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INTRODUCTION

Les neurotoxines, sont.des outils tres impontants car Leunr
gtude ouunelﬂa voie d une melllewre connaissance de L£'aspect moféculai-
ne de La conduction et de La thansmission nerveuses. | .

En ce qui concerne Les newrotoxines du venin de scorpion,
AL est maintenant tabli que Leur action se manifeste sun Leb canaux
sodium et potassium des axones (ADAM et coll. (1966).; KOPPENHOFFER et
SCHMIDT (1968 a.et b). Ceci explique £'inténét croissant que Les phar-
macoLogistes moleculaines pontent aux,neuaotoxénéé animales dont L'u-
tilisation aide davpﬂué en plus a.la comphéhénAion du gonctionnement
des membranes excitables.

L'objet de noine-tnavaiz, qui est L'etablissement de La
structure primaine de La toxine V dd venin du scorpion d'Aénique du
Nond Androctonus mauretanicus mauretfanicus (Amm), entre dans Le cadre
des nrechenches entreprnises dans ﬂe.ZabonatoLne de Blochimie de La
Faculte de Médecine, Secteur Nord, de £'Université d'AIX-MARSEILLE,
sun Les venins des scorpions.



PREMIERE PARTIE

METHODES DE- PURIFICATION . ET DE- DETERMINATION
DE LA SEQUENCE D'UNE PROTEINE



CHAPITRE: I

PRINCIPES GENERAUX DE LA PURIFICATICN D'UNE PROTEINE

1 - PROCEDES DE SEPARATION BASES SUR LA TAILLE MOLECULATRE

A - Dialyse et Ultrafiltration

Les protéines globulaires en solution peuvent étre faci-
lement séparées des. solutés de faible poids moléculaire par dialyse :

Cette technique utilise une membrane semi-perméable qui
retient les grosses molécules et laisse passer les molécules de taille
inférieure,

Une autre méthode de séparation des protéines d'avec
les petif® molécules est 1'ultrafiltratien dans lagquelle une pressien
ou-une force centrifuge.est utilisée peour filtrer les molécules de so-

lutés a travers une membrane semi-perméable.

B - Centrifugation en gradient de densité

En solutien, les protéines ont. tendance & sédimenter
lorsqu l‘on les soumet & des ferces centrifuges élevées qui. s'epposent
a la tendance & la diffusioen. Il est donc pessible de séparer un mélan-
ge de -4pr®téines' par - des méth@des de centrifugation.

‘bDans la plupart des. techniques ceurantes, un gradient
de densité centinu de:saccharese est d'aberd préparé dans un tube &
centrifuger en plastique.par un systéme qui mélange une solutien cen-
qentrée de saccharose, d de l'eau dans un rappert décreissant au fur et
i mesure que le tube est rempli, de telle sorte que.la densité du milieu
soit la plus grande a l'extrémité inférieure du tube,
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Le mélange de macremolécules est déposé i la partie supd-
rieure du gradient. '

La centrifugation a grande vitesse du tube dans un rotor
en position herizentale, améne chaque type de macremplécules a sédimen-—
ter a éa propre vitesse déterminée essentiellement par. le peids de la
particulé , mais aussi par sa densité et sa ferme, ce qui se traduit
i:ar la censtitution de bandes s@parées ou zones. v

Habituellement, la centrifugatien est arrétée lersque
1'équilibre est atteint, c'est-a-dire lorsque les bandes deviennent im-
nebiles.

La positien des. bandes protéiques peut &tre localisée
eptiquement ou par‘ recueil seigneux du centenu du tube en percant un
trou de petite taille & son extrémité inférieure : les &chantillens
sont. cellectes et analyses. Le tube en plasthue peut egalement etre
congelé et coupé en couches minces pour une analyse.

C.- Chrematographie d'exclusion moléculaire

L_'une des méthodes les plus utilisées et les plus ef-
ficaces pour séparer les protéines les unes des autres par leur peoids
et leur taille est la chrematographie d'exclusion moléculaire,

Dans-la chrematographie d'exclusion meléculaire, €gale-
ment - appelée "gel filtratien" eu "filtratien moléculaire" , le mélange
de protéines est disseus dans un . tampen cenvenable et va traverser par.
gravité une ‘colenne contenant des billes tassées d'un matériel inerte
extrémement hydraté et polymérisé, qui a d'abord &té lavé et équilibré
avec le méme . ' ' _

Les colennes habituellement utilisées sont f@rmees de
Sephadex (nem cemmercial d'un dérivé pelysaccharidique) eu de Biegel
(nem commercial du pelyacrylamide) , les billes de gel_presentant diffé-
rents degrés de porosité interne. '

Dans les colennes, les protéines de différentes tailles
moléculaires pénétrent plus ou moins dans les peres internes des billés
et ainsi traversent la colonne 3 différentes vitesses.

Les trés grandes mplécules protéiques ne peuvent entrer
dans les pores des b:.lles et on dit qu'elles sent "exclues" : elles
sertent dans:le velume 4d' exclus:.en ou, "volume mort" de la célenne,
défini comme le -volume de la phase agueuse située d l'extérieur des

‘billes.



Inversement, les petites molécules peuvent entrer libre-
ment dans les pofes des billes, Les petites protéines sent retardées
par la colenne, tandis que-les plus grosses passent rapidement au
travers.

A partir des mesures de la cencentratien protéigque
dans' les fractions de 1'é@luat, une courbe d'é&lution peut &tre ebtenue.

2 — PROCEDES DE SEPARATION BASES SUR LES DIFFERENCES DE SOLUBILITE

La solubilité des protéines en selutien est fonctien, en
dehors de leurs caractéristiques intrinséques:
= du pH,

- de.la ferce ienique,
- des~priétés électriques du selvant et
- de la.température.

Ces variables peuvent &tre utilis€es peur séparer les cons-
tituants d'un mélange de protéines, car chaque.protéine pesséde une
campoesitien particuliére en amino-acides qui-détermine sen cemporte-
ment ce?m*e‘éleci':relyte. '

A - La précipitation ise-€électrique

Les protéines ont des pH iso—€lectriques qui différent
selon leur contenu en résidus d'acides aminés pessédant des chaines la-
térales ienisables. |

Elles peuvent_ donc étre séparées les unes des autres
par une précipitatien ise—€lectrique.

Quand le pH d'un mélange protéique est ajusté au pH iso-
électrique de 1'un de ses cempesants, ce campesant aura tendance & pré-—
cipiter, laissant en solutien les protéines dent le pH iso—€lectrique

est supérieur ou inférieur au pH.choisi.
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B — Disselution par. les sels (salting in) et relargage

(salting out) des protéines

Les sels neutres agissent sur la solubilité des protéi-

nes glebulaires.
A faible concentratien, les sels augmentent la solubi-

1lité de nembreuses protéines, phénoméne appelé disselutien par les

sels ou "salting in".
_-Les sels d'ions bivalents, cemme le chlerure de magné-

sium MgCl, ;»e'{'-;_le sulfate d'ammenium (NH4) 2SO 4 Sent.les plus efficaces

pour, provoquer un "salting in".
L_'actvion des sels neutres sur.la solubité des protéines

est -fenction de leur force.ionique qui mesure & la feis la cencentra-
tion et le nembre de charges électriques sur les cations et les aniens

fournis par- les selé .

L'effet de "salting-in" est d a des medificatiens de
la tendance spontanée d'ionisation dés chaines latérales disseciables

sur la pretéine.
solubilité d'une protéine commence & diminuer. A une ferce ionique
suffisamment &levée, une protéine peut &tre presque cemplétement pré-
cipitée : cet effet est appelé relargage ou "salting-eut".

Par ailleurs_, -l@rsque la force ienique augmente, la

3 — PROCEDES DE SEPARATION BASES SUR LA CHARGE ELECTRIQUE

La séparatioen de protéines selen leur charge électrique dé-

pend en fin de cempte de leurs preopriétés acide-basiques. Les protéines
différent par-leur cempesitien et leur séguence en amino-acides et cha-
cune d'elles posséde ainsi des propriétés acide-basiques distinctes,

A - Les méthedes électrophorétiques

Il existe un grand nembre de formes différentes d'élec-
trephorése (Egalement appelée ionopherése) utilisées peur la séparatien

et l'analyse d'un mélange de pretéines.



