
trcnnung dcs ausgcschiedenen Silbcrbromids wurdc das Losungsinittel tlurcli \'aliu~~mdcstillatioii 
cntferrit und das gelbc, olige Reaktionsprodukt (71  g) direkt weitcr verarbeitet. 

I-Arv22no-5-nitro-pentan. 70 g des obigen Produktcs wurden in 250 ml abs. "ilkohol mit  13,7 g 
Hydrazinliydrat versetzt und 4 Std. bei 25" stehengelassen. Anscliliessend wurde mit 25 riil konz. 
Salzsaure angesaiuert und noch 'iZ Std. lwi 25" stchcngclassen. Das ausgeschiedene Phtalsaure- 
hydrazid wurde abfiltriert und das Filtrat riacli Eiricngen auf ca. 70 nil mit 250 nil Wasser w r -  
sctzt. Dabei fie1 weiteres Phtalsaurchydrazicl aus, das abfiltriert wurde. Ilas Filtrat wurde nach 
wcitcrrm Einengcn und l'iltrieren zur Trockenc: cingedampft. h r c h  Umloscn dcs festen liiicli- 
stancles a u s  Slkohol-l%tlier erliirlt niaii 21 g l-i\mino-5-iiitro-~~)cntaii-li~~~ri~clilorid, Sinp. 113-1 15 '. 

~~51113C~~NzCl  Her. C 35,Ol H 77,7 N 1 6 , O l  C1 21,03",, 
Gef. ,, 35,30 ,, S,OiJ ,, 10,SO ,, 21,103, 

I-:1 w i i i z o - j - h ~ d r o x ) , l a ~ ~ ~ ~ z ~ - ~ e ~ ~ f ~ ~ ? .  %u ci1ic.r l>osung von S,2 g l-Xmino-5-1iitro-pc11ta1i-~1~~lro~ 
chlorid in 65 ml Wasser wurden 6,35 g %ink in kleinen Portionen bci 3:)" irn Verlaufc von 15 1Llin. 
cingctragen, dann wurde wahrcnd einer Std. bci gleicher 'l'cmperatur gcrulirt. Hierauf wurde voni 
unloslichen Niederschlag abfiltriert, init 25 nil 2 N Salzsaure angesauert und im Vakuum tin- 
gedampft. Uurch mehrmaliges Unikristallisierm drs Ruckstandcs (9.2 g) aus 3Tethanol-.xther 
crhielt man nach Abtrcnnung w n  klcinen Rlcngen 1, 5-l~ia1niriopentan-dil1ytlro~liloritl das l--\mino- 
5-hytlrolcylamino-pentan-diliydrochlorid in farliloscn Nadeln win Smp. 135-137". Zur Analyst 
wurde 14 Sttl. bci 25" ubcr P,O, ini Hoclivakuurn gctroclrnet. 

C,H,,ON,Cl, Uer. C 31,44 t l  8,44 S 14,62 C1 37,10% 
(191,ll)  Gef. ,, 31.73 ,, 8,46 ,, 14,41 ,, 37,20';< 

p I i ~ c . s x )  5,19 iind 0,7X; A4q.-(;ew. 97. 
Iarhreaktionen, Rf-Wertc in vcrschicdenen Losungsiiiitteln und lR.-:~bsurptionsspcl~triiiii 

stimmten mit deneti des Hydrolyscproduktrs von l'crrioxamin I3 iibercin. L)er Misch-Snip. lag 
bei 135-137". 

s UMMAKY 

A compound C,H,,ON, has been isolated as its dihyclrochloridt: from botli ferrios- 
ailline 13 and fcrrimycin A, by acid hydrolysis. I t  was identified as 1-amino-5-hydro- 
sylamino-peiitane (II), and this structure confirmed by synthesis. 

Forschuiigslaboratorien cler CIRA A K T I E N ~ ; E S ~ L L S C ~ A ~ ; . ~ . ,  
Pliarmazcutische Abteilung, Base1 

und 
Org.aiiiscli-clicmisc1ies JAxxatoriuiii 

tlcr Eitlg. Techiiischen Hochschule, Ziiricli 

120. StrkpogCnines de la casCine 
I. Etude de leur liberation et de leur purification 

par Pierre Baudet et Emile Cherbuliez 
( l h  \ I 1  5 0 )  

1 ~ s  sti tipog&niiie> soiit t l ~  5 polypeptides ( ~ u i  facoi i5c i i l  le tl6veloppciiieiit tlt  5 l a ~ t o -  

On trouve ces polypeptide5 dan5 cei tam5 hydrolysats dc p i  otCine\ ou ddiis des 
bacilles, clu Luctobaczllus c a w  I )  en pal ticulier. 

autolyiats tissulaii es ,). 

l) 1). \V. WOOLLEY, J .  exp. M e d .  73, 487 (1941). 
2) U. W. \YOOLLEY, J. Bact. 39, 287 (1940) ; I'. RALJUET & 1). CHERHLJLIEZ, travail rion 

publie, 
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Oil cloit i \ l ioo~r .~ul )  la dkcouverte de ccs factcurs de croissuicc. I1 est tres pro- 
bable quc parmi des facteurs dkcrits sous d’autres iioms, certains appai-tienneiit 
kgaleinent au groupe des strkpogknincs 3)4). 

Leur nature peptidiquc a &ti: bien misc en evidciicc par ~ T ~ ) ~ ) L L E Y  5, lorsqu’il isola 
ti-ois polypeptides str6pogkniques d’un liydrolysat chlorhydrique de l’insuline. Dans 
uiie suite dc travaux8), il synthktisa certaincs strkpogknines iiaturelles ainsi quc 
divers polypeptides non eiicore rencontrks dans la nature, inais qui poss6dcnt dgalc- 
niciit une graiide activitk strkpog6nicluc. 

L’activiti: des str4pogknines s’exercc surtout sur la  Titcssc. tle cr 
ccrtains organismes conirne des Streptococlues hbniolytiqucs du  gro 
i m 1 - 1 ) ~ )  aient un besoin absolu de ces facteurs. 

1,e inode d’activitk biologiquc de ces polypeptides ii’cst pas encore conuu. 
L’ktude chimiquc de la ou des strkpogknines d’hydrolysats de caskine ii’a fait 

en soinine l’objet quc d’un seul travail. &;KI.:N ,I) effectua par blcctrodialyse un frac- 
tioiinement d’un hydrolysat enzymatiquc de casbiiic. 

Nous avons 6tudid l’activiti: str6pogdniquc dc divers hytlrolysats clc casdinc par 
le test de croissance clc Lactobacillus casei dans l’iiitcntion de clkterminer le iionihi-e 
clc fractions respoilsables de cette activitd et d’isolcr clcs polypeptides str6pogCiiiclues 
purs. 

La caskinc clue nous avons utiliske est isolee par prkipitation isoblectriquc, 
purifike selon CHERBULIEZ B BAUDET~) ,  puis d6vitamini:e par extraction prolongke 
par du mCthanol chaud. Aprks cette dernikre opkration, la caskine rksiduelle coiitient 
encore toute l’cc-caskine primitive, elk est privi:e d’unc faible quantitk de la B-casi:inc 
et de la plus grande partie de la y-caseine, cxtraites par l’alcool chaud*). Cette opkra- 
tion n’apauvrit pas l’activitk des hydrolysats puisque la y-caseine ne fournit clue 
peu cte strhpogknines. 

I1 dcviiit bient6t Pviclent que toute unc s&ic clc polypeptides ktaient respoilsables 
cle l’activitb str6pogkniyue des hydrolysats cle caskine dCbarrassds dcs macro- 
peptides (inactifs) par l’acidc trichloracktiquc & 45%. E n  effet, apres cliroinatogra- 
phie sur papier de ccs hydrolysats obtenus & partir des cashines entikre, cc ou /3, par 
de la trypsine cristallisi:c, on constate que l’activiti: est prksente dans plusieurs frac- 
tions polypeptidiques, migrant lentement (Rf 0,02-0,20) et dans plusieurs autres & 
Rf moyens (0,31-0,38) (Fig. 1, a-c). I1 est donc indiqui: de parler dorhavant  non 
pas de la strkpoghine, mais des strkpogknines, d’hydrolysats de caskine. Une observa- 
tion semblable a ktk faite par WOOLLEV“) lors de 1’Ctude d’un hydrolysat chlor- 
hydrique d’insuline. 

