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SUMMARY 

The reactions of isocyanic acid and of thiocyanic acid with the products of 
A~LIAUORI 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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220. Strkpogknines de la caskine 
11. Valyl-glutaminyl-valyl-leucyl-prolyl-prolyl-prolyl-valyl-prolyl- 

glutaminyl-lysine (TB-y 216) et 
alanyl-glutaminyl-prolyl-valyl-prolyl-tyrosyl-alanyl-prolyl-prolyl- 

valyl-glutaminyl-arginine (TB-y 2/5) 
par Pierre Baudet, Rolf Rossler et Emile Cherbuliez 

(6 VI 60) 

1. Introduction 
Dans un mkmoire prkckdent l), nous avons dkcrit les mkthodes permettant d’isoler 

,d’un hydrolysat trypsique de casCine, quelques polypeptides neutres et basiques, B 
action strkpogknique. 

Le present mkmoire est consacrk 8. l’ktude de deux strkpogknines basiques de la 
fraction TB-y 2 de cet hydrolysat. Rappelons que la fraction que nous avons appelke 
TB-y est obtenue B partir des peptides basiques par une klectrophorkse B haut voltage 
B pH 6,5. Fractionnke B son tour par klectrophorkse kgalement, mais 8. p H  2, on 
skpare de TB-y, TB-y 2 qui renferrne toute l’activitk. Cette dernikre fraction contient 
les deus strkpogknines TR-y 2/5 et TB-y 2/6 dont l’ktude fait l’objet de ce mkmoire. 

Aprks leur localisation par la ninhydrine sur une bande dkcoupke dans le phkro- 
gramme, les fractions strkpogkniques sont klukes B partir du papier encore humide, 
de faCon B prCvenir leur fixation irrkversible sur le support de cellulose. Les h a t s  
sont congelks puis lyophilisks. 

Au moyen de 12 klectrophorkses pH 6,5 par jour, nous obtenons en 3 semaines 
(au total 240 opkrations), B partir de 9 g de la fraction basique (TB), 0,166 g de 
TB-y, fournissant B son tour par klectrophorkse B pH 2 0,089 g de TB-y 2. Ce cycle 
est rkpktk de faqon B fournir pkriodiquement une quantitk suffisante de TB-y 2 
pour qu’on puisse passer aux dernih-es ktapes de la purification, conduisant aux 
2 strkpogknines pures. 

En pratique. aprks la reunion de 240 Chats contenant TB-y, le fractionnement de cette 
quantitC est poursuivi en 8 portions par dectrophorkse h pH 2, & 33 volts/cm. On obtient ainsi 
In fraction TB-7 2 (qui contient toute I’activitC). 

~ ~ 

’) P I E R R E  BAUDET & EMILE CHERBULIEZ,  Helv. 43, 904 (1960). 
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% de 
Poids en mg l’hydrolysat 

Substance mis en partiel d’aprks 
ceuvre la teneur 

en azote 

TB-y 2 est fractionne par chromatographie sur papier, en principe selon les indications don- 
nees dans notre mimoire pricedent l),  mais au lieu de chromatographies hidimensionnelles, on 
effectue 2 chromatographies monodimensionnelles successives (fig. 1, 1801, resp. a +  b et  a+-  c ) ,  
pour se prCter aux necessitks du fractionnement preparatif. Les 0,089 g de TB-y 2 mentionnCs 
plus haut peuvent &tre fractionnis sur 3 on 4 feuilles de papier. On obtient ainsi les stripoginines 
TB-y 215 et  TB-y 216 & 1’6tat pnr. I1 est arrivk cependant que des priparations de TB-y 215 soient 
contaminkes par un peu de TB-y 2/6, et que cette dernike contienne encore une faible quantitC 
d’un peptide 21 Rf plus bas (TB-y 2/2 form6 d’acide glutamique, d’acide aspartique, d’alanine, 
de thrionine, avec la skriue comme acide a m i d  N-terminal et la lysine comme acide amin6 
C-terminal). 

Tableau 1. Rendements et activiths des fractions strhfioghniques 
et des str6fioge‘nznes T B - y  215 et TB-y  2/6 

ActivitC 
strepogenique 

en unites 
WOOLLEY 

Pa* mg 

Hydrolysat partiel . . . .  
Fraction basique TB . . .  
Tb-y . . . . . . . . . .  
TB-y 2 . . . . . . . . .  
TB-y 2/5 . . . . . . . .  
TB-y 216 . . . . . . . .  

8560 
6000 

104 
56 
9,7 
4,3 

100 
70 

1.21 
0.65 
0,11 
0,os 

20-25 
25 
40 
60 
80 
80 

Toutes ces fractions peuvent Ctre conservCes sans altkration de leurs activitCs B 
a tempkrature ordinaire, B l’abri de I’humiditC; elles ne sont pas altCrCes non plus 
aprits autoclavage de 20 min de leur solution dans I’eau distillke ou en milieu tam- 
ponnC ?i pH 6,s A 115”. 

La puret6 chromatographique de ces deux strhpoghines est contr6lCe par 2 
chromatographies bidimensionnelles (voir partie exPCrimentale). La rCvklation a 
la ninhydrine ne montre qu’une seule tache pour chacune des strkpogknines. 

La chromatographie bidimensionnelle selon LEVY 2, ou ROCKLAND 3), ou encore 
une chromatographie dans une direction suivie de 1’6lectrophor6se4) dans l’autre 
direction (voir partie exPCrimentale), de leur hydrolysat chlorhydrique intCgral, 
dCmontre la prksence chez TB-y 215, d’acide glutamique, d’alanine, de valine, de 
tyrosine, de proline et d’arginine, et chez TB-y 216, d’acide glutamique, de valine, de 
leucine, de proline et de lysine; il n’y a pas de cystine, puisque, aprits oxydation per- 
formique de ces strdpoghines ?i - lo”, selon HIRS~),  on ne trouve pas d’acide 
cystCique dans leurs hydrolysats intkgraux et puisque la rCaction de FOLIN & MA- 
R E N Z I ~ )  sur les peptides natifs est nkgative. L’absence de tryptophane est demontree 
par chromatographie bidimensionnelle selon LEVY z ) ,  aprits hydrolyse barytique qui 
mknage cet acide amid .  L’isoleucine est Cgalement absente puisque la chromato- 
graphic se 10nWORK’) de la fraction leucinles + vahne provenant de l’klectrophoritse 

2) A. L. LEVY & D. CHUNG, Analyt. Chemistry 25, 396 (1953). 
3) L. B. ROCKLAND & J .  C. UNDERWOOD, Analyt. Chemistry 26, 10 (1954). 
4) P.  BAUDET & E. CHERBULIEZ, non publik. 
5) C. H. W. HIRS, J .  biol. Chemistry 279, 611 (1959). 
6, 0. FOLIN & A. D. MARENZI, J .  biol. Chemistry 83, 103 (1929). 
7) E. WORK, Biochim. biophys. Acta 3, 400 (1940). 
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B pH 2 de l’hydrolysat chlorhydrique intCgral ne montre que valine et leucine. L’hy- 
drolyse des 2 strkpogknines par l’acide chlorhydrique 2~ B 100” durant 120 min lib&re 
de l’ammoniac qui est fix6 ensuite par entrainement dans de l’acide sulfurique 
puis dos6 B la ninhydrine8). 

Le dosage des acides aminks de TR-y 2/5 et de TB-y 2/6 est effect& apr& leur 
hydrolyse chlorhydrique intkgrale, soit par chromatographie bidimensionnelle des 
acides dinitrophknyl-aminCs (sauf la DNP-proline) et dktermination photomktrique 
A 360 mp9), soit apr&s chromatographie, klectrophorbe et dosage 2 la ninhydrine 
selon WUNDERLY~~) .  Le dosage de la proline est effect& dans l’hydrolysat intkgral 
aprhs chromatographie et Clectrophorbe, B l’aide du r6actif de CHI NARD^^) et selon 
un procCdC complkmentaire que nous dCcrirons, ou bien ap rb  dinitrophhylation, 
par la mesure de l’absorption B 385 mp. La tyrosine est dCtruite en grande partie 
durant l’hydrolyse chlorhydrique intCgrale des peptides isolks des phCrogrammes 
ou chromatogrammes, du fait des impuretks glucidiques issues des papiers de chro- 
matographie et d’klectsophorkse. Les lavages appropriCs prkliminaires des papiers 
diminuent cette destruction sans l’empscher complktement, aussi la tyrosine est- 
elle dosCe chez TB-I/ 2/5 natif, par le rCactif A l1cr-nitroso-/3-naphto112). 

Tableau 2. Composition des  strdpogdnines TB-7 215 et TB-7 216 

Stripogknine 

~ 

Nombre de restesa) 
Acidcs aminks dosage dosage 

4 4 

1 : : 1 1  l 1  - 
a) On admet un nombre de restes entier lorsque les dosages des 

acides aminks donnent des fractions moleculaires qui ne s’kcartent 
pas de plus de 10% d’un nombre entiertie (voir page 1816). 

b) Dose par la m6thode h l’cc-nitroso-B-naphto112). 

La teneur en proline de ces 2 stskpogknines est particulitirement ClevCe: 40% 
chez TB-y 2/5 et 38% chez TB-I/ 2/6. La quantitC de valine est Cgalement importante 
(29% chez TB-y 2/6 et 16% chez TB-y 2/5). 

*) P. B.4UDET & E. CHERBULIEZ, Helv. 41, 1613 (1957). 
9) G. KOCH & W. WEIDEL, Z. physiol. Chem. 303, 213 (1956). 

lo) B. PERNIS & CH. WUNDERLY, Biochim. biophys. Acta 1 7 ,  209 (1953). 
11) F. P. CHINARD, J.  biol. Chemistry 799, 91 (1952); W. TROLL & J.  LIKDSLEY, zbid.  215, 

12) U. COOPER, J .  biol. Chemistry 796, 227 (1952) ; M. MARTIN, Bull. Soc. Chim. biol. 39, 78 
655 (1955). 

(1 957). 
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Le fait que les rksidus d’acides aminks dans chacun de ces deux polypeptides 
sont prksents en nombre entier est encore un argument en faveur de la puretk de 
nos produits, qui s’ajoute aux indications chromatographiques. I1 en va de meme 
des rksultats obtenus lors de la dktermination des acides aminks N- et C-terminaux, 
qui sont uniques pour chacune des strkp@nines en question. L’acide amink N-ter- 
mind est mis en kvidence selon S A N G E R ~ ~ )  aprks chromatographie bidimensionnelles), 
et l’acide amink C-terminal est identifik soit apr& hydrazinolyse 14) soit apr&s action 
de la carboxypeptidase 15), par chromatographie d’une part et klectrophorbe d’autre 
part. 

La libkration de la lysine ct de l’arginine respectivement, acides aminks C-termi- 
naux, par la carboxypeptidase A se fait tr&s lentement. Cela est en accord avec la 
spkcificitk d’action de cet enzyme. La prksence de lysine d’une part et d’arginine 
d’autre part comme acides aminks C-terminaux est en accord avec ce que l’on sait 
de la spkcificitk d’action de la trypsine, au moyen de laquelle les strkpogknines ont 
ktk prkparkes B partir de la caskine. 

Tableau 3 .  Acides aminds S- et C-termznaux des strdpogdnines T B - y  2/5 et  T B - y  2/6 

hcide amin6 Acide amin6 
N-terminal C-terminal Stripogknine 

TB-y 215 ala arg 
TB-y 216 I val 1 1YS 

L’hydrazinolyse selon AKABORI 14) des deux strkpogknines libkre l’acide amink 
C-terminal de TR-y 2j.5, l’arginice, tandis que cette opkration ne donne pas de rksultat 
avec TR-y 2/6. 