- L'électrephorése "libre"

Le prototype de toutes ces méthodes modernes est
1'électrephorése "libre" ou de "ff@ntiére", d'abord déveleppée par
A, TISELIUS, en Suéde, en 1937. Dans l'électrepherése "libre", une
solution tampen d'un mélange de protéines est placée dans une cellule
d'ebservation ayant la ferme d'un U.avec une couche de “tampen pur- :
placée au-dessus de la solution pretéique. La cellule est immergée
dans un bain-& température constante, iseolée des vibrations.et un.

champ électrique est établi entre les électrodes, les protéines char-

gées négativement vent migrer vers l'anede et celles qui. sent chargées
pesitivement vers la cathode.

Afin d'obtenir un schéma complet de toutes les protéi-
nes dans-un mélange, le pH du vmi]-.ieu est habituellement cheisi de telle
sorte que toeutes les protéines migrent dans le mé@me sens, mais avec

des mebilités différentes.

- L'électropheorése '"de zene!

Dans - 1'électrophorése de zene, la selution aqueuse
de protéines est immobilisée dans une matrice ou suppert solide, naté—
riel pereux hydraté qui posséde une rigidité mécanique &liminant les
anemalies dues & la convectien eu-a la vikbratien. En biochimie clini-
que, les plus largement utilisés de.ces supperts sent le papier filtre
et les bandes d'acétate de cellulose.

L 'électrophorése est poursuivie.jusqu'a ce que 1eév
principaux composés protéiques se séparent en zones, d'ol le nem d'é-
lectrophorése "de zene", La positien et la quantificatien des protéi-
nes dans cés. zones sont déterminées gréce a une coleratien des protéi-
nes, la densité de coloration est preportionnelle a la quantité de

protéines et peut &tre estimée avec un densitometre.

En recherche fendamentale pour vérifier le degré de pu-
reté d'une protéine, on utilise souvent 1'électropheré@se sur gel de
polyacrylamide ., La migratien des protéines s'effectue & travers des
gels hétérogénes, vc‘:ylj.ﬁdriques et verticaux. Ceux—-ci sent préparés a
partir d'un menemdre principal (acrylamide) et d'un menem®re de liai-~
sen- (N, N'-méthyléne-bis-acrylamide) pelymérisés, & l'abri de l'air,

en présence d'un catalyseur (N,N,N',N'-té&traméthyl-éthyléne diamine



ou TEMED) et d'un exydant (persulfate d'ammonium). Le fractiennement
des protéines, sous forme de disques résulte des différences de mebi-
1ité électrepherétique. et d'un peuveir de filtratien du gel.

Aprés l'électrophorése, la celeration des pretéines

s'effectue seit avec le neir.amide, seit avec le bleu de coemassie.

L'évaluation quantitative est réalisable avec un den-
sitemdtre-intégrateur sur lequel s'adapte un disque spécial permettant
la photemétrie en transmissien des électrophorégrammes. Un filtre
intervient suivant'le celerant utilisé :

- noir amide : filtre a 610 nm (&cran rouge)

- bleu de cocmassie : filtre 4 560 nm (&cran jaune vert).

B -1Ia chromatog‘rgphie sur échangeurs d‘i@ns-

Elle fut-d'abord utilisée avec succés pour la sépara-
tien de mélanges de protéines par. H.SOBER et E.PETERSON-aux Etats-Unis
en 1956, Les matériaux-les plus commmément utilisés pour la chremato-
graphie des protéines sent des dérivés de cellulese préparés par syn-
thése. La _diéthyl—amine—éthyl—cellul@se‘ (DEAE cellulese) centient des
greupements chargés positivement a pH 7 et se comperte ainsi cemme un
échangeur d'anions. A l'inverse la carboxy méthyl-cellulose (CM-cellu-
lese) contient des groupements chargés négativement & pH neutre et
fenctienne denc en échangeur de cations. - '

Des mélanges de protéines sont séparés et leurs cempo-
sants individuels successivement &lués sur des colennes de DEAE-cellu-
lose par exemple en passant des séries de tampens de pH décroissant
ou une:série de solutiens de sels de force ienique creissante qui ent
pour effet de diminuer les liaisens des protéines anieniques avec le

suppert échangeur.

4 - SEPARATION DES PROTEINES PAR ADSORPTION SELECTIVE

Les protéines peuvent &tre absorbées, puis s€lectivement
€luées sur des celennes d'un matériel finement divisé, relativement

inerte, qui-posséde une grande surface par rapport & la taille des .
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mlécuiesu Il s'agit de substances nen pelaires (comme le charben) eu
de substances polaires (comme les gels de silice eu d'alumine).

| Le plus largement et le plus efficacement utilisév de ces
abserbants peur la purificatien des protéines, est une forme cristal-
line du phesphate de calcium, 1'hydrexyapatite, la méme substance
minérale que celle trouvée dans l'es, Vraisemblablement les groupements .
chargés négativement des meolécules protéiques se lient aux iens
Ca2+ ‘dans. les cristaux de 1'hydroxyapatite. Les protéines peuvent &tre
éluées, 3 partir des colennes d'hydroxyapatite, & l'aide de tampens
phosphates. - '

5 -— PROCEDE DE SEPARATION BASE SUR LA SPECIFICITE DU LIGAND :
CHROMATOGRAPHIE D'AFFINITE

Certaines protéines peuvent &tre iselées a partir d'un mé-
lange trés domplexe et amenées 3 un degré élevé de purificatien,  seou-.
vent-en une seule &tape par la chrematographie d'affinité, Cette méthede
est bas@e sur des propriétés bielogiques de certaines protéines, c'est-
a—dire leur capacité de fixer nen cevalentiellement et spécifiquement
une autre molécule appelée "ligand".

Cette méthede dépend ainsi de 1'affinité bielegique de la
protéine p@ur un ligand caractéristique., La protéine se lie spécifique-
ment-au composé fixé& sur la celenne tandis que les autrés melécules
traversent cette derniére sans &tre retenues : 1'élutien de la protéine
étudiée peut &tre ensuite ebtenue de telle sorte que l'en deit ensuite

1'éluer par une selutien centenant la melécule de ligand libre.
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CHAPITRE IT

_DETERMINATICN DE LA COMPOSITION GLOBALE DE LA PROTEINE
EN_AMINO-ACIDES

1 - LES ANCIENNES METHODES.

Les amino-acides basiques &taient précipités par 1'acide
phesphetungstique et fractionnés ensuite. Les amine-acides neutres et
les amine-acides acides &étaient estérifiés par 1!éthanel et 1l'acide
chlerhydrique, -les esters étant ensuite séparés par distillatien frac-
tiennée. .

Les techniques micrebiolegiques de séparation des amino-
acides utilisaient les culi:ures micrebiennes : la concentration de
l'amine—acide &tait évaluée soit par la méthode. turbidimétrique,. seit.
par titrage de l'acide lactique formé (cas d'utilisatien d'une culture
de Lactobacillus), |

2 — LES METHODES CHROMATOGRAPHIQUES

En 1947, la technique de chromatographie de partage sur:
papier fut intreduite par CONSDEN et collaberateurs.
La technique.de séparation par chromat@graph;e d'échange:

-d'iens s'est montrée encere plus efficace.

Dans une ampoule spéciale pour hydrelyse, on dispose un &chantillen de
la pr@téine' iselée et purifiée et en ajoute de 1'acide chlerhydrique
6N trés pur ; on congtle et, aprds avoir fait le vide dans 1'ampeule,
en la scelle et en la place & .1'é@tuve &.110°C pendant 20 heures eu 70
heures. ‘Ensuite, on sort l'ampoule, _,@n.‘ l'euvre et en séche le centenu

d l'aide d'un évaporateur rotatif.
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On .reprend 1l'hydrelysat dans le tampon d'analyse et on le
chromategraphie sur échangeur d'iens.
' I1 sort de l'enregistreur autematique un diagramme.présen-

\‘J tant -une série de pics dont chacun représente un amino-acide denné.
Chaque amine-acide es£ ensuite quantifié par rapport & une analyse stan-
dard., '

Les résultats correspondent & la coamposition glebale de la

protéine en amine-acides,
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\j : CHAPITRE IIX

DETERMINATION DES AMINO-ACIDES N-TERMINAUX

On peut faire subir & une protéine diverses modifications
chimiques en vue de la détermination des amino-acides N-terminaux.

