceur a ap-
porté une amélioration sensible de la dégradation d'EDMAN au-
tomatisée.

En effet, afin d'estimer l'efficacité de ce piége, nous
avons soumis la myoglobine de coeur de Cheval a la dégradation
d'EDMAN, avant et aprés la mise en place du piége a froid.

Une méme quanfité de protéine (200 nanomoles) a été sé-
guencée avec un programme quadrol 0.1M. La comparaison des
rendements des différentes PTH-AA déterminées a été effectuée
sur les 20 premiers résidus de la protéine (tableau I).

Cette comparaison nous montre que le rendement des PTH-AA

est bien meilleur aprés la mise en place du piége a froid; nous



TABLEAU I

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 Asp Gly Glu Trp Gln Gln Val Leu Asn

Val Trp Gly Lys

Glu Ala

Asp

Position dans
la séquence

16

19

20

Rendement obtenu
avant installation
(en pourcentage)

15,1

Rendement obtenu
aprés installation
(en pourcentage)

22

¢e

19
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avons notamment une quantité de PTH-sérine qui est doublée, ce
qui est trés intéressant car la PTH-sérine pose souvent des
problémes d'identification. La PTH-sérine en effet n'est pas
stable (80 p.100 de PTH-sérine sont détruites) et donne un
produit de B-&limination (figure 13). De plus, elle donne en
HPLC des pics de décomposition qui lui sont caractéristiques.
Des expériences ultérieures nous ont montré que la PTH-
thréonine, dont 65 p.l100 se décompose en déhydrothréonine (fi-

gure 14) était elle aussi beaucoup mieux préservée.

II - 1-4 La coupelle de réaction

Différents types de coupelle ont été proposés. Tout d'a-
bord, FAIRWELL et BREWER (20) ont adapté sur leur séguenceur
une coupelle qui tourne & 1800 et 3600 tours/minute c'est-a-
dire deux fois plus vite que la coupelle d'origine. Celle-ci
a un diamétre supérieur 3 la coupelle Beckman et son "under-
cut" est situé justé sous la gorge. Du fait de la rotation
plus rapide, la surface du film augmente de 75 p.100, les é-
changes avec les réactifs sont meilieurs et & partir de 600
nmoles d'apomyoglobine de sperme de Baleine, les auteurs ont
pu déterminer sans ambigulté les 85 premiers résidus de la
protéine.

INGLIS et coll. (35) ont pour leur part remplacé la

coupelle traditionnelle en verre par une coupelle en métal.
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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 coupeile puis les auteurs
ferment l1'arrivée de liquide. Les échanges entre le film et
les réactifs s'effectuent. Dans un second temps, la rotation
de la coupelle est arrétée, le liquide descend dans le fond
de celle-ci et monte dans la deuxiéme ligne gradce a une pous-
sée d'azote. Les auteurs ont réussi grlce a ce nouveau sys-
téme, & diminuer leur consommation de solvant par un facteur
dix. Enfin, WITTMANN-LIEBOLD (65) a é&quipé& son ééquenceur
d'une coupelle en verre a double paroi. La température est
maintenue constamment 4 55°C & l'intérieur de celle-ci grace
3 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 &galement é&té
rendu plus aisé.
Enfin, le systéme 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
systéme de vide, WITTMANN-LIEBOLD et coll.(63) ont é&galement
proposé un systéme de conversion automatique pour 1'équipe-

ment du séquenceur Beckman 890C. En effet, jusqu'a présent,
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la conversion devait &tre réalisée manuellement. Or, Les
ATZ-AA sont trés sensibles & 1'oxydation, ainsi gu'a 1l'expo-
sition aux acides forts et aux acides dilués, conditions dans
lesquelles elles se trouvent au moment du clivage par 1'acide
heptafluorobutyrique anhydre, et de la conversion par 1l'acide
chlorhydrique 1N. Ceci conduit soit & une désamidation, soit
d une destruction des ATZ-AA. Il est donc nécessaire que la
conversion se fasse immé&diatement aprés le clivage. Le systéme
de conversion automatique proposé par WITTMANN-LTIEBOLD et coll.
est piloté par les fonctions 36 & 42 qui étaient inoccupées sur
le programmateur Beckman. La conversion se fait dans une ampbule
thermostatée 3 55°C. Le réactif de conversion est l'acide tri-
fluoroacétique a8 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 méme type que celles décrites précédemment. Grdce a 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 systéme de conversion automatique que nous avons mis
en place sur notre séquenceur est dérivé de celui décrit par
WITTMANN~-LIEBOLD et coll.(63). Son installation a nécessité
la mise en place des pompes a vide a l'extérieur du séquenceur
car le systéme de conversion est placé dans le compartiment
‘initialement prévu pour les pompes.