La prksence de deux restes d’ammoniac dans chacuq des polypeptides, impliqw 
l’existence de 2 fonctions amides simples. Trois carboxyles sont disponibl-s dans I’en- 
semble pour chacune des 2 strkpogknines, 2 provenant des rksidus d’acide glutamique 
et le 36me de I’acide amink C-terminal. Or, ce dernier est libkrk par la carboxypepti- 
dase dans sa forme non amidke, son carboxyle est donc libre dans les peptides natifs; 
il ne reste alors que la possibilitk que les deux fonctions amides appartiennent aux 
restes d’acide glutamique sous forme de restes de glutamine. Par ailleurs, le carac- 
tkre basique de ces strkpogknines impliqne qiie lcs 2 carboxyles des restes glutamiques 
soient masquks. 

Nous avons ktabli la constitution des deux strkpogknines par l’analyse des pep- 
tides fournis par leur dkgradation partielle. Comme les strkpogknines contiennent 
chacune plusieurs fois les memes restes de certains acides aminks (acide glutamique, 
valine, proline, alanine), on ne pouvait pas, pour les peptides d’hydrolyse partielle, 
se contenter d’effectuer l’analyse qualitative de leurs produits d’hydrolyse, mais il 
fallait les doser. Nous utilisons dans ce but la mkthode ?I la ninhydrine de \f‘USDEK- 

~ ~ 1 0 )  ou la mCthode par dinitrophknylation de KOCH & M’EIIIEL~). Toutes les fois 
que le nombre de rksidus trouvks par ces deux mkthodes ne s’Ccarte pas de plus de 
10% d’un nombre entier, on admet qu’ils sont prksents en ce nombre entier. Ces 

~ ~_______ 
13)  F. SANGER, Biochem. J .  39, 507 (1945). 

15) H. FRAENKEL-CONR.AT, J. I. HARRIS & -1. L. LEVY, Methods o f  biochemical Anal. 2, 397. 
14) s. A K A B O R I ,  I<. O H N O  & K. NARITA, Bull. chem. SOC. Japan. 25, 214 (1952). 
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nombres seront donnks entre parenthhses B c8tk du nom de l’acide amink, abrkgk 
selon  BRAND^^). 

Nous avons utilisk plusieurs prockdks d’hydrolyse partielle : dkgradation contrdlke 
par la carboxypeptidase, par l’acide chlorhydrique concentrk B 37”, par la subtilisine 
(enzyme protkolytique de Bacillus subtilis), et par la chymotrypsine en ce qui con- 
cerne TR-y 2/5. Les fragments peptidiques engendrks par ces hydrolyses sont frac- 
tionnks en ampholytes acides, neutres et basiques, au moyen d’klectrophorhse au 
pH 6,5, puis les fractions acides et neutres sont soumises B une nouvelle klectrophor6se 
B pH 2, ce qui les subdivise dans la plupart des cas en de nombreux peptides. Aprk  
leur localisation par la ninhydrine, le rkactif de SAKAGUCHI 17, l’a-nitroso-P-naphtol 12) 

ou l’isatine18) sur une bande tkmoin, les peptides sont kluks. 

11. Hydrolyse B la carboxypeptidase A 

La carboxypeptidase A cristalliske 3 fois, de WORTHINGTON, 0,016-0,017 unit6 
ANSON par mg, est l a d e  par de l’eau froide 3 fois de suite, par mise en suspension 
suivie de centrifugation. Ces lavages sont destinks B dkbarrasser l’enzyme d’acides 
aminks contaminants, formks par l’autodigestion de la carboxypeptidase. Un traite- 
ment de l’enzyrne au monofluorophosphate d’isopropyle 15), pour inactiver des pro- 
tkinases pancrkatiques, prksentes B l’ktat de traces dans la prkparation commerciale 
de la carboxypeptidase A cristalliske, n’a pas ktk nkcessaire dans notre cas, puisque 
nous n’observons aucune protkolyse parasite de TR-y 215 et de TB-y 216, cela 
m6me aprhs des temps d’incubation trhs prolongks (72h). 

L’hydrolyse de TB-y 2/5 et de TB-y 2/6 par la carboxypeptidase A est tr6s 
lente ; l’arginine et la lysine respectivement ne commencent B apparaitre qu’aprks 
7 heures d’incubation. I1 est connu19) que ces acides aminks en position C-terminale 
ralentissent beaucoup l’hydrolyse de la liaison peptidique dans laquelle ils sont 
engages. En fait, si nous avons utilisk la carboxypeptidase A et non la carboxypepti- 
dase R qui agit beaucoup plus rapidement que 1’A sur ces liaisons, c’est qu’8 l’kpoque 
de l’exkcution des travaux dkcrits dans ce mCmoire, on ne connaissait qu’une seule 
carboxypeptidase pancrkatique, qui a ktk nommke carboxypeptidase A seulement 
aprhs la dkcouverte de la carboxypeptidase BZ0). Chez les 2 strkpogknines ktudikes, 
l’hydrolyse ne prochde pas plus rapidement une fois cette premihre ktape franchie; 
chez TB-y 2/5, de la glutamine et un peu d’acide glutamique apparaissent B la 
12me heure, et un peu de valine, B la 28me heure. Puis l’hydrolyse s’arrete pratique- 
ment. Chez TB-y 2/6, une libkration de trhs peu de glutamine et d’acide glutamique 
est observCe B 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 libhre pas la proline C-terminale, on peut penser que l’arr6t observk de 
la dkgradation est dii B la prksencc de proline en troisihme position C-prk-terminale 
chez TR-y 2/5 et en seconde position chez TB-y 2/6. Quant B l’apparition d’un 

16) E. BRAND & J .  T. EDSALL, Ann. Rev. Biochemistry 76, 224 (1947). 
17) S. SAKAGUCHI, Japan med. J .  I ,  278 (1948). 

19) J .  I. HARRIS, Chem. SOC. (London), Spec. Public. N o  2, 271 (1955); J .  GILLIS, P, SPITNIK 

20) J .  E. FoLq J .  Amer. chem. Soc. 78, 3541 (1956). 

18) R. ACHER, M. JUTISZ & C. F R O M A G E O T ,  Biochim. biophys. hcta  8, 442 (1952). 

& E. KATCHALSKI, Research Council Israel, Spec. Public. No 1, 268 (1952). 



1800 HELVETICA CHIMICA ACTA 

peu d’acide glutamique, elle s’explique comme suit : la glutamine libkrke 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 hydrolysk en partie en 
acide glutamique. La glutamine tkmoin, dans nos conditions de travail, s’est com- 
portke de la m&me fayon. 

Des observations qui prkddent on peut conclure 8. la prksence des s6quences 
C-terminales suivantes: pour TB-y 215 . . . V a l .  g l m 2 1 )  arg. OH, et pour TB-y 216 
. . . glm, lys.  OH. Cela fixe en m&me temps la grandeur molkculaire de ces 2 strkpo- 
gCnines. En effet, apr&s Climination resp. de l’arginine et de la lysine C-terminales, 
les peptides rksiduels sont neutres et ne contiennent plus l’acide amink en question. 
Son reste ne se trouve donc qu’une seule fois dans la molkcule de chacune de ces 2 
strkpogknines. 

111. Hydrolyses partielles par l’acide chlorhydrique 

Pour la dkgradation de longues chaines peptidiques au hasard, on a prkconisi: 
l’hydrolyse partielle par l’acide chlorhydrique concentrk ( 1 2 ~ )  ?i 37” 2 2 ) .  Elle fournit 
un certain nombre de peptides courts, B c6tk d’acides aminks. Les proportions des 
uns et des autres d6pendent essentiellement de la nature du peptide dkgradk 23). 

Dans notre cas, une hydrolyse d’une dude infkrieure 8. 36 h est insuffisante pour 
faire disparaitre la totalit6 des strkpogknines TB-y 2/5 et TB-y 216 respectivement 
mises en ceuvre. Nous avons utilisk une hydrolyse de 36 h et une hydrolyse de 72 h. 

Nous rksumons ici les conclusion encores tr&s incompl&tes que cette op6ration 
permet de tirer quant aux skquences respectives de TB-y 2/5 et TB-y 2/6 .  

Hydrolyse de 36h: Des 7 fractions (v. tableau 4 et fig. 2 )  obtenues 2, partir de 
l’hydrolyse mCnagke chlorhydrique de 36 h de TB-y 2/5, seules TB-y 2/5-2, TB-y 2/5-4 

Tableau 4. Fractions retire‘es des  hydrolysats de 36 heures 

Strepogknine 
degradCe 

TB-y 215 

TB-y 2 /6  

Fraction 

1 
2 
3 

4 
5 
6 
7 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 

Acides aminks 

glu, tyr, ala, Val, pro 
glu, ala, Val, pro 
glu, tyr, ala, Val, pro 

glu, tyr, ala, val, pro 
glu, ala, val 
glu, arg 
arginine 
glu, leu, Val, pro 
glu, leu, Val, pro 
glu, leu, Val, pro 
glu, leu, Val, pro, lys 
glu, leu, Val, pro, lys 

lysine 
glu, lys 

Nombre de restes 

non homoghe 
1, 1, 1, 1 

contient surtout un tri- 
peptide ala(l), glu(l) ,  
P W )  

1, 1, 1, 1, 2 
non homoghe 

1, 1 

1, 1, 1, 2 
non homoghr 

1, 1, 1, 1 
non homogkne 
non homogene 

1. 1 

21) PITOUS adoptons l’abreviation glm pour designer le reste glutamine 
2z) F. SANGER & E. C. P. THOMPSON, Biocliem. J. 53, 353 (1953). 
23) D. F. ELLIOT & W. S. PEART, Biochem. J .  65, 246 (1957). 
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et TB-y 2 / 5 6  sont des peptides homogknes, la 7me fraction &ant un acide amink 
dktermink. 

TB-y 2 / 5 2  est un tktrapeptide, et TB-y 215-4, un hexapeptide, contenant respec- 
tivement 1 et 2 restes de proline. TB-y 2 / 5 4  est un dipeptide hydrolysable en acide 
glutamique et arginine. Nous savons que l’arginine est C-terminale dans T B y  215. 
La skquence de ce dipeptide ne peut Ctre alors que H. glu. arg. OH, mais il se com- 
porte comme un produit basique et d’autre part, il est rkvklable B la ninhydrine: 
l’acide glutamique qu’il contient doit Ctre en rkalitk sous forme de reste glutamine : 
H. glm. arg. OH. Nous observons d’ailleurs souvent, aprPs les hydrolyses partielles 
par l’acide chlorhydrique, que des peptides fournissant 1 rriol. d’acide glutamique et 

5. 

to- 

0 
0 
0 .i ....... . . 

0 
.:.:.> .._.. ......... 

g$$!: ..... :.:.: 

V 

Fig. 1. Chromatographie de T B - y  2, TB-y  215 Fig. 2. Electrophorbse des hydrolysats chlor- 
et TB-y  2!6. hydraques de 36 la, pH 2, 26 V/cm, 1 h 45. 
a) Chromatographie ((Standard, de TB-y 2. a) hydrolysat de TB-y 215. 
b) Chromatographie uWALEY-WATsoNi )  de b) hydrolysat de TB-y 216. 

c) Chromatographie ~WALEY-WATSON o de 
TB-y 215 impure. 

TB-y 216 impure. 
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val 
glu 
glu 
val 

uce de lysine ou d’arginine migrent B 1’klectrophori.se comme des peptides basiques. 
Rappelons aussi que l’hydrolyse de la glutamine de la casCine par l’acide chlorhydrique 
concentrk 8. 37” est encore incomplkte aprtts 72hl). I1 n’est donc pas ktonnant de 
rencontrer encore certains peptides pourvus de leur glutamine native, dans les 
hydrolysats de 36 h par I’acide chlorhydrique conc. B 37.” 

L’hydrolyse chlorhydrique de 36 h de la strdpogdnine TB-y 2/5 confirme donc la 
prksence de la skquence . . . glm. arg. OH postulke dkjB aprhs action de la carboxypep- 
tidase A. 

L’hydrolyse partielle chlorhydrique de 36 h de la strdpogdnine TB-y 216 confirme 
B son tour l’existence de la skquence . . . glm. Zys. OH trouvke d’aprks le rksultat de 
l’action de la carboxypeptidase A. Cette hydrolyse nous fournit encore les peptides 
TB-y 2/6-1 et 3 contenant respectivement glu (l) ,  leu (l), val (l), pro (2) et glu (l), 
leu (l), val (l), pro (1). Toutes les autres fractions sn:it impures. 