-~~ 

3, N. ( ;ROSS(JWIKZ,  1’1-oc. Soc. esp. 12iol. RIetl. 19, 8 (1042); RI. .\. I ~ U L I A C ~ ~  & RI. J .  I 2 i ~ i ) ~ l i ~ ,  
.I. b i d .  Chemistry /<7, 18.3 (1043); 1,. 1). \‘\‘ru [ I .  I<. SKEGGS,  l<, A\. ~ A I . I L N T I C l <  & J .  s. 
E ’ R U 7 0 N ,  I’roc. SOC. rxp. Hiol. Med. 7d, 687 (105 1’. h 2 1 s . r ~  & (;. I i O D I C E K ,  I3iochem. 1 .  ,/!), 
18 (1951); 12. KODICEK & S. 1’. RfIsTY, ib id .  5/, 1!152); hI. C ~ Y L L ~ ; N I ~ ~ ~ ( ; ,  31. I<OSS.\NDEK & 

c ta  chem. scand.  7, 4 (1953). 
REN,  ACta physiol. scand. 77, 1 (1949). 

5 ,  R. R. MERRYFIELD & U. W. WOOLLEY, J .  Amer. clieni. SOC. 7S, 358 (1950). 
O) K. R.  MERRYFIELD & I). \V. WOOLLEU, J .  Amer. chem. Soc. SO, 6635 (1958). 
7,  1). W. WOOLLEY & €3. 1,. HUTCHINGS, J .  Bacteriology 39, 289 (1940). 
8 ,  E. CHERBULIEZ & P. BAUDET, Helv. 33, 398 (1950). 
9, U. 147. \TOOLLEY & R. B. MERRYFIELD, J .  Amer. chem. Soc. 76, 316 (19.54). 
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En examinant l’activitk strkpogknique d’hydrolysats trypsiques d’un cBtk de la 
caskine entikre, de l’autre de ses constituants ct, et y (voir tabl. l), on constate que 
la diffkrence d’activitk entre l’hydrolysat d’ct-caskine et celui de la caskine entikre 
est si faible qu’il n’y a pas d’avantage pratique B fractionner la caskine avant l’hydro- 
lyse. L’hydrolysat de caskine enti&-e a donc C t C  choisi pour l’isolement de quelques- 
unes des strkpogknines. 

Denslte‘ opoipue 

, 
410 q 20 430 4447 qso kf 

Fig. 1 a 

Densfe optique 

Fig. 1 t> 

410 420 430 QVO Rf 

Fig. 1 c 

Rdvdlation bactdriologique de chromatogrammes 
- - . - . - . Croissance des t6moins 

Effet des fractions sur la croissance 
a :  hydrolysat trypsique de caskine entiere 
b : hydrolysat trypsique d’cc-caskine 
c: hydrolysat trypsique de @ascine 

Les strkpogknines &ant des polypeptides, la dkgradation effectuke doit en prin- 
cipe Ctre mknagke de manikre B fournir un maximum d’activitk strkpogknique. Dans 
la dkgradation au moyen de la trypsine ou de la chymotrypsine pures, l’hydrolyse 
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enzymatique s’arrete d’elle-m6me pratiquement B ce stade, mais dans la degradation 
chimique, il y a un optimum d’hydrolyse B rkaliser. 

Nous avons commend par comparer au point de vue du rendement en strkpo- 
gknines l’hydrolyse enzymatique et l’hydrolyse chlorhydrique. A cet effet, nous 
avons dktermink l’activitk des hydrolysats aprits des durkes variables d’hydrolyse, 
les hydrolysats ktant dkbarrassks des macropeptides par - prkcipitation trichlor- 
acktique ( B  la concentration finale de 4596). L’excks de cet acide est ensuite enlevk 
par des extractions rCpktCes B l’kther, jusqu’& ce clue le pH de l’hydrolysat ainsi 
purifik soit montk B 3,7. 

Tableau 1. Actiuite‘ d’hydrolysats tvypszques  d c  la casdi’nc et dr S E S  const i fuants  

Dans la suite, nous dksignerons par ahydrolysat )) tout court, les hydrolysats 
exempts de macropeptides et de 1’exci.s d’acide trichlorac6tique, obtenus par le 
prockdk dkcrit . 

Une fois le pH 3,7 obtenu, il n’y a pratiquement plus d’acide trichloracktique dans 
la solution que sous forme de trichloracktates des fonctions aminkes des polypeptides. 
La quantitk d’acide ainsi like atteint 3’7% du rksidu sec dans les hydrolysats enzy- 
matiques trypsique aussi bien que chymotrypsique. Cela indique un noabre B peu 
pr&s kgal de restes a-aminks dans ces deux hydrolysats. Les ions trichloracktiques 
ne g6nent pas le dosage bactkriologique de l’activitk exprimke en unitks WOOLLEY lo), 

effectuk sur des prises amenkes au pH 6 3 .  Nous avons donc renonck B ce stade B 
1’6limination compEte de l’acide trichloracktique, qui se traduirait seulement par une 
augmentation de l’activitk du rksidu sec. 

Hydrolyses. - Comme agents de l’hydrolyse enzymatique, nous avons choisi 
la trypsine et la chymotrypsine. Au cours de ces dkgradations, on observe toujours 
20 A 30 minutes aprits leur dkbut un blanchissement des solutions de caskine A pH 7,8. 
Ce phknom&ne se termine par la floculation d’un matkriel relativement abondant, 
insoluble en milieu acide et neutre et difficilement soluble en milieu alcalin. Cette 
floculation ne se produit pas si, par exemple, la trypsine utiliske contient d’autres 
enzymes protkolytiques du pancrkas. I1 est possible que le floculat (qui est inactif) 
reprksente des polypeptides de poids molkculaire Clevk dus A une resynthitse enzyma- 
tique, puisque nous travaillons avec des solutions relativement concentrkes de caskine 
(env. 5%). 

L’hydrolyse trypsique est effectuke par un enzyme deux fois cristallisk. Le rapport 
enzyme-substrat adopt6 pour la prockdure standard est de 1/173. Dans nos condi- 
tions standard, le pH doit &tre maintenu B 7,8 par adjonction de NaOH durant les 
20 premiitres minutes de l’incubation; ensuite il ne varie plus. Le progrks de cette 
hydrolyse a k t k  suivi par des dosages spectroscopiques de la somme de la tyrosine 
like et  libre, non prkcipitkes par l’acide trichloracktique B. 1.0% (lecture de la densit6 
optique B 280 mp au pH 12) (voir fig. 2 ) .  La dkgradation par les trypsines commer- 

lo) H. SPRINCE & D. W. WOOLLEY, J .  exp. M e d .  80, 213 (1944) 
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ciales AKMOLJI~ ou WOKTHINGTON deus  fois cristalliskes (la seconde, additioiinke de 
50% de sulfate de magnksium) pi-Csente la m&me allure (voir fig. 2). La dkgradation 
par une trypsine moins pure, contenant d’autres enzymes protkolytiques (trypsine 
Novo), est beaucoup plus prononc6e (voir fig. 3). 

1 ,  , , 
1 5 10 ci 20 Nheures 

1;ig. 3 .  pvVgvE., de pvofdolyhc de la CusdiJLe p U v  l d l l e  tvypsinc C V k t a l l k k  I\RRIOUK ( 0 )  el puv u ~ l e  

trypsine iMZpllvE KOVO (0) 

l’oiir dtalilir les \~&rirs niriii6riqrics 1xii-tt:cs tlaiis cettc figure, nuus avons tlosd 1mr colori- 
iiititrie (reaction clu liiuret”)) la partie restlie insoluble dans l’acide trichloracktique b l U q ; .  A p r k  
24 11 tle tl6gradation par la trypsilie Novo, 970/, tles casliiries sont devenus solubles daiis l’acide 
trichloracitique b l O y L ,  alors qu’avec la trypsine cristallisie, ce pourcentage n’atteint que 730,6, 
La mesure de la dkgradation par le dosage spectrophotomitrique de la tyrosine dans la solution 
B lo:/, d’acide trichloracktique donne un  rksultat semblable. 

L’hydrolyse chymotrypsique est rkaliske dans des conditions analogues : enzyme 
tleux fois cristallisk, solution de caskine i env. 5yo, rapport enzyme-substrat de 1/173. 
L’hydrolysat est purifi6 comme le prkckdcnt. 