Ce systéme de conversion est présenté dans la figure 15.



FIGURE 15 LE SYSTEME DE CONVERSION AUTOMATIQUE
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La conversion se déroule dans une ampoule en verre thermosta-

tée & 55°C. Cette ampoule comporte deux entrées et une sortie

placées en périphérie et une sortie centrale:

- une entrée pour la thiazolinone
- une entrée commune au réactif de conversion (TFA & 20 p.l1l00
dans l'eau distillée), au solvant d'extraction des PTH-AA

(dichloroéthane/méthanol, 7:3,v/v), et & l'azote (ligne

N,IIT)

2
- une sortie commune pour le vide ou 1l'évacuation vers le

flacon récepteur de déchets (ligne W2)

La sortie centrale plonge jusqu'au fond de 1l'ampoule et
est commune 3 l'extraction de la PTH-AA formée vers le collec-
teur de fractions, a l'azote (ligne NZIV)et’a 1'évacuation vers
le flacon récepteur de déchets (ligne W3).

Une représentation schématique de cette ampoule est pré-
sentée dans la figure 16. Les étapes de conversion et de dégra-
dation ont lieu simultanément (figure 17). A la fin d'un cycle
de dégradation, la thiazolinone extraite par le chlorobutane,
est envoyée dans 1l'ampoule de conversion. Elle est alors seé-
chée complétement par un courant d'azote (lignes N,IV et Nzlll).

Le réactif de conversion est alors envoyé pendant 9 se-
condes, puis la conversion s'effectue sous bullage d'azote pen-
dant 30 minutes. A la fin de ce temps, le TFA est presque éva-
poré entiérement. Le séchage de 1l'ampoule est alors poursuivi

sous vide.
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Séchage de la coupelle

Séchage de 1'ATZ-AA récupérée

FIGURE 17 SCHEMA DE COORDINATION DES ETAPES DE DEGRADATION ET DE CONVERSION

oL
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Une fois 1'ampoule parfaitement séche, on la remet a
la pression atmosphérique par un Jjet d'azote avant d'envoyer
le solvant d'extraction. Le solvant d'extraction est projeté
sur les parois de 1'ampoule grice & l'azote (ligne NZIII).
Aprés un léger bullage d'azote, la PTH-AA est envoyée vers le
collecteur de fractions par une poussée d'azote (ligne NZIII).
Cette opération de récupération de la PTH-AA est effectuée
quatre fois. Les trois premiéres extractions sont envoyées
dans le cqllecteur de fractions, et la derniére, qui sert &
nettoyer 1l'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 a faible
volume "mort" (vannes W.K.G.) dont une description a été fai-
te précédemment. La commande du systéme de conversion automa-
tique est assurée par les sept fonctions (36 a 42) qui res-
taient libres sur le programmateur, et une alimentation électri-

que?E indépendante de celle du séquenceur Beckman.

II - 1-6 Autres modifications

Il s'agit d'une part de la pose d'un pilge @ oxygene
réalisée par BHOWN et coll.(4). Ce pi&ge (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

% Cette alimentation &lectrique a &té installée avec 1l'aide
de Gérard LECOCQ (Ingénieur INSERM, Unité 124 INSERM) gue
nous remercions vivement.
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diminuent le rendement de la dégradation. De ce fait, le piége
est placé le plus prés possible de la coupelle de réaction afin
que le gaz qui arrive dans celle-ci ne se recontamine pas en
cours de route.

D'autre part, HUNKAPILLER et HOOD (33) remplacent 1l'azote

par un gaz plus lourd et d'une trés grande pureté : L'axrgon.

II - 1~7 Détermination de la séquence N-terminale de la myo-

globine de Cheval aprés modification du séguenceur

Beckman 890C

La séquehce N-terminale de la myoglobine de coeur de Che-
val (200 nanomoles) a été déterminée aprés transformation du
séquenceur Beckman, avec un programme quadrol 1M.

La comparaison des rendements des différentes PTH-AA
identifiés avant et aprés transformation du séquenceur est pré-
sentée dans le tableau II. On peut remarquer que les rendements
individuels des différentes PTH-AA sont assez nettement supé-
rieurs aprés les modifications techniques apportées au séguen-
ceur. En particulier, on n'observe aucune désamidation de la
PTH-glutamine et de la PTH-asparagine, alors qu'avant la trans-
formation de 1'appareil, nous avions environ 50 p.l00 de désa-
midation de la PTH-glutamine et 25 p.l1l00 de désamidation de la

PTH-asparagine. Cependant, un probléme s'est posé au niveau de

1'identification en HPLC de la PTH-sérine et de la PTH-thré&onine.



