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SUMMARY

The reactions of isocyanic acid and of thiocyanic acid with the products of
AMADORI rearrangements are described. Thiocyanic acid, especially, is well suited
for the characterization of fructosamines. By etherification of the mercapto group
and exposure to oxidizing agents, the 2-mercapto-imidazoles can be used for pre-
paration of certain imidazole derivatives which are otherwise difficult to obtain,
e.g. 4-formyl-imidazole.
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glutaminyl-lysine (TB-y 2/6) et
alanyl-glutaminyl-prolyl-valyl-prolyl-tyrosyl-alanyl-prolyl-prolyl-
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1. Introduction

Dans un mémoire précédent!), nous avons décrit les méthodes permettant d’isoler
d’un hydrolysat trypsique de caséine, quelques polypeptides neutres et basiques, a
action strépogénique.

Le présent mémoire est consacré a 1'étude de deux strépogénines basiques de la
fraction TB-y 2 de cet hydrolysat. Rappelons que la fraction que nous avons appelée
TB-y est obtenue a partir des peptides basiques par une électrophorése a haut voltage
a pH 6,5. Fractionnée A son tour par électrophorése également, mais & pH 2, on
sépare de TB-y, TB-y 2 qui renferme toute 1'activité. Cette derniére fraction contient
les deux strépogénines TB-y 2/5 et TB-y 2/6 dont I'étude fait I'objet de ce mémoire.

Apreés leur localisation par la ninhydrine sur une bande découpée dans le phéro-
gramme, les fractions strépogéniques sont éluées a partir du papier encore humide,
de fagon & prévenir leur fixation irréversible sur le support de cellulose. Les éluats.
sont congelés puis lyophilisés.

Au moyen de 12 électrophoréses pH 6,5 par jour, nous obtenons en 3 semaines
{(au total 240 opérations), a partir de 9 g de la fraction basique (TB), 0,166 g de
TB-y, fournissant & son tour par électrophorése a pH 2 0,089 g de TB-y 2. Ce cycle
est répété de facon a fournir périodiquement une quantité suffisante de TB-y 2
pour qu’on puisse passer aux derniéres étapes de la purification, conduisant aux
2 strépogénines pures.

En pratique, aprés la réunion de 240 €éluats contenant TB-y, le fractionnement de cette
quantité est poursuivi en 8 portions par électrophorése a pH 2, a 33 volts/cm. On obtient ainsi
la fraction TB-y 2 (qui contient toute l'activité).

i 1 'PiERRE BAUDET & EMILE CHERBULIEZ, Helv. 43, 904 (1960).
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TB-y 2 est fractionné par chromatographie sur papier, en principe selon les indications don-
nées dans notre mémoire précédent?!), mais au lieu de chromatographies bidimensionnelles, on
effectue 2 chromatographies monodimensionnelles successives (fig. 1, 1801, resp. a-+ b et a+-c),
pour se préter aux nécessités du fractionnement préparatif. Les 0,089 g de TB-y 2 mentionnés
plus haut peuvent étre fractionnés sur 3 ou 4 feuilles de papier. On obtient ainsi les strépogénines
TB-p 2/5 et TB-y 2[6 & I'état pur. Il est arrivé cependant que des préparations de TB-y 2/5 soient
contaminées par un peu de TB-y 2/6, et que cette derniére contienne encore une faible quantité
d’un peptide & Rf plus bas (TB-y 2/2 formé d’acide glutamique, d’acide aspartique, d’alanine,
de thréonine, avec la sérine comme acide aminé N-terminal et la lysine comme acide aminé
C-terminal).

Tableau 1. Rendements et activités des fractions strépogéniques
et des stvépogénines TB-y 2|5 et TB-y 2/6

% de Activité
Poids en mg | 1'hydrolysat strépogénique
Substance mis en partiel d’aprés en unités
ceuvre la teneur WOOLLEY
en azote par mg

Hydrolysat partiel . 8560 100 20-25
Fraction basique TB . 6000 70 25
Th-y . . . . . . . .. 104 1,21 40
TB-y2 . . . . . . . .. 56 0,65 60
TB-y 2/5 e 9,7 0,11 80
TB-py2/6 . . . . . ... 4,3 0,05 80

Toutes ces fractions peuvent étre conservées sans altération de leurs activités a
a température ordinaire, a 'abri de I’humidité; elles ne sont pas altérées non plus
aprés autoclavage de 20 min de leur solution dans I'eau distillée ou en milieu tam-
ponné & pH 6,8 a 115°.

La pureté chromatographique de ces deux strépogénines est contrélée par 2
chromatographies bidimensionnelles (voir partie expérimentale). La révélation a
la ninhydrine ne montre qu’'une seule tache pour chacune des strépogénines.

La chromatographie bidimensionnelle selon LEvY?) ou RockLaND3), ou encore
une chromatographie dans une direction suivie de I'électrophorése?) dans I'autre
direction (voir partie expérimentale), de leur hydrolysat chlorhydrique intégral,
démontre la présence chez TB-y 2/5, d’acide glutamique, Q’alanine, de valine, de
tyrosine, de proline et d’arginine, et chez TB-y 2/6, d’acide glutamique, de valine, de
leucine, de proline et de lysine; il n’y a pas de cystine, puisque, aprés oxydation per-
formique de ces strépogénines & — 10°, selon HIrsS), on ne trouve pas d’acide
cystéique dans leurs hydrolysats intégraux et puisque la réaction de ForLin & Ma-
RENZI®) sur les peptides natifs est négative. L’absence de tryptophane est démontrée
par chromatographie bidimensionnelle selon LEvy?), apres hydrolyse barytique qui
ménage cet acide aminé. L’isoleucine est également absente puisque la chromato-
graphie se lonWoRK?) de la fraction leucinles 4 valine provenant de I’électrophorése

)

A. L. LeEvy & D. CHUNG, Analyt. Chemistry 25, 396 (1953).

L. B. RockranDp & J. C. UNpDERWOOD, Analyt. Chemistry 26, 10 (1954).
P. Baupetr & E. CHERBULIEZ, non publié.

C. H. W. Hirs, ]. biol. Chemistry 279, 611 (1959).

O. FoLin & A. D. MargnzI, J. biol. Chemistry 83, 103 (1929).

E. WoRrk, Biochim. biophys. Acta 3, 400 (1940).
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a pH 2 de I'hydrolysat chlorhydrique intégral ne montre que valine et leucine. L'hy-
drolyse des 2 strépogénines par I'acide chlorhydrique 2~ & 100° durant 120 min libére
de I'ammoniac qui est fixé ensuite par entralnement dans de l'acide sulfurique
puis dosé a la ninhydrine®).

Le dosage des acides aminés de TB-y 2/5 et de TB-y 2/6 est effectué aprés leur
hydrolyse chlorhydrique intégrale, soit par chromatographie bidimensionnelle des
acides dinitrophényl-aminés (sauf la DNP-proline) et détermination photométrique
a 360 mu®), soit aprés chromatographie, électrophorése et dosage A la ninhydrine
selon WUNDERLY!). Le dosage de la proline est effectué dans I’hydrolysat intégral
aprés chromatographie et électrophorése, a ’aide du réactif de CHiNARD™) et selon
un procédé complémentaire que nous décrirons, ou bien aprés dinitrophénylation,
par la mesure de I'absorption a4 385 mu. La tyrosine est détruite en grande partie
durant I'hydrolyse chlorhydrique intégrale des peptides isolés des phérogrammes
ou chromatogrammes, du fait des impuretés glucidiques issues des papiers de chro-
matographie et d’électrophorése. Les lavages appropriés préliminaires des papiers
diminuent cette destruction sans 'empécher complétement, aussi la tyrosine est-
elle dosée chez TB-y 2/5 natif, par le réactif & I'a-nitroso-g-naphtol?).

Tableau 2. Composition des strépogénines TB-y 2[5 et TB-y 2/6

Nombre de restesd)
Strépogénine Acides aminés dosage dosage
DNP?) ninhydrine 19)
ala 2 2
glu 2 2
TB-y 2/5 val 2 2
tyr 1b) 1b)
pro 4 4
arg 1 1
val 3 3
TB-y 2/6 glu 2 2
leu 1 1
pro 4 4
lys 1 1
4} On admet un nombre de restes entier lorsque les dosages des
acides aminés donnent des fractions moléculaires qui ne s’écartent
pas de plus de 109, d’un nombre entiertie (voir page 1816).
) Dosé par la méthode a I'a-nitroso-g-naphtoll?).

La teneur en proline de ces 2 strépogénines est particuliérement élevée: 409,
chez TB-y 2/5 et 389, chez TB-y 2/6. La quantité de valine est également importante
(29%, chez TB-y 2/6 et 169, chez TB-y 2/5).

8) P. BaupET & E. CHERBULIEZ, Helv. 47, 1613 (1957).
%) G. KocH & W. WEIDEL, Z. physiol. Chem. 303, 213 (1956).
10) B. PErN1s & CH. WUNDERLY, Biochim. biophys. Acta 77, 209 (1953).
1) F. P. CHINARD, J. biol. Chemistry 799, 91 (1952); W. TroLL & J. LiNDSLEY, ibid. 215,
655 (1955).

12) U. CooPER, J. biol. Chemistry 796, 227 (1952); M. MarTIN, Bull. Soc. Chim. biol. 39, 78
(1957).
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Le fait que les résidus d’acides aminés dans chacun de ces deux polypeptides
sont présents en nombre entier est encore un argument en faveur de la pureté de
nos produits, qui s’ajoute aux indications chromatographiques. Il en va de méme
des résultats obtenus lors de la détermination des acides aminés N- et C-terminaux,
qui sont uniques pour chacune des strépogénines en question. L’acide aminé N-ter-
minal est mis en évidence selon SANGER'?) aprés chromatographie bidimensionnelle?),
et I'acide aminé C-terminal est identifié soit apres hydrazinolyse4) soit aprés action
de la carboxypeptidase!®), par chromatographie d'une part et électrophorése d’autre
part.

La libération de la lysine et de 'arginine respectivement, acides aminés C-termi-
naux, par la carboxypeptidase A se fait trés lentement. Cela est en accord avec la
spécificité d’action de cet enzyme. La présence de lysine d’une part et d’arginine
d’autre part comme acides aminés C-terminaux est en accord avec ce que 'on sait
de la spécificité d’action de la trypsine, au moyen de laquelle les strépogénines ont
été préparées a partir de la caséine.

Tableau 3. Acides aminés N- et C-tevminaux des strépogénines TB-y 2[5 et TB-y 2/6

Acide aminé

Acide aminé

Strépogénine N-terminal C-terminal
TB-yp 2/5 ala arg
TB-y 2/6 val lys

L’hydrazinolyse selon AKABORI'4) des deux strépogénines libére l'acide aminé
C-terminal de TB-y 2/5, I'arginine, tandis que cette opération ne donne pas de résultat
avec TB-y 2/6.

La présence de deux restes d’ammoniac dans chacun des polypeptides, implique
Iexistence de 2 fonctions amides simples. Trois carboxyles sont disponiblzs dans 'en-
semble pour chacune des 2 strépogénines, 2 provenant des résidus d’acide glutamique
et le 3¢me de I'acide aminé C-terminal. Or, ce dernier est libéré par la carboxypepti-
dase dans sa forme non amidée, son carboxyle est donc libre dans les peptides natifs;
il ne reste alors que la possibilité que les deux fonctions amides appartiennent aux
restes d’acide glutamique sous forme de restes de glutamine. Par ailleurs, le carac-
tére basique de ces strépogénines implique que les 2 carboxyles des restes glutamiques
solent masqués.