Ces rksultats montrent deux choses: 36h d’hydrolvse chlorhydrique B 37” ne 
suffisent pas pour faire apparaitre des peptides assez courts; pour avoir un plus grand 
nombre de fractions pures, le fractionnement par klectrophorkse B pH 2 k haut po- 
tentiel doit &tre prkckdC d’une shparation klectrophorktique au pH 6,5 de l’ensemble 
des peptides en fractions respectivement acide, neutre et basique. 

11’. Determination de la sequence de TB-7 2/6; donnkes acquises: H. Val (glrn(l), 
Val ( 2 ) ,  pro (4), leu (1)) glm. lys. OH 

Hydrolyse chlorhydrique de  72 h: L’6lectrophorhsc B pH 6,5, B 26 V/cm, de l’hy- 
drolysat montre la prksence de 8 fractions dksignkes respectivement par : TB-y 
2/6-1’ a 3’ (acides) ; TB-y 2 / 6 4 ’  (neutre) ; TR-y 2/6-5’ 8. 8’ (basiques) (fig. 3). 

Examen des fructions acides. Nous avons d’abord dktermink et dosC les acides 
aminks formks par ces 3 fractions aprks leur hpdrolyse intkgrale. A cet effet, nous 
avons skpark les produits d’hydrolyse par une chromatographie selon PARTRIGE z4) 

suivie d’une klectrophorttse B haut potentiel au pH Z4) ; les acides amink ont kt4 

Tableau 5. Peptides acides,  i s s u s  d~ T B - y  2/6 p a v  h~idrolyse  chlorhydrique de 72 la 

H. Val (va l ( l ) ,  glu(l) ,  leu(l) ,  pro(1)). OH 
H. glu(val(l) ,  l eu( l ) ,  pro(1)). OH 
H. glu (val(l), leu(1)). OH 
H. val (glu(l) ,  val(1). Icu(l) ,  pro(x)).OH 

Peptides 
TR-y 2/6  

3’/1 
3’ /3  
2’/1 
2‘12 

Acides aminis 
prisents 

(nomhre de restes) 

va1(2j, g l u ( l ) ,  l eu( l ) ,  pro(1) 
val(l j ,  g lu( l ) ,  l eu( l ) ,  pro(1) 
glu(l) ,  v d ( l j ,  leu(1) 
val(2), g lu( l ) ,  l eu( l ) ,  pro(x) 

Ac. amin6 

terminal 
Structure partiellc 

dosks par les mkthodes dkji indiqu6esg) lo). Nous constatons que TK-y 2/6-1’ n’est 
pas modifik par l’hydrolyse intkgrale: c’est de I’acide glutamique. Par contre, les 
autres fractions snnt constitukes par un m6lange de nombreux polypeptides, commc 
le montre le fait qu’on ne trouve pas de rapports entiers entre les restes d’acides 
aminks mis en kvidence. Purifike par unc nouvelle klectrophorkse mais 8. pH 2, de 
34 V/cm, TB-y 2/6-2‘ est s6pari.e en 2 nouvelles fractions, TB-y 2/6-2’/1 et TR-y 
2/6-2’/2, alors que TB-y 2/6-3‘ fournit 4 sous-fractions (\7oir fig. 4). 
-~ ~- 

a&) S. M. PARTRIDGE, Biochem. J .  42, 238 (1948). 
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D’aprks l’analyse quantitative, toutes ces fractions sont homoghes, sauf la 
fraction 3’ /2 .  Cette conclusion est confirm62 par le fait que sauf p m r  cette fraction, 
on ne trouve chaque fois qu’un seul acide amin6 N-terminal (v3ir tableau 5). 

Fig. 3 .  Electrophordse de  l‘/iydrolysat chlov- 
hydrique de 72 h de TB-y 2/6, pH 6,5,25 IT/cm, 

2 h. 

Fig 4 Electrophordse de fvartrons acides de 
l’hydrolysat chlorhvdrtque de 72 h ,  pH 2, 

34 \’/cm, 2 h 
a) TB-y 2/0-2’ b) TB-JJ 2/6-3’ 

E x a m e n  de  la  fraction neutre,  TB-y 2/6-4“. A l’klectrophorhse B pH 2, 26 V/cni, 
la fraction neutre fournit 7 bandes (TB-y 2/6-4’/1 . . . 7), dont la 7me est un peptide 
basique (fig. 5) d’aprits sa position dans le phkrogramme. La prksence de ce peptidr 
dans le mklange des constituants neutres est paradmale. Nais n w s  avons dkji 
observk des rktentions de peptides de mobilitk plus klevke dam des peptid-s neutres 
de mobilitk plus faiblel), au cours d’klectrophorkes B haut potentiel, au pH 6,5. - 
Une prise de chaque fraction est hydrolyske intkgralement et les acides aminks qui 
cn rksultent, sont analysks qualitativement d’abord, par chromatographie bidimen- 
sionnelle selon R o C K i ~ A N 1 I 3 ) ,  effectuke sur 5 k 10pg de l’hydrolysat, puis quantitative- 



1804 HELVETICA CHIMICA ACTA 

ment9)10) et lorsque la quantitC de peptide l’autorise, son acide amink N-terminal est 
dCtermin6 se10n~~).  

Le tableau 6 indique les peptides isolks de la fraction neutre par l’klectrophor6se 
mentionnke, leurs acides aminks, les proportions molCculaires trouvkes, et les con- 
clusions qui en dkcoulent quant 8. la sCquence. 

Fig. 5. Electvophovhse de la fractioiz neutve 
(TB-y2/6-4‘) de  l’hydvolysat chlorhydrique de 
72 h de TB-y2/6 

pH 2, 26 V/cm, 2 h 3 0 .  

E x a m e n  des fractions basiques TB-y 216-5’ h 8’ (11. fig. 3). La fraction 7‘ semble 
identique 8. la fraction 4‘17: val (l), glu (l),  leu (l), pro (x), lys (1). Quant 8. la fraction 
S’, elle constitue un tktrapeptide H. val (pro (l), glm (1)). lys. OH qui doit reprCsen- 
ter l’extr6mitC C-terminale de la strCpogCnine TB-y 2/6, puisqu‘on y trouve la lysine 
C-terminale de cette derniirre. Le reste glu trouvC aprks hydrolyse intkgrale de ce 
tktrapeptide doit se trouver dans le peptide intact sous forme de glm, vu les pro- 
priktks basiques du peptide. 

D.4ductio.n de la  structure de TB-y 216. Nous savons par l’hydrolyse chlorhydrique 
de 36 h que des deux rCsidus d’acide glutamique, l’un est liC 8. la lysine (acide amin6 
C-terminal de la strCpogCnine) dans la s6quence . . . glm. lys.  OH.  Nous apprenons 
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Tableau 6. Peptides neutres issus de TB-y  216 par hydrolyse chlorhydrigue de 72 h 

1803 

Peptides 
TB-y 216 

4‘11 
4’12 
4’13 
4‘14 
4’15 
4/16 
4/17 

~~ 

Acides aminks 
presents 

(nombre de restes) 

Ac. amin6 
N- 

terminal 

~ 

Structure partielle 

leu 
val 
val 
val 
val 
- 

- 

H.leu (val(l),pro(x)).OH 
H. val (glu(l), val(l), leu(l), pro(2)). OH 
H. val (glu(l), val(l), leu(1) , pro(3)). OH 
H. val (leu(l),pro(2)). OH 
H. val (glu (l), pro (1)). OH 

par le peptide TB-y 216-2’11: H. glu. (leu, Val). OH, que le second reste glutamique 
est liC B un reste de valine ou de leucine. 

Un des trois restes de valine est N-terminal de 1’undCcapeptide constituant la 
strCpogCnine, le second est N-terminal du peptide basique TB-y 2/6-8’, H .  V a l .  - 
(pro ( I ) ,  glrn (7) )  lys. OH. Le troisiitme reste de valine est prCsent dans un peptide 
contenant deux r6sidus 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 .  V a l .  (Val ( 7 ) ,  
glu ( I ) ,  leu ( I ) ,  pro (7) )  O H ;  dans ce peptide, la valine N-terminale ne peut &re que 
le rCsidu N-terminal de la strCpogCnine. La valine B I’intCrieur de ce peptide ne peut 
Ctre que le second rCsidu de valine, dont on doit fixer la place par rapport 8. l’acide 
glutamique et k la leucine. Or, il n’y a qu’un reste de leucine dans l’undbcapeptide; 
tous les fragments contenant de la leucine doivent donc provenir de la mCme rCgion 
de la chaine polypeptidique de cette strCpogCnine. En condquence, TB-y 216-2’11: 
H .  glu. (Val ( I ) ,  leu ( I ) )  OH doit Ctre un tripeptide engag6 dans le pentapeptide 
H .  V a l .  ( g lu  ( I ) ,  val ( I ) ,  leu ( I ) ,  pro ( I ) )  OH (TB-y 2/6-3’/1); ce qui permet d’Ctablir 
la sCquence partielle H .  V a l .  glu. ( V a l  ( I ) ,  leu ( I ) ,  pro ( I ) )  . . . pour la str6pogCnine. 

Les peptides TB-y 2/6-2‘12, 4‘/2 et 4’/3 ne se distinguent entre eux que par le 
nombre de restes de proline qu’ils contiennent. 11s ont tous la mCme skquence N-ter- 
minale H .  V a l .  glu. (leu ( I ) ,  val ( 7 ) )  . . . Comme la strCpogCnine TB-y 2/6 a pour ex- 
trCmitC N-terminale H. Val. glm . . . ils reprksentent donc tous un fragment plus ou 
moins long de cette extrCmitC. Comme ils ne se distinguent entre eux que par un 
nombre variable de restes de proline, ceux-ci doivent faire suite k la fin de la 
sCquence indiquCe plus haut, on peut donc Ccrire pour TB-y 2/6 le dCbut de sCquence 
H .  V a l .  glu. (leu ( 7 ) ,  val ( I ) )  pro. pro, pro. .. 

TB-y 2/64‘/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 tr&s bien &re le 
troisihme reste de valine, qui est engagC dans la partie C-terminale de la strCpogCnine 
. . . V a l .  (pro ( I ) ,  glm ( 7 ) )  Zys. OH. Or TB-y 2/6-4’/7 nous montre que la leucine fait 
partie d’un peptide leu (l), glu (l), Val (l), pro (x), lys (l), qui ne contient qu’un 
reste de valine; or, celui-ci doit forchment faire partie de la sCquence . . . val (pro, 
glm) lys. OH; par conskquent la leucine doit &re N-terminale (voir TB-y 2/6-4’/1) 
d’un peptide H .  leu. pro. pro. pro. V a l .  pro. glm. lys.  OH. 

Ainsi, la seule structure complhte que l’on puisse admettre pour la str6pogCnine 
TB-y 216, aprits la confrontation de ces rCsultats (v. tableau 7), est H.  V a l .  glm. Val.-  
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leu. pro. pro. pro. Val. pro. glnt. lys.  OH dans laquelle les deux restes d’acide gluta- 
mique trouvks aprks hydrolyse sont reprksentks par des restes de glutamine, pour 
les raisons que nous avons exposkes plus haut. 

Tableau 7. Peptides utzlzsh pour Ptablir la se‘quence de  T R - y  216 

H ydrolyses 

HCI 72 11 

HC1 3611 . . . . 
Carboxypeptidase 

Peptides 

3’/1 
2’11 
3‘13 

4‘/3 
4’12 

4’1.5 
8‘ 
4’17 

6 
TB-y 2/6 

Structures partielles 

H. val (glu, val, leu). OH 
H. glu (Val, leu). OH 
H. glu (Val, leu, pro). OH 

H. val (glu, Val, leu, pro. pro). OH 
H. V a l  (glu, Val, leu, pro, pro, pro). OH 

H. val (pro, glm). 0 1 1  
H. val (pro, glm) lys. OH 

H. leu (pro, pro, pro, val, pro, glm) lys. OH 
. . .glm. lys. OH 

. . . glm. lys. OH 

Structure proposke H. V a l .  glm. val. leu. pro. pro. pro. val. pro. glm. lys. OH 

Nous remarquons que seule la liaison valine-proline n’est pas scindke durant 
l’hydrolyse chlorhydrique de 72 h B 37” (figure 6). 