TABLEAU 1T

COMPARAISON DES RENDEMENTS OBTENUS LORS DE LA DETERMINATION DES 15 PREMIERS RESIDUS. DE LA MYOGLOBINE DE COEUR DE CHEVAL
AVANT ET APRES TRANSFORMATION DU SEQUENCEUR BECKMAN

PTH-AA

déterminée Gly Leu Ser Asp Gly Glu Trp Gln Gln val Leu Asn Val _ Trp Gly

Position dans

la séquence ! 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Rendements obtenus 8,9 10,8 13,2

avant transformation 48 59,7 18,6 23 34,8 16,2 22,4 5%, 4ts 32,6 30,7 3% 26,6 15,9 15,8
3 . . 3 td £

(en pourcentage) e (i oy

Rendements obtenus

aprés transformation 25 65,8 n.d, 54,4 22,6 63,8 43,2 43,2 44,2 33,4 34,4 33,4 31,8 20,2 23,6
(en pourcentage)

-
S 3Inn
Sig
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En effet, nous avons observé une destruction pratique-
ment totale de ces deux dérivés d'acides aminés, destruction
due a4 1l'utilisation de la conversion automatique.

La destruction de la PTH-sérine a pu &tre partiellement
évitée en ajoutant 3 tous nos solvants ainsi qu'aux réactifs
de clivage et de conversion, du dithiothréitol (DTT) & raison
de 10 mg/litre (54). De ce fait, la PTH-sérine est identifiée
a 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 é&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'a
313 nm (figure 19).

On peut enfin remarquer dans le tableau II que le rende-
ment de la PTH-glycine ést beaucoup plus faible aprés transfor-
mation du séquenceur. Ceci est dO a une modification partielle
de la PTH-glycine, liée & la fois & l'addition de dithiothréi-
tol aux solvants et aux réactifs de clivage et de conversion,
et 3 la conversion automatique. La PTH—glyciné ainsi modifiée
est identifiée sous la forme d'un pic supplémentaire, non quan-
tifié, &lué entre PTH-tyrosine et PTH-glutamique méthylester

comme le montre la figure 20.
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40 +

PTH-Gly

PTH-Gly modifiée
Tampon A : Acétate de sodium 10 mM pH 4,27/
Méthanol (95:5) (v/v)

Tampon B : Méthanol/acétate de sodium 10 mM
pH 4,27 (95:5) (v/v)

Sensibilité : 0,1 AUFS

Débit : 2,2 ml/min

FIGURE 20

i
20

40

IDENTIFICATION DE LA PTH-GLYCINE SUR COLONNE uBONDAPAK C;g

min
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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 O.1M.
L'aminoéthyl-cellulose est ensuite chauffée pendant 15 minutes
d 50°C dans 25 ml de solution de lavage, puis elle est filtrée
sur un verre fritté de pgrosité 1. Le filtrat obtenu est brun.
La procédure est répétée trois fois pour que 1l'aminoéthyl-cellu-
lose devienne blanche, puis on lave 3 l'eau distillée jusqu'a

pH neutre. L'aminoéthyl-cellulose est alors séchée par aspira-
tion 4 la trompe 3 eau puis introduite dans 100 ml de tampon
de couplage (quadrol 0.33M dans un mélange n~propanol/eau,
3:4, v/v, ajusté & 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 (benzéne et acétate d'éthyle), ils sont purifiés par
conservation sur alumine Woelm W 200 neutre super I (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 ségquence d'un hekadécapeptide (résidus 69-84)
de l'histone H4 de thymus de Veau, obtenu par coupure de la

N . , . . . . e
protéine” au niveau des résidus d'acide aspartique, a é&té

% Ce peptide nous a été aimablement donné par Maurice COUPPEZ.
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effectuée avant et aprés traitement du quadrol et des solvants
de lavage. Une quantité de peptide voisine de 50 nanomoles a
été séquencée en programme quadrol en présence de polybréne. La
comparaison des rendements des différentes PTH-AA déterminées
est présentée dans le tableau IIT.

On peut remarquer que les rendements obtenus avec le
programme quadrol traité& sont supérieurs a ceux obtenus avec
le quadrol non traité, notamment a partir du 6éme cycle ou le
rendement est deux fois plus important alors gu'au départ les
rendements sont voisins. De plus, en utilisant le quadrol trai-
té, nous avons déterminé la séquence complé&te du peptide alors
que précédemment nous n' avions pu déterminer que les 13 premiers

résidus.

IT - 3 MICROSEQUENCE EN PHASE SOLIDE, LIQUIDE, GAZEUSE

Cette technique d'application récente et dont le principe
a 8té exposé dans le chapitre I, a été expérimentée grice a
1'aimable collaboration du Docteur J.Van BEEUMEN de 1'Université
de Gand. .