Nous avons établi la constitution des deux strépogénines par 'analyse des pep-
tides fournis par leur dégradation partielle. Comme les strépogénines contiennent
chacune plusieurs fois les mémes restes de certains acides aminés (acide glutamique,
valine, proline, alanine), on ne pouvait pas, pour les peptides d’hydrolyse partielle,
se contenter d’effectuer I'analyse qualitative de leurs produits d’hydrolyse, mais il
fallait les doser. Nous utilisons dans ce but la méthode a la ninhydrine de WuNDER-
LY!%) ou la méthode par dinitrophénylation de KocH & WEIDEL?®). Toutes les fois
que le nombre de résidus trouvés par ces deux méthodes ne s'écarte pas de plus de

13) F. SANGER, Biochem. J. 39, 507 (1945).
4y S, Axkasori, K. OaNo & K. Narita, Bull. chem. Soc. Japan. 25, 214 (1952).
15) H. FRaENKEL-CONRAT, J. I. Harris & A. L. LEvy, Methods of biochemical Anal. 2, 397.
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nombres seront donnés entre parenthéses a c6té du nom de I'acide aminé, abrégé
selon BRAND6).

Nous avons utilisé plusieurs procédés d’hydrolyse partielle: dégradation contrélée
par la carboxypeptidase, par 'acide chlorhydrique concentré a 37°, par la subtilisine
{enzyme protéolytique de Bacillus subtilis), et par la chymotrypsine en ce qui con-
cerne TB-y 2/5. Les fragments peptidiques engendrés par ces hydrolyses sont frac-
tionnés en ampholytes acides, neutres et basiques, au moyen d’électrophorése au
pH 6,5, puis les fractions acides et neutres sont soumises a une nouvelle électrophorése
4 pH 2, ce qui les subdivise dans la plupart des cas en de nombreux peptides. Aprés
leur localisation par la ninhydrine, le réactif de SAKacucHI?, I'a-nitroso-f-naphtol %)
ou l'isatine8) sur une bande témoin, les peptides sont élués.

1I. Hydrolyse a la carboxypeptidase A

La carboxypeptidase A cristallisée 3 fois, de WoRTHINGTON, 0,016-0,017 unité
ANSON par mg, est lavée par de 1'eau froide 3 fois de suite, par mise en suspension
suivie de centrifugation. Ces lavages sont destinés a débarrasser I'enzyme d’acides
aminés contaminants, formés par 'autodigestion de la carboxypeptidase. Un traite-
ment de l'enzyme au monofluorophosphate d'isopropyle!$), pour inactiver des pro-
téinases pancréatiques, présentes a 1'état de traces dans la préparation commerciale
de la carboxypeptidase A cristallisée, n’a pas été nécessaire dans notre cas, puisque
nous n'observons aucune protéolyse parasite de TB-y 2/5 et de TB-y 2/6, cela
méme apreés des temps d’incubation trés prolongés (72h).

L'hydrolyse de TB-y 2/5 et de TB-y 2/6 par la carboxypeptidase A est tres
lente; 1'arginine et la lysine respectivement ne commencent a apparaitre qu’aprés
7 heures d’incubation. Il est connu'®) que ces acides aminés en position C-terminale
ralentissent beaucoup 'hydrolyse de la liaison peptidique dans laquelle ils sont
engagés. En fait, si nous avons utilisé la carboxypeptidase A et non la carboxypepti-
dase B qui agit beaucoup plus rapidement que I’A sur ces liaisons, c’est qu’a 'époque
de l'exécution des travaux décrits dans ce mémoire, on ne connaissait qu’une seule
carboxypeptidase pancréatique, qui a été nommée carboxypeptidase A seulement
aprés la découverte de la carboxypeptidase B20). Chez les 2 strépogénines étudiées,
I’hydrolyse ne procéde pas plus rapidement une fois cette premiére étape franchie;
chez TB-y 2/5, de la glutamine et un peu d’acide glutamique apparaissent a la
12me heure, et un peu de valine, a la 28me heure. Puis ’hydrolyse s’arréte pratique-
ment. Chez TB-y 2/6, une libération de trés peu de glutamine et d’acide glutamique
est observée 4 la 12me heure et ici encore I'hydrolyse ne se poursuit pas. Or, nos 2
polypeptides contiennent chacun 4 restes de proline; comme on sait que la carboxy-
peptidase ne libére pas la proline C-terminale, on peut penser que 1'arrét observé de
la dégradation est di a la présence de proline en troisiéme position C-pré-terminale

Iy

chez TB-y 2/5 et en seconde position chez TB-y 2/6. Quant a l'apparition d’un

16) E. BRanD & J. T. EpsaLr, Ann. Rev. Biochemistry 76, 224 (1947).

17y S. SakaGgucHI, Japan med. J. 7, 278 (1948).

18) R. AcCHER, M. Jutisz & C. FROMAGEOT, Biochim. biophys. Acta &8, 442 (1952).

19) J.I. Harris, Chem. Soc. (London), Spec. Public. N° 2, 271 (1955); J. GiLr1is, P. SPITNIK
& E. KatcHALsKI, Research Council Israél, Spec. Public. N° 1, 268 (1952).

20) J. E. FoLK, J. Amer. chem. Soc. 78, 3541 (1956).
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peu d’acide glutamique, elle s’explique comme suit: la glutamine libérée par la carbo-
xypeptidase A au pH 8, se cyclise partiellement en acide pyrolidonecarboxylique qui,
au moment de l'acidification de I'hydrolysat au pH 3, est hydrolysé en partie en
acide glutamique. La glutamine témoin, dans nos conditions de travail, s’est com-
portée de la méme fagon.

Des observations qui précédent on peut conclure a la présence des séquences
C-terminales suivantes: pour TB-y 2/5 ... val. gim.?) arg. OH, et pour TB-p 2/6
... glm. lys. OH. Cela fixe en méme temps la grandeur moléculaire de ces 2 strépo-
génines. En effet, apres élimination resp. de I'arginine et de la lysine C-terminales,
les peptides résiduels sont neutres et ne contiennent plus I’acide aminé en question.
Son reste ne se trouve donc qu'une seule fois dans la molécule de chacune de ces 2
strépogénines.

I11. Hydrolyses partielles par 1’acide chlorhydrique

Pour la dégradation de longues chaines peptidiques au hasard, on a préconisé
I'hydrolyse partielle par I'acide chlorhydrique concentré (12n) a 37°2%). Elle fournit
un certain nombre de peptides courts, a c6té d’acides aminés. Les proportions des
uns et des autres dépendent essentiellement de la nature du peptide dégradé?®s).

Dans notre cas, une hydrolyse d'une durée inférieure a 36 h est insuffisante pour
faire disparaitre la totalité des strépogénines TB-y 2/5 et TB-y 2/6 respectivement
mises en ceuvre. Nous avons utilisé une hydrolyse de 36 h et une hydrolyse de 72 h.

Nous résumons ici les conclusion encores trés incomplétes que cette opération
permet de tirer quant aux séquences respectives de TB-y 2/5 et TB-y 2/6.

Hydrolyse de 36h: Des 7 fractions (v. tableau 4 et fig. 2) obtenues a partir de
I'hydrolyse ménagée chlorhydrique de 36 h de T B-y 2/5, seules TB-y 2/5-2, TB-y 2/5-4

Tableau 4. Fractions vetivées des hydvolysats de 36 heuves

St(rie’p oger}1ne Fraction Acides aminés Nombre de restes
égradée
TB-y 2/5 1 glu, tyr, ala, val, pro non homogeéne
2 glu, ala, val, pro 1,1,1,1
3 glu, tyr, ala, val, pro | contient surtout un tri-
peptide ala(l), glu(1),
pro(1)
4 glu, tyr, ala, val, pro 1,1,1,1, 2
5 glu, ala, val non homogéne
6 glu, arg 1,1
7 arginine
TB-y 2/6 1 glu, leu, val, pro 1,1,1,2
2 glu, leu, val, pro non homogéne
3 glu, leu, val, pro 1,1,1,1
4 glu, len, val, pro, lys non homogeéne
5 glu, leu, val, pro, lys non homogeéne
6 glu, lys 1,1
7 lysine

2) Nous adoptons I'abréviation glm pour désigner le reste glutaminc.
22) F. SanNGer & E. C. P. THomPsoN, Biochem. J. 53, 353 (1953).
2) D. F. ErLior & W. S. PEarT, Biochem. J. 65, 246 (1957).
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et TB-y 2/5-6 sont des peptides homogénes, la 7me fraction étant un acide aminé
déterminé.

TB-y 2/5-2 est un tétrapeptide, et TB-y 2/5-4, un hexapeptide, contenant respec-
tivement 1 et 2 restes de proline. TB-y 2/5-6 est un dipeptide hydrolysable en acide
glutamique et arginine. Nous savons que l’arginine est C-terminale dans TB-y 2/5.
La séquence de ce dipeptide ne peut étre alors que H. glu. arg. OH, mais il se com-
porte comme un produit basique et d’autre part, il est révélable a la ninhydrine:
I'acide glutamique qu’il contient doit étre en réalité sous forme de reste glutamine:
H. glm. arg. OH. Nous observons d’ailleurs souvent, aprés les hydrolyses partielles
par l'acide chlorhydrique, que des peptides fournissant 1 mol. d’acide glutamique et

1 @upnr @ mns
Bythe D pyh2
. 2. wotrs D imyms
/;fy 4t
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Fig. 1. Chvomatographie de TB-y 2, TB-y 2|5 Fig. 2. Electrophovése des hydrolysats chlor-
et TB-p 2[6. hydriques de 36 h, pH 2, 26 Vjcm, 1 h 45.
a) Chromatographie «Standard» de TB-y 2.  a) hydrolysat de TB-y 2/5.
b) Chromatographie «WALEY-WaTsoN» de b} hydrolysat de TB-y 2/6.

TB-y 2/5 impure.
¢) Chromatographie «WALEY-WATsoN» de

TB-y 2/6 impure.
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une de lysine ou d’arginine migrent & I’électrophorése comme des peptides basiques.
Rappelons aussi que 'hydrolyse de la glutamine de la caséine par I'acide chlorhydrique
concentré a 37° est encore incompléte aprés 72h1). Il n’est donc pas étonnant de
rencontrer encore certains peptides pourvus de leur glutamine native, dans les
hydrolysats de 36 h par l'acide chlorhydrique conc. a 37.°

L'hydrolyse chlorhydrique de 36 hde la strépogénine T B-y 2[5 confirme donc la
présence de la séquence ... glm. arg. OH postulée déja aprés action de la carboxypep-
tidase A.

L’hydrolyse partielle chlorhydrique de 36 h de la strépogénine T B-y 2/6 confirme
a son tour U'existence de la séquence ... gim. lys. OH trouvée d’apres le résultat de
l'action de la carboxypeptidase A. Cette hydrolyse nous fournit encore les peptides
TB-y 2/6-1 et 3 contenant respectivement glu (1), leu (1), val (1), pro (2) et glu (1),
leu (1), val (1), pro (1). Toutes les autres fractions soat impures.

Ces résultats montrent deux choses: 36h d’hydrolyse chlorhydrique a 37° ne
suffisent pas pour faire apparaitre des peptides assez courts; pour avoir un plus grand
nombre de fractions pures, le fractionnement par électrophorése & pH 2 a haut po-
tentiel doit étre précédé d’une séparation électrophorétique au pH 6,5 de I’ensemble
des peptides en fractions respectivement acide, neutre et basique.

