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HROM. 4274 

>&ermination de I’acide amine N-terminal d’une proMine par 
rpplication de la m&hode d’Edman au mat6riel flx6 sur gel de polyacrylamide 

Au tours de notre travail portant sur la separation des deux isoenzymes du 
rypsinogene de moutonl, nous avons ete amen& a mettre au point une technique de 
l&termination du residu N-terminal des proteines fix&es sur gel de polyacrylamide en 
ttilisant non pas la reaction avec le fluorodinitrobenzene (FDNB) comme l’a d&rite 
kTSIMPOOLAS2 mais bien celle au phdnylisothiocyanate (PITC) selon la methode bien 
:onnue d’EDMAN. C’est cette technique que nous allons decrire en detail. 

Sur des gels a 15% d’acrylamide a pH 2.3 prepares selon CHOULES ET ZIMM~ sont 
>laces ZOO a 300 ,ug de proteine afin de charger ceux-ci au maximum mais sans avoir 
:outcfois de recouvrement des bandes. L’&ctrophor&se s’effectue pendant 4 h sous 
lne difference de potentiel de So V. Comme la reaction avec le PITC se realise en. 
nilieu organique basique le pH des gels a et& modifie progressivement par agitation 
lendant 15 min dans un tampon phosphate 0.5 M pH 8.7, puis 30 min dans le meme 
:ampon auquel on ajoute progressivement un volume &al de pyridine. Ce processus 
1 pour effet d’eviter autant clue possible un Bclatement des gels lors de la reaction avec 
e phenylisothiocyanate en milieu organique. A ce moment les gels sont a nouveau 
rgites I 11 en presence d’un melange compose d’un volume de tampon phosphate et 
l’un volume de solution de PITC & 5% dans de la pyridine. 11s sont alors places dans 
me solution h 2.5 o/o de PITC dans de la pyridine pendant une nuit. Leur aspect et leur 
zonformation changent, ils durcissent et perdent leur transparence. 

Le lendemain les gels sont law% au benzene, ensuite recouverts de IOO ml de 
benzene et de IO ml d’eau; le melange est agite et remplace jusqu’a ce que le support 
reprenne sa forme initiale et soit completement decolord. Les tranches de gels corres- 
pondant aux derives phenylthiocarbamyles des proteines sont alors d&coup&es par 
zomparaison avec des gels color& au FDNB ou au bleu de Coomassie4 et dont l’electro- 
phorese a 6tC realisee en parallele. Une vingtaine de tranches sont reunies, s&h&es SOUS 

vide et broyees afin d’etre reduites en poudre; ce materiel est extrait 3 fois au benzene 
puis s&he afin d’eliminer les traces residuelles de solvant organique. L’hyclrolyse 
menagee lib&ant le PTH-acide amine correspondant & l.‘estremite N-terminale de la 
proteine est effectuee sur cette poudre a l’aide d’acide chlorhydrique I N a 100~ pendant 
go min dans un tube a bouchon rode. Apres refroidissement on extrait 5 fois la solution 
acide par de l’acetate d’ethyle. Les phases organiques reunies contenant les PTH- 
acides amines, sauf ceux de l’arginine et de l’histidine, sont alors lavdes 3 fois par 
agitation en presence d’une quantite minimum d’eau. L’identification des PTH-acides 
amines se rdalise par chromatographie sur papier selon la methode de SJOQUIST~. Elle 
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peut s’effectuer egalement tres facilement par hydrolyse acide des PTH-acides amin&?. 
La solution dans l’acetate d’ethyle est evaporee B set dans un tube a hydrolyse; apres 
addition d’un ml de HC16 IV, le tube est scelle sous vide et l’hydrolyse effect&e a 150~ 
pendant 24 11. L’acide amine N-terminal ainsi r&en&e est determine h l’aide de 
l’analyseur automatique d’acides amines. 

Cette technique appliquee aux deux bandes obtenues lors de l’Glectrophor&se 
sur gel d’acrylamide du trypsinogene de mouton met en evidence, a c&e de glycine, 
artefact inherent a l’hydrolyse a&de des PTH-acides amines, de la valine et de la 
phBnylalanine et cela pour chaque bande. 

Ce rksultat a 6te confirmt5 par reaction avec le fluorodinitrobenzene selon la 
technique de CATSIMPOOLAS~. 

Chacune des deux bandes &par&es par Blectrophorese est done constituee par 
du trypsinogene. Des mesures d’activite trypsique potentielle l’ont confirm&. L’activite 
plus elevee du materiel Blue de la bande rapide ainsi que des essais d’&lectrophor&se 
realis& avec et sans persulfate, catalyseur de polymerisation nous ont permis de con- 
clure a l’action oxydante de celui-ci7 dans les conditions operatoires utilisees ici. 

L’int&& de cette methode est de permettre de caracteriser, ii partir de quantites 
minimes, les divers constituants &pares par Blectrophorese sur gel d’acrylamide ainsi 
que de recouper et de confirmer les resultats obtenus par la methode de SANGER 
appliquee au mCme materiel. 
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