3 ‘ / 3 N  4’/,(N) 3’/,(C) 4’/4(C) 4//.5(C) 
2’ / , (Y 4’/4(Y 4’/,(N) 2’/,(C) 3’/3(C) 4’/,(C) 4’/3(C) 

H. Val. glm. Val. leu. pro. pro. pro. val. pro. glm. lys. OH 
Fig. 6. Indications (+) de la rupture des liaisons Peptzdiques de TR-y2/6,  

par hydrolyse & l’acide chlorhydrique conc., b 37”, 72 h.  
Les peptides engendrCs par cette d6gradation sont indiquks selon notre nomenclature ; leurs 

extr6mitis N e t  C terminales sont donnCrs respectivement par (N) e t  (C). 

Dans la figure 6 sont indiqukes les ruptures des liaisons peptidiques de la strkpo- 
gknine sous I’effet de l’hydrolyse mknagke par l’acide chlorhydrique de 72 h, les 
peptides engendrks par ces ruptures &ant itnumkrks. Nous devrions thkoriquement 
recueillir 17 fragments peptidiques selon le dkcoupage que nous prksentons; en fait 
nous isolons 12 peptides de cet hydrolysat. Ides peptides H .  pro. pro. pro. val. pro.- 
glm. lys.  O H ,  H .  pro. val. pro. glm.  lys.  OH,  H .  val. glu. val. O H ,  et H .  leG. pro. pro.- 
pro. val. pro. OH ainsi que la valine comme acide amink isolk n’ont pas 6tk  identifiks. 
Une hydrolyse partielle des ler, 2me et 4me de ces peptides, qui aboutirait B de la 
proline libre ou k des di- et tri-peptides proliniques, est peu vraisemblable car la 
rkaction k l’isatine, caractkristique de la proline libre N-terminale, est nkgative sur 
tous les phkrogrammes. Quant B la liaison prolyl-glutamine, elle doit &tre hydrolyske 
en fournissant un peptide H. glm. lys. OH (v. hydrolyse de 36 11) qui s’hydrolyse 
i, son tour en ses constituants. 

Hydrolyse par la subtilisine. Dans l’intention de rkaliser une hydrolyse partielle 
de la strkpogknine TB-y 216, par un autre agent que l’acide chlorhydrique, nous nous 
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sommes adressks un enzyme, la subtilisine25)26). On saitZ7) que cette protkinase de 
Bacillus subtilis est capable d’effectuer la scission d’une grande variktk de liaisons 
peptidiques. Dans cette hydrolyse, la fonction amide de la glutamine est thkorique- 
ment respectke, mais en fait, au pH 8 de l’incuhation, une partie de la glutamine 

Fig. 7. Electrophor2ses d e  l’hydrolysat esubti- 
lisine n de TB-y.?/6. 
a)  Hydrolysat complet, pH 6,5, 26 V/cm, 

2 h 40. 
b) Fraction 1 decet hydrolysat (TB-y2/6-S1), 

pH 2, 26V/cm, 2 h 30. 
c) Fraction 2 dc ce hydrolysat (TB-;)2/6-S2), 

pH 2, 26 V/cm, 2 h 30. 

Fig. 8. Electrophordses de l’hydrolysat chlor- 
hydvique de 72 la de  TB-y2/5 et de ses f rac t ions .  
a) Hydrolysat complet, pH 6,5, 26 V/cm, 2 h .  
b) Fraction acidc, TR-y2/5-3, de cet hydro- 

lysat, pH 2, 34 V/cm, 2 h. 
c) Fraction neutre, TB-y2/5-4, de cet hpdro- 

lysat, pH 2, 26 V/cm, 2 h 30. 

2 5 )  A. V. GUNTELBERG & M. OTTESEN, Nature 770, 802 (1952). 
26) Nous renouvelons nos remerciements au Dr M. OTTESEX, du Laboratoire Carlsberg, B 

27)  E. S. HAUCAARD & N. WAUGAARD,  C. r. Trav. Lab. Carlsberg, s6r. chim. 29, 350 (1955); 
Copenhague, qui a bien voulu nous remettre cet cnzyme. 

B. MEEDOM, ihid.  29, 403 (1955). 
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libre ou N-terminale de peptides se cyclise en acide pyrolidonecarboxylique ou en 
pyrolidonylpeptide, qui kchappent B la dCtection par la ninhydrine. 

L’hydrolyse de TB-y 216 par la subtilisine conduit B un mClange dans lequel on 
trouve 5 fractions, apr&s Clectrophorbe B pH 6,5, 26 V/cm, 2 h 40, et klectrophorbe A 
pH 2, 26 V/cm des deux premikres des fractions de la premihre opkration (fig. 7; 
dans la figure lire dans la bande b) ... S 111, etc. au lieu de ... S 3/1, etc.). 

L’analyse de ces peptides aprks leur skparation par l’Clectrophor&se, n’apporte 
pas beaucoup de renseignements utiles pour 1’Ctablissement de la structure de TB- 
y 2/6. Cela tient avant tout au fait que la rCcupCration des peptides B partir du 
phkrogramme s’est rCvClCe mauvaise, si bien que les quantitCs dont on pouvait 
disposer pour l’analyse Ctaient souvent trop faibles. NCanmoins, nous rencontrons 
dans cet hydrolysat un peptide basique (TBy 2/6-S2/1) qui contient glm (l), pro (x), 
val (l),  lys (1) et un peptide neutre (TB-y 2/6-Sl/l), glm ( l ) ,  pro (x), leu (l), 
val (1). Ces peptides correspondent respectivement aux peptides dCj8 rencontrCs 
H .  Val. pro. glm. lys.  OH (TB-y 2/64‘) et H .  glu. val. leu. pro ( x )  OH (TB-y 216-4’13). 

L’activitC strkpogknique de cet hydrolysat reste considkrable. Cela doit provenir 
dune part de la prksence de strkpogknine TB-y 216 non encore dkgradke et d’autre 
part de la prksence de polypeptides peu dkgradks (et encore actifs), comme l’indique 
l’examen par chromato-Clectrophorkse de l’hydrolysat total. Notons 8 ce sujet que 
l’hydrolyse par la subtilisine d’une autre strCpogknine, non d6crite ici (TB-,5 2/1) 
et qui est exempte de proline, aboutit a un hydrolysat qui n’a plus aucune activitC 
strkpogknique. 

V. Determination de la sequence de la strepogenine TB-y2/5; donnkes acquises: 
H. ala. (ala (l),  glm (l), pro (4), tyr ( l) ,  Val (l)), Val. glm. arg. OH 

Hydrolyse chlorhydripe de 72 h. L’hydrolyse chlorhydrique incomplkte, par l’acide 
chlorhydrique concentrk B 37” durant 72 h, scinde le dodbcapeptide TB-y 215 en de 
nombreux peptides. Par une premihre Clectrophorkse B 26 V/cm B pH 6,5, on &pare 
les composants acides, neutres et basiques (voir fig. 8). Les composants acides et 
neutres respectivement sont fractionnks par une seconde Clectrophor&se B pH 2 B 
respectivement 34 et 26 V/crn (fig. 8). Toutes ces opkrations conduisent 8. identifier 
11 fractions dont plusieurs sont homogknes comme le montre la dktermination des 
restes d’acides aminCs qu’ils contiennent et la prksence d’un acide amink N-terminal 
unique. Les analyses de ces peptides sont reportkes dans le tableau 8. 

Nous savons par l’hydrolyse B la carboxypeptidase et l’hydrolyse chlorhydrique 
partielle de 36 h, que l’un des deux restes d’acide glutamique (glutamine) de la molC- 
cule est liC B l’arginine, acide amink C-terminal de cette strCpogCnine. Nous confirmons 
ce rksultat en isolant apr&s cette hydrolyse chlorhydrique de 72 h le peptide basique 
(TB-y 2 /56 )  H .  glm. arg. OH. Notons que celui-ci doit &re sous forme de glutaminyl- 
arginine, sinon il ne serait pas un peptide basique. On sait par ailleurs (p. 1800) que la 
valine prCc6de la glutamine et l’arginine, dans la sCquence . . . V a l .  glm. arg. OH. 
Nous apprenons par le peptide TB-y 215-3‘14 que le second reste d‘acide glutamique 
est liC a un reste d’alanine dans la sdquence . . .ala. glu. . . . Les peptides TB-I/ 
2/5-3‘/3 et 4‘13, H. ala. (glu ( I ) ,  pro ( I ) ) .  O H  et H .  ala. (glm ( I ) ,  pro ( I ) ) .  OH con- 
tiennent la sCquence H .  ala. glu. . . . mentionnCe plus haut, et puisque ces peptides 



Volumen XLIII, Fasciculus VI (19GO) - No. 220 

ne contiennent pas de valine, nous sommes en droit d’kcrire la sCquence H. ala. glu. 
pro.. ., c’est-&-dire, pour la molCcule primitive H .  ala. glm. p r o . .  . 

Le second reste d’alanine de TB-y 215 est N-terminal d’un peptide (4‘/1), H .  a1a.- 
(nal ( i r ) ,  pro (2)). OH qui se retrouve complCtC par un reste d’acide glutamique chez 
4‘/2, H .  ala. (val ( I ) ,  pro (Z), glu ( I ) ) .  OH. De ces deux restes d’alanine, quel est celui 
qui est N-terminal de cette strCpogCnine ? Aucun des peptides isolCs de cet hydrolysat 
ne peut nous l’apprendre. 

1809 

Tableau 8. Peptides issus de TB-y  215 p a r  hydrolyse chlorhydrique de 72 h 

ic. aminis 
N- 

terminal 

ala 
ala 
ala 
ala 
ala 
glu 

Peptides 
TB-y 215 

3‘11 
3/12 
3/13 
3’14 
4‘/1 
4’12 
4’13 
G 
8 

~ _ _  

Structure partielle 

H. ala (glu(l), pro(1)). OH 
H. ala. glu. OH 
H. ala (val(l), pro(2)). OH 
H. ala (glu(l), val(l), pro(2)). OH 
H. ala (glma)(l), pro(1)). OH 
H. glmb) arg. OH 
argiuine 

Acides aminCs 
presents 

(nombre de restes) 

a) Le peptide Ctant neutre, l’ac. glutamique (glu) doit 6tre prCsent comme glut- 
amine (glm). 

h) Lc peptide &ant basique, l’ac. glutamique (glu) doit &tre present comme 
glutamine (glm). 

Comme dans le cas de la strCpogCnine TB-y 2/6 oh nous nous sommes servis de la 
leucine pour Ctablir des parent& entre certains peptides de faqon B complCter les 
sgquences partielles d6jB trouvCes, nous nous servirons pour TB-y 21.5 de la tyrosine 
pour parvenir au m&me but. Mais la tyrosine, comme on le sait (voir page 1797), est 
dCtruite dans sa plus grande partie lors de l’hydrolyse chlorhydrique intCgrale des 
peptides 6luCs du papier. Pour l’identifier, il est donc nCcessaire de la dkterminer sur 
chaque peptide par la mCthode B l’cr-nitroso-P-naphtol 12). 

Hydrolyse de TB-y 21.5 par la chymotrypsine. Nous avons alors remplacC l’hydro- 
lyse partielle par l’acide chlorhydrique concentrk, par l’hydrolyse chymotrypsique, 
qui doit scinder la strkpogknine native 8. la fonction amide carboxylique du reste 
tyrosine pourvu qu’il ne soit pas engag4 avec un rCsidu de proline, dans la sCquence 
. . . tyr. pro . . Or, apri.s l’action de la chymotrypsine, nous constatons une scission; 
par consCquent, le reste de tyrosine n’est pas associC B un reste de proline, comme 
. . . tyr. pro ... 