IV. Détermination de la séquence de TB-y 2/6; données acquises: H. val (glm(1),
val (2), pro (4), leu (1)) gim. lys. OH

Hvdrolyse chlorhydrique de 72 h: L’électrophorése a pH 6,5, 2 26 V/cm, de I'hy-
drolysat montre la présence de 8 fractions désignées respectivement par: TB-y
2/6-1" & 3’ (acides); TB-y 2/6-4" (neutre); TB-y 2/6-5" & 8’ (basiques) (fig. 3).

Examen des fractions acides. Nous avons d’abord déterminé et dosé les acides
aminés formés par ces 3 fractions aprés leur hydrolyse intégrale. A cet effet, nous
avons séparé les produits d’hydrolvse par une chromatographie‘ selon PARTRIGE %)
suivie d'une électrophorese a haut potentiel au pH 24); les acides aminés ont été

Tablean 5. Peptides acides, issus de T B-y 2|6 par hydvolyse chlovhydrique de 72 h

. Acides aminés Ac.aminé
Peptides B ~ .
N présents N- Structure partielle
TB-y 2/6 .
(nombre de restes) terminal
311 val(2), glu(1), leu(1), ro( ) val H. val (val(1), glu(1), leu(1), pro(1)). OH
3’73 val(l), glu(1), leu(1), pro( glu H. glu(val(l), leu(1), pro(1)). OH
2’1 glu(1), val(l), leu(1) glu H. glu (val(l), leu(1)). OH
2712 val(2), glu(1), leu(1), pro(x) val H. val (glu(1), val(1), lou(1), pro(x)). OH

dosés par les méthodes déja indiquées®)1?). Nous constatons que TB-y 2/6-1" n’est
pas modifié par I'hydrolyse intégrale: c’est de I'acide glutamique. Par contre, les
autres fractions sont constituées par un mélange de nombreux polypeptides, comme
le montre le fait qu'on ne trouve pas de rapports entiers entre les restes d’acides
aminés mis en évidence. Purifiée par une nouvelle électrophorése mais & pH 2, de
34 V/jcm, TB-y 2/6-2" est séparée en 2 nouvelles fractions, TB-y 2/6-2/1 et TB-y
2/6-2'2, alors que TB-y 2/6-3" fournit 4 sous-fractions (voir fig. 4).

2l) S M. PARTRIDGE, Biochem. J. 42, 238 (1948).



Volumen xtitt, Fasciculus v (1960) — No. 220 1803

D’aprés lanalyse quantitative, toutes ces fractions sont homogenes, sauf la
fraction 3'/2. Cette conclusion est confirméz par le fait que sauf pour cette fraction,
on ne trouve chaque fois qu'un seul acide aminé N-terminal (voir tableau 5).

H , % R/I
; 5 4
%2 70 -
%7
75 -
201 . 20
e
17 2
25 -
Byl
301 ol 0
el
35 26— ~
s
40 /- —
em em | a) 4

Fig. 3. Electrophovése de I'hydrolysat chlor-  Fig. 4. Electvophorése de fractions acides de
hydrique de 72 h de TB-y 2/6, pH 6,5, 26 Viem,  I'hydrolysal chlovhvdvigue de 72 h, pH 2,
2h. 34 Vjcm, 2 h.
a) TB-y 2/6-2. by TB-y 2/6-3".

Examen de la fraction neutre, TB-y 2/6-4'. A I'électrophorése a pH 2, 250 Vjem,
la fraction neutre fournit 7 bandes (TB-y 2/6-4/1 ... 7), dont la 7me est un peptide
basique (fig. 5) d’aprés sa position dans le phérogramme. La présence de ce peptide
dans le mélange des constituants neutres est paradoxale. Mais nous avons déja
observé des rétentions de peptides de mobilité plus élevée dans des peptidzs neutres
de mobilité plus faible!), au cours d’électrophoréses a haut potentiel, au pH 6,5. —
Une prise de chaque fraction est hydrolysée intégralement et les acides aminés qui
en résultent, sont analysés qualitativement d’abord, par chromatographie bidimen-
sionnelle selon Rockr.aND3), effectuée sur 54 10 ug de 'hydrolysat, puis quantitative-
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ment 9)19) et lorsque la quantité de peptide I'autorise, son acide aminé N-terminal est
déterminé selon13).

Le tableau 6 indique les peptides isolés de la fraction neutre par l'électrophorése
mentionnée, leurs acides aminés, les proportions moléculaires trouvées, et les con-
clusions qui en découlent quant a la séquence.

104
154

Virex

/77%—4//2’

#1 fiy%w

Ouyum
-y %45

201

#d m//‘Wa
Fig. 5. Electrophorése de la fraction meutve
Ty %47 (T B-y2{6-4") de I'hydvolysat chlovhydrique de
72 h de TB-y2/6
#0 pH 2,26 Vicm, 2h 30.

om

Examen des fractions basiques TB-y 2/6-5" a 8 (v. fig. 3). La fraction 7’ semble
identique & la fraction 4’/7: val (1), glu (1), leu (1), pro (x), lys (1). Quant & la fraction
8', elle constitue un tétrapeptide H. val (pro (1), glm (1)). lys. OH qui doit représen-
ter 'extrémité C-terminale de la strépogénine TB-y 2/6, puisqu’on y trouve la lysine
C-terminale de cette derniére. Le reste glu trouvé aprés hydrolyse intégrale de ce
tétrapeptide doit se trouver dans le peptide intact sous forme de glm, vu les pro-
priétés basiques du peptide.

Déduction de la structure de T B~y 2|6. Nous savons par 1'hydrolyse chlorhydrique
de 36 h que des deux résidus d’acide glutamique, 'un est lié & la lysine (acide aminé
C-terminal de la strépogénine) dans la séquence ... glm. lys. OH. Nous apprenons
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Tableau 6. Peptides neutves issus de T B-y 2/6 par hydrolyse chlorhydrigue de 72 h

. Acides aminés Ac.aminé
Peptides . .
TB-y 2/6 présents N- Structure partielle
(nombre de restes) terminal
4’/1 leu(1), val(l), pro(x) leu H.leu (val(l), pro(x)}. OH
4/2 val(2), glu(1), leu(1), pro(2) val H.val(glu(l), val(l),leu(l), pro(2)). OH|
4’13 val(2), glu(1), leu(1), pro(3) val H.val(glu(1), val(1}),leu(l), pro(3)). OH
4’14 val(l), leu(1), pro(2), val H.val(leu(l), pro(2)}. OH
4[5 val(l), glu(1), pro(1), val H.val(glu(l), pro(1)). OH
4’16 val(l), glu(1), pro(1), lys(1) —
4(7 val(l), glu(1), leu(1), pro(x), lys(1) —

par le peptide TB-y 2/6-2'(1: H. glu. (leu, val). OH, que le second reste glutamique
est lié & un reste de valine ou de leucine.

Un des trois restes de valine est N-terminal de 1'undécapeptide constituant la
strépogénine, le second est N-terminal du peptide basique TB-y 2/6-8', H. val.-
(pro (1), glm (1)) lys. OH. Le troisiéme reste de valine est présent dans un peptide
contenant deux résidus de valine (TB-y 2/6-3'/1), peptide qui contient encore un
reste d’acide glutamique, un reste de leucine et un reste de proline, H. val. (val {7),
glu (7}, leu (7), pro (7)) OH; dans ce peptide, la valine N-terminale ne peut étre que
le résidu N-terminal de la strépogénine. La valine & 'intérieur de ce peptide ne peut
étre que le second résidu de valine, dont on doit fixer la place par rapport a I'acide
glutamique et a la leucine. Or, il n’y a qu’un reste de leucine dans 'undécapeptide;
tous les fragments contenant de la leucine doivent donc provenir de la méme région
de la chaine polypeptidique de cette strépogénine. En conséquence, TB-y 2/6-2'/1:
H. glu. (val (1), lew (7)) OH doit étre un tripeptide engagé dans le pentapeptide
H. val. (glu (1), val (1), leu (1), pro (7)) OH (TB-y 2/6-3'/1); ce qui permet d’établir
la séquence partielle H. val. glu. (val (7}, lew (1), pro (7)) ... pour la strépogénine.

Les peptides TB-y 2/6-2'/2, 4'/2 et 4'/3 ne se distinguent entre eux que par le
nombre de restes de proline qu'ils contiennent. Ils ont tous la méme séquence N-ter-
minale H. val. glu. (lew (7}, val (7)) ... Comme la strépogénine TB-y 2/6 a pour ex-
trémité N-terminale H. val. glm ... ils représentent donc tous un fragment plus ou
moins long de cette extrémité. Comme ils ne se distinguent entre eux que par un
nombre variable de restes de proline, ceux-ci doivent faire suite a la fin de la
séquence indiquée plus haut, on peut donc écrire pour TB-y 2/6 le début de séquence
H. val. glu. (lew (1), val (1)) pro. pro. pro...

TB-y 2/6-4'/1 nous indique que la leucine est N-terminale d'un peptide contenant
plusieurs restes de proline et un reste de valine; mais celui-ci peut trés bien étre le
troisiéme reste de valine, qui est engagé dans la partie C-terminale de la strépogénine

. val. (pro (T), gim (1)) lys. OH. Or TB-y 2/6—4'/7 nous montre que la leucine fait
partie d’'un peptide leu (1), glu (1), val (1), pro (x), lys (1), qui ne contient qu'un
reste de valine; or, celui-ci doit forcément faire partie de la séquence ... val (pro,
glm) lys. OH, par conséquent la leucine doit étre N-terminale (voir TB-y 2/6-4'/1)
d’un peptide H. leu. pro. pro. pro. val. pro. glm. lys. OH.

Ainsi, la seule structure compléte que I'on puisse admettre pour la strépogénine
TB-y 2/6, aprés la confrontation de ces résultats (v. tableau 7), est H. val. gim. val.-
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leu. pro. pro. pro. val. pro. gim. lys. OH dans laquelle les deux restes d’acide gluta-
mique trouvés aprés hydrolyse sont représentés par des restes de glutamine, pour
les raisons que nous avons exposées plus haut.

Tableau 7. Peptides utilisés pour établiv la séquence de T B-y 2[0

Hydrolyses Peptides Structures partielles
3’1 H. val (glu, val, leu). OH
21 H. glu (val, leu). OH
3'/3 H. glu (val, leu, pro). OH
HCI72h . . . . 4’2 H. val (glu, val, leu, pro, pro). OH
4'/3 H. val (glu, val, leu, pro, pro, pro). OH
4’5 H. val (pro, glm). OH
8’ H. val (pro, glm) lys. OH
4’17 H. leu (pro, pro, pro, val, pro, glm) lys. OH
...glm.lys. OH
HCI36h . . . . 6
Carboxypeptidase | TB-p 2/6 ...glm.lys. OH
Structure proposée H. val. glm. val. leu. pro. pro. pro. val. pro. glm. lys. OH

Nous remarquons que seule la liaison valine-proline n’est pas scindée durant
I’hydrolyse chlorhydrique de 72 h a 37° (figure 6).

3[5(N) #/7(N) 3'7,(C) 7,(C) #/5(C)
21 (N) 4/4(N) 4[4(N) 2/,(C) 3'[3(C) 4/,4(C) 4'/[4(C) 4/5(C)
| \ .
| ] ;
0% l v $ l i v v Y

H. val. glm. val. leu. pro.  pro. pro. val. pro. glm. lys. OH

Fig. 6. Indications (—>) de la vupture des liaisons peptidiques de T B-y2[6,
par hydrvolyse a Uacide chlovhydvique conc., & 37°, 72 h.
Les peptides engendrés par cette dégradation sont indiqués selon notre nomenclature; leurs
extrémités N et C terminales sont données respectivement par (N) et (C).