Pour cette expérimentation nous avons utilisé six nano-
moles d'un hexadécapeptide (peptide 69-84) de l'histone H4 de
thymus de Veau obtenu par coupure de la protéine au niveau des
résidus d'acide aspartique. L'appareil utilisé est fabriqué aux

Etats-Unis par la firme Applied Biosystem et commercialisé en
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France par la Société& SEMSA. La méthodologie employée pour la
séquence en phase "gazeuse'"a été transposée de la méthodologie
employée pour la séquence en phase liquide.

Le peptide a été soumis a la dégradation d'EDMAN automa-
tisée en présence de polybréne avec un programme dont le tam-
pon de couplage est une solution aqueuse de triméthylamine a
25 p.100. Avant 1l'introduction du peptide dans le séquenceur,
trois cycles de dégradation sur le dipeptide glycine-glycine
ont été réalisé&s dans le but de nettoyer le mainteneur.

Les PTH-AA obtenues aprés conversion automatique ont été
identifiées sur colonne CN avec une double détection réalisée
simultanément & 269 et 313 nm. Les quantités de PTH-AA injec-
tées étaient comprises entre 0,3 et 2 nanomoles calculées par
rapport 4 la quantité de peptide soumise d la dégradation.

La quantification de ces PTH-AA a été effectuée par rap-
port & un mélange standard de PTH-AA de 62 picomoles 4 une sen-
sibilité de 0.0l1 AUFS.

Les rendements que nous avons obtenu sont présentés dans
le tableau IV.

Le rendement répétitif calculé a partir des résidus d'ala-
nine en position 1 et 8 est de 87 p.l100. Bien que ce rendement
ne soit pas trés élevé, le peptide a pu &tre séquencé entiére-
ment et les diagrammes d'identification des PTH-AA en HPLC ne
présentaient aucune ambiguité.

Cette technique de dégradation automatique en phase “ga-~
zeuse'requiert environ 10 fois moins de peptide gue la dégrada-

tion en phase liquide. Nous rappelons en effet qu'au cours d'un
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TABLEAU 1IV

RENDEMENTS OBTENUS LORS DE LA DEGRADATION D'EDMAN AUTOMATISEE DU

PEPTIDE 69-84 (6 NANOMOLES) DE L'HISTONE H4 DE THYMUS DE VEAU

PAR LA TECHNIQUE DE MICROSEQUENCE EN PHASE *GAZEUSE"

Rendements en nanomoles

N° Résidu Résidu R-1(1) R(2) R+1(3)
1 Ala 3,2
2 Val 3,7
3 Thr 1,2
4 Tyr 2,4
5 Thr 0,9
6 Glu 1,3
7 His n.d(4) n.d
8 Ala 1,2 0,4
9 Lys 1,9 0,3
10 Arg 1,4 0,2
11 Lys 0,3 0,8 0,2
12 Thr 0,2 0,05
13 val ' 0,2 0,08
14 Thr 0,05 0,1
15 Ala 0,03 0,1 0,04
16 Met - n.d
(2) R = rendement en nanomoles de la PTH~AA obtenue au cours du cycle de
dégradation.
(1) R-1 = rendement de cette PTH~AA au cycle précédent.

(3) R+1
(4) n.d

rendement de cette PTH-AA au cycle suivant.

]

identifiée mais non dosée.
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essai précédent (paragraphe II - 2, p.78), la séquence com-
pléte de 1l'hexadécapeptide avait été déterminée par dégrada-
tion A'EDMAN automatisée en phase liquide 3 partir de 50 nano-
moles de peptide. De plus, les quantités de réactifs et de sol-
vants nécessaires, sont de beaucoup inférieures a celles utili-
sées en phase liquide. Le tableau V nous montre une comparaison

de consommation de réactifs et de solvants pour un cycle de dé-

gradation, effectuée par HEWICK et coll.(31).

Cette microméthode de détermination de la structure pri-
maire des protéines (ou des peptides) semble donc trés intéres-
sante et supplantera, sans doute, dans un avenir proche, les
méthodes en phase liquide et solide qui demandent beaucoup

plus de matériel de départ.