Ainsi plusieurs méthodes ont ét& décrites par ' différents auteurs.

1 - IA DINITROPHENYILATION

.En 1945, SANGER a montré que le l-fluoro-2-4-dinitrobenzéne
(DNFB) réagissait quantitativement avec les fonctions aminées libres:
de 1l'insuline dans ceftaines cbnditions et qu'une molécule de dinitro-
phényl (DNP)A—glycine,DNP—phénylalanine et ¢-DNP-lysine pouvaient &tre

~ isolées 3 partir de la molécule de DNP-insuline par hydrolyse acide.
74 | ~ NaH
O2N— \F+H2N—?H-CO—NH—?H—C_O-"—CO3—>’
' _— Rl R .
2
NO
2 .
OZN/ \NH—CH—CO—NH—CH—CO——HZQ =
—_— | \
J ‘ Rl R2
N02 N
. 02N NH—CH—COOH+NH2—CH-Cw}I+...
— | : )
~ Ry ®
/ NO . .
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On pése l'échantillon de protéine (1 & 2 umoles) et un poids
équivalent de bicarbonate de sodium. On mElange les deux produits et
on les dissout dans 1l'eau. A ce mélange on ajoute deux volumes de solu-
tion &éthanolique & 5% de l-fluoro-2-4-dinitrobenzéne (DNFB) ; on laisse
2 heures a la température ambiante en agitant ; on acidifie ensuite
par addition de quelques gouttes d'acide chlorhydrique concentré.

Les DNP-protéines sont habituellement insolubles dans ces
conditions. On va donc, centrifuger le mélange. et recueillir le préci-—
pité. Ce précipité va &tre lavé successivement avec de l'éther et de
1l'alcool éthylique afin de la débarrasser de l'excés de DNFB et de
DN-phénol - formé au cours de la réaction. On le soumet enfin successi-
vement & un lavage avec de.l'eau, de l'acétone et de 1'éther.

La DN-prot&ine obtenue est séchée dans un cristallisoir .

sur CL.Ca ou P_O

2 25

2 - LA REACTION DE DANSYLATION

Le chlorure de l1-diméthylaminonaphténe-5 sulfonyl, appelé
chlorure de dansyl, est utilisé comme réactif de marquage. |

Les groupements dansyl sont extrémement fluorescents et le
dérivé dansylé de‘l'axﬁino—acide N-terminal pourra donc &tre détecté
et mesuré avec une grande précision par des méthedes fluorométriques.

Le procédé de dansylation est cent fois plus sensible que la
méthode de .Sanger. '



. ‘4 sous forme de dérivé dansylé.

C - N - CHy HC - N - CH,
> AN
i
l |
O <« S+ O O » §~» O
| |
Cl . NH
* |
THz Ry - CH _ 2H.0
- | &’
R - CH = : SN C=0 '
| (base) '
! C=0 HN
|
~v | l
: HN R, - CH
. 2
.R2 - CH | cC=0
| |
CcC=0. HN
| I
HN R, - CH
| |
Ry, = CH COOH
| E Dansyl-tripeptide
COOH
tripeptide

14

! ‘ Exemple : Identification de 1'amino-acide N-temminal d'un tripeptide

Dansyl-amino-acide

H3g . > CH,
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3 — METHODE DE DEGRADATION D'EDMAN

Actuellement la méthode la plus largement utilis@e comme
réaction de marquage de 1'amino-acide N-terminal est celle décrite par
P.EDMAN (1956).

La protéine doit étre'réduite et alkylée au préalable.

A - Réduction de la protéine

La protéine est mise dans un milieu réducteur et déna-
turant : le milieu réducteur permet la coupure des ponts disulfures et
la libération des groupements - SH ; le milieu dénaturant permet le
déplissement de. la molécule.

B.~ Alkylation

L'alkylation des résidus de cystéine éventuellement

formés s'opére dans le méme milieu tampon que celui utilisé peur .1a

ré&duction.
On ajoute a la protéine l'agent d'alkylation fraichement
préparé. | | ‘ '
Plusieurs méthedes d'alkylation ont &té& décrites :
. méthode & l'acide iodo-acétique.
. méthode. 3 1l'iedure de méthyle.

C - Dessalage :

Afin de purifier la protéine alkylée, on la fait passer
sur un réseau de mailles de Sephadex de taille appropriée dugquel elle
sera exclue. Le dessalage a lieu en milieu acétique 1M. Les sels et
les autres dérivés formés au cours de la réaction d'alkylation sont

retardés et éliminés par la suite.

D - ContrSle de la réaction d'alkylation

Pour s'assurer que la réactien d'alkylation a été
bien conduite, on préléve un échantillon de la. protéine que 1l'on sou-
met 8 une hydrolyse acide totale. L'hydrolysat est ensuite chronfato'-,j-
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} graphié et les amino-acides sont analysés.

. Ia protéin‘e alkylée est ensuite placée dans le séquenceur
j autamatique pour y subir la dégradation d'EDMAN dont le principe est
~y/ A le suivant : ‘

PRINCIPE DE LA DEGRADATION D 'EDMAN

Phénylisothio Phénylthiocarbamyl- " 2-Anilino-5-Thiazolinone
cyarlxate peptide
N
PITC - 1 PIC-peptide 2 ATZ-amino-acides
I couplage clivage
| ' - = —
4 CH H +

H. N - - g -~ - -
’ 5 CH Rl —’——CH Rl NH CH IH
| | |
' C=0 NHC=0 CH_ - NH - C C=0
J 65 ~\ /
- | d ‘ s
¢ v -
VJ NH =] —4 +
\..‘ \V J 1 C6H5 -NH-C=SNH
CH. ~N=C=5+ +
. R. - -
2 CH R2 CH NH3
l [ |
C=0 C=0 CH - R
1 | 2
, . |
! t cZo
R {
. ¥
conversion \
+
H aq. Phénylthiohudantoine
d'amino-acide
NH — CH - Rl R NH - CH - Rl PTH amino-acide
” | | I B
C6H5 - NH-C=S COOH NH- - CH - R1
- _ C cC=0 : ‘
; - @3‘» S S =CC cC=0
- C
—Q’) ‘:\6 ° \ N ~
, |
i — C
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E - Détermination automat;gue'des séquences d'amino-acides

en phase liquide

La dégradation d'EDMAN s'effectue en 3 é&tages dont 2 -
ont. lieu dans le séquenceur automatique (EDMAN 1967) : il s'agit du
couplage (du phénylisothiocyanate PITC avec.la protéine) et du clivage-
(formation de 1'ATZ).

La trOJ.s:Leme étape se fait hors du séquenceur : il

] agJ.t de la conversion de 1'ATZ en PTH-acide aminé.

Le_couplage

' Le phénylisothipcyanate (PITC) &tant trés peu soluble et
relativem_ent_‘instable.en milieu aqueux alcalin, le mélange du réactif.
et du-:tampon de .couplage est réalisé extemporanément dans la coupelle
du ‘séquenceur' au début de chaque cycle, selon les modalités suiVantés :

. addition du PITC en solution dans le n-heptane
(5 : 100 ; V/V) : le volume délivré doit permettre le recouvrement du
film de protéine ou de peptide ; _

. vide restreint, suivi d'un léger séchage 3 1l'azote : cela

permet d'é\}acﬁer le contenu de la canalisation de PITC et d'éliminer
partiellement le n-heptane ;

. additien du.tampon de couplage (9,0 < pH < 9,6) : le vo-
lume délivré doit égalelment permettre le recouvrement du film de pro-
téine. .