Dans la figure 6 sont indiquées les ruptures des liaisons peptidiques de la strépo-
génine sous l'effet de I'’hydrolyse ménagée par l'acide chlorhydrique de 72 h, les
peptides engendrés par ces ruptures étant énumérés. Nous devrions théoriquement
recueillir 17 fragments peptidiques selon le découpage que nous présentons; en fait
nous isolons 12 peptides de cet hydrolysat. Les peptides H. pro. pro. pro. val. pro.-
glm. lys. OH, H. pro.val. pro. glm. lys. OH, H.wval. glu. val. OH, et H.leu. pro. pro.-
pro. val. pro. OH ainsi que la valine comme acide aminé isolé n’ont pas été identifiés.
Une hydrolyse partielle des ler, 2me et 4me de ces peptides, qui aboutirait a de la
proline libre ou a des di- et tri-peptides proliniques, est peu vraisemblable car la
réaction 2 l'isatine, caractéristique de la proline libre N-terminale, est négative sur
tous les phérogrammes. Quant a la liaison prolyl-glutamine, elle doit étre hydrolysée
en fournissant un peptide H. glm. lys. OH (v. hydrolyse de 36 h) qui s’hydrolyse
a son tour en ses constituants.

Hydrolyse par la subtilisine. Dans I'intention de réaliser une hydrolyse partielle
de la strépogénine TB-y 2/6, par un autre agent que I’acide chlorhydrique, nous nous
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sommes adressés & un enzyme, la subtilisine®)28). On sait??) que cette protéinase de
Bacillus subtilis est capable d’effectuer la scission d’'une grande variété de liaisons
peptidiques. Dans cette hydrolyse, la fonction amide de la glutamine est théorique-
ment respectée, mais en fait, au pH 8 de l'incubation, une partie de la glutamine

7 ] /197\%47/

BAR

%452

By#s3

2%

40 -

wn| a) )

Fig. 7. Electrophoréses de Uhydrolysat «subti-  Vig. 8. ELlectrophovéses de I’hydvolysat chlov-

lisiney de T B-y2[6. )

a) Hydrolysat complet, pH 6,5, 26 V/cm,
2 h40.

b) Fraction 1 de cet hydrolysat (TB-y2/6-S1),
pH 2, 26 Vjcm, 2 h 30.

¢) Fraction 2 de ce hydrolysat (TB-p2/6-82),
pH 2, 26 Vjcm, 2 h 30.

hydvique de 72 h de T B-y2/5 et de ses fractions.

a) Hydrolysat complet, pH 6,5, 26 V/cm, 2h.

b} Fraction acide, TB-p2/5-3, de cet hydro-
lysat, pH 2, 34 V/cm, 2 h.

¢) Fraction neutre, TB—y2/5-4, de cet hydro-
lysat, pH 2, 26 Vjcm, 2 h 30.

25) A, V. GONTELBERG & M. OTTESEN, Nature 770, 802 (1952).
28) Nous renouvelons nos remerciements au Dr M. OtTESEN, du Laboratoire Carlsberg, a
Copenhague, qui a bien voulu nous remettre cet enzyme.
27) E. S. Haucaarp & N. Havcaarp, C. r. Trav. Lab. Carlsberg, sér. chim. 29, 350 (1955);

B. MEEDOM, thid. 29, 403 (1955).
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libre ou N-terminale de peptides se cyclise en acide pyrolidonecarboxylique ou en
pyrolidonylpeptide, qui échappent a la détection par la ninhydrine.

L’hydrolyse de TB-y 2/6 par la subtilisine conduit & un mélange dans lequel on
trouve 5 fractions, apres électrophorése a pH 6,5, 26 V/cm, 2 h 40, et électrophorése a
pH 2, 26 V/cm des deux premiéres des fractions de la premiére opération (fig. 7;
dans la figure lire dans la bande b) ... S 1/1, etc. au lieu de...S 3/1, etc.).

L’analyse de ces peptides aprés leur séparation par I'électrophorése, n’apporte
pas beaucoup de renseignements utiles pour I'établissement de la structure de TB-
y 2/6. Cela tient avant tout au fait que la récupération des peptides & partir du
phérogramme s’est révélée mauvaise, si bien que les quantités dont on pouvait
disposer pour I'analyse étaient souvent trop faibles. Néanmoins, nous rencontrons
dans cet hydrolysat un peptide basique (TB-y 2/6-S2/1) qui contient glm (1), pro (x),
val (1), lys (1) et un peptide neutre (TB-y 2/6-S1/1), glm (1), pro (x), leu (1),
val (1). Ces peptides correspondent respectivement aux peptides déja rencontrés
H. val. pro. glm. lys. OH (IB-y 2/6-8") et H. glu. val. len. pro (x) OH (TB-y 2/6-4'/3).

L’activité strépogénique de cet hydrolysat reste considérable. Cela doit provenir
d’une part de la présence de strépogénine TB-y 2/6 non encore dégradée et d’autre
part de la présence de polypeptides peu dégradés (et encore actifs), comme l'indique
I'examen par chromato-électrophorése de I'hydrolysat total. Notons & ce sujet que
I'hydrolyse par la subtilisine d’une autre strépogénine, non décrite ici (TB-§ 2/1)
et qui est exempte de proline, aboutit & un hydrolysat qui n’a plus aucune activité
strépogénique.

V. Détermination de la séquence de la strépogénine TB-y2/5; données acquises:
H. ala. (ala (1), glm (1), pro (4), tyr (1), val (1)), val. glm. arg. OH

Hydyrolyse chlorhydrigue de 72 h. L'hydrolyse chlorhydrique incompléte, par l’acide
chlorhydrique concentré a 37° durant 72 h, scinde le dodécapeptide TB-y 2/5 en de
nombreux peptides. Par une premiére électrophorése & 26 V/cm 4 pH 6,5, on sépare
les composants acides, neutres et basiques (voir fig. 8). Les composants acides et
neutres respectivement sont fractionnés par une seconde électrophorése a pH 2 4
respectivement 34 et 26 V/cm (fig. 8). Toutes ces opérations conduisent a identifier
11 fractions dont plusieurs sont homogeénes comme le montre la détermination des
restes d’acides aminés qu’ils contiennent et la présence d’un acide aminé N-terminal
unique. Les analyses de ces peptides sont reportées dans le tableau 8.

Nous savons par ’hydrolyse a la carboxypeptidase et I’hydrolyse chlorhydrique
partielle de 36 h, que I'un des deux restes d’acide glutamique (glutamine) de la molé-
cule est lié a ’arginine, acide aminé C-terminal de cette strépogénine. Nous confirmons
ce résultat en isolant aprés cette hydrolyse chlorhydrique de 72 h le peptide basique
(TB-y 2/5-6) H. glm. arg. OH. Notons que celui-ci doit étre sous forme de glutaminyl-
arginine, sinon il ne serait pas un peptide basique. On sait par ailleurs (p. 1800) que la

valine précéde la glutamine et 'arginine, dans la séquence ... val. glm. arg. OH.
Nous apprenons par le peptide TB-y 2/5-3‘/4 que le second reste d’acide glutamique
est lié & un reste d’alanine dans la séquence ...ala. glu. ... Les peptides TB-y

2/5-3°(3 et 4°/3, H. ala. (glu (1), pro (7)). OH et H. ala. (glm (1), pro (7)). OH con-
tiennent la séquence H. ala. glu. . .. mentionnée plus haut, et puisque ces peptides
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ne contiennent pas de valine, nous sommes en droit d’écrire la séquence H. ala. glu.
pro..., c’est-a-dire, pour la molécule primitive H. ala. gim. pro...

Le second reste d’alanine de TB-y 2/5 est N-terminal d'un peptide (4°/1), H. ala.-
(val (1), pro (2)). OH qui se retrouve complété par un reste d’acide glutamique chez
412, H. ala. (val (1), pro (2), giu (7)). OH. De ces deux restes d’alanine, quel est celui
qui est N-terminal de cette strépogénine ? Aucun des peptides isolés de cet hydrolysat
ne peut nous I’apprendre.

Tableau 8. Peptides issus de TB~y 2[5 pav hydvolyse chlovhydrique de 72 h

Peptides Acides aminés Ac.aminés
TB? 2/5 présents N- Structure partielle
4 (nombre de restes) terminal

3’11 val(1), glu(1), ala(1), pro(1)
3'/2 glu, ala, pro

3’3 ala(l), glu(1), pro{l) ala H. ala (glu(1), pro(1)). OH

3'/4 ala(l), glu(1) ala H. ala. glu. OH

4771 ala(l), val(l), pro(2) ala H. ala (val(1), pro(2)). OH

4’2 ala(1), glu(l1), val(l), pro(2) ala H. ala (glu(1), val(l), pro(2)). OH
4//3 ala(l), glu(1), pro(l1) ala H. ala (glm3)(1), pro(l)). OH

6 glu(l), arg(l) glu H. glmb) arg. OH

8 arginine arginine

1) Le peptide étant neutre, I’ac. glutamique (glu) doit étre présent comme glut-
amine (glm).

by Le peptide étant basique, 'ac. glutamique (glu) doit étre présent comme
glutamine (glm).

Comme dans le cas de la strépogénine TB-y 2/6 ol nous nous sommes servis de la
leucine pour établir des parentés entre certains peptides de fagon & compléter les
séquences partielles déja trouvées, nous nous servirons pour TB-y 2/5 de la tyrosine
pour parvenir au méme but. Mais la tyrosine, comme on le sait (voir page 1797), est
détruite dans sa plus grande partie lors de 'hydrolyse chlorhydrique intégrale des
peptides élués du papier. Pour 'identifier, il est donc nécessaire de la déterminer sur
chaque peptide par la méthode a I'e-nitroso-f-naphtol2).

Hydrolyse de TB-y 25 par la chymotrypsine. Nous avons alors remplacé I’hydro-
lyse partielle par P'acide chlorhydrique concentré, par I’hydrolyse chymotrypsique,
qui doit scinder la strépogénine native a la fonction amide carboxylique du reste
tyrosine pourvu qu'il ne soit pas engagé avec un résidu de proline, dans la séquence
... tyr. pro .. Or, aprés l’action de la chymotrypsine, nous constatons une scission;
par conséquent, le reste de tyrosine n’est pas associé a un reste de proline, comme
... tyr. pro...

Par électrophorése 4 pH 6,5, 26 V/cm, nous séparons I'hydrolysat en 2 fractions
principales, I'une neutre, I'autre basique, et en une fraction secondaire, basique,
présente en petite quantité (fig. 9). Ce dernier produit, dont nous ne pouvons pas
expliquer la formation, analysé selon le procédé habituel, fournit de I'acide glutamique
et de la proline.

Des 2 fractions principales, la fraction neutre contient de la tyrosine comme le
faisait prévoir la spécificité d’action de la chymotrypsine. Cette fraction semble étre

114
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homogéne: elle n’est pas modifiée par une électrophorese & pH 2 a 33 V/em. La
tyrosine doit étre C-terminale, on constate que 1’alanine est N-terminale; on y trouve
en outre pro (2), val (1), glu (1). On peut donc attribuer a ce peptide la séquence
approchée suivante H. ala. (glm (1), pro (2), val (1)) tyr. OH. Mais, au moyen de
Uhydrolyse partielle chlorhydrique de 72 h, nous avons pu établir la séquence N-ter-
minale suivante H. ala. glm. pro ... On peut donc préciser la séquence donnée plus
haut en écrivant: H. ala. gim. pro. (pro (1), val (1)) tyr. OH.

Si la tyrosine était précédée d’'un reste de valine, la carboxypeptidase A libérerait
de ce peptide un reste de tyrosine. Mais son incubation par 'enzyme ne libére aucun
acide aminé, le peptide n’est pas modifié. Tout se passe donc comme si la séquence
des deux acides aminés valine et proline engagés avant la tyrosine était val. pro.,
par conséquent un reste de proline doit précéder la tyrosine; en effet, les liaisons
peptidiques engageant de la proline comme reste prolyle sont hydrolysées lentement
par la carboxypeptidase. (Voir action de I’enzyme sur les liaisons pro. glm. et pro.-
val., p. 1799).