TABLEAU V

COMPARATSON 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 PHASE“GAZEUSE" (31)

Volume en ml de réactifs et de solvants utilisés

SEQUENCEUR EN PHASE LIQUIDE SEQUENCEUR EN PHASE GAZEUSE
Rl : PITC 4 5 p.100 dans le n—heptane 0.4 PITC a 15 p.I00 dans le n~heptane 0.05
R2 : Tampon quadrol 1M pH 9.0 0.7 Tampon triméthylamine a 25 p.100 5 ml/min. de
dans 1'eau débit d'argon
R3 : HFBA, 0.01 p.100 de DIT 0.5 TFA, 0.01 p.100 de DIT 5 ml/min. de
débit d'argon
R4 : TFA 3 25 p.100 dans l'eau, 0.3 TFA 3 25 p.100 dans 1l'eau, 0.05
0.01 p.100 de DTT 0.01 p.100 de DTIT
S1 : Benzéne 7 Benzéne 1.1
S2 : Acétate d'éthyle,0.05 p.100 d'acide 16 Acétate d'éthyle,0.05 p.100 d'acide 2.7
acétique, 0.002 p.100 de DTT acétique, 0.002 p.100 de DIT
S3 : Chlorobutane, 0.00! p.100 de DIT 7 Chlorobutane, 0.001 p.100 de DTT 1.2
S4 : Acétonitrile, 0.001 p.100 de DTT 4 | Acétonitrile, 0.001 p.100 de DTT 0.3

78



CHAPITRE IIT

LES METHODES D'IDENTIFICATION DES PTH-AA
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PLAN DU CHAPITRE III - LES METHODES D'IDENTIFICATION DES PTH-AA

IIT - 1 LA CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE

IIT - 2 LA CHROMATOGRAPHIE EN PHASE GAZEUSE

IIT - 3 LA REGENERATION DES ACIDES AMINES A PARTIR DES PTH-AA

IIT - 4 LA SPECTROMETRIE DE MASSE

IIT - 5 LA CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE A HAUTE PERFORMANCE

IIT - 5-1 La chromatographie solide-liquide

IIT - 5-2 La chromatographie liquide-liquide
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ITT - 1 LA CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE

La chromatographie sur couche mince fut une méthode
d'identification trés populaire jusqu'a l'avéﬁement de la
chromatographie liquide a 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 premiére identification est réalisée
par chromatographie ascendante jusqu'aux 2/3 de la hauteur
de la plaque, avec le solvant I (chloroforme-méthanol, 1:1,
v/v), suivie d'une migration jusqu'en haut de la plaque
avec le solvanf IT (chloroforme pur). La révélation des PTH-
AA s'effectue & 1'aide diun réactif iode-azide de sodium :
dans ce cas les PTH-AA apparaissent en blanc sur fond ocre,
ou d'un réactif 3 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-
téme-solvant, peuvent &tre séparées dans d'autres systemes-

solvants.
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KULBE (39) utilise pour sa part, une méthode de
chromatographie bidimensionnelle sur plaque de polyamide
de 5cm x 5cm. La premiére dimension est réalisée dans un
mélange toluéne/n-pentane/acide acétique (60:30:16, v/v),
et la seconde dans l'acide acétique a 25 p.l00. La détec-

tion des PTH-AA se fait en lumiére ultraviolette 3 254 nm.

Ces techniques d'identification en couche mince ont
l'avantage d'é&tre trés rapides, peu cofiteuses, mais elles
restent limitées par 1l'absence de dosage des PTH~AA détec-

tées,



IIT - 2 LA CHROMATOGRAPHIE EN PHASE GAZEUSE

Cette technique est appliquée pour la séparation de
produits volatilisables. Les PTH-AA n'ont pas toutes le
méme pouvoir de volatilité. On peut les classer en trois

catégories :

- Les PTH-AA ayant une bonne volatilite :

alanine, glycine, valine, proline, isoleucine,
leucine, méthionine, phénylalanine et tyrosine.

- Les PTH-AA ayant une volatilite moyenne :

tryptophane, asparagine, glutamine, histidine,
thréonine, sérine, S-carboxyméthylcystéine,

lysine.

- Les PTH-AA & volatiliis nuble :

acide aspartique, acide glutamique, acide cys-

téique et arginine.

Pour identifier les PTH-AA des deux derniéres catégo-
ries, il est nécessaire de les transformer en dérivés vola-
tils par couplage avec le N.0.Bis triméthylsilylacétamide
(BSA) . Cependant, malgré cette transformation les PTH-ly-

sine et arginine sont trés difficilement détectables.

89



Les supports et les phases stationnaires les plus
utilisés pour cette chromatographie en phase gazeuse, sont
ceux décrits par PISANO et BRONZERT (50) . La meilleure sé-
paration est obtenue sur chromosorb WHP 100/120 mesh im-
prégné de chlorophénylsilicone (SP 400 & 10 p.l00). Les
colonnes soﬁt en verre car les PTH-AA sont partiellement

=

détruites 3 chaud au contact des colonnes métalliques.

Cependant, bien que cette méthode soit relativement
rapide et assez sensible, elle présente quelques inconvé-

nients :

- Transformation incompléte des PTH-AA en dérivés
volatils.