Elimination des constituants du .tampon, du PITC en excés.

et de ses dérivés secondaires

A cet effet, la procédure suivante est mise en oceuvre :

- vide progressif suivi d'un balayage d'azote sous vide

'partiel i 11 en résulte une certaine évaporation de divers constituants

du mélange .réactionnel (eau, composés organiques tels que le n-propanol
la pyridine..) ; '

- addition du benzéne : au fur et & mesure de son ascension
le long du film de. PTIC—protéine, le benzéne solubilife les constituants
erganiques. ioxjsqu!il atteint la gorge de la coupelle, il est collecté
et récgpéré dans le flacon-poubelle ;
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— vide progressif, suivi d'un balayage d'azote sous vide
partiel : assure 1'élimination du benzéne résiduel présent dans la
coupelle et le séchage du £ilm de PIC-protéine ;

— addition d'un deuxi@me solvant : un deuxiSme lavage par
un solvant -organique plus polaire que le benzéne tel que l'acétate
d'éthyle ou de butyle est nécessaire pour extraire le quadrol et
éliminer toute trace-de diphénylthiourée. |

- addition d'un acide anhydre peu:volatil (le volume déli-
vré. doit. permettre le recouvrement du film de PIC-protéie ne). Les
acides utilisés sont l'acide n-heptafluorobutyrique. (HFBA) ou, plus
raremént_, 1l'acide n-heptafluoropropionique. La réaction de clivage
est pratiquement immédiate ;

- vide progressif suivi d'un balayage d'azote sous vide
partiel : cela permet d'évacuer le contenu de la canalisation de HFBA
et d'&vaporer partiellement 1'acide.

Extraction et collecte.des 2-anilino-5 thiazolinones (AT?Z)

des acides aminés

- addition du.chlorobutane : au fur et & mesure de son ascen-
sion le long du film de protéine résiduelle, ce solvant solubilise
1'ATZ-acide aminé qui sera collecté dans la gorge de la coupelle et
récupéré dans le collecteur de fractions ;

- vide progreésif suivi d'un balayage d'azote sous vide
partiel : il permet l'évapoi:'ation du .chlorobutane résiduel et le sé-
chage du film de.la protéine amputée d'un résidu sur laquelle sera

effectué un nouveau cycle de dégradation.

Composition des tampens usuels

Tampen .quadrol (N,N,N’,N'-tétrakis— (2-hydroxypropyl) éthyléne diamine

1,0 M acide trifluerocacétique. (TFA), pH 9,0, n-propanol-eau (3 : 4 ;
VA); (EDMBN et BEGG 1967). '
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Tampon diméthylbenzylamine (CMBA)
D-M-B-A-n-propanol-eau (10 : 34 : 40 ; V/V/V), pH 9,4 (HERMODSON et
coll. 1972).

Tampon - diméthylallylamine (DMRA)
DMAA-n-propanel-eau. (2 : 40 : 34 ; V/V/V), pH - 9,4.
Le pH des tampons est ajusté avec de l'acide trifluoro-acétique pur

ou ae l'acide acétique glacial.

Avantages et inconvénients des trois types de tampons de couplage

a) Tampon guadrol 1,0M. Son pouvolr tampon est trés mg ’DB\'\
et 1l'on obtient des flms de protéines trés homogénes. Malheureusement

l'extraction campléte de ce tampen nen volatil nécessite un lavage
prolongé avec du benzéne, puis de l'acétate d'éthyle, Par conséquent
ce tampon ne convient pas a 1l'analyse- séquentielle des peptides ou des
protéines trés hydrophobes qui peuvent étre extraits lors de ces lava-

ges prolengés. "

b) Tampon DMBA. Son pouveir tampon est correct et il a pour
principal -avantage d'étre soluble dans le benzéne. Il n'est donc pas.

nécessaire de recourir a un lavage par  l'acétate d'éthyle pour 1'éli-
miner., Ce tampon peut &tre utilisé pour l'analyse des protéines et des

peptides hydrophobes. v

c) Tampon DMAA, Ce tampon &tant trds volatil, il est néces-
saire d'en rajoutér. de petites quantités en cours de la réaction de
couplage, de fagen & maintenir le pH du milieu réactiennel constant.
Mais du fait-de cette volatilité, la majeure partie du tampon.peut
€tre éliminée par évaporation sous vide et la quantité de benzéne néces-
saire pour le lavage du film est trés réduite, ce qui limite au maximum.
les pertes de peptides. Toutefois, 1l'identification des PTH~acides ami-
nés-est rendue plus délicate en raisen de l'accumulatien des produits
de dégradation secondaire. Il est utilisé pour l'analyse séquentielle
des petits peptides.
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Contrdle de la pureté des solvants

Peroxydes et aldéhydes sont nocifs pour la dégradation
' d'EDMAN. Leur présence dans les solvants peut &tre aisément dépistée. '

Néanmoins, le meilleur critére de qualité des produits est la réalisa-

tion satisfaisante d'une séquence sur une protéine témoin.

Test pour la présence de peroxydes (EDMAN et HENSCHEN 1975)

Selutions :

KT &.1% dans l'eau

a un gramme d'amidon soluble, en ajoute 5 ml d'eau,
la pate obtenue est transférée dans 200 ml d'eau
bouillante.

L'ébullition est prolongée une minute,

La solutien peut &tre.conservée par- addition de chle-

roforme (quelques gouttes),

Dans un tube &-essai sont mélangés 2 ml de solvant

et 1'-ml de solution A.

L'ensemble est évaporée sous azote. Le solvant centient
des péroxydes si une coloratien bleue se développe a.-

1l'adjonction au résidu de 0,5 ml de solution B.

Test de Tollens pour. la présence-d'aldéhydes (EDMAN et HENSCHEN 1975)

Procédure :

A 5 ml de nitrate d'argent (AgNOB) d 10% dans l'eau
sont ajoutés 5 ml de soude &.10%. _ _
De ‘1'ammeniaque 3M est ajoutée goutte 3 goutte jusqu'a:
ce que le précipité se redissolve ( = 5ml ) : 100 ul
de la solution ci-dessus sont ajoutés au méme volume de
solvant ; l'ensemble est laissé 3 1'obscurité une heure

sous. agitation.

¥
A :
B :
;f Procédure :
\4@
ey

‘La présence d'aldéhydes se traduit par 1'apparition d'un

précipité.
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N.B. Au cours de la réaction de Tollens se ferme du fulminate d'argent
explesift.

La conversion

Camme il.a &té dit plus haut; c'est au cours de la conver-
sion qu'est effectuée la transformation de la thiazolinene d'acide ami-

né en PTH-acide aminé,

La conversion peut &tre manuelle ou automatique.

a) Conversion manuelle

- La méthode de référence est celle décrite par EDMAN
et HENSCHEN- (1975) .
La thiazglinone est évaporée & sec sous vide. Au.
résidu sont ajoutés 200 ul d'acide chlerhydrique 1 N. Le ‘tube est -

- balayé par un courant d'azete, bouché puis incubé dix minutes & 80°C.

Il est ensuite refroidi puis on pratique une extraction avec deux fois
1 ml d'ac_éta_Lte d'éthyle.

La phase organique et la phase aqueuse sont séparées
1l'une.de 1l'autre puis évaporées 3 sec sous azote : dans la phase agqueuse
restent les PTH-Arg, - His, Cys 8031_{; de lai pyridyl, éthyl-cystéine
et divers sous preduits ; la phase organique.contient teus les autres

PTH-amino—~acides.

- Une autre technique.de conversien a été intreduite
en méme temps que la méthode de .détermination de la séquence en phase
solide (LAURSEN, 1971) . La conversion est effectuée par l'acide tri-
fluorecacétique & 20% dans 1l'eau sous azete, & 80°C, pendant 10 minutes.
L'extraction est remplacée par une chrosmatographle sur une petite
colonne de DOWEX 50 (0,50 x 1 cm), en forme H , Mmis en suspens:.en dans
le méthanel ; restent accrechés sur la résine, outre des sous-prodults
les PTH-Arg et. - His qu:. peuvent &tre &lués par une base volatile. Les
PTH-ASp et -GIU sont partiellement estérifiés.
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- D'autres méthodes de conversion ont encore été décri-
tes : |
- Méthede, thermique pure : la thiazolinone, évaporée est portée a
80°C pendant 30 minutes - (GUEYER et TODD, 1975).
- Méthode thermique et acide : méthode ‘identique d-la précédente, mis.
& part 1'adjenction &'la thiazolinone de 5 ul d'acide triflucroacé-
tique (STRYDOM, 1977).