Par Clectrophorkse i pH 6,5, 26 V/cm, nous skparons l’hydrolysat en 2 fractions 
principales, l’une neutre, l’autre basique, et en une fraction secondaire, basique, 
prCsente en petite quantitC (fig. 9). Ce dernier produit, dont nous ne pouvons pas 
expliquer la formation, analysk selon le procCdC habituel, fournit de l’acide glutamique 
et de la proline. 

Des 2 fractions principales, la fraction neutre contient de la tyrosine comme le 
faisait prCvoir la sp6cificit6 d’action de la chymotrypsine. Cette fraction semble &re 

114 
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homoghe: elle n’est pas modifike par une klectrophor6se B pH 2 B 33 V/cm. La 
tyrosine doit &re C-terminale, on constate que l’alanine est N-terminale; on y trouve 
en outre pro (a ) ,  Val (l), glu (1). On peut donc attribuer B ce peptide la skquence 
approchke suivante H. ala. (glm (l), pro (Z), Val (I.)) tyr. OH. Mais, au moyen de 
l’hydrolyse partielle chlorhydrique de 72 h, nous avons pu ktablir la skquence N-ter- 
minale suivante H. ala. glm. pro . . . On peut donc prkciser la skquence donnke plus 
haut en tcrivant: H. ala. glm. pro. (pro ( I ) ,  val ( I ) )  tyr. OH. 

Si la tyrosine Ctait prkcCdCe d’un reste de valine, la carboxypeptidase A libkrerait 
de ce peptide un reste de tyrosine. Mais son incubation par l’enzyme ne libhre aucun 
acide amink, le peptide n’est pas modifik. Tout se passe donc comme si la skquence 
drs  deux acides aminks valine et proline engagks avant la tyrosine h i t  val. pro., 
par conskquent un reste de proline doit prkdder la tyrosine; en effet, les liaisons 
peptidiques engageant de la proline comme reste prolyle sont hydrolyskes lentement 
par la carboxypcptidase. (Voir action de l’enzyme sur les liaisons pro. glm. et pro.- 
val., p. 1799). 

Nous sommes donc autorisks Q dkcrire la. skquence N-terminale de la strkpogknine 
TB-y 215 par H .  ala. glm. pro. V a l .  pro. t yr .  . . 

Quant B 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 dkcrire sa skquence approchCe par 
H .  ala. ( p r o  (Z ) ,  val ( I ) ,  glm ( 7 ) )  arg. OH,  ce qui reprksente l’extr&mitk C-terminale de 
la strkpoghine. Or, nous savons par l’action de la carboxypeptidase que les trois 
premiers acides aminks C-terminaux sont . . . Val. glm. arg. OH. I1 s’ensuit que dans 
ce peptide basiyue, les 2 restes de proline sont voisins et nous pouvons Ccrire la 
skquence C-terminale suivante : . . . ala. pro. pro. Val. glm. arg. OH. 

Rappelons que les 2 rcstes d’acide glutamique de cette strkpogknine doivent &re 
sous fornie de restes glutamine, puisque 2 kquivalents d’ammoniac sont libhCs apr6s 
hydrolyse adkquate, que le carboxyle de l’arginine (C-terminale) est libre et que le 
polypeptide est de caract6re basique. En conskquence, nous proposons pour la 
strkpogknine TB-y 215 la skquence complkte suivante: H .  ala. glm. pro. Val. pro. tyr.- 
ala. pro. pro. Val. glm. arg. OH (voir tableau 9). 

Tableau 9. Peptides ut i l is is  pouv e’tabliv la siquence de TB-y 215 

Hydrolyses 

HC1 1 2 ~ .  72 h 

carboxypeptidase 
chymotrypsine 

carbox ypeptidase 

structure proposke 

Pcptides 

3’13 

3/14 
4’12 
4’/1 
6 

sur TR-y 215 
TB-y 215-CHl 
TB-y 2j5-CHZ 
sur TB-y 215-Ch 

4/13 

Structures partielles 

H. ala. (glu, pro). OH 
H. ala. (glm, pro). OH 
H. a h .  glu. OH 
H. ala. (glu, pro, pro, Val). OH 

H. ala (pro(2), Val). OH 
H. glm. arg. OH 

H. (pro). Va l .  glm. arg. OH 

H. a h .  (pro(2), va1,glm). arg. OH 
H. ala (glm, pro, pro, Val) tyr. OH 

H. ala. (gltn, pro, Val) pro. tyr. OH 

I-I.ala.glm.pro.val.pro.tyr.ala.pro.pro.val.glm.arg.0H 
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Hydrolyse de TB-y 2/5 par la subtilisine. Get enzyme hydrolyse cette strCpogCnine 
2 pH 8 en 15 h, h 25", en de nombreux fragments. 

Au moyen d u n e  6lectrophor6se & pH 6,5 sous 26 V/cm (fig. lo),  on d6c6le une 
fraction neutre et cinq fractions basiques. Par 6lectropbor6se A 26 V/cm, A pH 2, 
la fraction neutre TB-y 2/5-Sl se sCpare en quatre sous-fractions, et la fraction 
faiblement basique (TB-y 2/5-S2), en deux sous-fractions TB-y 2/5-S2/l et S2/2 
(fig. 10). On obtient donc en tout 10 fractions. 

La chromatographie de cet hydrolysat selon PARTRIDGE 24) suivie d'une Clectro- 
phor&se4) h pH 2 sous 30 V/cm conduit aussi h 10 fractions. On y dCc&le la strCpo- 

Fig. 9. ElectrophorBse de l'hydrolysat chymo- 
trypique de TB-y 215 

pH G,S, 26 V/cm, 3 h. 

Fig. 10. ELectroflhorZses de l'hydrolysat tsubti- 
lisine, de TB-y 215. 
a) Hydrolysat complet, pH G,S, 26 V/cm, 

2 h40. 
b) Fraction 1 de cet hydrolysat(TB-yZ/S-Sl), 

pH 2, 26 V/cm, 2 11 30. 
c) Fraction 2 de cet hydrolysat (TB-y22/5- 

S 2 ) ,  pH 2, 26 V/cm. 2 h 30. 
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Acides amin& 
(nombre de restes indiquC 

entre parenthkses) 

S1/2 (neutre) 
S1/3 (neutre) 
S1/4 (ncutrc) 
S2/1 (basique) 
S5 (basiquc) 

gknine non hydrolyske et un peptide peu dkgradC de mobilitks klectrophorktique 
et chromatographique voisines de celle de la strkpogknine primitive. Un dipeptide 
H .  Val. glm. OH est kgalement identifitt. L’hydrolyse A, la subtilisine ne permet pas 
d’avoir une vue d’ensemble de la structure du dodkcapeptide parce que le rendement 
en matkriel peptidique isolk du papier 18 aussi n’est pas bon. Toutefois, les peptides 
analysks sont en accord avec la structure dkja proposCe pour cette strkpogknine. 
L’activitk strkpogknique de cet hydrolysat est encore grande. Cela peut s’expliquer 
en partie par la prksence de strkpogknine native et en partie par l’existence de frag- 
ments encore actifs (gros peptides) d’une part, d’autre part la prksence de glutamine. 
On sait que la glutamine28) accttl6re aussi la croissance de Lactobacillus casei, mais 
cette substance, au-dela d’une concentration de 2 pg par m129) n’exerce plus d’effet 
stimulateur. 

Stabilite’ relative de TR-y 215 vis-2-vis du  Lactobacillus casei ATCC 7469. La 
strkpogknine est hydrolystte trks lentement par le lactobacille, dans un tampon iso- 
tonique au skrum sanguin, de pH 7 it 38”. L’autolyse du lactobacille hi-m&me ne 
fait apparaftre que des traces d’acides aminks et de matkriel peptidique, tandis que tous 
les acides aminks de TB-y 2/5 sont visibles d6s la 18me heure. Cependant, il reste une 
quantitk notable de strkpogknine native dans l’incubat jusqu’8 la fin de l’hydrolyse 
que nous avons poursuivie pendant 78 heures. 

VI. Quelques considbrations gbnkrales. - Les strkpogknines TB-y 2/5  et TB-1/ 
2/6 sont caractkriskes par une forte teneur en proline. L’arrangement entre eux des 
restes de proline dans chacun de ces polypeptides est assez remarquable : skquence 
. . . pro. pro. pro . . . chez TB-y 2/6 et . . . pro. pro . . . chez TB-y 2/5, i cBtk de pro 
isolC. Ces dktails de structure doivent confkrer aux deux strkpogknines des formes 
spatiales dksordonnkes. Selon SZENT GYORGYI 8% de proline distribuk e statis- 
tiquement dans la chaine peptidique contribuent i donner au polypeptide une 
structure spatiale du type polyproline. 

La rupture de la molCcule de TB-y 2/5 en deux hexapeptides par la chymotrypsine 
laisse subsister 20% de l’activitk 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 m&me activitk. 

Si on essaie de trouver des klkments communs aux sCquences de TB-y2/5 et 
TB-y 216, on ne trouve que peu de donnkes: il y a dans chacun 4 restes de proline, 

- . - - .- 

28) I>. W. WOOLLEY, J. biol. Chemistry 172, 71 (1948). 
2g) P. BAUDET & E. CHERBULIEZ, non publid. 
30) A. G. SZENT GYORCYI & C. COHEN, Science 126, 697 (1957). 
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mais distribuks diffkremment, et deux restes de glutamine, situds chaque fois dans 
des positions pknulti&mes des deux extrkmitds. 

Aucun k1Cment de structure des deux strdpogdnines ne se retrouve dans les 
strkpogknines retirCes de l’insuline par WOOLLEY 31) ou synthktiskes par TB-y 
21.5 et T B y  216 sont Cgalement entikrement diffkrentes d’une autre strkpogdnine 
TB-/I 2/1 que nous avons aussi i ~ o l k e ~ ~ )  de l’hydrolysat de caskine. Ceci confirme 
l’idke que 1’activitC strkpogknique n’est pas like 8. des kldments de structure tr&s 
spkcifiques. 

Partie experimentale 
I.  MBthodes de fractionnement et de purification 

1. Electvophordses 2~ haut potentiel. Elks sont effectuCes soit avcc 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 
avcc un appareil capable d’effectucr six clectrophorkses simultan6es sur des papiers de 58 cm dc 
long. Dans le premier cas, on peut appliquer, pour les feuilles de 58 cm de long une tension de 
343  V/cm au maximum, et  pour les feuilles de 82 cm dc long, de 24,4 V/cm. Dans le second cas, 
on applique une tension maximum de 34,s V/cm. 

Ces deux types d’apparcils scront deerits ultdrieurement. 
Nous utilisons des tampons dc force ionique faible, pour assurer la constance du courant 

dlcctrique dans le support, e t  dc grande volatilitC, pour Bviter la presence de sels dans les fractions 
lyophilisties. Voici la composition des tampons 2I pH 6,s et  ii pH 2 :  pour pH 2:  ac. acktique, ac. 
formiquc et  eau (en vol. 30/23/94,7); pour pH 6,s: pyridine, ac. acCtique et  eau (en vol. l o /  
0,4/89,6). Dans chacun des pherogrammes, on rCserve une ou plusieurs bandes-tCmoins qui, aprbs 
6lectrophorkse, sont ddcoupics et  rivC1Ces par les rkactifs appropries (voir 11, 2), ce qui nous 
permet de repirer sur le reste du phCrogramme l’emplacement des fractions polypeptidiques 5 
recupdrcr du papier support. I1 faut absolument dviter que lcs papiers 8. pherogrammes ne de- 
viennent sees avant 1’Clution car nous avons constate que lorsque le papier devient sec, il retient 
de manikre irr6versible du matCriel peptidique. 