Nous sommes donc autorisés 4 décrire la séquence N-terminale de la strépogénine
TB-y 2/5 par H. ala. glm. pro. val. pro. tyr. ..

Quant a la fraction basique principale, les analyses montrent que l'alanine est
N-terminale, qu’elle contient 2 restes de proline, 1 reste de valine, 1 reste d’acide
glutamique et 1 reste d’arginine. On peut donc décrire sa séquence approchée par
H. ala. (pro (2),val (1), glm (1)) arg. OH, ce qui représente I'extrémité C-terminale de
la strépogénine. Orx, nous savons par Vaction de la carboxypeptidase que les trois
premiers acides aminés C-terminaux sont ... val. glm. arg. OH. Il s’ensuit que dans
ce peptide basique, les 2 restes de proline sont voisins et nous pouvons écrire la
séquence C-terminale suivante: ... ala. pro. pro. val. glm. arg. OH.

Rappelons que les 2 restes d’acide glutamique de cette strépogénine doivent étre
sous forme de restes glutamine, puisque 2 équivalents d’ammoniac sont libérés aprés
hydrolyse adéquate, que le carboxyle de l'arginine (C-terminale) est libre et que le
polypeptide est de caractére basique. En conséquence, nous proposons pour la
strépogénine TB-y 2/5 la séquence compléte suivante: H. ala. glm. pro. val. pro. tyr.-
ala. pro. pro. val. glm. arg. OH (voir tableau 9).

Tableau 9. Peptides utilisés pour établiv la séquence de T B-y 2[5

Hydrolyses Peptides Structures partielles

3’/3 H. ala. (glu, pro). OH

413 H. ala. (glm, pro). OH

3’14 H. ala. glu. OH
HCl112n, 72 h 4’12 H. ala. (glu, pro, pro, val). OH

4//1 H. ala (pro(2), val). OH

6 H. glm. arg. OH
carboxypeptidase |sur TB-y 2/5 H. (pro). val. glm. arg. OH
chymotrypsine TB-y 2/5-CH1 H.ala (glm, pro, pro, val) tyr. OH

TB-y 2/5-CH2 H.ala. (pro(2), val,glm}.arg. OH
carboxypeptidase sur TB-y 2/5-Chl] H.ala.(glm, pro, val) pro.tyr. OH
structure proposée H.ala.glm.pro.val.pro.tyr.ala.pro.pro.val.glm.arg.OH
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Hydrolyse de T B-y 2/5 par la subtilisine. Cet enzyme hydrolyse cette strépogénine
a pH 8 en 15 h, 4 25° en de nombreux fragments.

Au moyen d’une électrophorése & pH 6,5 sous 26 V/cm (fig. 10), on décéle une
fraction neutre et cinq fractions basiques. Par électrophorése a 26 V/cm, a pH 2,
la fraction neutre TB-y 2/5-S1 se sépare en quatre sous-fractions, et la fraction
faiblement basique (TB-y 2/5-S2), en deux sous-fractions TB-y 2/5-S2/1 et S2/2
(fig. 10). On obtient donc en tout 10 fractions.

La chromatographie de cet hydrolysat selon PARTRIDGE ) suivie d'une électro-
phorése4) & pH 2 sous 30 V/cm conduit aussi & 10 fractions. On y décéle la strépo-

1704 %544 = d

/75’ %-5.

=52 n i
O/zry-%«-ﬂg/z
78 hCH]
20~ . -~
57
TEAHH
25+ - -
#¥

4 557 N

/'A’~ 2.

yr fl)«%fé
5 25— - g
40~ 49— - ~
o
| al 4 g
Fig. 9. Electrophorése de I'hydrolysat chymo-  Fig.10. Electyophoréses de I hydvolysat «subti-
trypique de TB—y 2[5 lisiney de TB—y 2/5.
pH 6,5, 26 Vjcm, 3 h. a) Hydrolysat complet, pH 6,5, 26 V/cm,
2h 40.

b) Fraction1decethydrolysat{TB-p2/5-51),
pH 2, 26 V/cm, 2 h 30.

¢) Fraction 2 de cet hydrolysat (TB—y2/5-
S2), pH 2, 26 V/cm, 2 h 30.
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Tableau 10. Fractions vetivées de I'hydrolysat subtilisine de T B-y 2[5

Acides aminés
Peptides (nombre de restes indiqué
entre parentheéses)

$1/2 (neutre) ala(1), glu(1), pro(x)
Sl/3 (neutre) ala(1), glu(1)

S1/4 (ncutre) glm
S2/1 (basique) strépogénince native
S5 (basique) H. glm. arg. OH

génine non hydrolysée et un peptide peu dégradé de mobilités électrophorétique
et chromatographique voisines de celle de la strépogénine primitive. Un dipeptide
H. val. glm. OH est également identifié. L’hydrolyse a la subtilisine ne permet pas
d’avoir une vue d’ensemble de la structure du dodécapeptide parce que le rendement
en matériel peptidique isolé du papier 1a aussi n'est pas bon. Toutefois, les peptides
analysés sont en accord avec la structure déja proposée pour cette strépogénine.
L’activité strépogénique de cet hydrolysat est encore grande. Cela peut s’expliquer
en partie par la présence de strépogénine native et en partie par I'existence de frag-
ments encore actifs (gros peptides) d’une part, d’autre part la présence de glutamine.
On sait que la glutamine?) accélére aussi la croissance de Lactobacillus caser, mais
cette substance, au-deld d’une concentration de 2 ug par ml?) n’exerce plus d’effet
stimulateur.

Stabilsté velative de TB-y 2|5 vis-da-vis du Lactobacillus cases ATCC 7469. La
strépogénine est hydrolysée trés lentement par le lactobacille, dans un tampon iso-
tonique au sérum sanguin, de pH 7 a 38°. L’autolyse du lactobacille lui-méme ne
faitapparaitre que des traces d’acides aminés et de matériel peptidique, tandis que tous
les acides aminés de TB-y 2/5 sont visibles des la 18me heure. Cependant, il reste une
quantité notable de strépogénine native dans l'incubat jusqu’a la fin de I’hydrolyse
que nous avons poursuivie pendant 78 heures.

VI. Quelques considérations générales. — Les strépogénines TB-y 2/5 et TB-y
2/6 sont caractérisées par une forte teneur en proline. L’arrangement entre eux des
restes de proline dans chacun de ces polypeptides est assez remarquable: séquence

. pro. pro. pro ... chez TB-y 2/6 et ... pro. pro ... chez TB-y 2/5, & c6té de pro
isolé. Ces détails de structure doivent conférer aux deux strépogénines des formes
spatiales désordonnées. Selon SZENT GYORGYI™), 8% de proline distribuée statis-
tiquement dans la chaine peptidique contribuent & donner au polypeptide une
structure spatiale du type polyproline.

La rupture de la molécule de TB-y 2/5 en deux hexapeptides par la chymotrypsine
laisse subsister 209%, de l'activité dans chacun des fragments, H. ala. glm. pro. val.
pro. tyr. OH et H. ala. pro. pro. val. glm. arg. OH, ceux-ci ayant la méme activité.

Si on essaie de trouver des éléments communs aux séquences de TB-y 2/5 et
TB-y 2/6, on ne trouve que peu de données: il y a dans chacun 4 restes de proline,

28) D. W. WooLLEY, ]. biol. Chemistry 772, 71 (1948).
29) P. BaupeT & E. CHERBULIEZ, non publié.
39 A. G. Szent GyoragYl & C. CoHEN, Science 726, 697 (1957).
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mais distribués différemment, et deux restes de glutamine, situés chaque fois dans
des positions pénultiemes des deux extrémités.

Aucun élément de structure des deux strépogénines ne se retrouve dans les
strépogénines retirées de I'insuline par WOOLLEY®!) ou synthétisées par lui®?). TB-y
2/5 et TB-y 2/6 sont également entiérement différentes d'une autre strépogénine
TB-4 2/1 que nous avons aussi isolée®?) de I'hydrolysat de caséine. Ceci confirme
I'idée que l'activité strépogénique n’est pas liée a des éléments de structure trés
spécifiques.

Partie expérimentale
I. Méthodes de fractionnement et de purification

1. Electvophovéses a haut potentiel. Elles sont effectudes soit avec un type d’appareil permet-
tant d’utiliser deux feuilles de papier de 15 x 58 cm ou une feuille de papier de 15 x 82 cm, soit
avec un appareil capable d’effectuer six clectrophoréses simultanées sur des papiers de 58 cm de
long. Dans le premier cas, on peut appliquer, pour les feuilles de 58 cm de long une tension de
34,5 V/cm au maximum, et pour les feuilles de 82 cm de long, de 24,4 V/cm. Dans le second cas,
on applique une tension maximum de 34,5 V/cm.

Ces deux types d’appareils seront décrits ultérieurement.

Nous utilisons des tampons de force ionique faible, pour assurer la constance du courant
dlectrique dans le support, et de grande volatilité, pour éviter la présence de sels dans les fractions
lyophilisées. Voici la composition des tampons & pH 6,5 et & pH 2: pour pH 2: ac. acétique, ac.
formique et eau (en vol. 30/23/94,7); pour pH 6,5: pyridine, ac. acétique et eau (en vol. 10/
0,4/89,6). Dans chacun des phérogrammes, on réserve une ou plusieurs bandes-témoins qui, aprés
électrophorese, sont découpées et révélées par les réactifs appropriés (voir I1, 2), ce qui nous
permet de repérer sur le reste du phérogramme 1’emplacement des fractions polypeptidiques a
récupdrer du papier support. Il faut absolument éviter que les papiers & phérogrammes nec de-
viennent secs avant I’élution car nous avons constaté que lorsque le papier devient sec, il retient
de maniére irréversible du matériel peptidique.

2. Elution. Les bandes découpées dans le phérogramme et contenant les fractions intéressantes,
sont placées dans des apparcils élueurs qui individuellement effectuent simultanément 1’élution
quantitative de ces fractions. Nous décrirons cet élueur dans un prochain mémoire. Tous les pep-
tides rencontrés dans ce travail sont trés solubles dans 1’eaun, aussi toutes les élutions se feront-
elles avec de l'eau distillée. L’éluat se trouve en entier dans un volume de 0,4 4 0,8 ml. Dés ré-
ception, cette solution est congelée puis lyophilisée. Malgré les lavages multiples préalables des
papiers supports d’électrophorése, un peu de matériel hydrosoluble étranger accompagne tou-
jours les peptides élués. 11 s’agit essentiellement de dérivés glucidiques exempts d’azote, mais
qui sont responsables de la destruction d’une grande partie de la tyrosine (voir p. 1797) au moment
de I'hydrolyse intégrale des peptides par ’acide chlorhydrique 5,7~ a 105°.

3. Chvomatographies sur papier. Les chromatographies sont faites par voie descendante dans
des cuves de verre étanches dont 'atmosphére est saturée par les solvants utilisés. Les cuves de
verre sont placées dans une armoire thermostatisée a 24° 4. 2°.

Sur les papiers de chromatographie, on réserve des bandes destindes a repérer les fractions
peptidiques par les réactifs appropriés.

Les solvants acides et alcooliques sont préparés une semaine avant leur emploi et sont
considérés comme périmés 3 semaines apres le jour de leur confection.

Solvants utilisés:
pour les peptides: 1. «standard», butanol sec., ac. acétique, eau: 67/16/25 (vol.).