En milieu alcoelique rendu acide par:le méthanel-HCl:
(L:10), & 55°C pendant 10 minutes, des.PTH-ASp et.-Glu sont totalement

estérifiés (TARR, 1975).

b). Conversion automatique

Un seul systéme de cenversion automatique a été instal-
18 : il a été décrit dans un séquenceur en phase liquide modifié.

F -~ Méthodes d'identification des PTH-acides aminés

I~ Identlflcatlon par chromatographle en couche m:ane

1.~ Technlqges chromatogral jhlqyes : la chromato-

graphie s effectue en m.'l.gratlon ascendante, un grand nembre de systémes
ont-&té de_crlts :
- sur gel de silice (méthode n°3)-

. (BRIDGEN .et coll., 1975) : on utilise des plaques de 10 x 10 cm
solvants : pour les PTH-amino-acides apolaires chleroforme-méthanel
(99 : 1-; V/V) ; pour les PTH-amino-acides polaires : chleroforme-
méthanol (88 : 12 ; VAV). | "

- sur gel de silice (méthede n°2)

(COHENSOLAL et BERNARD, 1973) ; on utilise des plaques de 6,3 x 6,3 cm
pour .tous les PTH-amine-acides, une premié€re migration ascendante
jusqu'aux 2/3.de la hauteur, en solvant 1 : chloroforme-méthanol

(90 : 10 ; V/V), est suivie d'une seconde migration ascendante sur
" toute la hauteur, eri selvant 2, chleoroferme pur ; pour les PTH-amineo-
acides 'polair‘es, on effectue une seule migration ascendante sur toute.
1d. hauteur, en chloroforme-méthanol. (80 : 20 ; V/V).
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- sur gel de silice (méthode n°1‘); méthode hiStorique d'EDMAN et BEGG

(1967) ; on utilise des plaques de 20x 20 cm.
Selvant - : formamide-xyléne On effectue une seule mlgratlon et la
révélation se fait en lumiere.ultra_.—v:.olet.‘ '

sur polyamide (KULBE, 1974) : on utilise des plaques de 5 x 5 cm

il s'agit d'une chromatographie bidimentionnelle :

lére dimensien :. teluéne-n-pentane-acide acétique (60 : 30 ; 16 ;

/NN -

2&me dimension : acide acétique & 25%.

2 ~ Ré&vélation .
en lumi_ére‘ ﬁltra--vielette : plaques contenant un indicateur de
fluerescence i 254 nm : .on ebserve une.tache violet sambre sur fond.
clair ; pour la méthode sur polyamide, on incorpere 25 mg par litre
de 2~ (4'-tert-butylphényl) - 5 - (4'-biphényl)- 1,3,4 oxadiazol..

On observe une tache sembre sur fond clair a 254 nm.

azide-amidon : plaque préalablement imprégnée d'une solution d'ami-

don -soluble & 1% (p/V) et séchée ensuite 30 minutes 3 80°C ; pulvéri-

sation d'une ‘solution d'azide de Na 3.10% ~ iede 0,1 N-eau
(15 : 10 : 25 ; V/V/V) : en observe des taches blanches sur fond.
brun. '

coleratien a.la ninhydrine (ROSEAU et PANTEL, 1969) : la pulvérisa-
tien d'une solution de ninhydrine (100 mg), collidine (5 ml) dans -
100 ml d’éthanol abselu, suivie d'un chauffage-de 15 minutes & '
110°C, donne des. taches du.PTH-acide aminé. -

ITI - Identification par chrematographle en phase gazeuse-

llﬂl.0..60.0‘..l.'...l.l.ll.u...ll.!.'.‘ll..lli..CI

1 - Appareillage

.Chrematographe en phase gazeuse.- L'appareil classique est équipé

d'un programmateur linéaire de température.et d'un détecteur d'ioni-
sation de flamme. L'h€lium est généralement utilisé comme.gaz vec-
teur. Il est nécessaire d'employer des colennes en verre car les
métaux catalysent la décemposition des PTH-acides aminés.

- Supports inertes et phases.statiennaires. Dif,férerits, sﬁpports et
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phases stationnaires ont été testés. Le meilleur pouvoir de -résolu—
¥ ' 'tion_ a été obtenu avec du chremosorb. W-HP 100/120 "mesh", imprégné:
' ' de chlorophénylsilicone. (S-P-400 & 10%). '
(PISANO et BRONZERT, 1969),
(PISANO et coll. 1972).-

2 - Réselution des PTH~acides aminés : les PTH-

acides aminés peuvent &tre classés.en 3 groupes d'aprés leur comporte-

ment chrematégraphique :

- Greupe I.: camporte les PTH-acides aminés les plus velatils qui
donnent une beonne réponse en ionisation de flamme et apparaissent
sous forme de pics bien symétriques, Ce sent : les PTH-Ala,; —Gly,
-Val, -Pre, -He, Leu, -Met et -Phe. Seuls les PIH-Leu et -Ile
ne-sont.pas différenciés en raison de leur pouveir de rétenﬁions sur
la colenne, & peu prés identique.

- Groupe II': dans ce groupe figurent les PTH-acides aminés : PTH-Tyr,
-Trp, Gln, -His, —-Agm, -

v

&y

~ Groupe III :
ITIa : PTH-Thr, -Ser, -Lys et -S-carboxy-méthyl-cystéine.

IITb : PTH-Asp, —Glu, -Cys et -Arg.

L'identification des PTH-acides aminés appartenant aux groupes II
et IIT, nécessite au préalable leur transformation en dérivés vola-
tils demnant une.réponse satisfaisante en ionisation de flamme.

"Les meilleurs résultats ont été obtenus avec la technique de silyla-
‘“tien, .

3 - Silylation des PTH-acides aminés : Le réactif
couramment utilisé est le N-O-bis- (tri-méthylsilyl) acétamide (BSA)

mais les conditiens de silylation varient selen les auteurs.

W) W

~ silylation de l'échantillon avant l'injection

Un volume adéquat de BSH est ajouté dans le tube contenant le
PTH-acide aminé préalablement desséché. Aprés 10 minutes d'incuba-
tion & 55°C, une partie adéquate est prélevée pour. l'analyse chro-
~mategraphique.
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- silylation au moment de l'injection

La seringue d',inje_ction est remplie dans 1'ordre avec de 1l'acétate
- d'éthyle, du BSA et l'échantillon dissous dans.1'acétate d'éthyle.

Ia silylation s'effectue au moment ol le centenu de la seringue

est .introduit dans la chambre-d'injection. Cette derniére méthode

permet.de réduire la quantité d'échantillon & silyler en minimisant
les risques de destruction thermique des PIH-acides—aminés ; mais le

réaction de silylation est parfois incompléte.

III - Identification des PTH-acides animés par.chrema-

G.ﬂ.l‘l‘..lllll..llb.l.l.Ill}..l."ll..'l'.l.l.l.ll

tographie liquide a haute pressien (HPIC)

1 - Appareillage

La chromatographie liquide ‘& haute pression différe
de la chromatograph_le llqulde classique par une meilleure résolutien,
par une plus grande sensibilité-et par la rapidité des séparatiens.On
utilise des -phases stationnaires de granulométrie trés fine (5 & 10 p)
ceci.entraine des pertes de charges impertantes qui.seront compensées
par l'utilisatien de pompes. spéciales a haute pression.

Les dispositifs particuliers sont :

- la pompe: : _
elle deit pouveir.délivrer le solvant sous une pressioh de-
50 & 300 bars. Elle doit fournir un débit aussi coenstant .
que possible,; soit par sa conception propre, soit i l'aide
d'un amortissement de pulsation. -
- l'injecteur : 2 types
= un. injecteur par vanne & beuche d'&chantillennage permet
d'utiliser différents velumes d'échantillen
- injecteur a seringue autematique ; permet une trés bonne
_ reproductibilité,
- les colonnes : elles sont fabriquées & partir des tubes d'acier -
inexydable, de dimensions standards : |
- colonnes de type 1.: diamétre 3,0 mm ; lengueur 30 cm
- colonnes de type 2. : diamétre 4,7mm ; longueur 15-20 cm
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Les colonnes de type 2.sont plus faciles & remplir de maniére hamo-
géne : la résolution obtenue est sensiblement identique a celle que
donnent les colonnes de type 1.