- Décomposition thermique de PTH-thréonine, PTH-
sérine, PTH-tryptophane et PTH-tyrosine.

- Désamidation partielle de PTH-glutamine et PTH-

asparagine.

90

De ce fait, la quantification des PTH-AA ne peut &tre

réellement faite que sur les PTH-AA volatiles classées dan

la premiére catégorie.

S
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IIT - 3 LA REGENERATION DES ACIDES AMINES A PARTIR DES PTH-AA

La régénération des acides aminés & partir des PTH-AA
se fait généralement par hydrolyse acide soit par HCl 5.6N
3 130-150°C pendant 16 3 24 heures (59), soit par HI 5N &
140°C pendant 24 heures (56).

Cette régénération par hydrolyse acide transforme les
PTH-sérine et PTH-S-carboxyméthylcystéine en alanine, la PTH-
thréonine en acide a-aminobutyrique, et les PTH-tryptophane
et méthionine sont détruites. AFRICA et CARPENTER (1 ) pré-
férent utiliser l'hydrolyse alcaline par la soude O.1lN a
120°C pendant 12 heures. Cette méthode de régénération trané—
forme la PTH-thréonine en glycine et la PTH-arginine en or-
nithine. La PTH-tryptophane est partiellement détruite. Quant

aux PTH-sérine et PTH-acide cystéique, elles sont totalement

détruites.

On remarque donc que cette méthode n'est pas idéale
pour identifier les PTH-AA. De plus, bien que cette méthode
soit quantifiable, elle n'est jamais utilisée comme technique
principale d'une part & cause de son manque de rapidité et
d'autre part a cause du fait que la régénération ne se fait
jamais a 100 p.1l00 et que les rendements obtenus varient

d'une méthode d'hydrolyse & 1l'autre.
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III - 4 LA SPECTROMETRIE DE MASSE

La spectrométrie de masse est souvent utilisée pour dé-
terminer les phénylthiohydantoines d'acides aminés particuliers.
Elle est employée soit couplée a la chromatographie en phase

gazeuse, soit seule.

Dans le cas de la spectramétrie de masse couplée a la chro-
matographie en phase gazeuse, les échantillons sont introduits
dans le chromatographe aprés avoir été& modifiés chimiquemeht de
maniére & &tre volatils. Le diagramme des PTH-AA apparait sur
l'enregistreur et lorsqu'on est au sommet d'un pic, une simple
pression sur une touche du tiroir de commande du spectrométre
de masse, déclenche le balayage des masses et l'inscription du
spectre de masse sur un enregistreur. Cette technique, qui ne
peut é&tre utilisée'que si les PTH-AA sont modifiées de maniére

a étre volatils, est trop longue.

Certains auteurs (61) préférent aujourd'hui utiliser di-
rectement le spectrométre 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 trés élevé, elle n'est utilisée que pour résou-
dre des problémes structuraux bien précis, qui ne peuvent &tre
résolus par des méthodes chimiques ou des méthodes physiques

(spectroscopie de RMN, spectroscopie infrarouge).
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IIr - 5 LA CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE A HAUTE PERFORMANCE (HPLC)

Il v a deux types de chromatographie liquide a haute
performance gui sont adaptés a la séparation des PTH-AA.
Ce sont : - la chromatographie solide-liquide

- la chromatographie liquide-liguide

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 um (Merck) sont généralement utilisés pour séparer les PTH-

AA (23).

La colonne de Spherisorb S 5W est &luée par un mélange
dichlorométhane contenant 4 p.100 d'éthanol, 4 p.100 de di-
méthylsulfoxide et 0.35 p.100 d'acide formique a 20 p.1l00.

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 d'isopropanol et 175

ppm de diméthyle sulfoxyde.
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Elle sépare 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 fagon sont bons mais la mé-
thode est longue car il est nécessaire d'avoir systématiquement

recours 3 deux chromatographies pour séparer tous les PTH-AA.

III - 5-2 La chromatographie ligquide-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 octadécyle—(CH2)17—CH3 et grou-

pe phényle, soit de polarité intermédiaire : groupe cyano -CN.

La phase mobile utilisée étant une phase polaire, on
réalise de cette fagon 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 colt élevé et la toxicité de l'acéto-

nitrile, beaucoup d'entre eux utilisent le mé&thanol.
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De nombreuses méthodes de séparation des PTH-AA par
chromatographie liquide-liquide ont été décrites dans la
littérature.

ZIMERMAN et coll. (66) séparent les PTH-AA sur une
colonne Zorbax ODS (type C18) d 50°C avec un gradient li-
néaire d'acétate de sodium (0.01N) et d'acétonitrile.