2. « WALEY-WaTson»31) butanol-n, pyridine, ac. acétique, eau:30/20/6/24 (vol.)
pour les ac. am.: 3. «LEVY»?), voir 5); b) m-crésol, phénol: 1M/l M dans tampon borate, pH 9,3
(200 ml B(OH), 0,1m+113,5 ml NaOH 0,1 ).

31) R. B. MERRIFIELD & D. W. WoLLEY, J. Amer. chem. Soc. 78, 358 (1956).
32) R. B. MERRIFIELD & D. W. WoLLEY, J. Amer. chem. Soc. 80, 6635 (1958).
33) P. Baubper & E. CHERBULIEZ, & publier.

3) S. G. WaLEY & J. WaTsoN, Biochem. J. 55, 328 (1953).
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4. «RockLanND»3), a) butanol-tert., ac. formique, eau: 69,5/10/29,5 (vol.);
b) 94 ml phénol redistillé et 10 ml ammoniaque conc.
5. «PARTRIDGE» butanol-n, ac. acétique, cau: 40/10/50, (vol.).
pour les ac. dinitrophényl aminés:
6. «Kocu & WEIDEL»Y), a) Po,HNa,, Po,H,Na: 0,5m 1m; pH6; b) butanol-n,
NH, 0,3%:1:1 (vol.).

Les qualités des papiers de chromatographie dont il est fait usage sont indiquées lors de la
description de chacune des opérations.

4. Applications & Uisolement des strépogénines TB-y 2[5 et TB-y 2|6. — a) Electrophovése &
pH 2 de la fraction T B-y. Sur une feuille de papier WHATMAN N° 3, on dépose 15 mg de la frac-
tion TB-y en une lignel). Aprés 1 h 30 d’électrophoreése, la bande de 2 cm de large réservée a la
révélation est découpée et aprés réaction a la ninhydrine 0,4%, la fraction TB-y 2 y est repérée.
Apres élution, on obtient cette fraction par lyophilisation. Le rendement de cette opération cst
donné dans le tableau 1. Cette fraction contient les strépogénines TB-y 2/5 et TB-y 2/6 que 1'on
sépare 'une de 'autre par chromatographie sur papier.

b) Chromatographie de la fraction T B-y 2 avec le solvant «standard». Sur un papier SCHLEICHER
& ScHUELL 2043A lavé, on déposc 500ug de la fraction TB-y 2 en une tache de 7 mm de diametre
et répéte ce dépdt sur une ligne de 52 cm, en faisant en sorte que les taches soient tangentes
les unes aux autres. Trois bandes témoins de 2 cm de large sont délimitées respectivement sur
les bords et au centre de la feuille de chromatographie. Lec bas de cette feuille est découpé en
fines pointes de fagon & permettre au solvant de s’écouler aisément lorsqu’il v parviendra.

La chromatographie s’effectue alors par voie descendante avec le solvant «standard» dans
le sens d’orientation des fibres de cellulose. La durée de cette opération est de 20 h. On procede
a 3 ou 4 chromatographies identiques simultandes, de fagon a fractionner c¢n une seule fois env.
160 mg de TB-y 2.

Aprés avoir séché les chromatogrammes a 35°, on révéle les 3 bandes témoins par le réactif
a la ninhydrine 0,49%, ce qui permet de situer 'emplacement des fractions contenant resp. TB-y
2[5 et TB-y 2/6 (voir figure 1). Les zones dc papier qui les contiennent sont découpées et éluées
comme mentionné dans I, 2. Apres lyophilisation des éluats, on détermine lcur teneur en azote
total par ultramicrodosage selon BAuDET & CHEERBULIRZS).

Apreés ces opérations, la quantité de ces strépogénines retirée dc la fraction TB-y 2 repré-
sente respectivement lec 5,49, pour TB-y 2,5, et le 2/49%, pour TB-y 2/6 de cet tefraction. Nous
avons pu déterminer par micro-KJEDAHL leurs tecneurs en azotc quisont resp. de 179, et 16,5%,.

c) Chromatographie avec le solvant « WALEY-WATsoN». Le matériel élué des chromatogrammes
précédents, qui représente le 509, du matériel initial mis en ceuvre, est fractionné une seconde
fois par une chromatographie effectuée dans les mémes conditions que la précédente mais cette
fois-ci avec le solvant « WALEY-WaTsoN» (voir I, 3, 2). Aprés une durée de chromatographie de
15 h, les papiers sont séchés a 35°, et les 3 bandes-témoins, révdlées par le réactif & la ninhydrine
0,4%. Les zones du papier contenant les strépogénines TB-y 2/5 et TB-y 2/6 sont alors découpéces
et éluées comme indiqué plus haut. Les strépogénines ainsi obtenues aprés lyophilisation des éluats
sont pures; cependant comme le montre I’analyse qualitative et quantitative des acides aminés,
il peut arriver que TB-y 2/5 contienne encore une petitc quantité de TB-y 2/6. Une nouvelle
chromatographie «standard» (sclon b) de ce matéricl non encore homogéne permet alors d’obtenir
une strépogénine pure.

5. Chromatographies bidimensionnelles des stvépogénines T B-y 2[5 et 1I'B-p 2/6. 18T systeme:
1re direction « ROCKLAND» a; 28 direction « ROCKLAND» b. — 2€¢ systéme: 17¢ direction « PARTRIDGE»;
2¢ direction « WALEY-WATsoN». Solvants: voir I, 3.

II. Méthodes analytiques

1. Dosage baciérviologique des stvépogénines: voir 1).
2. Réactifs pour colovimélrie.
a) Réactions qualilatives:
Ninhydrine puriss. 0,4 9% : 1 g de ninhydrine, 222 ml butanol see.,
25 ml H,O, 2,5 ml ac. acétique.
Ninhydrine puriss.0,025% : 25 mg de ninhydrine dans 100 ml d’acétone.
Isatine8), SakacucHIY), FoLiNn & MARENzIS).
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b) Réactions quantitatives:
Solution de ninhydrine puriss.3%) 8).
CHINARD ).
o-Nitroso-f-naphtol1?).

3. Hydvolyses intégrales. — a) Hydvolyse chlovhydvigue. 100 ug de peptide sont dissous dans
10 ul d’ac. chlorhydrique 5,6N. Par capillarité, cette solution est introduite dans un capillaire
ouvert en pyrex, de 0,6 mm de diamétre interne et de 12 cm de long. Ensuite, le capillaire est
fermé au bout opposé au c6té de l'introduction. La solution est alors poussée vers l'extrémité
fermée, par une bréve centrifugation de fagon qu’on puisse fermer 'autre extrémité sans risquer
la décomposition d’une partie du peptide dissous. Pour I’hydrolyse, le capillaire scellé est chauffé
18 h & 105° 4 2°. Ensuite, I’hydrolysat est poussé a I'une des extrémités du capillaire par une
centrifugation. Le capillaire est alors ouvert en son milieu et, par une nouvelle centrifugation,
T'hydrolysat est transféré du fragment du capillaire ol il se trouve, dans un godet en verre de
10 mm X 10 mm, ot il sera évaporé a sec. Le résidu est repris 2 fois par 50 uyl d’eau distillée, ct
la solution, chaque fois évaporée a sec sous vide. C’est le résidu final qui est utilisé.

b}y Hydrolyse barytiqgue. Dans 20 yl de Ba(OH), 0,38N, on dissout 200 ug de peptide. La
solution est portée dans un capillaire identique a celui qui a été décrit précédemment, a l'aide
de manipulations tout a fait semblables. L’hydrolyse est faite durant 15 h a 150°. L’hydrolysat
est ensuite neutralisé par 20 ul d’acide sulfurique 1,9N. Le précipité de sulfate de baryum est
éliminé par centrifugation, et lavé; et la solution plus les caux de lavage sont amenédes a sec;
le résidu est utilisé.

4. Détermination de I'ammoniac. 1.’hydrolyse des amides primaires des peptides est effectuée
selon LEvy?2): la solution d’env. 100 ug de peptide dans 20 ul d’ac. chlorhydrique 2N est introduite
dans un capillaire (pyrex) de 0,6 mm de diametre intéricur et de 15 c¢cm de long. Le capillaire
scellé est plongé 2 h dans un bain-marie bouillant. Pour I'appréciation semi-quantitative de
I’ammoniac de I’hydrolysat, on l'alcalinise par MgO et laisse I'ammoniac diffuser 24 h dans de
I'ac. sulfurique 0,1M, le tout étant placé dans une enceinte étanche. Aprés ce laps de temps, lc
godet renfermant l'ac. sulfurique est plongé dans 2 ml du réactif a la ninhydrine (voir II, 2b).

Pour le dosage de I'ammoniac dans ’hydrolysat, on alcalinise la solution ct entraine ’'ammo-
niac par un courant d’air purifié¢, dans de I'ac. sulfurique 0,01 M. On introduit alors dans le tube
récepteur le réactif a la ninhydrine (voir TI, 2b) et dose 'ammoniac comme décrit®). Pour ce
dosage, nous avons dévcloppé un apparecillage qui sera décrit dans un prochain mémoire.

5. Dosages des acides aminés. — a) Dosage avec la ninhydvine. Le dosage des acides aminés,
a I'exception de la proline, est effectué par une méthode semblable a celle que décrit WuNDERLY10).
Apres lachromatographiede I'hydrolysat dans une premiéredirection avec le solvant «PARTRIDGE »
(voir I, 3,5) la séparation des ac. aminés est poursuivie par une électrophorése & pH 2 4 30 V/cm
dans la seconde direction. Nous utilisons toujours du papier SCHLEICHER & ScCHUELL 2043A lavé,
de fagon a prévenir des réactions parasites avec la ninhydrine lors de la révélation des acides
aminés. Le papier du chromato-électrophorogramme est trempé dans une solution acétonique de
ninhydrine 0,0259%, contenue dans une cuve de polyéthyléne, puis introduit dans une étuve a
80° durant 7 min. Il est passé ensuite dans de 'hydroxyde de potassium alcoolique 0,1 M contenu
dans une autre cuve de polyéthyléne. Le papier est séché 30 min a 40°. Les taches correspondant
aux acides aminés sont repérées ¢t découpées, puis introduites dans des tubes de pyrex de
18 X180 mm (lavés par de 'hydroxyde de sodium 0,01N) contenant 2 ml du réactif de MoorE
& STEIN®), modifié®). Le dosage est alors conduit selon nos indications antérieures8). Dans le
chromato-électrophorogramme on découpe 4 blancs qui serviront a établir la valeur colorimé-
trique moyenne due aux impuretés du papier, réagissant a la ninhydrine. Notons qu’il est néces-
saire d’éliminer le plus rapidement possible le tampon d’électrophorése & pH 2 pour éviter la
fixation d’ammoniac sur le papier, et que toute source d’ammoniac doit étre absente de la salle
oti 'on effectue ce dosage. Nous remarquons qu’aprés les électrophoréses les blancs dus au papier
sont notablement plus bas que les blancs du méme papier aprés la chromatographie. I1 s’agit
sans doute d’une purification que subit le papier au cours de 1’électrophorésc.