- les raccords : type "swageh", en acier inoxydable réusiné, sans
volume mort,

- le détecteur : le maximum d'absorption des PTH-acides aminés se situe -
d 269 nm, mais un photamétre & longueur d'onde fixe de 254 nm est
suffisant s'il dispose & la fols d'une grande stabilité et d'une
grande sensibilité (c'est-d-dire d'une sensibilité d'environ 16 a
32/100 de densité optique & pleine échelle)., La cellule de lecture
est une microcuve 3 circulation de capacité infériéur‘e a 10 ul.

Le dessin du parcours est important : il doit éviter les angles
brusques, sujets a turbulence et a piégeage des microbulles. La pré-
sence d'une restriction en aval de la microcuve prévient la formation .
de bulles par dégagage.

- L'élution : 1l'é€lution des solutés peut &tre obtenue : soit a l'aide
d'un solvant uhique ou d'un mélange de solvants (systéme isocrati-
que) , soit par variation progressive du liquide éluant, allant
d'un solvant de force €luante faible & un solvant de force &luante
importante. Dans ce cas, il est nécessaire de prévoir, -en amont de la

pompe, un générateur de gradient.

2 - Identification des PTH—-acides aminés par HPIC

a) Comparaison de la HPIC avec d'autres méthodes

chromatographiques d'identification. L'analyse idéale des PTH-acides
aminés doit réunir les conditions suivantes :
1/ séparation compléte des constituanté
2/ dosage .
3/ faible quantité d'échantillon (égale 6u_inférieu.re d 1 nanomole)
4/ temps d'analyse aussi court que possible '
5/ faible cout d'investissement
6/ non dégradation des échantillons

La HPIC réunit les conditions 2,3,4 et 6 (en
analyse-isocratique) . La séparation des différents PTH-acides aminés,
quoique bonne est incompléte et 1'investissement est lourd. Le temps
de séparation dépend de la méthode d'&lution envisagée : 6 3 7 minu-

tes pour chaque groupe de PTH-acides aminés (polaires et apolaires)
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en systéme isocratiqu/e/ ; 20 & 25 minutes dans le cas d'une &lution
par gradient. .

Avec la chrematographie en phase gazeuse, on
observe plusieurs inconvénients : nécessité de transfermer chimique-
ment certains PTH-acides aminés afin de les rendre plus velatiles ;
décampesition thermique de plusieurs PTH-acides aminés, la quantité
relativement importante d'échantillen la dévantage. ‘

La détermination des PTH-acides aminés par chro-

' matographie sur couche mince a l'avantage d'@tre rapide et peu couteuse

rmais 1'impossibilité d'une estimation vraiment quantitative limite.
Cette méthode & une recherche. rapide des constituants de 1'échantillon
préalable au dosage proprement dit. -

Enfin, l'utilisation d'un analyseur automatique
d’ acn.des aminés peut &tre envisagée aprés hydrolyse des PTH-acides ami-
nés en acides aminés libres, mais la durée d'hydrolyse limite,
| | Cette méthode, en conclusion la HPIC permet
une séparation rapide avec une grande sensibilité des PTH-acides aminés;
1l'absence de transformation préalable a 1'inj ection de -1'échantillen
avantage cette méthode par rappert & la chrematographie en phase ga-
zeuse ; il est ‘possible, par-ailleurs, avec cette technique de récu-

pérer séparément les constituants apr@s analyse quantitative.

_ Qn peut distinguer deux types de chromatographie
adaptés a la séparation des PTH-acides aminés :
| - Chromatographle selide-liquide ol la phase
statlonnalre est un solide (silice ou alumine) et la phase liquide

\

un solvant ou un mélange approprié de solvants apte 3 &luer les selu-
tés cette meéthode s'applique bien aux composés organiques polalres.

= Chrematographie liquide-liquide, dans la-
quelle la phase stationnaire est constituée par un liquide qui impré-
gne le suppert solide (terre de diatemée ou silice). Si la phase sta-
tiennaire est non polaire et.si la phase n'obile, constituée par un sol-
vant ou un mélange de solvants, est polaire, on parle alors de chromato-
graphie de partage & polarité de phase inversée. Ce type de. chroma-

tographie convient bien aux composés peu polaires.
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c) Solvants : dans un cas came dans l'autre
les solvants utilisés doivent &tre aussi purs que possible. Par ailleurs
il est rare qu'uri solvant unique permette d'obtenir une séparation
optimale ; deux possibilités s'offrent alors :

- soit la mise au point d'un mélange de solvants permettant la sépara-
tion d'un groupe ou de la totalité des camposés (systéme isocratique)

- soit l'utilisation d'un mélange, souvent plus simple, dont la com-
position peut &tre changée au cours du temps (appareil & gradient)
ceci est particuliérement utilisé pour la chromatographie en "phase

inversée".

IV ~ Indentification des PTH-acides amines de la phase

aqueuse

La phase aqueuse est desséchée et reprise dans le
méthanol. Elle peut contenir les PTH-Arg-His, et des dérivés de la
cystéine.

1 - Méthodes d'analyse
- hydrolyse des PTH-Arg, et -His en acides aminés et analyse sur la

- petite colonne de 1'autoanalyseur

- HPIC (ZIMMERMAN et coll. 1977)

- méthodes chromatographiques sur polyamide
(HOPP, 1976)
(REED et MAC KAY, 1978).

2 - Colorations spécifiques
—.PTH-histidine (SANGER et TUPPY, 1951)

Solutions :
A : K1 0,1 N, para-anisidine & 1% dans 1'éthanol absolu
B.: iso~amyl nitrite & 10% (V/V) dans 1'éthanol absolu
C : NH 4OH concentrée (solution trés fraiche).

Tremper la bande de papier dans un mélange (50 : 50 ; V/V) des

solutions A et B. Laisser sécher. Mettre en contact avec des va-

peurs de .la solution C : on observe une coloration brun orange, non
stable,
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- PTH-arginine (VAMADA et TTANO, 1966)
Solutions :

A : phénanthr@nequinone 5 mg/20 ml d'éthanol
B : NaOH 25%

Mélanger 4 ml de la solution A et 1 ml de la solution B. Tremper
la bande.de papier dans cette solution. Laisse:;' sécher 15 minutes.
Observer & -366 nm : le -PI‘H—Arg donne une tache fluorescente ; la

coloration reste stable pendant plusieurs heures.
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CHAPITRE IV

| DETERMINATION DES AMINO-ACIDES C-TERMINAUX

1 - METHODE DES-CARBOXYPEPTIDASES

Les carboxypeptidases coupent une chaine polypeptidique
a partir de son extrém:.té C-terminale en détachant les acides aminés
les uns aprés les autres.

On distingue.trois gréupes,de carboxypéptidases :A, B, C
en fonction de la spécificité de leur substrat.

La carboxypeptidase A : isolé&e du pancréas de boeuf par
ANSON (ANSON M,L., 1937) ,elle libére plus rapidement les résidus

‘C-terminaux des amino-acides arcmatiques- et des amino-acides aliphati-

ques a longue chaine : tyrosine, phénylalanine, tryptophane, glutamine °
histidine, alanine, valine et homosérine. Elle n'agit pas sur les

résidus C-terminaux proline, arginine et lysine.

La carboxypeptidase B : agit spécifiquement sur les résidus
C-terminaux lysine et arginine.

La carboxypeptidase C : a été isolée & partir de la séve
des végétaux. Elle agit spécifiquement sur les résidus C-terminaux

leucine, proline, acide glutamique, lysine, histidine, alanine.

2 - METHODE DE L 'HYDRAZINOLYSE

Dans cette méthode,; la rupture de toutes les liaisons pep-
tidiques est obtenue par transformation de tous les résidus d 'amino—~
acides, sauf le résidu C-terminal, en hydrazides. Le résidu C—términal
apparait sous forme d'amino-acide libére qui peut &tre facilement iden-
tifié par chromatographie.



31

Principes de la réaction d'un peptide avec l'hydrazine
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CHAPITRE V

ETUDE DES PEPTIDES

La protéine purifiée va étre ensuite soumise 3 1'hydrolyse

afin d'obtenir une fragmentation en peptides.