2. Elut ion.  Ides bandes dCcoupCes dans le phirogramme et contenant les fractions intkressantes, 
sont placCcs dans des apparcils Clueurs qui individuellement effectuent simultaniment 1’6lution 
quantitative de ces fractions. Nous d6crirons cet klueur dans un prochain mCmoire. Tous les pep- 
tides rencontrks dans ce travail sont trbs solubles dans l’eau, aussi toutes les Clutions se feront- 
elles avec de l’eau distillde. L’Bluat se trouve en entier dans un volume de 0,4 21 0,s ml. D&s r6- 
ception, cettc solution est congelbe puis lyophilis6e. Malgre les lavages multiples prealables des 
papiers supports d’dlectrophorkse, un peu de matCriel hydrosoluble etranger accompagne tou- 
jours les peptides CluCs. I1 s’agit essentiellement de ddrives glucidiques exempts d’azote, mais 
qui sont responsables de la destruction d’une grande partie de la tyrosine (voir p. 1797) au moment 
de l’hydrolyse integrale des peptides par l’acide chlorhydrique 5 , 7 ~  & 105”. 

3. Chvomatographies SUY papier. Les chromatographics sont faites par voie descendante dans 
des cuves de verre dtanches dont l’atmosphbrc est saturCe par les solvants utilisks. Les cuves de 
verre sont placies dans une armoire thermostatiske 8. 24” & 2”. 

Sur les papiers de chromatographie, on rCserve des bandes destinkes i repirer les fractions 
peptidiques par les reactifs appropries. 

Les solvants acides et  alcooliques sont preparks une semaine avant leur emploi et  sont 
considCrCs comme pCrimCs 3 semaincs a p r h  le jour de leur confection. 

Solvants utilises: 
pour les peptides: 1. ((standard)), butanol sec., ac. acdtique, eau: 67/16/25 (vol.). 

pour les ac. am. : 
2. 6 WALEY-WATSON I ) ~ ~ )  butanol-n, pyridine, ac. acCtique, eau : 30/20/6/24 (vol.) 
3. QLEVYD2), voir 5) ; b) w-crCsol, phCnol: 1 ~ / 1  M dans tampon borate, pH 9,3 

(200 ml B(OH), 0 , 1 ~ + 1 1 3 , 5  ml NaOH 0 , l ~ ) .  

31) R. B. MERRIFIELD & D. W. WOLLEY, J. Amer. chem. Sac. 78, 358 (1956). 
32) R. B. MERRIFIELU 6r D. W. WOLLEY, J.  Amcr. chem. SOC. 80, 6635 (1958). 
33) P. BAUDET & E. CHERBULIEZ, 8. publier. 
34) S. G. WALEY & J. WATSON, Biochem. J .  55, 328 (1953). 
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4.  ROCKL LAND^^), a) butanol-tert., ac. formique, eau: 69,5/10/29,5 (vol.) ; 
b) 94 ml phenol redistill6 et 10 ml ammoniaque conc. 

5. #PARTRIDGE0 butanol-n, ac. aC&iqUe, cau : 40/10/50, (VOI.). 

pour les ac, dinitrophhyl aminks : 
6. ((KOCH & WEIDELI)~), a) Po,HNa,, Po,H,Na: 0 , 5 ~  1 ~ ;  pHG; b) butanol-n, 

Les qualit6s des papiers de chromatographie dont il est fait usage sont indiquees lors de la 
description de chacune des operations. 

4. Applications d l'isolement des stripoge'nines TB-y 2/5 et T B - y  2/6. - a) Electrophorise ci 
p H  2 de  la  fraction TB-y .  Sur une feuille de papier WHATMAN No 3 ,  on dCposc 15 ing de la frac- 
tion TB-y en une lignel). Apriis 1 h 30 d'Clectrophorkse, la bande de 2 cm de large rdservie i la 
rkv6lation est decoupke et aprks reaction & la ninhydrine 0,4%, la fraction TB-y 2 y est repCrde. 
Apriis elution, on obtient cette fraction par lyophilisation. Le renclement dc cette opiration cst 
donne dans le tableau 1. Cette fraction contient les str6pogCnines TB-y 2/5 et  TB-y 2/G quc l'on 
sipare l'une de l'autre par chromatographie sur papier. 

b) Chromatographie de  lafraction TB-y 2 avec le solvant ((standard)). Sur u n  papier SCHLEICHER 
& SCHUELL 2043A lav6, on depose 500pg de la fraction TR-y 2 en unc tachc de 7 mni de diarnktrc 
et rep& ce d6pBt sur une ligne de 52 cm, en faisant cn sorte que les taclics soicnt tangentcs 
les unes aux autres. Trois bandes temoins de 2 cm de large sont dilimitCes rcspcctivement six 
les bords et  au centre de la feuille de chromatographie. Le bas dc cettc feuille cst d6coup6 en 
fines pointes de fason i permettre au solvant de s'dcouler ais6mcnt lorsqu'il y parvicndra. 

La chromatographie s'effectue alors par voie dcsccndante avcc Ic solvant ((standards dans 
le sens dorientation des fibres de cellulose. La duric de cettc operation est dc 20 h. On procbdc 
k 3 ou 4 chromatographies identiques simultanees, cle fagon & Eractionner cn une seule fois env. 
160 mg de TB-y 2. 

Aprk avoir s6ch6 les chromatogrammcs B 35", on rdvkle les 3 bandcs titnoins par lc r6actif 
la ninhydrine 0,4y0, ce qui permet de situer l'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 d6coup6es et eluees 
comme mentionn6 dans I, 2. Apriis lyophilisation des Cluats, on ditcrmine lcur tcneur en azotc 
total par ultramicrodosage selon BAUDET & CKERBULIRZ~). 

Apriis ces opArations, la quantit6 de ces strCpogdnines retirke de la fraction TB-y 2 rep& 
sente respectivement le 5,4% pour TB-y 2,5, et le 2/40/, pour TB-y 2/6 de cet tefraction. Nous 
avons pu dCterminer par micrO-I<JEDAHL leurs teneurs en azote qui sont resp. de 17% et 16,50/, . 

c) Chromatographie avec le solvant (I WALEY-WATSON D. Le matiriel CluC des chromatogrammes 
prgcidents, qui represente le 50% du materiel initial mis en ceuvre, cst fractionn6 une seconde 
fois par une chromatographie effectuee dans les m&mcs conditions que la prdcddente mais cettc 
fois-ci avec le solvant ((WALEY-WATSONI) (voir I, 3 ,  2).  Aprks une durCe de chromatographic de 
15 h, les papiers sont sCch6s 35", et les 3 bandes-tCmoins. revdlies par le rCactif B la ninhydrine 
0.4%. Les zones du papier contenant les strCpog6nines TB-y 2/5 et TB-y 2/15 sont alors decoupies 
et eludes comme indiqu6 plus haut. Les strCpogCnines ainsi obtenues aprhs lyophilisation des iluats 
sont pures; cependant comme le montre l'analyse qualitative et quantitativc des acides aminks, 
il peut arriver que TB-y 2/5 contienne encore une petite quantite de TB-y 2/6. Une nouvt-lle 
chromatographie ((standard 1) (selon b) de ce matiriel non encore homogene permet alors d'obtcnir 
une strCpog6nine pure. 

5.  Chromatographies bidilnensionnelles des strkpogdnines TB-y  2/5 et 1'B-y 2/6. l e r  systhme : 
lre direction ((ROCKLAND)) a ;  Zedirection ((ROCKLAND)) b. - 2e systkme: 1 r e d i r e c t i o n ~ P ~ ~ ~ ~ 1 ~ ~ ~ ) ) ;  
2e direction QWALEY-WATSON)). Solvants: voir I, 3 .  

NH, 0,3 % : 1 : 1 (vol.) . 

11. MBthodes analytiques 

1. Dosage bacte'riologique des strkpogiizines: voir I) .  

2. Re'actifs pour colorilne'trie. 
a) .Re'actions qualitatives: 

Ninliydrine puviss. 0,4 

Ninhydrine puviss. 0,025% : 25 mg de ninhydrine dans 100 ml d'acktone. 
Isatinels), SAKAGUCHI 17), FOLIN & MARENZI 6 ) .  

yo : 1 g de ninhydrine, 222 ml butanol sec., 
25 ml H,O, 2,5 ml ac. acktiquc. 
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b) Rdactions quantitatiues: 
Solution de ninhydrine puriss. 35) s). 
CHI NARD^^). 
cc-Nitroso-B-naphtol 12). 

3 .  Hydrolyses inthgrales. - a) Hydrolyse chlorhydrique. 100 pg de peptide sont dissous dans 
10 pl d’ac. chlorhydrique 5 , 6 ~ .  Par capillarit6, cette solution est introduite dans un capillaire 
ouvert en pyres, de 0,6 mm de diamktre interne et  dc 12 cm de long. Ensuite, le capillaire cst 
fermd au bout opposC au cBtP de l’introduction. La solution est alors pousske vers l’extr6mitB 
fermde, par une breve centrifugation de fagon qu’on puisse fermer l’autre extr6mitC sans risquer 
la ddcomposition d’une partie du peptide dissous. Pour l’hydrolyse, le capillaire scell6 est chauffB 
18 h 8. 105” f 2”. Ensuite, l’hydrolysat est pouss6 8. l’une des extr&mitPs du capillaire par une 
centrifugation. Le capillaire cst alors ouvcrt en son milieu et, par une nouvelle centrifugation, 
l’hydrolysat est transfer6 du  fragment du capillaire oh il se trouve, dans un godet en vcrre dc 
10 mm x 10 mm, oh il sera PvaporP i. sec. Lc rCsidu est repris 2 fois par 50 pl d’eau distill&, ct 
la solution, chaque fois 6vapor6e i. sec sous vide. C’est le rCsidu final qui est utilis6. 

b) Hydrolyse bavytique. Dans 20pl de Ba(OH), 0 , 3 8 ~ ,  on dissout 200pg de peptide. La 
solution est portCe dans un capillaire identique i. celui qui a C t B  ddcrit prdcedemment, 8. l’aide 
de manipulations tout i. fait semblables. L’hydrolyse est faite durant 15 h 8. 150”. L‘hydrolysat 
est ensuite neutralis6 par 20 pl d’acide sulfurique 1 , 9 ~ .  Lc pr6cipit6 de sulfate de baryum est 
Blimin6 par centrifugation, c t  l a d ;  et  la solution plus les eaux de lavage sont amendes 8. see; 
le rdsidu est utilis6. 

4. De‘termination de l’amvnoniac. L’hydrolyse des amides primaires des peptides est effectuee 
selon LEVY ,) : la solution d’env. 100 pg dc peptide dans 20 pl d’ac. chlorhydrique ZN est introduitc 
dans un  capillairc (pyrex) de 0,6 mni de diamEtrc intdricur et  de 15 cm dc long. Le capillairc 
scell6 est plong6 2 h dans un bain-mark bouillant. Pour l’apprdciation scmi-quantitative de 
l’ammoniac de l’hydrolysat, on l’alcalinise par MgO et laisse l’ammoniac diffuser 24 h dans de 
l’ac. sulfurique 0 , 1 ~ ,  le tout 6tant place dans une enceinte 6tanche. Apres ce laps de temps, le 
gotlet rcnfermant l’ac. sulfurique est plongP clans 2 ml d u  rCactif i. la ninhydrinc (voir 11, 2b). 

Pour le dosage de l’ammoniac dans l’hydrolysat, on alcalinise la solution ct entraine l’ammo- 
niac par u n  courant d’air purifi6, dans de l’ac. sulfurique 0,01 M. On introduit alors dans le tube 
rCcepteur le rPactif k la ninhydrine (voir 11, 2b) e t  dose l’ammoniac comme d6crits). Pour ce 
dosage, nous avons dCvclopp6 un appareillagc qui sera d6crit dans un prochain m6moire. 