L’hydrolyse minkale partielle a 6t6 effcctu6e en milieu chlorhydrique 1 2 ~  B 37”, 
ct siiivic d’uiie klimination cle l’acide par distillation azkotropique. Cettc hydrolysc 
dktruit le tryptopliane in sit24 ainsi clue la inajeui-e partic cles fonctions CONH, (63:/, 
apr& 24 11 et 83% api-6s 72 11). Les hydrolysats ont ktk examines a p r k  3,  12, 24, 3h 
et 72 11 d’incubation. L’activitk maximum s’est trouvke apr6s 12 h et 24 h (rksultats 
presque identiques) ; pour des raisons pratiques, nous avons adopt6 une durke d’hydro- 
lyse de 24 h. Cet hydrolysat ne contient presque plus de produits prkcipitables par 
I’acide trichloracktique B 45% (macropeptides), et son activit6 strkpogknique est 3 B 

11) I?. R A U D ~ ~ T  & CL. GIDDEY, Helv. 31, 1879 (1048) 
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4 fois plus faible (5 A 6 unitks par mg) que celle des deux hydrolysats enzymatiques 
(voir tableau 2). Malgrk cette faible activitk, cet hydrolysat pouvait etre intkressant 
pour l’isolement d’une strkpogknine, si cette dernikre ktait reprksentde par un seul 
ou par un tr&s petit nombre de ses constituants; voila pourquoi il n’a pas CtP &cart@ 
d’embl6c. 

909 

Tableau 2. Activltr; louvizar par divers 17iodr .s  d’hvdrolvsr d? la ra.s&7ir 

10 
1s 
13 

2 
5 

13 

Hydrolysat 

Unites par mg . . 22 11 

Nomenclature. Noiis dksignons par les lettres T, C et H les hydrolysats obtenus 
respectivement par I’action de la trypsine, de la chymotrypsine et de l’acide chlor- 
hydrique. Les fractions acide, neutre et  basique fournies par une premikre skparation 
seront dksignkes par l’adjonction de la lettre A (acidc), I3 (basique) et N (neutre), 
par exemple TA dksigne la fraction acide dc l’hydi-olysat trypsique. L’opkration de 
skparation suivante conduira A, des produits dkignds par l’addition d’une lettre 
grecque, soit TA-a, etc. Les produits des fractionncmc.nts iilt6ric.in-s seront d6signi.s 
sncccssivement par: TA-a 1 ; puis TA-a 111. 

Fractionnement preliminaire des hydrolysats trypsique, chymotrypsiqus 
et chlorhydrique. - Nous commenqons par fractionncr Ics trois hydrolysats 

l’aide d’une dectrodialyse, en polypeptides acides, neutres et basiques, prockdk 
avantageux pour la 2e ktape de la purification ~ Clectrophorksc A haut potenticl 
au pH 6,5 pour les polypeptides basiques et acides et au pH 2 pour les poly- 
peptides neutres ~ puisqu’alors les ampholytes de chaquc catkgorie ont des chargcs 
de meme signe. 

Tableau 3 .  Caracte‘rastzques des Jractions lyophi l is irs  d’llertvodinl.ysr drs hydrolyzot.~ 

0,65 
O,O7 
0.37 

Hydro1 ysat 

Trypsique 

Ch ymotrypsiqi 

Clilorh ydriquc 

Fractions 
d’6lectro- 

dialyse 

acide 
basiqne 
neu tre 

acide 
basique 
neutre 

acide 
basique 
neutre 

en % de 
I’hydrolysat 

12,6 
38,7 
I1 ,0 

12,s 
26,O 
32,O 

12,o 
32,s 
47,6 

Les polypeptides acides des hydrolysats trypsique, chymotrypsique et chlor- 
hydrique (respectivement TA, CL4 et HA), sont tr&s peu actifs ou inactifs (voir 
tableau 3). De nombreuses sous-fractions12) (fig. 4) peuvent en &re retirees par klec- 

12) Les fractions les plus mobiles TA-8 e t  C A - I  contiennent tln phosphorc. 
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trophorbe B 27 volts/cm, au pH 6,5. Mais aucune ne prksente une activitk strkpo- 
gknique intCressante. 

Les phkrogrammes et les chromatogrammes ont f!t6 rkvklCs A la ninhydrice sauf 
indication contraire dans les lCgendes des figures. Dans ces dernihres, l’intensitk des 
taches ou des bandes est indiquCe schkmatiquement. 

Fig. 4. ElectroPhor2ses au p H  6,5, 27 voltslcm, 750 min,  de T A  et CA  

Les polypeptides basiques de l’hydrolysat trypsique (TB) ont par contre une 
activitf! assez considkrable (voir tableau 3) .  TB reprksente un peu plus du tiers de 
l’hydrolysat, ou sa moitik si on dkduit les 35% d’acide trichloracktique qu’il contient 
encore. En principe, TB doit contenir des polypeptides B lysine ou arginine C-termi- 
nales, ktant donnk la spkcificitk d’action de la trypsinel3) ; effectivement, les diffk- 
rentes strkpoghines que nous avons pu en retirer prksentaient bien cette particu- 
laritk de structure (voir un prochain nikmoire). Ce mklange, comme on pouvait s’y 
attendre, est tr6s complexe; 1’Cilectrophori.se B 22 volts/cm au pH 6,5 en skpare 13 
sous-fractions (voir fig. 5). L’activitk se rencontre dans les bandes TB-cr, TB-,6 et 
TB-)/ qui migrent le moins loin. Dans le tableau 4, nous donnons des caractkristiques 
de chacune des sous-fractions. 

7B a B Y d E 6  q zp r x h p  2, p 
10 20 30 40 5U cm 

Fig. 5. Electrophorbses au p H  6,5, 22 voltslcm, 270 win, de T B ,  C B  ( A :  ninhydrine, B :  PAULY) 
et F I B  

Les polypeptides basiques de l’hydrolysat chymotrypsique (CB) ne sont pas 
beaucoup moins actifs que ceux de TI? (voir tableau 3). On en retire 15 sous-fractions 
par klectrophorkse B 22 volts/cm, au pH 6,5 (fig. 5). Parmi les 7 fractions actives, 
l’activitk chez CB-y et CB-6 est considkrable (voir tableau 5 ) .  

la) M. RERGMANN & J .  S. FRUTON, Advances Enzymol. 7, 63 (1941). 



pg d’azote Activite! : 
Fraction total de la unit& par 

fraction mg* 

TB-u 187 40 
TB-P 42,4 I 40 TB-y 27,3 S5 
TB-8 10,o 6 
TB-s 72,O 0 
TB-[ 19,8 0 
TB-rj 42,O 0 
TB-8 36.4 0 
TB-L 137,5 0 
TB-x 15,l 0 
TB-I. 24,s 0 

T B - V  36,9 0 
0 

TB-p I 14’2 

Mobilitd 
6lectrophordtique 
par rapport i la 

lysine = 1 

0,31 
0,50 
0,55 
0,61 

~ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

pg d’azote 
Fraction total de la 

fraction 

CB-c( 24 8 
CB-B 1 22,9 
CB-y 9,5 
CB-6 42,5 
CB-& 62,s 

42,5 
42,5 
35,5 
18,7 

CB-x 20,8 
14,O 

CB-p 27,2 
24,4 

Mo bilite! 
Blectrophoretique 
par rapport & la 

ActivitC: 
unites par 

mg* lysine = 1 

28 0.31 
20 1 0,52 

130 O,S8  
98 0,60 
17 0.65 
0 - 

17 0.75 
25 0,80 

0 - 

0 - 
0 - 

0 - 
0 - 
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bidimensionnelle sur papier sc: pr& ma1 B un isolemerit prkparatif ; c’est pourquoi 
nous utilisons de nouveau une 6lectrophorPse pour lc fractionnement tle TN.  Des 
deux pH utilisirs dans cette derniPre mPthodc (pH 2 et pH l l ) ,  le pH 2 conduit ?i la 
meillcure skparation. On obticnt ainsi un grand nombre de sous-fractions (voir fig. 7 )  
possirdant quelquefois de I’argininc 011 clr la lvsinc. TN-a, TN-1, TN-y ct -I”-8 (voir 
trrldcaii 6) sont actifs. 