1 - HYDROLYSE CHIMIQUE

Dans certaines conditions, 1l'hydrolyse acide partielle per-
met-d'obtenir une fragmentation de la protéine en peptides. '
L'acide chlorhydrique est utilisé d différentes concentrations. La
température optimale de -la réaction est &galement .variable.
_ A la . fin de l'epération, on obtient un mélange de peptides
dont la séparation, s'ils sont trop nombreux, pose souvent des problé-
mes. C'est pourquoi, 1l'hydrolyse enzymatique, généralement plus limitée

-

et mieux contrdlée, est préférée a cette méthode.

2 — HYDROLYSE ENZYMATIQUE

A -~ La- trypsine

-La trypsine, enzyme digestif sécrété par le pancréas
sous forme de son précurseur, le trypsinogéne a été isolé depuis de
nombreuses années et cristallisée. Elle catalyse uniquement 1'hydrolyse-
des liaisons peptidiques dans lesguelles la fonction carboxylique est
fournie par 1l'arginine ou la lysine.

Le nonbre de fragments peptidiques peut étré prédit
a partir du nombre total de résidus lisyne et argiﬁine dans la chaine.

B ~ La- chynotrypsine

C'est comme la trypsine, un enzyme digestif, une endopep-
tidase. Elle catalyse'f".essenti“ellement 1'hydrolyse des liaisons dans
lesquelles la fonctiox% carboxylique est fournie par un amino-acide
aromatique : phénylalanine, tyrosine ou tryptophane.
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cC-1la Egesine

Elle est moins spécifique que les deux enzymes précé-
dents. |

D - ﬁ.a protéase d'origine staphylococcique

enzyme-isolé depuis peu & partir du Staphylococcus aureus, il se com-.
porte d'une maniére extrémement spécifique puisqu'il n'hydreolyse que
les liaisons Glu-X.

3 - PURIFICATION DES PEPTIDES

‘A la fin de l'hydrolyse, on congéle et on lyophilise 1'hydro-
lysat.

Apres avoir été dissous dans une petite quantité de la solu-
tion d'élution, le mélange de peptides est passé sur une colonne
d'un tamis moléculaire (Biogel).

Apreés filtration, on congele et on lyophilise les fractions

obtenues.

4 - COMPOSITION EN -AMINO-ACIDES

Elle est obtenue par les méthodes citées précédemment
(chapitre II).

‘5 = DETERMINATION DE IA SEQUENCE

Chaque peptide est ensuite placé dans le séquenceur automa-
tique pour y subir la dégradation d'EDMAN.
C'est le "programme peptide" qui est employe et le tampon utilisé est.
le DMBA.

Les opérations de conversion et d'identification des PTH-
amino-acides sont év:.demnent celles utilisées dans 1l'étude de la sé-
quence fies protéines.
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INTRODUCTION

La structure de la toxine V du Scorpion Andrectonus maure-

tanicus mauretanicus a &té pi:incipalement déterminée en appliquant la

méthode de dégradation d'Edman en phase liquide & 1l'aide d'un séquenceur
de protéine utilisé alternativement avec un "orogramme proteine" em- '
ployant le tampon quadrol et un "programme peptide" employant le tampon
DMBA., '

A - PURIFICATION

La toxine V du venin de scorpion Nord-Africaing, collecté
a Marrakech (Marec) a pu'étr"e isolée en faisant appel 3 la technique
générale de purifica{:ion'mise au point au laboratoire (MIRANDA et coll.
1970 a et b), MIRANDA et LISSITZKY 1961) pour les venins de scorpions
et de serpents et dont les principes de bé.se sont, dans l'ordre de leur
utilisation : | |
- l'extraction par l'eau a base température ;
- la filtration moléculaire ; ‘
- la chromatographie par échange d'ions.

La. filtratj.oh moléculaire a é&té réalisée, comme d'habitude,
sur Sephadex G-50 "superfine", dans un tampon acétate d'ammonium 0,1M,
pH 8,50, ' _,

Pour la chrofﬁé.tographie par é&:hange d'ions, on a utilisé
un échangeur de cati'ohs'"“, -le C(M-Sephadex, G-50, dans un tampon acétate
d'armmonium 0,15 M, pH 6,30, '
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B — CONTROLE DE IA PURIFICATION

La pureté de la fraction obtenue a &té vérifiée par mesure
de l'activité. spécifique tout au long du pic de toxine issu de la |
chromatographie d'échange d'ions, par électrophorése sur gel de poly-
acrylamide et par étude de.la composition en amino-acides (tableau 1).

Acide aspartique | 9,99 (10) W
Thréonine _ 0,86 ‘ (1)

Sérine 3,12 (3)

Acide glutamique. 4,08 (4) .

Proline 2,20 | (2)

Glycine : 7,01 (7)

Alanine 2,92 (3)

1/2 Cystine 7,07 - (8)

Valine 1,17 (1) -
Méthionine | - (0)
Isoleucine 3,00 (3)

Leucine 3,06 (3)

Tyrosine : ' 5,06 (5)
Phénylalanine 2,09 (2)
Histidine - (0)

Lysine | 6,99 7

Arginine 2,97 (3)
Tryptophane ] 2,12 | (2) ?{

TABLEAU 1 : Composition en amino-acides de la toxine V d'A’r;erct_onursﬂ

mauretanicus. Les résultats expérimentaux sont exprimés
en nombre de résidus par molécule.

Les chiffres théoriques entre parenthéses sont déduits de
"la séquence primaire de la molécule.
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C - ETUDE DE IA SEQUENCE

1 - Réduction et carboxyméthylation de la toxine V

| Lo thutol
. _ La protéine est réduite par le di—éq&eexsy;i-r tod (37 mg
par y nmole de protéine) dans un tampon tris-guanidine 5 M, EDTA, 0,014 M
pH 8,6, sous azote, pendant 20 heures, & 40°C ét_a 1l'obscurité.
‘ L'alkylation est obtenue avec l'acide iocdo-acétique

(112 mg par p mole de protéine), dans le méme tampon que celui utilisé

pour la réduction, pendant 20 minutes, a la température ambiante,

3 l'obscurité et sous azote. ‘

' La réaction est stoppée par ajout d'acide acétique

concentré de fagon d ce que le milieu devienne 1 M en acide acétique.
Le dessalage de la protéine est réalisé sur une colonne

de Sephadex G-25. (3,2 x 80 cm) équilibrée dans l'acide acétique 1 M.
La protéine est ensuite lyophilisée. _
Par analysé des amino-acides sur 1l'appareil BECKMAN 120C

on vérifie que la n‘odification chimique s'est déroulée avec un rende-

ment proche de 100%.

2 - Détermination des amino-acides N—terminaux

On a utilisé la méthode de dégradation é.utomatique'
d'Edman en phase liquide.

Elle est réalisée sur la protéine réduite et alkylée,
dans un séquenceur de protéines PS 100 (SOCOSI, 94100 - St-Maur,France)
selon un "programme proteine" utilisant le tampon quadrol 1 M.

On a réalisg aussi une dégradation automatique sur les
peptides issus d'une digestion enzymatique (cf paragraphe ultérieur con-
cernant la digestion par une protéase de Staphylococcus aureus, selon
un "programme peptide" utilisant le tampon DMBA. Dans ce dernier cas,
on a ajouté au peptide de 1'apomyoglobine succinylée de merluche
protéine "protectrice" qui limite les pertes de peptides lors des cycles
de dégradation.
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3 = Identification des PTH—amino—-acides.

Elle a été faite successivement :

~ par chromatographie sur couche mince

- par chromatographie en phase gazeuse sur un appareil

Beckman GC 65 _

- par HPIC (Waters). |

Les dérivés de l'arginine et de l'histidine ont é&té
identifiés respect_:iveinent selon les méthodes de Sakaguski et de
Pauly.

4 - Digestion de la protéine par une protéase de

Staphylococcus aureus .

La protéine est digérée & 37°C, pendant 48 heures, dans
un tampon acétate d'ammonium 0,05 M, pH 4,0, le rapport pondéral ‘
enzyme/sur substrat éta.nt'_de 10%. La réaction est arrétée par congéla-
tion puis on lyophilise. ‘

5 - Séparation des peptides

L'hydrolysat peptidique est fractionné sur deux colonnes.
de Biogel P6 (200-400 mesh) de 2 X 200 cm, montées en série dans un
tampon bicarbonate d'ammonium 0,1 M, pH 7,8.