5. Dosages des acides aminks. - a) Dosage auec la knhydr ine .  Le dosagc des acides sminBs, 
8. l’exception de la proline, est effectud par unc mPthode semblable i. celle que d6crit W U N D E R L Y ~ ~ ) .  
Aprks lachromatographie de l’hydrolysat dans une premieredirection avec le solvant (&‘ARTRIDGE)) 

(voir I, 3,5)  la sCparation des ac. aminis est poursuivic par une 6lectrophorBse 8. pH 2 h 30 V/cm 
dans la seconde direction. Nous utilisons toujours du papier SCHLEICHER & SCHUELL 2043A l a d ,  
de fagon prdvenir des reactions parasites avec la ninhydrine lors de la revdlation des acides 
aminds. Le papier du chromato-6lectrophorogramme est trempC dans une solution acdtonique dc 
ninhydrine 0,025% contenue dans une cuve de poly6thylBne, puis introduit dans une Ptuve i. 
80” durant 7 min. I1 est passe ensuite dans de l’hydroxyde de potassium alcoolique 0, l  M contenu 
dans une autre cuvc dc polydthylhne. Le papier est sdchC 30 min 8. 40’. Les taches correspondant 
aux acides aminis sont rcpPrPcs ct dCcoup6es, puis introduites dans des tubcs de pyres de 
18 x 180 mm (lavks par de I’hydroxyde dc sodium 0,01 N) contenant 2 ml du rdactif de MOORE 
& STEIN35), modifiks). Le dosage est alors conduit selon nos indications ant&eures*). Dans le 
chromato-6lectrophorogramme on dCcoupe 4 blancs qui serviront k dtablir la valeur colorimd- 
trique moyenne due aux  impuretds du  papier, reagissant 8. la ninhydrine. Notons qu’il est n6ces- 
sairc d’Pliminer le plus rapidement possible le tampon d’dlectrophorksc 8. pH 2 pour Bviter la 
fixation d’ammoniac sur le papier, et  que toutc source d’ammoniac doit 6tre absente dc la sallc 
oh l’on effectue ce dosage. Nous remarquons qu’aprks lcs 6lectrophoreses les blancs dus au papier 
sont notablement plus bas que les blancs du m&me papier aprBs la chromatographie. I1 s’agit 
sans doute d’une purification que subit le papier au  cours de l’dlectrophorbse. 

Pour le dosage, nous utilisons un volume final de 7 ml, sauf lorsquc la quantitP des acidcs 
aminks est tres faible; dans ce cas, nous utilisons un volume final de 2,5 ml en effectuant les 

35) S. MOORE & W. STEIN, J. biol. Chemistry 277,  907 (1954) 
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0,360 
0,360 
0,400 
0,lHO 
0,720 

mesures colorimitriques avec une cuve appropriee k ce volume. Dans le premier cas, nous dosons 
de 0,05 k 0,5 pmole d’acides aminis. La prCcision dc cctte m6thode varie de 5 8. 8% de la valeur 
absolue selon les quantites prisentes. 

b) Dosage avec les de‘rivds di+zitrophe‘nyle‘s. Le melange des acides dinitrophdnyl-aminks prC- 
pares selon KOCH & WE ID EL^) est depose sur le papicr dc chromatographie SCHLEICHER & 
SCHUELL 2043 b et  sipare par la mithode bidimensionnelle de ces auteursQ), Autant que possible 
on travaille 8. l’abri de la lumiire. On decoupe les taches jaunes correspondant aux acides DNP- 
amines et  les introduit debitkes en bandelettes Btroites dans 6 ml d’dthanol, pour leur Clution. 
Si cette Clution ne peut &tre faite immddiatement, lcs papiers avec les acides DNP-aminCs sont 
conservCs jusqu’au moment de l’klution, dans un dessicatcur aux parois complitement noircies. 
Les densites optiques des Cluats alcooliques sont dCtermindcs sous 1 cm d’Cpaisseur i 360 mp, et 
8. 385 m p  pour la DNP-proline. 

La quantit6 molCculaire des acides DNP-aminds est calculke 8. partir des densitds optiques ct 
d’un coefficient d’extinction molCculairc commun, moyrn de 15 600. 

c) Dosage de la proline. Nous effectuons ce dosage au moyen du rCactif de CHI NARD^^), a p r k  
chromato-6lectrophorise (voir 11,5 a ) ,  Nous dkrirons clans un autre mkmoirc la mdthodc ddtailldc 
de cette ditermination. 

d) Dosage de la tyrosine. Nous l’avons rCalisC avcc 50 8. 100 p g  de substance sclonlz). Nous 
dressons simultanement une courbe d’ktalonnage i l’aide de 1, 5, 10, 30 ct 6 0 p p  de tyrosine. 

Ces lectures sont faites dans l’Clectrophotom8trc KLETT-SURI~~ERSON, avec Ic filtrc blcu. 

6. Identification de l’isoleucine, de la cystiize r t  du tvyptophane. - a) Isoleuciiie. On effcctuc- 
une klectrophorhse k pH 2, 8. 30 V/cm de 200 p g  de l’hydrolysat (provenant de l’hydrolysc chlor- 
hydrique integrale, voir 11, 3a) des strkpogdnincs TB-y 2/5 et  TB-y 2/6. On rcpkrc alors la zone 
oh se localisent la valine, la leucine ct l’isoleucinc, au moyen d’un tkmojn de 0,2 pmole dc leucine. 
Cette zone est Bluie; 1’6luat est amend 8. sec et le rksidu rst repris par 20 ptl d’eau distillde. Ccttc 
solution est dCposCe sur un papier WHATniaN No 1 pour subir la chromatographic sclon  WORK^), 
qui &pare ces 3 acides aminks les uns des autres. Cette opkration ne fournit dans notre cas de 
taches qu’aux niveaux des tCmoins dc lcucinc ct de valine. Les strCpogCnines nc contimncnt donc 
pas d’isoleucine. 

b) Cystine. 200 p g  de stripogknine sont dissous dam 20 pl  d’ac. formique pur. Cette solution 
est refroidie k - 8”. On y ajoute 200 pl d’une solution d’ac. performique refroidie A - lo”,  obtenuc 

_ _ _ _ ~  
2,0 
2,0 
2,2 
1,0 
4,0 

Tableau 11. Dosage des acidea antinks rl’env 0,I / ~ m o l r  dl: peplitlc 
(quantitk calculCe d’apris l’azotc introduit) 

leu 
glu 
val 

Proc6dk 

I 0,200 0,90 
0,460 2,0 
0,640 2,8 

iinitrophdnyl. 
(BECKMAN DU) 

lys 0,220 
Pro I 0,920 

TB-I/ 2/5, 0,11 pmole I TR-y 2/6, 0,11 pmole -_____ 

0,95 
4,0 

0,600 
0,650 
0,620 
0,290 
1,250 
- 

iinhydrine 
(KLETT) 

0,220 
0,230 
0,226 
0,106 
0,457 
0,370 

2,00 
1,09 
2,05 
0,96 
4,16 
2,05 

I I I 

TB-I/ 2/5, 0,180 pmole 

r-nitroso-p- 
naphtol (KLETT) tyr 0,1651 0,91 

Icu 

val 

Pro 
NI-I, 

gln 

lys 

0,320 
0,640 
0,980 
0,320 
1,140 
- 

0,100 
0,220 
0,350 
0,110 
0,420 
0,395 

0,99 
2,00 
3,10 
1,00 
3,96 
1,80 

TR-y 2/6, 0,230 jcmole 
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en m6la.ngeant 0,25 ml d’eau oxygdnde B. 1,5% et 4,75 ml d’ac. formique pur, i la tcmpdraturc 
ordinaire. Dans ce mClange, la cystine Cventuellement prdsente dans le peptide est entikremcnt 
oxyd6e en acide cystCique en 5 h. L’acide performiquc ct l’ac. formique utilis6 comme solvant 
sont alors Bliminds B. 25” dans un dvaporateur rotatif”). Le rdsidu est repris par de l’eau distillie 
et  1’6vaporation est rdpdtde. Le r6sidu qui en rCsulte est encore trait6 au vide 24 h dans un dessi- 
cateur 8. KOH. Le peptide est repris par de I’eau, cette solution est concentrde B. sec dans un godet 
en verre de 10 mm x 10 mm. Le rdsidu final est dissous dans 20 p1 d’ac. chlorhydriquc 5 , 6 ~  et  
l’hydrolyse int6grale est faite comme indiqu6 (11, 3 a). 

T,’hydrolysat est fractionnk en ses acidcs aminds par chromato-Clectrophorkse (voir 11, 5a). 
L’acide cystCique, s’il est prdsent, ne migre pratiquemcnt pas au cours de la chromatographic 
ct migre au niveau de l’ac. glutamique au cours dc 1’dlectrophori.se. 

On ne trouve pas d’acide cyst6ique dans lcs hydrolysats chlorhydriques intCgraux dcs stripo- 
&nines TB-y 2/5 ct TB-y 2/6 oxyddes. Ces strdpogdnines nc contiennent donc pas de cystine. 

c) Tvyptophane. Rprks l’hydrolyse barytique des strdpogdnines (voir 11, 3 b), l’hydrolysat 
clGbarrass8 de Ba2+ est concentrC puis souniis k la chromatographie bidimensionnelle de LEVY z ) .  
J,c tryptophane (qui  n’est pas ddcompos6 par cctte hydrolysc et  n’est pas adsorb6 sur le pr6cipitd 
de SO,Ba) est absent de l’hydrolysat des strdpogdnines. Notons q u e  la valinc et  la lcucinc sont 
fortcment adsorbees sur SO,Ba, puisqu’elles sont B. peinc visibles snr le chromatogramme. 

7. Rksultats obtenus avec les slv+oge’ni?zes T B - y  2/5 et Z’B-y 2/61 v. tableau 11. 

111. DBtermination des structures 

1. Mise  C P L  e‘vidence de l’ucide amind N-tevmiizal. Cette d6termination est faite sclon la technique 
de S A N G E R ~ ~ ) .  50-200 ,ug des str6pogdnines ou des peptides r6sultant dc leur hydrolyse partielk 
sont dissous dans 0 , l  ml de trimkthylamine k 1%, et cette solution est port6e dans 0,2 ml d’dtha- 
no1 contcnant 10 p1 de dinitrofluorobenzkne puviss. 

0,l”. L’excks de reactif 
est extrait B I’Cther, la solution aqucuse est amen6e B. sec dans un godet de vcrre de 10 mm x l0mm 
et  le dinitrophknol form6 cst dlimind dans sa plus grande partie par sublimation. A cct effet, lc 
rgsidu dc la dinitroph6nylation est introduit dans une Cprouvette k vide dans laquelle plonge 
un tube fermC en bas e t  fix6 au houchon qui ferme 1’6prouvette. Le tube est rempli de glace 
skche. Sous un vide de 0,02 Torr, le dinitroph6nol sublime B. la tcmp6rature ordinaire et  se dCpose 
sur  la paroi froide du tube intCrieur. En 60 min la presque totalit6 du  dinitroph6nol est dlimin6e. 
I<a petite quantitd qui en reste est visible sur le chromatogranime bidimensionncl cffcctu6 selon 
I<OCH & TNEIDEL~). Avcc les quantit6s mises en (Euvre, 1s dcnsit6 optique d’une solution alcoo- 
liquc de cette tache de dinitrophdnol donne B. 360 mp une densit6 optique voisine de 0,400, ce 
qui rcprdsente environ 0,15 pmolc ou 30 pg de dinitroph6nol. - I1 est avantageux d’Climincr au 
mieux le dinitrophdnol avant l’hydrolyse chlorhydrique inthgrale, car sa prCsencc se traduit par 
une certaine destruction de tous les acides aminks prCscnts. 

L’acide DNP-amin6 N-terminal cst extrait de l’hydrolysat chlorhydriquc integral par de 
1’6ther. I1 est examine en chromatographie bidimcnsionnelle selon KOCH & WE ID EL^). La position 
du dinitrophknol scrt d’indicateur k la position relative dc l’acide DNP-amin6 N-terminal. Lc 
ddrivC DNP de l’acide amin6 N-terminal peut &tre dosB par spectrophotomCtrie i 360 mp. On 
observe alors un rendement B. peu prhs quantitatif pour l’alanine N-tcrminale chez TB-y 2/5 
e t  un rendement d’env. 66% pour la valine N-tcrminale chez TB-y 2/6, aprks ces op6rations. 

On observe toujours sur lc chromatogramme de la dinitraniline; celle-ci est une mcsurc 
directe de la dicomposition de l’acide DNP-amin6 N-terminal. 