Pour le dosage, nous utilisons un volume final de 7 ml, sauf lorsque la quantité des acides
aminés est trés faible; dans ce cas, nous utilisons un volume final de 2,5 ml cn effectuant les

3%) S. MoorE & W. STEIN, J. biol. Chemistry 277, 907 (1954).
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mesures colorimétriques avec une cuve appropriée a ce volume. Dans le premier cas, nous dosons
de 0,05 & 0,5 umole d’acides aminés. La précision dec cette méthode varie de 5 4 8%, de la valeur
absolue selon les quantités présentes.

b) Dosage avec les dévivés dinitvophénylés. Le mélange des acides dinitrophényl-aminés pré-
parés selon Koce & WEIDEL?) cst déposé sur le papier de chromatographie SCHLEICHER &
ScHUELL 2043 Db et séparé par la méthode bidimensionnelle de ces auteurs®). Autant que possible
on travaille & I’abri de la lumi¢re. On découpe les taches jauncs correspondant aux acides DNP-
aminés ct les introduit débitées en bandelettes étroites dans 6 ml d’éthanol, pour leur élution.
Si cette élution ne peut étre faite immédiatement, les papiers avec les acides DNP-aminés sont
conservés jusqu'au moment de I’élution, dans un dessicatcur aux parois complétement noircies.
Les densités optiques des €luats alcooliques sont déterminées sous 1 cm d’épaisseur & 360 my, et
a 385 my pour la DNP-proline.

La quantité moléculaire des acides DNP-aminds est calculée & partir des densités optiques et
d’un coefficient d’extinction moléculaire commun, moyen de 15600.

c) Dosage de la proline. Nous effectuons ce dosage au moyen du réactif de CHINARD 1), aprés
chromato-électrophorése (voir IT, 5a). Nous décrirons dans un autre mémoire la méthode détaillée
de cette détermination.

d) Dosage de la tyvosine. Nous 'avons réalisé avec 50 & 100 ug de substance sclon1?). Nous
dressons simultanément unc courbe d’étalonnage a 1’aide de 1, 5, 10, 30 ct 60 ug de tyrosine.

Ces lectures sont faites dans ’électrophotomeétre KLETT-SUMMERSON, avec le filtre bleu.

6. Identification de l'isoleucine, de la cystine et du tryptophane. — a) Isoleucine. On effectuc
une électrophorése a pH 2, 4 30 V/cm de 200 pug de I’hydrolysat (provenant de 'hydrolysc chlor-
hydrique intégrale, voir II, 3a) des strépogénines TB-y 2/5 et TB-y 2/6. On 1cpére alors la zone
oit se localisent la valine, la leucine et I'isoleucine, au moyen d'un témoin de 0,2 ymole dc leucine.
Cette zone est éluée; I’éluat est amené a sec et le résidu cst repris par 20 ul d’eau distillée. Cette
solution est déposée sur un papier WaHaTMAaN N° 1 pour subir la chromatographic sclon Work7),
qui sépare ces 3 acides aminés les uns des autres. Cette opération ne fournit dans notre cas de
taches qu'aux niveaux des témoins de leucine et de valine. Les strépogénines ne contiennent donc
pas d’isoleucine.

b) Cystine. 200 ug de strépogénine sont dissous dans 20 ul d’ac. formique pur. Cette solution
est refroidie & — 8°. On y ajoute 200 4l d’une solution d’ac. performique refroidie & —10°, obtenuc

Tableau 11. Dosage des acides aminés d’env. 0,1 pmole de peplide
(quantité calculée d’aprés I'azote introduit)

TB-y 2/5, 0,11 pmole TB-y 2/6, 0,11 umole
Procédé ac. dens. ac. dens.
o mole ] restes . mole | restes
aminés opt. aminés opt.
dinitrophényl. ala 0,600 0,220 2,00 leu 0,320 0,100] 0,99
(BEckman DU) glu 0,650 0,230| 1,09 glu 0,640 0,220 2,00
val 0,620 0,226 2,05 val 0,980 0,350 3,10
arg 0,290 0,106} 0,96 lys 0,320 0,110] 1,00
pro 1,250 0,457 4,16 pro 1,140 | 0,420] 3,96
NH, — 0,370| 2,05 NH, — 0,395| 1,80
TB-y 2/5, 0,180 umole TB-y 2/6, 0,230 pmole
ninhydrine ala 0,360| 2,0 leu 0,200} 0,90
(KLETT) glu 0,360( 2,0 glu 0,460| 2,0
val 0,400 2,2 val 0,640| 2,8
arg 0,180] 1,0 lys 0,220| 0,95
pro 0,720 4,0 pro 0,920} 4,0
-nitroso-f3-
naphtol (KLETT) tyr 0,165| 0,91
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en mélangeant 0,25 ml d’eau oxygénée & 1,5%, et 4,75 ml d’ac. formique pur, 4 la tempdérature
ordinaire. Dans ce mélange, la cystine éventuellement présente dans le peptide est entiérement
oxydée en acide cystéique en 5 h. L’acide performiquc et I’ac. formique utilis€é comme solvant
sont alors éliminés a4 25° dans un évaporateur rotatif?%). Le résidu est repris par dc ’eaun distillée
et I’évaporation est répétée. Le résidu qui en résulte est encore traité au vide 24 h dans un dessi-
cateur & KOH. Le peptide est repris par de I’eau, cette solution est concentrde a sec dans un godet
en verre de 10 mm x 10 mm. Le résidu final est dissous dans 20 ul d’ac. chlorhydrique 5,6~ et
I’hydrolyse intégrale est faite comme indiqué (II, 3a).

I hydrolysat est fractionné en ses acides aminés par chromato-électrophorese {voir 11, 5a).
L’acide cystéique, s’il est présent, ne migre pratiquement pas au cours de la chromatographic
ct migre au niveau de I'ac. glutamiquc au cours de 1'électrophorése.

On ne trouve pas d’acide cystéique dans les hydrolysats chlorhydriques intégraux des strépo-
génines TB-y 2/5 et TB-y 2/6 oxyddes. Ces strépogénines nc contiennent donc pas de cystine.

c) Tryptophane. Aprés I'hydrolysc barytique des strépogénines (voir 1I, 3b), I'hydrolysat
débarrassé de Ba?t est concentré puis soumis 4 la chromatographie bidimensionnelle de LEvY?2).
l.e tryptophane (qui n’est pas décomposé par cette hydrolyse et n’est pas adsorbé sur le précipité
de SO,Ba) est absent de I'hydrolysat des strépogénines. Notons que la valine et la lcucine sont
fortement adsorbées sur SO,Ba, puisqu’elles sont & peinc visibles sur le chromatogramme.

7. Résultats obtenus avec les stvépogénines T B-y 2|5 et TB-y 2/6: v. tableau 11.

III. Détermination des structures

1. Mise en évidence de I acide aminé N-terminal. Cette détermination est faite sclon la technique
de SANGER13). 50-200 ug des strépogénines ou des peptides résultant de leur hydrolyse partielle
sont dissous dans 0,1 ml de triméthylamine & 19, et cette solution est portée dans 0,2 ml d’étha-
nol contcnant 10 ul de dinitrofluorobenzeéne puriss.

Le tube de réaction est placé 3 h dans un bain thermostatisé & 30° + 0,1°. L’excés de reactif
est extrait a I’éther, la solution aqueuse est amenée a sec dans un godet de verre de 10 mm x 10mm
et le dinitrophénol formé cst éliminé dans sa plus grande partie par sublimation. A cet effet, le
résidu de la dinitrophénylation est introdnit dans une éprouvette 4 vide dans laquelle plonge
un tube fermé en bas et fixé au bouchon qui ferme I'éprouvette. Le tube est rempli de glace
seche. Sous un vide de 0,02 Torr, le dinitrophénol sublime a la température ordinaire et se dépose
sur la paroi froide du tube intérieur. En 60 min la presque totalité du dinitrophénol est ¢liminéde.
La petite quantité qui en reste est visible sur le chromatogramme bidimensionncl effectué selon
Kocn & WEIDEL?). Avec les quantités mises en eeuvre, la densité optique d’une solution alcoo-
lique de cette tache de dinitrophénol donne a4 360 my une densité optique voisine de 0,400, ce
qui représente environ 0,15 ymole ou 30 ug de dinitrophénol. — Il est avantageux d'éliminer au
mieux le dinitrophénol avant I'hydrolyse chlorhydrique intégrale, car sa présence se traduit par
une certaine destruction de tous les acides aminés préscnts.

L’acide DNP-aminé N-terminal est extrait de I'hydrolysat chlorhydrique intégral par de
Iéther. 11 est cxaminé en chromatographic bidimensionnelle selon Kocr & WEIDEL?). La position
du dinitrophénol sert d’indicateur & la position relative de 'acide DNP-aminé N-terminal. Le
dérivé DNP de l'acide aminé N-terminal peut étre dosé par spectrophotométrie & 360 mu. On
observe alors un rendement & peu prés quantitatif pour l’alanine N-terminale chez TB-y 2/5
et un rendement d’env. 66%, pour la valine N-terminale chez TB-y 2/6, aprés ces opérations.

On obscrve toujours sur le chromatogramme de la dinitraniline; celle-ci est une mcsure
directe de la décomposition de 'acide DNP-aminé N-terminal.

La phase aqueuse contient les acides aminés privés de la totalité ou d’une partic de V'acide
aminé N-terminal. Tls peuvent étre identifiés aprés chromato-électrophorése (voir II, 5a), et
dosés par la ninhydrine (voir I1, 5a) ou dinitrophénylés A leur tour et dosés selon Koca & WEIDEL
(voir II, 5b).

2. Mise en évidence de l'acide aminé C-teyminal. — a) Pay hydrazinolyse. Selon AKABORI'Y),
hydrazinolyse des liaisons peptidiques aboutit & la formation des hydrazides de tous les acidcs
aminés sauf I'acide aminé C-terminal, libéré tel quel. Il est séparé des hydrazides, par extraction

36) L. C. CralG, J. C. GREGORY & W. HAUSMANN, Analyt. Chemistry 22, 1462 (1950).
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de ces derniers sous forme de benzalhydrazones par la benzaldéhyde. On identifie I’acide aminé
C-terminal par une chromatographie bidimensionnelle selon LEvy?). — Seule la strépogénine
TB-y 2/5 a pu étre analysée avec succés par cette méthode.

Pour cette opération, un capillaire en pyrex contenant une solution de 200 x4l d’hydrate
d’hydrazine dans laquelle sont dissous 360 ug de strépogénine TB-y 2/5 ou TB-y 2/6 cst scellé et
placé 6 h dans un bain-marie bouillant. Aprés cette période de réaction I'excés d’hydrazine est
évaporé sous vide dans un dessiccateur & acide sulfurique. Le résidu est repris par 2 ml d’cau.
Pour former les benzalhydrazones des hydrazides aminés, on ajoute a la solution précédente
0,2 ml de benzaldéhyde et agite le mélange durant Zh & 'aide d’un vibro-mischer. L’excés de
l’'aldéhyde et les hydrazones formées sont ¢liminés par extraction i I’éther. La phase aqueuse
contient 'acide aminé C-terminal, identifié¢ par chromatographie bidimensionnelle?).

Cette réaction fournit de I’arginine a partir de TB-y 2/5. Dans le cas de TB-y 2/6, aucun acide
aminé libre n’a pu étre décélé {destruction de la lysinc C-terminale au cours de ’hydrazinolyse ?}.

b) Par la carboxypeptidase. — (1) Dosage de la carboxypepiidase par spectrophotométrvie UV.
Cctte opdration cst bas€c sur le dosage spectrophotométrique de la tyrosine dont la carboxy-
peptidase A contient 109,. Une prisc de 0,1 ml de la suspension aqucuse de carboxypeptidase (A)
recristallisée, WORTHINGTON lot CO 564, cst centrifugée a 2500 t/min a 4° durant 20 min, puis
lavée 3 fois par de I'eau bidistillée. On reprend cnsuite le culot de centrifugation par 3 ml de
NaOH 0,1~. Les densités optiques de cette solution alcaline sont déterminées a 280 mu (0,590),
a 294 mpu (0,550}, a 340 myu (0,039) et & 360 mu (0,027). On calcule la teneur cn restes de tyrosine
a l'aide des équations de Goopwin & Morrton3?). La préparation utilisée par nous contenait
636 ug d’enzyme dans 0,1 ml de suspension aqueuse. Le dosage gravimétrique donnc une valeur
trés voisine.