,i 

75 20 25 cm 

a a y d  E , { O G  1 X A  --- __ _1---- 7 
ThJ __ ~- 

10 20 30 PO cm 

Fig. 7 .  Electvopkortise.5 aup1-I 2, 33 ooltslcm, 750 i i i i i i ,  de  T S ,  C N  (.4 : widiydvilze, 1j: ~ ’ A V L Y )  r t  T€iN 

Les produits neutres fournis par la chymotrypsine (CN) reprksentent le 32% 
de l’enscmble. 11s contiennent prcsque tous de la tyrosine ou de la phhylalanine 
(rCv6lables au rCactif de PAI:LY), ce qui est eniaccord avec la spkificitir d’action 
de cet enzyme. L’activitk cst rkpartie dans clr nombreuses fractions et n’est tilevbe 
nulle part. I1 en est de m&me pour la fraction neutre de l’hydrolysat chlor- 
hydrique (HN). 

Cettc &tide comparative des 3 hydrolysats montre que les sous-fractions de 
l’hydrolysat chlorhydriquc nc pr6sentcnt gidw d’activite strPpogCniquc int6rc.s- 



Yolumen XLIII ,  Fasciculus 111 (1960) ~- No. 120 913 

sante14). Les hydrolysats trypsique et chymotrypsique par contre peuvent servir 
de matCriel de dkpart pour l’isolement de strkpoghines de la caskine. 

Nous avons choisi l’hydrolysat trypsique et notamment ses fractions basique et 
neutre; 5a fraction basique (TB) en particulier est intkressante au point de vue de la 
quantitk comme B. celui de l’activitt! : TB fournit aiskment les sous-fractions TB-a, 
TR- j ,  TB-y (voir fig. 5) trks actives. Les sous-fractions CB-y et CB-6 de l’hydrolysat 
chymotrypsique sont 6galement trils actives mais on ne peut les isoler qu’en faibles 
quantitks. 

Tableau 6. I;vactzons de T S ,  e’lue’es apvis u n e  dlectvophorise de 33 voltslcna, de 2l/,h, au pH 2 
Quantiti. d’azote total recouvrable thkoriquement : 0,720 mg 

pg d’azote 
total de la 

fraction 

117 
114 
62,5 
39,5 
51,o 
42,5 
95,O 
35,O 
5.2 
4,s 

ActivitC : 
unitds par 

mg * 

60 
50 
22 
18 
0 
0 
0 
0 
0 
0 

Mobilite 
ClectrophorCtique 
par rapport & la 

leucine = 1 

0,47 
0,54 
0,62 
0,70 

quantite d’azote total retrouvie: 0,565, soit 7836 
* mg de poids sec calculi sur la base de 1276 d’azote (v. p. 920) 

f0 20 30 40 cm 

Fig. 8. Electrophovise au p H  2, 28 voltslcm, 120 win, de TB-a 

Fractionnement definitif des fractions resp. basique et neutre de l’hydro- 
lysat trypsique (TB et TN)1“). - Traitement des sous-fractions de TB.  TB-a 
a une activitk de 40 unit& par mg. C’est la fraction 6lectrophor6tique la plus 
abondante de TI3 (17%). I1 s’y trouve plusieurs strkpogknines intkressantes, mais 
c’est un produit tr&s complexe. Soumis B. une nouvelle klectrophorkse 8. 30 volts/cm 
au pH 2 ,  TB-a se subdivise en 11 sous-fractions (voir fig. 8), dont TB-a3, TB-a4, 
TB-a 7, TB-a 8 et TB-a 9 sont actives (voir tableau 7). La fraction active la plus 
abondante, TB-a 7, n’est plus dkdoublable par klectrophorkse, tout en ktant loin 

14) Kous jugeons int6ressante l’activiti d’une fraction inhomogkne si cette activitd est de 
l’ordre de 10 unit& par mg. 

14a) Toutes les hydrolyses dont les produits sont BtudiCs, ont Ctc! effectuies avec le m6me 
lot de trypsine ARMOUR, dont les risultats Ctaient parfaitement reproductibles. Or, recemment 
nous avons dii mettre en ceuvre un nouveau lot, exactement du m6me produit commercial, et  
nous avons constat6 une divergence - reproductible avec ce lot ~ dans la fraction TB-,3 6/1: an 
lieu d’un dodecapeptide de structure dkterminie, nous isolons & sa place un heptapeptide cor- 
respondant aux 7 derniers restes d’acides aminds de l’ancien TB-8 6/1. 

55 
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Fraction 

d’Ctre homoghe ; une chromatographie bidimensionnelle sur papier conduit B 5 nou- 
velles fractions (voir fig. 9) dont 2 (TB-a7/3 et  TB-cc 7/5) sont actives. Nous n’avons 
pas encore CtudiC de plus prks ces deux derniers produits dont 1’homogCnCitC n’est 
pas certaine. Quant aux autres fractions actives de ce groupe (voir tableau 7), elles 
n’ont pas encore CtC examides de plus p r k  

__t front 
Ct7? 

pg d’azote 
total de la 

fraction 

““1 

TB-or 4 
TR-a 5 
TB-a 6 
TB-or 7 
TR-or 8 
TB-or 9 

5 

42,6 
103,s 
4 5 3  
685,O 

59,4 
115,5 

10 20 30 em 
Fig. 9. Chromatographie bidimemionnelle de TB-a 

en abscise: solvant (<standard a; en ordonnCe : solvant (iWALEY-\V.%Tsos D 

Tableau 7. Fractions de l B - u ,  dudes  apris m e  dlectrophorBse de  28 voltslcm, de 2h,  a u  pH 2 
Quantit6 d’azote recouvrable th6oriquement : 0,978 ing 

.\ctivitC : 
unit& par 

mg* 

0 
0 

23 
.5 2 

0 
0 

20 
37 
23 

quantite d’azote total retrouvCe: 0,629 mg soit 64O6 
* mg de poids sec calculC bur la base de 16% d’azote 

NobilitC 
Clectrophorgtique 
par rapport 21 la 

lysine = 1 

0.35 
0,37 
- 

0,53 
0 5 8  
0,65 

Quoique l’on obtienne TB-cc facilement et avec un bon rendement, nous avons 
prCfCrC, en raison de sa complexitC, pour l’isolement de quelques strkpogknines pures, 
les fractions TB-P et TB-)I qui constituent des mClanges beaucoup moins complexes. 

TR-p est fractionnk par klectrophorkse ?i haut potentiel au pH 2. Toute I’activitC 
est prCsente dam la bande TB-/l 6 (voir fig. 10). EluCe, celle-ci reprCsente le 55% de 
TB-P; dans la rCalitC, cette proportion doit Ctre un peu plus klevCe parce que nous 
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avons observe: une certaine rktention de cette fraction sur le papier d’klectrophor6se 15). 
L’activitC de TB-/3 6 est dkjB considkrable (voir tableau 8). 

La m&me mkthode permet d’obtenir, B partir de TB-y, TB-y 2 B cat@ de six autres 
sous-fractions inactives (voir fig. 10). Lk encore, la fraction strkpoghique reprksente 
plus de la moitik du total. 

XctivitC : 

mg* 
Fraction unites par 

7B- Y I 2 3 1 5  6 7 

MobilitC 
6lectrophorCtique 
par rapport B la 

Rendement 
par rapport 2~ 

TB (7;) lysine = 1 

Le rendement en chacun de ces 2 produits aprks Blution B partir des phkrogrammes 
ne dkpasse toutefois par le 2,2% de TB (voir tableau 8). 

Les fractions strkpoghiques TB-/3 6 et TB-y 2 se rkvklent &tre non homoghes 
a la chromatographie bidimensionnelle sur papier. Chacune contient 2 peptides 
strkpogkniques (voir fig. 11) B cBtC de petites quantiths de produits inactifs. L’ac- 
tivitk de ces 4 fractions va de 80 B 90 unit& par mg. Soumis B deux nouveilies chro- 

I - T 

5 10 15 20cm 5 f0 15 cm 20 
78-/6 7)- yz  

Fig. 11. Claroinatographzes btdarnewsionnelles de TB-P 6 et et TB-y  2 
en abscisse: solvant U\vALEY-WATSONH (v. p. exp.) ; en ordonnCe : solvant cstandarda (v.p.exp.) 