L'éluat (volume des fractions = 1,7 ml) de la filtra-
tion-est 1lu & deux iongueur's d'onde différentes (280 nm et 230 nm) a
spectrophotométre Beckman DBGI' (voir schéma de la dilution).

Les fractions obtenues sont lyophilis@e, puis sur des
parties aliquotes de chague fraction, uné hydrolyse acide (HC1l 6 N) est
réalisée de fagon a déterminer les campositions en amino-acides
(voir tableau 2).
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Peptides
"87 n "113 n ll153 [15 lll72" Il217ll II320"
Amino- ’
Acides
Asp 2,18 ()| 1,81 (2) - - - 1,03 (1)
 The. - - - - - -
Ser 2,09.3)| 1,08 (1) | 1,84 (2. |1,61 (2) - -
Glu 2,09 (2) | 1,08 (1) 2,22 (2) 11,35 (1) |1,10 (1) -
Pro 2,12 )| 0,66 @) 11,18 @) |1,03 () - -
Gly 2,30 (2) - 3,82 (4) (2,23 @ 2,10 2 1,11 @)
Ala 1,73 @ | 1,00 @ |1,3¢ @ |1,23 - -
c.M.C. 1,80 1,13 @ |1,49 2 |0,39 ) |o0,76 1) |0,84 (1)
Val 0,82 (1) ] 0,81 (1) - - - -
Met - - - - - -
Tle 0,73 (1) | 0,83 (1) - - - -
Leu 0,82 (1) | 0,86 i(l) - - - -
Typ 1,82 (3) 10,76 . (2) . | 1,44 (2) | 0,98 (2) - -
Phe - - - - - -
Lys 1,75 (2) | 1,76 2) | 2,62 (3) - 2,03 (3) 0,93 (1)
Trp d nd nd nd nd nd
TABLEAU 2 : Composition en amino-acides des peptides obtenus aprés_hydrolee

par la protéase de Staphylococcus aureus et filtration sur Biogel

P6' A cbté de chaque valeur expérimentale pour les différents amino-

acides, figurent entre parenthéses v'le's chiffres déduits de la sé-

quence de chaque peptide.

nd

: non déterminé.
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6 ~ Determlnatlon de 1l'amino-acide C—terminal :
hydrolyse par les carboxypeptldases A,B

Dans les tubes a'hénolyse contenant la toxine V réduite

et carboxyméthylée, en solution dans un tampon alcalin (diméthylalamine-

. acide trifluoroacétique 0,4 M, pH 8,0) on a ajouté soit la carboxypep-

tidase A, soit la carboxypeptidase.B, dans un rapport pendéral enzyme/
substrat égal d 2%, la digestion s'effectuant a §5°C.

_ Les temps d'hydrolyse sont.de 1,5, 15, 30, 60 minutes
8 heures, 24 heures. |
A chacun de ces temps, une partie aliquote du tube & hémolyse; acidifiée
par l'acideacétiqu’e pur, puis lyophilisée, est passée sur 1'analyseur
d'amino—-acides.
Aucun amino—ac'idé a partir de 1' extrémité C-terminale n'a pu &tre
libéré que ce soit par la carboxypeptldase A, que ce soit par la carbo-.
Xypeptidase B.

On peut supposer, mais cela reste & démontrer que 1l'ex-
trémité C—term:.nale se trouve sous une forme amidée empéchant 1'attaque
des différentes carboxypeptidases. '

Ce cas a été déja mis en évidence au cours de 1'établis-
sement d'autres structures primaires de toxines de scorpions (MIRANDA“
1978).

7 - Résultats des différents séquencages

Le langage 3 une lettre pour les amino-acides est
utilisé (voir tableau 3). ‘
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 Alanine Ala A

. Arginine Arg R

Aspargine Asn N

| Acide aspartique Asp D

Asn + Asp Asx B-

Cystéine Cys C. i

. Glutamine , : Gln Q

Acide glutamique i Glu E-

Gln+ Glu | clx 7

~ Glycine (glycocolle) 1 Gly G

' Histidine | His H

. Isoleucine i Ile I

' Leucine 3 Leu L

Lysine ; Lys K.

© Méthionine | Met M

. Phénylalanine Phe F

i Proline Pro: P

. Sérine Ser S

Thréonine Thr T i

_ Tryptophane P T w

. Tyrosine i Tyr Y. .

Valine i Val V-

Carboxyméthylcystéine ( oM
i :

TABLEAU 3 : Représentation symbolique des amino-acides
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a) Séquencage de la protéine

On a pu ainsi déterminer 34 résidus 3 partir de

1'extrémité n—-terminale.

LKDGYIIDDLNCTFFCGRNAYCDDECKIKKGGESGYxxXxWAXxXXxY

b) Séquencage des peptides

A partir des compositions en amino—-acides des

différents peptides, on a pu estimer qu'un grand nambre d'entre eux

étaient

" a donné

ng7m
"113"
"151"
"172"
"217" -

320" :

sous une forme homogéne. Le séquencage respectif des peptides

les résultats suivants :

SGYCQWASPYGNACWCYKLPDRVXIXEX
NACWCYKLPDRVSIKE
CKKKGGESGYCQWASPYG
SGYCQWASPYG

CKKKGGE

KGRCN

8 — Etablissement de la séquence primaire c;ompléte de la

toxine V d'Androctonus mauretanicus mauretanicus

(voir schéma 2)



LKDGYIIDDLNCTFFCGRNAYCDDECKKKGGESGYXXxWAXXY “Séquence . -
N-terminale de la
: . . toxine V.
"217" : - CKKKGGES
1517 - CKKKGGESGYCQWASPYG
n172% : SGYCQWASPYG
" g ’ SGYCQWASPYGNACWCYRLPDRVWIXX
"113” : ‘ ) NACWCYKLPDRVSIKE
"320" . , KGRCN
' LKDGYIIDDLNCTFFCGRNAYCDDECKKKGGESGYCQWASPYGNACWCYKLPDRVSIKEKGRCN Séquence primaire
’ ' . camplate de la .
toxine V.

Schéma 2 : Etahli;ssnexlt de la séquence primaire compléte de la taxine V d‘Amdroctomus
' mauretanicus mauretanicus
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CONCLUSTON

La’ newrotoxine V du scornpion Androctonus maurefanicus mauwre-

tanicus a ete purifile grace aux méthodes générales mises au point

dans Le Labonatoire de Béochimie de fa Faculte de Médecine, Secteur
Nond, de Marseille. Sa sZquence a 2t2 determinZe par La methode de
dégradation d'Edman dans un s2quenceur de’protéines automatiques en pha-
se Liguide..

Les nZsultats obtenus ont permis d'inclure cette newrofoxi-
ne dans L'une -des thols gamilles de toxines déginies au Laboratoire d'a-
pr2s Les donnies nassemblies surn Les neuwrotoxines de différentes espe-
ces de sconpions nond-agnicains (ROCHAT H. et Coll. 1970).

La connaissance de nombneu/.séé stwetunes primaines de newro-
toxines contribuera Egalement a formuler des hypoiheses swr Les resdidus
essentiels a L'activité, en attendant que La synth2se peptidique apporte
des anguments plus démonzsua/tééé dans ce domaine. ELle Eclairera peut
ethe aussd L'ttude phylogénique des differentes especes de scorplions.

~ Un autre intenet des venins de 4c0/ip4lan/.s est celud de con-
tenin, a cOLZ des principes actifs sur Les verntlbnis, des composis spé-
clifiquement toxiques sur Les Lnvertibnés (Insectes et Crustacés).

L'2tude comparie de ces différents principes actifs et de
Leuns nécepteuns conduira certainement a une connalssance meilleuwre sun
Le plan moléculaine de La transmission nerveuse.
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Engin, dans Le domaine des applications thérapeutiques
La détenmination des structunes des neurotoxines de sconpions apporte
une contribution inténessante dans Le thaitement des envenimements
en permettant La préparation de s&wums antivenimeux parfaitement dosés
obtenus en mélangeant (dans des propontions caleulies -en fonction des
concentrations dans un venin donné des differentes toxines) des sZrums |
specifiques de chacune des familles de neurotoxines (DELORI 1976).
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