(2) Déteymination de Pacide aminé C-levminal. Respectivement 750 ug des strépogénincs
TB-y 2/5, TB-y 2/6 ct 300 ug de la fraction provenant de 'hydrolyse chymotrypsique de TB-y 2/5
(TB-y 2/5-CH1) sont dissous dans 0,5 ml de tampon pH 8 (carbonate d’ammonium 1M, acétate
d’ammonium 0,05M) contenant 30 ul de la suspension aqueuse de carboxypeptidase (191 ug)
lavée comme indiqué plus haut. Le rapport enzyme-substrat exprimé en rapport moléculaire
est de 0,018/0,154, soit 1/83. L’incubation a 37° 4 0,5° dure 10 h pour les strépogénincs ct 43 h
pour TB-y 2/5-CH1. On arréte I’action enzymatique cn abaissant le pH & env. 3 par 'addition
de quelques gouttes d’ac. formique concentré. Pour ’analyse de I’hydrolysat, on effectuc une
électrophorése a pH 6,5, & 27 V/jem, sur une prise de 50 ul, en ce qui concerne les strépogénincs,
et une électrophorése & pH 2 a 30 V/cm, sur la totalité de I'hydrolysat, en ce qui concerne
TB-y 2/5-CH1. Sur les mémes papiers d’électrophorése sont déposés, dans le cas des strépogé-
nines, des témoins de 0,3 umole de lysine et d’arginine, et dans lc cas de TB-y 2/5-CH]1 des té-
moins de 0,2 umole de tyrosine, valine et proline.

On met ainsi en €évidence, I'arginine comme acide aminé C-terminal de TB-y 2/5, et la lysine
comme acide aminé C-terminal de la strépogéninc TB-y 2/6. L’hydrolysat par la carboxypeptidase
de TB-y 2{5-CHI1 ne fournit aucun acide aminé.

3. Hydrolyses partielles. — a) Hydrolyse chlovhydrique. Pour les analyses d’orientation, 1 mg
de chacune des strépogénines dissous dans 100 ul d’ac. chlorhydrique 12N, pro analysi, est hydro-
lysé a 37° dans un capillaire en pyrex de 2 mm de diamétre interne et de 15 mm de longueur,
durant 6, 8, 12, 36 et 72 h. Les hydrolysats sont ensuite amenés & sec. Le résidu est repris par
0,2 ml d’eau et cette solution est & nouvcau évaporée a scc. L’hydrolysat est alors fractionné
par électrophorése (voir I, 1).

Pour les analyses de structure, nous nous sommes arrétés aux hydrolyses de 36 et de 72 h
ct avons utilisé 6 mg des strépogénines TB-y 2/5 et TB-y 2/6 avec lcs quantités correspondantes
d’acide.

Examen des hydrolysats: L’hydrolysat de 36 h est fractionné par une électrophorese de
1h45 a pH 2, a 30 V/cm sur papier SCHLEICHER & ScHUELL 2043a lavé. Comme témoin, la
10¢€ partie de I'hydrolysat est séparée sur le méme papier de fagon a permettre la localisation des
fractions peptidiques par développement & la ninhydrine, en vue de I'dlution. Quant a I’bydro-
lysat issu dc I'hydrolyse de 72 h, on le fractionne d’abord par €lcctrophoreése de 1 h 45 a pH 6,5,
a 26 V/cm, sur papier SCHLEICHER & SCHUELL 2043a lavé, en réservant une place pour le dépot

37 T. W. GoopwiN & R. A. MortoN, Biochem. J. 40, 628 (1946).
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du témoin (1/10 de I'hydrolysat), puis les fractions neutres et acides obtenues apres cette opération
sont purifiées par une électrophorése de 2 h a pH 2, respectivement a4 26 V/em et 34 V/cm sur
le méme papier.

b) Hydrolyse par la cavboxypeptidase A.1,4 mg de TB-y 2/5 est dissous dans 1 ml de tampon
pH 8 4 'acétate d’ammonium et carbonate d’ammonium 0,05M. On introduit dans cette solution
400 ug de carboxypceptidase, lavés par 'eau distillée comme indiqué dans III, 2b, et dosés en
suspension aqueuse par spectrophotométrie. L’incubation est faite a4 38° 4- 0,01°, en préscnce
de microgouttes de toluéne afin de prévenir une dégradation bactérienne. Des prises de 1/10 du
volume de I'hydrolysat sont prélevées 4 la 7¢, 12¢, 28¢, 36¢, 42¢ et 72¢ heure d’incubation. Im-
médiatement apres les prélévements ’enzyme est désactivé dans la prise par introduction d’acide
formique {— pH 3) et la solution est évaporée a sec sous un vide ordinaire. Le résidu est soumis
alors & un vide plus poussé (0,05 Torr) de fagon a éliminer la plus grande partie de 'acétate ct
du formiate d’ammonium par sublimation, puis il est repris par 20 gl de tampon d’électrophortse
de pH 6,5. La mise en évidence des acides aminds acides et basiques libres qu’il peut contenir
(ac. glutamique, lysine et arginine) est réalisée par électrophorése sous 33 V/jcm, en 1 h 30, sur
papier SCHLEICHER & SCHUELL 2043 a lavé. Les acides aminés neutres libres du résidu (glutamine
ct valine) sont identifiés par électrophorése & pH 2 a4 30 Vjcm, cn 2 h.

Tableau 12. Exemples de dosages d’acides aminés dans des peptides

Peptide Ac.aminés| uMolc | Restes?) Observations
TB-y 2/6-47/2 Glu 0,045 | 1,0 privé de la valine N-terminale?)
Val 0,060 1,3 (rdt en DNP-valine non quantitatif)
Pro 0,093 2,0
Leu 0,050 1,1
TB-y 2/6-4/3 Glu 0,035 1,0 privé de la valine N-terminalch)
Val 0 046 1,3 (rdt cn DNP-valine non quantitatif)
Leu 0,033 1,0
Pro 0,115 3,2
TB-y 2{5-4/1 Val 0,080 1,0 privé de 'alanine N-terminaleb)
Pro 0,160 2,0
TB-y 2/5-4/)2 Val 0,060 0,92 | privé de I'alaninc N-terminaleb)
Glu 0,065 1,0
Pro 0,135 2,1
TB-y 2/5-4//3 Glu 0,066 1,0 privé de 'alanine N-terminaleb)
Pro 0,065 1,0
TB-y 2/5-CH2 Glu 0,075 1,1
Ala 0,072 1,1
Val 0,065 1,0
Pro 0,130 2,0
Lys 0,063 1,0
a) chiffres les plus probables
b) par dinitrophénylation du peptide, hydrolyse chlorhydrique intégrale et
extraction de I'hydrolysat acide par I’éther, ’hydrolysat acide servant au
dosage des acides aminds

c) Hydrolyse par la subtilisine. 5,53 mg de TB-y 2/5 et 5,28 mg de TB-y 2/6 sont dissous
dans 8 ml de tampon dec pH 8 4 I'acétate et carbonate d’ammonium 0,05M, contenant 420 ug de
subtilisine cristallisée.

Aprés 15 h 30 d’incubation & 27° 4 0,1°, on acidifie I’hydrolysat jusqu'a pH 4 par ’acide
formique, 'améne a sec et élimine 'acétate et le formiate d’ammonium comme indiqué plus haut.
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On fractionne la totalité des hydrolysats par électrophorése & pH 6,5, a 26 V/jcm, c¢n 2 h 40
(voir fig. 7 et 10). Les fractions TB-y 2{6-S1 (neutre) et TB-p 2/6-S2, 53, S4, S5 (basiques) sont
éluées, puis testées quant a leur pureté, en vuc de leur analyse de structurc. TB-y 2/6-51 (neutrc)
et TB-y 2/6-S2 (légérement basique) sont fractionnés encore en S1/1, S1/2, S1/3, S 1/4 et
S 21, S§2/2, S 2/3, par électrophorése & pH 2, &4 26 V/em, en 2 h 30 (voir fig. 7)

Les fractions TB-y 2/5-S1 (neutre) et TB-p 2/5-S2 (légérement basique) sont également
fractionnées par électrophorese a pH 2, dans les mémes conditions; elles donnent respectivement
S1/1, S1/2, S1/3, S1/4 et S2/1, S2/2, S 2/3. Les fractions TB-y 2/3-53 et S4 et S5 sont ba-
siques.

ad) Hydrolyse par la chymotyypsine. 1,7 mg de TB-y 2/5 sont dissous dans 0,9 ml du tampon
acétatc-carbonate d’ammonium 0,05M, de pH 8, contenant 100 g de chymotrypsine cristallisée
‘WORTHINGTON, lot CD576 — 81. Aprés 26 h d’'incubation, I'hydrolysat acidifié par HCOOH,
débarrassé comme plus haut de Pacétate et du formiate d’ammonium, cst fractionné par électro-
phorése & pH 6,5, 26 V/cm, durant 3 h, en TB-y 2/5-CH1 (necutre) et TB-y 2/5-CHZ2 (basique).

4. Quelques exemples de dosages (& la ninhydvine) des ac. aminés de peptides issus des hydvolyses
partielles, voir tableau 12.

Nous remercions le FoNDs NATIONAL SUiSSE DE La RECHERCHE SCIENTIFIQUE qui a permis
la réalisation d’'une partic importante de ce travail, ainsi que la maison F. HoFFmann-1.ae RocEE
& C1E A Bile, dont l'aide a permis de Pachever.

SUMMARY

Two basic strepogenins have been isolated from a tryptic hydrolysate of casein,
and their structures have been established.

We propose for the one (ITB-y 2/5) the sequence H. Ala. GIm. Pro. Val. Pro.
Tyr. Ala. Pro. Pro. Val. GIm. Arg. OH and for the other (TB-y 2/6) the sequence
H. Val. Glm. Val. Leu. Pro. Pro. Pro. Val. Pro. Glm. Lys. OH.

Laboratoire de chimie organique et
pharmaceutique de I'Université de Genéve

221. Zur biochemischen Kennzeichnung der Phosphomonesterasen im
Schwanzgewebe der Xenopus-Larve
von H. P. von Hahn, B. Niehus und R. Weber
(22. VIII. 60)

1. Einleitung. — Wihrend die Phosphomonoesterasen im Siugetiergewebe
bereits ausfithrlich bearbeitet worden sind (siehe z. B. RocHEY), ist iiber die ge-
naueren kinetischen und biochemischen Eigenschaften dieser Enzymgruppe im
Gewebe der Amphibien noch wenig bekannt. Dies gilt besonders fiir das Schwanz-
gewebe der Amphibienlarve, welches als Modell fiir die Untersuchung der Biochemie
der Morphogenese viel Verwendung findet. Im Verlaufe unserer Arbeiten iber das
Verhalten der Phosphomonoesterasen im Schwanz der Xenopus-Larve?)3)4) erschien

1) J.RocHE, in «The Enzymes», ed. J.B.SuMNER & IK.MvRrBACK, Acad. Press Inc., Publ.
New York 1950, 473.

2) R.WEBER, J. WEBER & B.Nierus, Helv. physiol. pharmacol. Acta, im Druck.

3) R.WEBER & B.Nienus, Helv. physid. phamacol. Acta, im Druck.

4 B.Nigrus & H.P.v.Hann, Helv. physiol. pharmacol. Acta 78, C33, 1960; H.P.v.Haun,
ibid. 18, C80, 1960.