15) Nous rencontrons ce phCnomhe chez d’autres fractions, notamment cliez TN-c(, TN-B 
et  TN-y. 
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matographies bidimensionnelles avec d’autres solvants, aucun de ces 4 produits ne 
s’est dCdoublC ; nous les avons donc considCrCs comme homogknes et cette conclusion 
sera confirmke lors de leur Ctude ultkrieure. 

Traitement des sous-fractions de T N .  Comme nous l’avons vu, TK est une fraction 
trks complexe (voir fig. 6). 

Les fractions actives TN-K et TN-/3 obtenues par Clectrophorkse au pH 2 sont 
peu stables en chromatographie vis-8-vis du mClange butanol sec., ac. acetique, eau 
(v. partie exp.) ; au cours de la chromatographie monodimensionnelle avec ce solvant, 
TN-a (Rf 0,82) se transforme partiellement en un produit inactif (Rf 0,26). Apri.5 
une rCpCtition de ce prockdC avec TN-K rCcupCrC, tout celui-ci a disparu au profit 
de la fraction inactive de Rf plus bas. TN-a contient 
de la cyst6ine; on pouvait donc penser que cette trans- 
formation serait due B un transfert de restes sur des 
ponts disulfure. Mais la prksence, dans le solvant de 
chromatographie et d’klution, d’acide thioglycoliquc 
ou de N-6thylmaICinimide 16) n’empCche pas I’inacti- 
vation. Cette hypothkse parait donc peu probable. 
TN-/3 se l a k e  &parer en deux fractions (TK-P 1 et 
TN-/3 2) par klectrophorkse au pH 2 poursuivie pen- 
dant Z1/, h ;  pour TN-a, il faut aller au moins jusqu’k 
5l/, h pour voir s’en dktacher une certaine quantitk de 
TN-P 1 et TN-/3 2 (voir fig. 12). 

Quelques considkrations gknkrales. - Nous re- 
marquons que les strkpoghines de l’hydrolysat tryp- 
sique de caskine sont surtout des polypeptides 
basiques. Cela est probablement en relation avec la 
spCcificit6 de l’action de la trypsine qui scinde les 

I0 

20 

J’o 

chaines polypeptidiques avec formation de trOn$Ons Fig. 12. Electrobhr 

0 
Q 
0 

Q 
iN-a 
5%h 

>ses au b H 2 ,  
a acide diaminC C-terminal, qui se terminent avant 22 voltslcm, de T,\’-E et T A - ~  

le reste suivant d’un autre acide diaminC (sauf dans 
le cas oh l’on aurait les skquences lysyl-proline et arginyl-proline). Si ces peptides 
sont basiques et qu’ils ne contiennent qu’un seul reste d’acide diamin6, ils doivent 
Ctre exempts d’acide dicarboxylique. Dans ce cas, leur mobilitC Clectrophor6tique 
doit &tre proportionnelle B leur poids molkculaire. Or, nous constatons que parmi les 
peptides basiques, ceux qui sont actifs se trouvent dans les fractions B petite mobilitC 
(TB-a, TB-/3 et TB-y). I1 doit donc s’agir en principe de polypeptides B chaine relative- 
ment longue. 

Ides strkpogknines basiques sont parfaitement stables en solution stCrile entre les 
pH 7,5 et 3, et au cours des fractionnements par dectrophorkse aux pH 2 et 6,5 ainsi 
qu’au cours des chromatographies. Par contre, la fraction strkpoghique neutre TN-K 
est instable. Comme nous l’avons d6jk vu, elle se dksactive en se transformant en une 
fraction de plus petit Rf lors de la chromatographie dans un mClange butanol sec., 
ac. adtique,  eau (voir partie exp.). L’activitC de nos fractions rCsiste entre pH 5,5 
et 7 B l’autoclavage de 30 min B 110”. 

le) A. P. RYLE & I;. SANGER, Biochem. J. 60, 335 (1955) 
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La croissance du Lactobacillus casei ATCC 7469 est dkjB fortement accklkrke par 
la prksence de doses minimes de l’hydrolysat trypsique de caskine, une concentration 
de 6pg de l’hydrolysat lyophilisk par ml suffit pour assurer la demi-croissance de 
l’organisme en un temps compris entre 19 et 24 h. Nous avons constatk cependantl’), 
que Lactobacillus casei est capable de synthktiser lui-m&me au cours de son dkveloppe- 
ment actif des peptides B caractkre strkpogknique. Dks lors, on peut penser que les 
strkpogknines exoghnes auront surtout pour fonction de rkduire le temps nkcessaire 
pour que les strkpogknines endogknes parviennent B une concentration suffisante B 
la croissance normale du micro-organisme. 

I1 est interessant de noter que l’examen biologique de chromatogrammes (voir 
fig. 1, a et b) rkvkle non seulement la presence de toute une skrie de composants 
actifs mais encore celle d’au moins une fraction nettement inhibitrice (A Rf 0,51). 

L’electrophorkse prkparative (en bandes pouvant contenir jusqu’k 50 mg de 
substance) aux pH 6,5 et 2, telle que nous l’utilisons successivement aprks dectro- 
dialyse de l’hydrolysat, conduit B un fractionnement trhs efficace des strkpogknines 
basiques; il aboutit B des fractions conduisant B des produits purs aprks 2 chromato- 
graphies sur papier. L’klectrophorkse au pH 2 des peptides neutres, par contre, est 
dkcevante. On obtient toute une skrie de bandes nettement dklimitkes (voir fig. 6), 
mais l’examen chromatographique de ces fractions montre qu’il se produit des phkno- 
mknes d’entrainement rkciproque : certaines fractions ayant migrk d’un bloc ren- 
ferment des composants qui, une fois separks, prksentent des vitesses de migration 
blectrophorktique trks diffkrentes. Ce phknomkne n’est pas supprim6 par la presence 
d’ur6e dans le tampon utilisk, malgrk l’effet dispersant de ce corps sur les associations 
par liaison hydroghne. 

Partie experimentale 
a) Dosage microbiologique des strepogknines. - Ce dosage est effectud avec Lacto- 

baczllus casei ATCC 7469, selon la mdthode de W O O L L E Y ~ ~ ) .  Les conditions de culture d’entretien 
et de culture de priparation de l’inoculum jouent un rBle assez important sin la sensibilite du test. 
Sous  dCcrirons ces conditions dans uii journal de bactiriologie. 

L’uniti que nous avons adoptie est celle de W O O L L E Y ~ ~ ) .  C’est la quantit6 de strdpoginine 
capable d’assurer la denii-croissance de l’organisme dans les conditions prescrites. La fraction 
de foie L de WILSON possi.de une activit6 correspondant B une unit6 par mg. 

b) Devitamination de la caskine. -- La casdine purifide selon CHERBULIEZ & BAUDET~)  
est ddvitaminie par une extraction au Soxhlet de 48 h par du methanol exempt d’ald6hyde 
(100 ml de methanol pour 20 g de casCine). A la fin de l’extraction, la casiine est dCbarrass6e de 
la quasi totaliti de la ycasdine qui peut &tre rCcupCrde de l’extrait alcoolique. 

c) Hydrolyses enzymatiques. - Pour dissoudre la casiine dCvitaminCe, on en prCpare 
d’abord une pi te  en la triturant dans un mortier avec de l’eau B laquelle on ajoute de la soude 
caustique diluie, en prenant garde ?I ce que le pH de cette p2te ne depasse jamais 8. Lorsque la 
p2te a pris une consistance fileuse, elle est portCe dans son volume d’eau, et la dissolution est 
terminCe sous agitation, jusqu’au pH 7,s. La concentration de la cas6ine est mesurie par l’ab- 
sorption que prisente son contenu en tyrosine et en tryptophane. A cet effet, on ajoute B 0,l  ml 
de la solution de caskine 5,.5 ml de NaOH 0 , l ~ .  La densiti optique de cette solution est mesurCel*) 
B 280 mp, sous 1 cm d’dpaisseur. Une concentration de .5,3.50/, de casCine correspond i une ex- 
tinction de 0,630. E lk  iquivaut B la teneur en tyrosine et tryptophane que donne le dosage 
spectrophotomktrique de GOODWIN & MORT ON^^)). La solution de casiine B So, au pH 7,8, est 