BHOWN et coll. (4 ) préférent employer une colonne
Altex Ultrasphé&re ODS (type C18) a température ambiante
avec un gradient linéaire d'acétate de sodium 0.04M pH 3.72
et de méthanol.

D'autres auteurs comme FOHLMAN et coll. (21) séparent
les PTH~AA sur colonne micro-Bondapak C18 (Waters) & 37°C
avec un gradient concave d'acétate d'ammonium pH 5.1 et
d'éthanol.

Citons encore la méthode proposée par HENDERSON et
coll. (28) qui utilisent une colonne micro-Bondapak phényle
(Waters) avec un gradient linéaire d'acide propionique a
0.85 p.100 pH 3.80 et de méthanol & 90 p.l00 ; ainsi gque les
travaux de JOHNSON et coll. (36) qui employent une colonne
micro-Bondapak cyano (Dupont Zorbax) a 31°C avec un gradient
linéaire d'acétate de sodium 0.024M pH 5.40 et de méthanol/
acétonitrile (17:3, v/v).

Nous citerons enfin la technique utilisée par
HUNKAPILLER et HOOD (34) gqui séparent les PTH-AA sur une
colonne cyano (HPLC analytical grade, IBM Instrument) avec
un gradient linéaire d'acétate de sodium 0.015M a pH 5.8

et de méthanol/acétonitrile (1:4, v/v).
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Cependané, aucune de ces méthodes ne permet de séparer
toutes les PTH-AA. C'est pourquoi, nous avons é&té& amenée 3
utiliser en routine deux types de supports : une colonne de
micro-Bondapak C18 {(Waters) et une colonne de micro-Bondapak
phényle (Waters). Ainsi, les PTH-AA qui ne sont pas séparées
sur le premier support, sont parfaitement résolues sur le

second.

Dans un premier temps, les PTH-AA sont donc identifiées
sur la coionne micro-Bondapak Cig (Waters) en milieu acétate
de sodium 10 mM pH 4.27 avec un gradient linéaire de 10 &

48 p.100 de méthanol, dérivé de celui décrit par HERMANN et
coll. (29). Cette séparation qui est présentée dans la figure
21 est réalisée 3 température ambiante en 25 minutes. La PTH-
homocitrulline est utilisée comme témoin interne pour la
quantification. La PTH-valine et la PTH-méthionine, de méme
que la PTH-phénylalanine et la PTH-isoleucine ne sont pas

séparées dans ce systéme.

Dans un second temps, les PTH-AA sont séparées sur une
colonne micro-Bondapak phényle (Waters). La séparation que
nous obtenons est présentée dans la figure 22 . Elle est réa-
lisée en 42 minutes en milieu acétate de sodium 10 mM pH 4.27
avec un gradient linéaire de 10 & 55 p.100 de méthanol. Gréce
3 cette colonne, les PTH-méthionine et PTH-valine ainsi que

les PTH-phénylalanine et PTH-isoleucine sont parfaitement sé-

parées alors qu'elles ne le sont pas sur la colonne de C18'
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Pour l'identification de la PTH-histidine, nous avons
été amenée d utiliser un troisiéme type de support. Il
s'agit de la colonne micro-Bondapak cyano (Waters). La sépa-
ration que nous obtenons est présentée dans la figure 23.
Elle est effectuée en 25 minutes, en milieu acétate de so-
dium 3 mM pH 5.20 avec un gradient linéaire de 2 a 65 p.1l00
de méthanol. Comme nous le remarquerons, cette colonne gqui
donne une tré&s bonne résolution de laPTH-histidine, permet
également de séparer les PTH-méthionine et PTH-valine ainsi

que les PTH-phénylalanine et PTH-isoleucine.

Cependant, lorsque le tampon de couplage utilisé pour
la dégradation contient de la diméthylallylamine le recours
3 la chromatographie en phase gazeuse est nécessaire pour
identifier de fagon certaine la PTH-valine car la DMAA donne

un artefact qui, en HPLC, est élué avec la PTH-valine.

Au cours des différents essais de séparation des PTH-
AA, nous avons été amenée a utiliser une colonne Altex
Ultrasph@re ODS commercialisée par la Société Beckman. Un
diagramme de séparation des PTH-AA obtenu sur cette colonne
est présenté dans la figure 24. L'analyse est effectuée en 60
minutes en milieu acétate de sodium 10 mM, pH>4.27 avec un
gradient linéaire de 14 & 50 p.100 de méthanol. Comme nous
pouvons le remarquer, cette colonne donne une trés bonne

résolution pour les PTH-AA et notamment 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 trés mal résolues.