”) P. BAUnET & E. CHERBULIEZ, k t e s  soc. helv. sci. nat. 7959, 229. 
la) Xvec un spectrophotomktre BECKMAN DV. 
lg) Biochem. J .  40, 628 (1946). 
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tempCree 60 min B 38”, puis on y ajoute l’enzyrne dans le rapport enzyme-substrat de 1/17s. La 
trypsine ARMOUR, lot 33403, B 2820 unitks au mg est un  produit deox fois cristallisk; la chymo- 
trypsine ~VORTHINGTON,  lot CD 576-81, est Cgalement deux iois cristalliske. Les incubats sont 
recouverts d&s le dCbut de l’hydrolyse d’une mince couche de toluene de faGon B dviter toutes 
altdrations bactkriennes. Le tout est incubd 21  11 B 38” & 0.1”. I1 faut maintenir le pH B 7,s par 
addition progressive de soude caustique 1~ durant les 20 premibres minutes de l’incubation, en- 
suite, la vitesse d’hydrolyse ayant baisse bcaucoup et  les polypeptides form& exerqant une action 
tampon, le pH se maintient B 7,s. Dans les solutions de casCine entiiire e t  siirtout d’a-caskine, UII 

trouble se developpe dans les solutions diis la 20e min de l’incubation, il se rCsoud en un prdcipite 
apres plusieurs h. L’examen de ce prCcipitC montre que pour la cas6ine enti&re, il contient 10 k 
l5”,.6 de l’azote protCique total. Le prCcipitC est insoluble en milieu neutre ou acide j u s q u ’ i  un 
pH infCrieur B 1, il est trks difficilement soluble en milieu alcalin. -A4pr&; l’incubation, les enzymes 
sont dCsactivks par une kbullition de 7 min, et  les prkcipitks, kloignes a tempkrature ordinaire 
par une centrifugation B 2500 tours/min durant 15 min. Aux solutions claires, est ajoutC alors 
un volume d’acide trichloracCtique B 207/;) qui prkcipite tine fraction poll-peptidique ; celle-ci est 
CliminCe aprks 20 min de repos B temperature ordinaire par une centrifugation B 3200 tours/inin 
durant 20 min B temperature ambiante. On ajoute ensuite au centrifugat d2 l’acide trichlor- 
acCtique cristallisd puriss. B raijon de 35 g pour 100 ml, ce qui provoque niie nouvelle prkcipita- 
tion; aprks 20 min de repo; B la tempkrature du laboratoire, le prkcipitk est dimin6 commc le 
prdckdent. Une prise d u  dernier supernageant ne doit plus se troubler par l’adjonction d’acide 
trichloracCtique cristallisi. 

L’exces d’acide trichloracktique est dimink par 5 extractions successives an moyen de 2 vo- 
lumes d’dther. Le pH final de la solution aqueuse doit Btre compris entre 3,7 et  3,8. La solution 
aqueuse est alors concentrCe dans un kvaporateur rotatifZ0) B 42’ jusqn’8 ce qne le volume at-  
teigne environ 100 ml pour 10 g de casdine mise en ceuvre. Cette liqneur est congelCe sur les parois 
d’un ballon rond de 1 litre et  1yophilisCe sous 0,Ol Torr durant 10 h. I1 en rksulte une poudre de 
faible densiti, blanche et  moddrkment hygroscopiqne. Elle peu t Btre conservie B tempdrature 
ordinaire en flacons bouchds B 1’Cmeri pendant des annCes sans perdre aucune de ses propriCt6s. 
L’hydrolysst ainsi prCpar6 contient 3706 d’acide trichloracdtique sons forme salifike. I1 reprhsente 
le 7096 de la casCine mise en ccuvre. 

d) Dosage del’iontrichlorac6tique. - Le dosage de l’ion trichlorac6tique est fait par sa 
ritention sur une rCsine modkrkment basique, l’amberlite I K  4 B. 

Aprtis passage d’une quantite connue d’hydrolysat lyophilisk contenant de l’acide trichlor- 
acktique, on dose la quantitk de cet acide que cette prise de r6sin.e peut encore fixer, en y faisant 
passer une quantite connue de l’acide doiit on dose la partie non retenue. La quantitg d’acidc 
fixCe dans la d e r n i h  opCration, deduite de la capacitd de la resine mise en muvre, donne le chiffre 
d’acide trichloracCtique dans la prise de l’hydrolysat lyophilisd. Voici un  exemple de ce dosage: 

On soumet l’amberlite IR 4 B (OH-) B trois cycles de lavages successifs par ClH 1~ et XaOH 
1 ~ ;  200 mg de cette rCsine fixent 69,45 mg d’acide trichloracktique. Pour le dosage, on iait passer 
sur une colonne de 200 mg de cette resine, une solution de 10 ml contenant 100 mg de l’hydrolysat 
lypophilise et  on lave B l’eau j u s q u ’ i  ce qu’une goutte de l’effluent ne donne plus de rkaction B 
la ninhydrine. On fait couler i travers la rksine prealablement CgouttCe soils un vide lCger, 5 ml 
d’acide trichloracetique 0 , 1 1 4 ~  (contenant 93,10 nig d’acide), puis on repasse l’effluent sur la 
k i n e ,  ce qui homogBnCise la phase aqueuse en contact avec cette derniere, Trois prises de 1 ml 
du dernier effluent, titrkes a u  rouge cle mkthyle, ont consomink chacnne 7,5 ml XaOH 0,01 s ; 
cela indique que 32,l mg d’acide trichloracetique ont C t C  retenus par la rksine. Commc 200 mg de 
celle-ci en fixent 69,451 mg, le poids d’acide trichloracCtique provenant des 100 mg de l’hydrolysat 
IyophilisC est donc de 69,45 mg moins 32,l mg, soit 37,3 mg. 

e) Marche des hydrolyses trypsiques. - 1) HydvoEyse par  les trjipsines cvistullistes. 1Og de 
caskine dCvitaminCe (qualit6 poudreuse) sont mis en p5te comnie il a Btd dCcrit, puis finalement 
dissous B 200 ml d’eau; le pH est ajustk B 7,8. 

On prC1eve 2 fois 0,l ml de cette solution pour le dosage spectrophotomktriqne de la concen- 
tration en caskine. On obtient Line densitd optique de 0,560 et  de 0,.565 ce qui indiqne nne concen- 
tration en proteines de 4,60,{,. 

20) L. C. CRAIG, J.  C. GREGORY & IT. HAVSMASX, .\nalj-t. Chemistry 22, 1162 (1950). 
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La solution de casCine est porte'e B 25' puis divisde en deux moitiks. Dans la prernibre on in- 
troduit 12,5 mg de trypsine ARMOUR deux fois cristalliske, lot 33403, Q 2820 u. ARM OUR/^^ 
(E/S = 1/184). et  dans l'autre lot 25 mg de trypsine cristallise'e WORTHINGTON lot ER 571, 
contenant 500/, de sulfate de magnCsium (E/S = 1/184). 

L'incubation est effectuCe B 38" & 0,l".  Durant les 20 premikres min, le pH est ajust6 3. 
7,s environ toutes les 5 min, il s'y maintient par la suite. 

Pour la mesure de la protiolyse, on prClbve 1 ml des incubats et  l'introduit dans un tube 3. 
centrifuger conique de 10 ml contenant 1 ml d'acide trichloractitique B 207/,. On agite doucement 
la suspension ainsi formCe, la laisse skdimenter 60 min 8. 25' * 0,l". Aprks une centrifugation 
de 10 min 3. 2000 tours/min, on prklkve 1 ml d u  supernageant que l'on dilue B 25 ml. On dd- 
termine la densit6 optique de cette solution B 280 mp, sous 1 cm d'dpaisseur. 

10 

0,057 

10,O 

0,050 

9,s 

Tableau 9 Dewszte's optiques & 280 nzp des  laqueuvs d'hydrol>se (trypsines crist ) aprds de'fe'catzon 
p U Y  l'aclde tvLCkhl'Uce'ttqLke & fo",, 

20 60 I 120 180 1 240 300 I 360 1440 

0,062 0,157 0,0159 0,0166 0,167 0,177 0,194 0,198 

12,O 30,O 29,5 31,O 31,2 33,5 36,5 37,O 

0,065 0,140 0,161 0,167 0,172 0,177 0,195 0,197 

12,5 30,O 30,2 312  31,s 33,5 36.7 37 

-___ 

Temps d'incuba- 

Tryps ARMOCR . 0,019 
Fraction non 

pr6cipitCe ( O 0 )  . 3,5 

Fraction non 
prCcipite'e ( O 0 )  . 3,s  

____ 
Tryps. ARMOUR . 
Fraction non prC- I cipitee ( O ; )  . . 

Tryps. Novo . . 
Fraction non prC- 

cipitCe (O;,)  . . 

0,177 0,232 0,31.i 0,410 0,458 0,57.i 0,675 0,700 0,960 

70 I 1 3 , O  17 24 30 33 42 49 58 

0,137 0,265 0,458 0,770 1,020 1,140 1,215 1,290 1,335 

9 19,5 33 56 73 83 88j 94 97 
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Arginine 0,131 1 1 0,135 I 

Tableau 11. Mesures colouime'triques azc biurrt  des culots tvichlorace'tiques d 10% d~ casiine p a v  une 
tvypsine cvist. et u n e  tvypsine non m i s t .  

Coefficients d'extenction nzesurds au colorimdtve KLETT-S  CJMLWER.YOAV 

0,160 23,l 0,015 
0,160 

Temps d'incubation, min 0 30 
~- 
Tryps. ARMOUR . . . . 
Fraction noii prkc. (o,(,) . 

Tryps. Novo . . . . . 315 2.50 145 100 50 
Fraction non prkc. ( 0 , )  . 1 0 1 18 1 56 1 72 1 90 

f)  MBthodes analytiques. ~ Rdvdlatiom & la tzinhydvine Les bandes-tkmoins des phCro- 
grammes et  les chromatogrammes sont rCvC16s ax-ec une solution de ninhydrine de 0,4"; dans 
le butanol sec. contenant 19'0 d'acide acktique. 

Ke've'lation a u  ve'actif de PAULY: voir 21) .  

Dosage de l'azote total des fvactions polypeptidiqurs.  11 est realis6 par l'iiltramicrodosage de 
BAUDET & CHERBULIEZ~~) .  On tient compte pour les polypeptides basiques d'unc teneur moyeniie 
en azote total de 169; e t  pour les polypeptides neutres d'une teneur de 12Y/,, chjffres moyens que 
donne le dosage d'azote KJELDAHL de ces fractions. 

Dosage de l'arginine et de  la lys ine des fractions.  La fraction en question est hydrolysio en tube 
capillaire dans l'acide chlorhydrique 5 , 7 ~  B 100" ;C 2" duraiit 18 11. L'arginine e t  la lysine de ce 
dernier hydrolysat sont sdparCs par une dectrophor6se de 22 volts/cm au pH 2 de 4 h 50 sur une 
feiiille de papier SCHLEICHER & SCHUELL 2043 a, lavC, de 82 cni de long e t  de 15 cm de large 
Les taches sont d'abord rCvClCes par de la niiihydrine B 0,02500 dans dc I'ac6tone, puis le phkro- 
gramme est rendu alcalin par pulvkisation d'une solution de KOH O , ~ N  dans de I'Cthanul afin 
de chasser l'ainmoniac Cventuellement fix6 sur le papier. Les taches sont alors dCcoupCes, e t  la 
reaction h la ninhydrine est commencCe in situ et terminke en solution A l'aide du rCactif de 
MOORE & STEIN, modifiC22). La densit6 optique des solutions colorees es t  dCterminPe au  photo- 
colorimktre KLETT-SUMMERSON. avec le filtre 51. 

Tableau 12. Dosage de l'avgiizine et de la l y s i n e  dans  les dlecfvodialysats TA\', T B ,  T.4 

Lysine 

pM 
trouvi 

0 
0 

0 

2.5 

Dosage d u  phosphovr dans les  fi,nctions. On disso.it env .  10 mg dn produit ?I examiner d a m  
2 ml de NaOH 0 , 7 5 ~ .  A p r k  15 h de repos, A 38" -+ ('),lo, on continue selon CHERBULIEZ & BAU- 
D E T ~ ) ,  en utilisant la mCthode colorimktrique de KINC'~) .  

Re've'lation bacttviologique des chronzatogrammrs des hydvolysats tvyjhsiqurs dcs casiines entidvr. 
x et ,!I. A p r k  les chromatographies, les bandes de papier (20 m m  de large) dbbarrasskes du solvant 
B 40", sont dCcoupCes en tranches de 5 mm de hauteur, de la ligne de base jusqu'k la ligne du 
front du solvant. Chacun de ces fragments de  chromatogramme est introduit s6parCment dans 
un tube A bact6riologie qui recevra 10,5 ml du milieu de dosage bactiriologique (milien dc IANDU- 

a l )  R. ACHER & C. CROCKER, Biocheni. biophys. .Icta 9, 704 (1952). 
22) P. BAUDET & E. CHERHULIEZ, Helv. 47, 1613 (1957). 
23) F:. J .  KING, Niochem. J .  26, 292 (1932). 
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DICKEN). A4pr&s autoclavage, le dosage bactiriologique est poursuivi de faGon habituelle 15), et 
la croissance de Lactobacillus casci ATCC 7469 est d6terminke par. nCphClomCtrie aprt-s 20 h. 

Tableau 13. Dosage d u  phosphorc dans les fractiom T B ,  TN et T A  

15.7 

37,7 

QuantitC 
en mg 

Fractions 

5 9 5  
.5 5 

90 

TB 

TN 

T x 

6,5  
6,5 
6 3  
6 , ~  
6 3  
6,5 
2 
2 
2 
2 

2 
2 
2 
2 
2 

0 - 

14,7 
14,42 

15,37 
16,10 

7,50 
7,50 

22 
33 
22 
33 
27 
27 
33 
33 
33 
33 
28 
22 
22 
22 
33 
33 

Fraction 

7,5 

7,5 
50 

50 
15 
15 

20 
20 
20 

7.5 

7,5 
7,5 
6 

15 
15 

7,s 

TB 

CB 

*r A 
C x 
T s 

c s  
HN 
TR-a 
TB-x 7 
TB-a 3 
TR-a 4 

TB-y 
TS-r* 
TN-bl 

TR-P 

‘rs-p 

W 3MM 
137 3 
w 31LIM 
w 3 
w 3 
\v 3 
w 3 
w 3 
w 3 
w 3  
TV 3 
w 3JIhI 
W 3MM 

W 3 lav6 
W 3 lave 

’cv 3 m 1  

85,7 
8 7 3  

phos- 
phore 

Tableau 14. Elcctvophordses des fvactions 

Quantitd 
mg 

Papier”) 
, 

a )  \v 3hLhI \\’H4T114N no 3 hI&l 
I\’ 3 W H A T M ~ N  no 3 
IV 3 lavC: \ V H ~ T M ~ N  no 3 lave par HCOOH 4U et eau 

milli- 
amp&rcs/cm 

0.48 
0,68 
0,48 
0,68 
0,43 
0,43 
0,43 
0,43 
0,43 
0,43 
0,38 
0,26 
026  
0,26 
0,43 
0,43 
0.26 
0,26 
0,26 

O /  
0 en 

moy. 

0,07 

0,38 

0,65 

Durie 
min 

270 
180 
270 
180 
I50 
150 
150 
180 
180 
180 
120 
150 
I50 
150 

90 
90 

180 
315 
180 

g) Electrophorese en bande. - Les electrophorkses sont faites sur du papier WHATMAN 
No. 3, WHATMAN No. 3 lave et WHATMAN No. 3 MM (papier Cpais). 

Un voltage de 33 volts par cm pour un papier de 62  cm de long ou de 22 volts par cm pour 
in1 papier de 82 cm de long est applique aux bornes des klectrodes, de faSon k skparer les consti- 
tuants en un temps le plus court possible. La chaleur due & l’effet JOULE est en grande partie 
ctispersCe par conduction dans une grande masse de tolut-ne, qui recouvre les papiers, et par re- 
froidissement du tolut-ne le long de ceux-ci. 