Ces PTH~arginihe et PTH-histidine ont en plus un com-
portement assez particulier et ceci sur n'importe quelle
colonne. Elles sont en effet trés sensibles au pH et a la
molarité des tampons. Il est possible par exemple, en modi-
fiant un de ces paramétres de les &éluer trés rapidement ou
tréds tardivement. De plus, le vieillissement des colonnes
entraline 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 phénoméne de séparation par hydrophobicité,
se superpose un phénoméne d'échange d'ions avec le support
de silice. On pallie cependant & cet inconvénient en augmen-

tant ou en diminuant la molarité du tampon.

Au cours de toutes les déterminations de séquence que
nous avons effectuées grice au séquenceur, nous avons é&gale-
ment &té confrontée aux problémes de l'identification des
phénylthiohydantoines d'acides aminés modifiées, ces acides
aminés pouvant &tre modifiés par des réactifs chimiques. Les

résidus de cystéine par exemple sont alkylés aprés réduction
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ou transformés en résidus d'acide cystéique. Cette modifica-
tion a pour but de cliver les ponts disulfures et de dérouler
la chaine 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 mé&thionine

sulfone.

- par l'acide iodoacétique qui donne la S-carboxyméthyl-

cystéine.

- par 1'iodoacétamide qui transforme la cystéine en

S-carboxyamidocystéine.

- par 1'éthyléne imine : on obtient alors l'aminoéthyl-

cystéine.

- par le méthylparanitrobenzéne sulfonate qui donne la

méthylcystéine.

- par la 4-vinyl-pyridine qui donne la pyridyléthyl-

cystéine.

Sur cette figure 25, nous avons également fait appa-
raitre 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 1'HCl/mé-
thanol, ou encore au cours du temps si les PTH~AA ont été

reprises par le méthanol aprés une conversion a 1'HCl/eau.



FIGURE 25

SEPARATION DES DIFFERENTES PTH-AA DES DERIVES

DE LA CYSTEINE ET DES PTH-AA DES DERIVES METHYL-

ESTER DES ACIDES DICARBOXYLIQUES SUR COLONNE

UBONDAPAK C

18
SO3—C : PTH
CM-C : PTH
CAM-C s PTH
DoMe 2 PTH
EoMe s PTH
MeC s PTH
CM-CoMe : PTH
Pe-C ¢ PTH
Ae-C s PTH

acide cystéique

S-carboxyméthyl cystéine
S-carboxyamidométhyl cystéine
aspartique méthylester

glutamique méthylester

méthyl cystéine

carboxyméthyl cystéine méthylester
pyridylethyl cystéine

aminoéthyl cystéine
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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 chaine 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 1l'identification
en HPLC sur colonne micro-Bondapak Cig (Waters) est présen-
tée dans la figure 26, apparait sous la forme de trois pics

caractéristiques.

Nous avons également été amenée a 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
ge-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 4 eux &tre 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 Z3 de Roussette.

L'identification de la PTH-AA correspondante n'a pu
&tre réalisée que grdce 3 la spectrométrie de masse et a

l*'analyse en spectroscopie infrarouge.
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CHAPITRE IV

CONTRIBUTION A LA DETERMINATION DE LA STRUCTURE PRIMAIRE

DE DIFFERENTES PROTEINES
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PLAN DU CHAPITRE 1IV

CONTRIBUTION A LA DETERMINATION DE LA STRUCTURE PRIMAIRE DE

iv

Iv

v

DIFFERENTES PROTEINES

DETERMINATION DE LA STRUCTURE PRIMAIRE DE LA

PROTEINE HRm DE Rhizobium meliloti

DETERMINATION DE LA STRUCTURE PRIMAIRE D'HISTONES HZ2A

ISOLEES D'INVERTEBRES MARINS

DETERMINATION DE LA STRUCTURE PRIMAIRE DE PROTAMINES

DE MAMMIFERES ET DE POISSONS

IV - 3-1 Protamines de Mammiféres

IV - 3-2 Protamines de Poissons. Structure primaire
de la Scylliorhinine 4 de sperme de Roussette

(Seylliorhinus caniculus)
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Les travaux concernant la détermination de la structure
primaire de la protéine HRm de RhZzobium meliloti ont fait

1'objet des publications suivantes :
Publication 1

Characterization and structural study of the DNA~binding protein

HRm from Rhizobium meliloti.
LAINE B., BELAICHE D., SAUTIERE P. and BISERTE G.

Biochem.Biophys.Res.Commun. (1982) 106, 101-107.

Publication 2

Primary structure of the DNA-binding protein HRm from RiZzobium

melilott.

LAINE B., BELAICHE D., KHANAKA H. and SAUTIERE P.
BEur.J.Biochem. (1983) 131, 325-331.



























































































































































































































































