Deux types d’appareils sont utilises, ils feront l’objet d’nne description ultCrieure. Dans l’un, 
on travaille avec deux papiers de 15 x 62 cm qui y sont dispos6s en diagonale, ou bien on utilise 
u n  seul papier de 1.5 x 82 cm lorsqu’une dectrophor&se doit Ctre prolongee. Dans l’autre, on peut 
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Solvant 
I re  direct. 

placer six papiers de 25 x 62 cm disposCs verticalement. Dans les deux cas, le champ Clectrique 
est toujours uniforme sur toute la feuille parce que l'irrigation de cette derni6re par le tampon 
se fait rhguli6rement e t  continuellement. Xous utilisons toujours des tampons de faible force 
ionique e t  dont les constituants sont volatils: 

pour pH 11 : pipCridine, ac. acCtique et eaii (en vol. 7/2,5/90,5) 
pour pH 6,j: pyridine, ac. acktique e t  eau (en vol. 10/0,4/89,6) 
pour pH 2 : ac. acCtique, ac. formique e t  eau (en vol. 30/23/94,7) 

L'obtention d'un dip& 1-Cgulier du  materiel sur le papier d'Clectrophor&se demande beaucoup 
de soin. On y parvient si l'on trempe le papier pliC sur la ligne de dip& (longueur 15 cm) dans une 
1-igole en polyCthylhe, coupCe & angle droit e t  contenant 0,3 & 0,s ml de la solution B dCposer. 
En retirant le papier de cette rigole, on constate que la solution est fixCe sur le papier en un rec- 
tangle rCgulier de 15 x 0 , j  & 15 x 1,; cm. Par Cvaporation au moyen d'air chaud, le solvant est 
CliminC du papier. Pour rCtrCcir la largeur de la bande de dCpBt (quelquefois colorhe en jaune, 
selon la nature des fractions) & 3 mm ou moins, on dtale le papier d8pliC sur Line plaque de verre 
e t  on place de part e t  d'autre de la bande & 3 cm line baguette de verre, le long de laquelle on fait 
coder  avec une pipette, le tampon. Les fronts de diffusion du tampon repoussent de part et  
d'autre la substance de la bande vers son milieu. 

Lorsqu'il s'agit de rCcupCrer les fractions & partir du phkrogramme, une bande longitudinale 
prialablement dClimitCe sur le papier est d6coupi.e e t  les diverses zones sont 1ocalisCes avec la 
solution de ninhydrine B 0,406. Sur le reste du papier (12 cm), les zones intkressantes sont d& 
coupCes alors que le papier est encore humide (l'asskchement du  phCrogramme occasionne des 
pertes de materiel peptidique) e t  irnmBdiatement CluCes. 

En  utilisant plusieurs appareils d'Clectrophor6se 5 haut voltage, nous ponvons fractionner 
des quantitCs relativement importantes de matgriel (par ex. 600 mg de la fraction T B  par jourj . 

h) Chromatographies. - Les chromatographies sont effectuges dans des cuves de verre, 
2". On les effectue toutes avec le 6tanches. p!acCes dans line enceinte thermostatisie B 24" 

systkme descendant. Les rCvClations sont faites B l'aide de la solution de ninhydrine B 0,4":,. 
Le tableau 15 contient les donnCes tcchniqiies concernant 1es chromatographies exkcuthes 

'l'ableau 15. Chvoincllogvaphies de fval-fiorzs 

Duree 
henres Solvant 

2me direct. Figurc 

a )  w: 

standard 
standard 
standard 
5tandard 
standard 
qtsndartl 

I I 

22 
C) 22  

\ T J ~ L E I  \\ ~ T S O N  15 2 3  
WALEY-TV ITSON 9li2 9 
\T'ALEY-\\'~TSOW 91/2 
\T '~LEY-\ \  ~ T S O N  2 3 3 / ,  201,', 

QuantitC 
Fraction Papiera) dCpos6e 

TH-T S-S 2043a 
TB-P S-S 2043a 
TR-? S-S 2043 a 
'i- Y \Y 3 

1 

1 
1 
0 , 3  
0,1 
0 , l  
-l 

standardb) 

TYIIATMAN, S-S: SCHLEICHER & S C H U ~ L I .  
b) Rutanol sec., ac. acktique, eau: 67/16/25 vol. 
C j  Butanol-n, pyridine, ac. acCtique, eau : 30/20/6/24 vol. 

Nous remercions le FONDS NATIONAL SUISSE DE L.A RECHERCHE SCIEKTIFIQUE qiii a permis 
la realisation du  debut de ce travail, ainsi qne la tnaison 1'. HOFFMXNN-L.\ ROCHE & CIE 5 RBle, 
qui s ' y  est int6ressCe par la suite. 



Volnmen XLIII, Fasciculus 111 (1960) - KO. 120-121 

RESUM? 

923 

La 1ibCration des strkpogknines de la caskine a ktk rCalisCe par hydrolyse chlor- 
hydrique, chymotrypsique et trypsique. L’hydrolyse minCrale aboutit B un hydrolysat 
peu actif; par contre les deux hydrolyses enzymatiques libilrent une activiti. strCpo- 
gCnique notable qui a pratiquement la m&me valeur dans les deux cas. 

Des fractions actives et des polypeptides purs ont CtC retirCs de l’hydrolysat 
trypsique de casCine par des proc6di.s alliant l’klectrodialyse, l’klectrophorilse B haut 
potentiel B diffCrents pH, et la chromatographie sur papier. 

Laboratoires de chimie organique et pharmaceutique 
de 1’UniversitC de Genilve 

121. Hohere Austausche und das Additivitatsproblem in der Theorie 
der chemischen Bindung 

von M.Barlocher 

(18. 11. 60) 

Einleitung 
Bisher wurde in der Theorie der chemischen Bindung nach der Valenzmethode meistens nur 

der Zweier-Xustausch berucksichtigt. Wahrend diese Naherung fur grosse Abstande hinreichend 
ist, mussen bei kleineren Atomabstanden auch hohere Austausche beriicksichtigt werden. 

Zweck der Arbeit ist es, zuerst die allgemeine Theorie des Dreier--4ustausches zu entwickeln. 
In  5 1 werden durch Verallgemeinerung der bekannten Theorie fur Zweier-Austausche die 

Bindungsgleichungen unter Beriicksichtigung des Dreier- Austausches abgeleitet. Ferner wird die 
Wirkung des Operators der Vertauschung von 3 Elektronen auf die reinen \‘alenzzustande all- 
gemein angegeben. 

Als A4nwendung erfolgt in $ 2 die Berechnung der Bindungsenergie von 3 H-Xtomen fur 
gewisse Abstande und Anordnungen der Kerne unter Berucksichtigung des Zweier- und Dreier- 
=\ustausches sowie der Uberlappungsintegrale. 

In 9 3 wird die lineare Kette von N H-Atomcn mit Beriicksichtigung des Zweicr- und Dreicr- 
Austausches und der Uberlappungsintegrale behandclt. Hier stellt sich die prinzipielle Frage 
nach der hdditivitat der Bindungsenergie bri langen Ketten, d. h. ob svj.h- einem konstanten 
Grenzwert zustrebt, unabhangig von N, wenn N gross ist. H U L T H ~ N  hat dies unter Beriicksichti- 
gung des Zweier-Austausches bereits allgemein gezeigt. Wir zeigen fur unseren Fall die Additivi- 
tat durch Extrapolation von N = 2, 4, 6 und 8. Bei Berucksichtigung des Dreier-Austausches 
und der Uberlappungsintegrale konnte das nur numcrisch gezeigt werden, durch Einsetzen der 
numerischen Werte fur die Integrale bei speziellen .4bstanden, da die allgemeinen Formeln zu 
ltompliziert sind. 

Die Frage der Additivitat ist sehr wichtig fur die organische Chemie (Paraffinkcttenj, wo 
sie eine experimentelle Tatsache ist. Wir haben daher in 9 4 die Frage fur die lineare Kette von 
zwciwertigen Atomcn weitergepruft (wobei wir hier lediglich den Zweier-.-Zustausch berucksich- 
tigten). Diese Kette ist ein Model1 fur die Paraffinkette; die CH,-Gruppc wird als zweiwcrtigcs 
Atom betrachtet. Durch Berechnung der Energic fur 6 = 2,  3 ,  4, 5, 6, 7 und 8 ergibt sich tat- 
sachlich, dass & . y / , ~  einem Grenzwert zustrebt (der bei AJ = 8 praktisch erreicht istj. Das Resultat 
in 9: 4 kann mit den experimentellen Daten fur die Paraffinkctte verglichen werdcn. Bei Ein- 
setzen der halbempirischen Werte fur die Integrale, die in einer fruheren Arbeit von HEITLER 
aus den einfachen Kohlenwasserstoffen (CH,, C,H,, C,H, usw.) gewonnen wurden, ergibt sich 
cine vernunftige Ubereinstimmung mit dcr Erfahrung. 