La phase aqueuse contient les acides aminks privCs de la totalit6 ou d’une partic dc l’acide 
amin6 N-terminal. 11s peuvent &tre identifies aprks chromato-Clcctrophorhse (voir 11, 5 a), et 
dosds par la ninhydrine (voir 11, 5 a) ou dinitrophdnylds B leur tour e t  dosds selon KOCH & WEIDEL 
(voir 11, 5b).  

2. Mise  en  dvidence de l’acide anzine‘ C-terminal. - a) Par hydvazinolyse. Selon AKABORII4), 
l’hydrazinolyse dcs liaisons peptidiques aboutit B la formation des hydrazides de tous les acidcs 
amin6s sauf l’acide amin6 C-terminal, lib6rC tel quel. I1 est s6parC des hydrazides, par extraction 

Le tube de &action est place 3 h dans un bain thermostatis6 B 30” 

36) L. C. CRAIG, J .  C. GREGORY & W. HAUSMANN, Analyt. Chemistry 22, 1462 (1950). 
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dc ces derniers sous forme dc benzalhydrazones par la benzaldkhyde. On identifie l’acide amint! 
C-terminal par une chromatographie bidimensionnelle selon LEVY 2 ) .  - Seule la strepoginine 
TB-y 2/5 a pu  &tre analysec avcc succhs par cette m6thodc. 

Pour cette operation, un capillaire en pyrex contenant unc solution cle 2 0 0 ~ 1  d’hydratc 
d’hydrazine dans laquelle sont dissous 360 ,ug de strdpogknine TB-y 2/5 ou TB-1/ 2/15 est scell6 e t  
place 6 h dans un bain-marie bouillant. Aprhs cette pCriodc dc reaction l’exchs d’hydrazine est 
Bvapord sous vidc dans un dessiccateur i acide sulfuriquc. Le residu est repris par 2 ml d’cau. 
Pour former les benzalhydrazones dcs hydrazides amines, on ajoutc i la solution prkcedcnte 
0,2 in1 de benzaldehydc et  agite le melange durant 2 h & l’aide d’un vibro-mischer. L’cxcirs de 
l’alddhyde et  les hydrazones formCes sont dliminCs par extraction & 1’8thcr. La phase aqueuse 
contient l’acidc amink C-terminal, identifie par chromatographie bidimcnsionnclle2). 

Cettc reaction fournit de l’arginine B partir de TB-y 2/5. Dans le cas de TB-y 2/6, aucun acide 
amin6 libre n’a pu Btre dBc616 (destruction de la lysine C-terminale au cours de l’hydrazinolyse ?). 

b) Par la cavboxypeptidase. - (1) Dosage de la carboxypeptidase par spectrophotome‘trie L’V. 
Cctte operation cst baskc sur le dosage spcctrophotomitrique de la tyrosine dont la carboxy- 
peptidasc A conticnt loo/,. Unc prisc dc 0,l  in1 de la suspcnsion aqueuse de carboxypeptidase (A) 
recristallisCe, WORTHINGTON lot CO 564, cst centrifugee i 2500 t/min & 4” durant 20 min, puis 
lavee 3 fois par de l’eau bidistillCe. On reprend ensuite le culot de centrifugation par 3 ml dc 
NaOH 0,l  N.  Lcs densites optiqucs de cette solution slcalinc sont dBtermindes & 280 m/A (0,590), 
2 294 inp (0,550), & 340 mp (0,039) ct & 360 m p  (0,027). On calcule la tcncur cn restcs de tyrosinc 
& l’aidc des equations de GOODWIN & La preparation utilisee par nous contenait 
636 pg d’enzyine dans 0,l  ml de suspension aqueuse. Le dosage gravimktrique donne unc valeur 
trhs voisine. 

( 2 )  Ddtermination, de l’acide amind C-terminal. Rcspectivcment 750 pg des strCpog6nincs 
TN-y 2/5, TB-y 2/6 et  300 p g  dc la fraction provenant dc l’hydrolyse chymotrypsique de TB-y 2/5 
(TB-y 2/5--CfIl) sont dissous dans 0,5 ml de tampon pH 8 (carbonate d’ammonium 1 M ,  acetate 
d’ammonium 0 , 0 5 ~ )  contenant 30 pl de la suspension nqueusc de carboxypeptidasc (191 p g )  
1avi.e coinme indiqud plus haut. Le rapport enzyme-substrat exprime en rapport molCculaire 
est dc 0,018/0,154, soit 1/83. L’incubation k 37” 0,5” dure 10 h pour les stripogenincs ct 43 h 
pour TB-y 2/5-CH1. On arr&te l’action enzymatique cn abaissant le pH & env. 3 par l’addition 
dc quelqucs gouttcs d’sc. formiquc concentre. Pour I’analyse de l’hydrolysat, on cffectue une 
dlectrophorkse & pH 6,5, 27 V/cm, sur unc prise de 50 pl, en ce qui concerne les strepoggnincs, 
et  une electrophorbse & pH 2 i 30 V/cm, sur la totalit6 de I’hydrolysat, en ce qui concerne 
TB-y 2/5-.CH1. Sur les memes papiers d’dectrophorhsc sont dBposks, dans le cas des strCpogC- 
nines, dcs tCmoins de 0,3 pmole de lysine et  d’arginine, et  dans le cas de TB-y 2/5-CH1 des t C -  
rnoins dc 0,2 pmole de tyrosine, valine ct proline. 

On met ainsi en evidence, l’arginine commc acide amind C-terminal de TB-y Z/5, et  la lysine 
comme acide amink C-terminal de la strepoginine TB-y 2/6. L’hydrolysat par la carboxypeptidase 
dc TB-y 215-CH1 ne fournit aucun acide amine. 

3.  Hydrolyses partielles. - a) Hydrolyse chlorhydrique. Pour les analyses d’orientation, 1 mg 
de chacune des strkpogknines dissous dans 100 pl d’ac. chlorhydrique 1 2 ~ ,  pro analysi, est hydro- 
lysd & 37“ dans un capillaire en pyrcx de 2 mm de diamktre interne et  de 15 mm de longueur, 
durant 6, 8, 12, 36 et  72 h. Lcs hydrolysats sont ensuite amen& i sec. Le rCsidu est repris par 
0,2 ml d’eau et  cette solution est 5 nouvcau Cvapordc & scc. L’hydrolysat est alors fractionnd 
par Clectrophorkse (voir I, 1). 

Pour les analyses de structure, nous nous soinmes arrBt6s aux hydrolyses de 36 ct de 72 h 
ct avons utilisd 6 mg des strCpog6nines TB-y 2/5 et  TB-y 2/6  avcc lcs quantitCs correspondantes 
d’acide. 

Exanien des hydrolysats: L’hydrolysat de 36 h est fractionnd psr une ilectrophor&sc de 
1 h 45 i pH 2,  & 30 V/cm sur papier SCHLEICHER & SCHUELL 2043a lavd. Commc tCmoin, la 
10e partie dc l’hydrolysat est sCparCe sur le m&me papier de f q o n  & permettre la localisation des 
fractions peptidiques par developpemcnt & la ninhydrine, en vue de 1’6lution. Quant & l’hydro- 
lysat issu dc l’hydrolyse de 72 h, on le frac,tionnc d’abord par elcctrophorkse de 1 h 45 2 pH 6,5, 
i 26 V/cm, sur papier SCHLEICHER & SCHUELL 2043 a lave, cn reservant unc place pour lc dCpBt 

37) 1’. W. GOODWIN & R.  -4. MORTON, Biochcm. J .  40, 628 (1946). 
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du tBmoin (1110 de l’hydrolysat), puis les fractions neutres e t  acides obtenues aprks cette opiration 
sont purifiies par une ClcctrophorAsc dc 2 h k pII 2, respcctivement h 26 V/cm et  34 V/cm sur 
Ic m&me papier. 

b) Hydrolyse par la carboxypeptidase A .  1,4 mg de TB-y 215 cst dissous dans 1 ml dc tampon 
pH 8 21 l’acetatc cl’ammonium et  carbonate d’ammonium 0,05iw. On introduit dans cctte solution 
400 pg de carboxypcptidase, laves par l’eau distillde comme indiqud dans 111, 2 b, e t  doses en 
suspension aqueuse par spectrophotomdtrie. L’incubation est faitc B 38” 0,0l0, en prdsence 
de microgouttes de tolukne afin de prdvenir une ddgradation bacterienne. Des prises d e  1/10 du  
volume de l’hydrolysat sont prClevBes h la 7C, 12e, 28e, 36e, 42e et 72e heure d’incubation. Im- 
midiatcment aprhs les prelkvements l’enzyme est ddsactivB dans la prise par introduction d’acide 
formique (+ pH 3 )  et la solution est Bvaporde k sec sous un vide ordinaire. Le r6sidu est soumis 
alors k un vide plus poussd (0,05 Torr) de faGon B dliminer la plus grande partie de l’acdtate et 
du  formiate d’ammonium par sublimation, puis il est repris par 20 pl de tampon d’dlectrophor6se 
de pH 6,5. La mise en dvidence des acides aminds acides et basiqucs libres qu’il pcut contenir 
(ac. glutamiquc, lysine et arginine) est rdalisie par dlectrophorhsc sous 33 V/cm, en 1 h 30, sur 
papier SCHLEICIIER & SCHUELL 2043a lave. Les acides aminis neutres libres du rdsidu (glutaminc 
ct valinc) sont identifids par dlectrophor6sc B pH 2 B 30 V/cm, en 2 11. 

Tableau 12. Exewzples de dosages d’acitles anzinc’s dans des  $@tides 

l’cptide 

TB-y 216-4/12 

TIJ-y 216-4’13 

TB-y 2/5-4‘/1 

TB-y 215-4’12 

TB-y 215-4’13 

- ~ ~ ~ ~ - -  

TB-1, Zj5-CIlZ 

Ac.amin6s pcMolc 

Glu 0,045 
Val 0,060 
Pro 0,093 
1,eu 0,050 

Glu 0,035 
Val 0 046 
Leu 0,033 
Pro 0,115 

Val 0,080 
Pro 0,160 

Val 0,060 
Glu 0,065 
Pro 0,135 

Glu 0,066 
Pro 0,065 

Glu 0,075 
Ala 0,072 

0,065 
0,130 

Lys 0,063 2 1 

Rcstcsa) 

1,0 
1,3 
1,0 
3 2  

Observations 

privd de la valine N-terminale”) 
(rdt en DNP-valine non quantitatif) 

prive de la valinc N-tcrminalcb) 
(rdt cn DNP-\ aline non quantitatif) 

privd de l’alaninc N-tcrminalc”) 

privd de l’alaninc N-terminale”) 

privd de l’alanine N-tcrminaleb) 

b) par dinitrophinylation du pcptide, hydrolyse chlorhydrique intkgrale et 
extraction de l’hydrolysat acidc par l’dthcr, l’hydrolysat acidc servant au 
dosage des acides aminds 

c) Hydrolyse p a r  la subtzlzszne. 5,53 mg de TB-y 215 et 5,28 mg de TH-y 2/G sont dissous 
dans 8 ml de tampon de pH 8 h 1’acCtate et carbonate d’amrnonium 0 , 0 5 ~ ,  contenant 420 pg de 
subtilisine cristallisde. 

Aprbs 15 h 30 d’incubation h 27“ f 0,1”, on acidifie l’hydrolysat jusqu’B pH 4 par l’acidc 
formique, l’amkne B sec et dliminc l’acdtate et le formiate d’ammonium comme indiqud plus haut. 
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On fractionnc la totalit4 des hydrolysats par dlectrophorkse 2+ pH 6,5, & 26 V/cm, en 2 h 40 
(voir fig. 7 e t  10).  Les fractions TB-y 2/6-S1 (neutre) et TB-y 2/6-S2, 53, S4, S5 (basiques) sont 
CluCcs, puis testies quant B leur puretC, en vuc de leur analpse de structure. TB-y 2/6-S1 (neutrc) 
et TB-y 2/6-S2 (14ghrement basique) sont fractionn6s encore en S l / l ,  S 1 / 2 ,  S 1/3, S 1/4 ct 
S 2/1, S 2/2, S 2 / 3 ,  par dlectrophorkse 2+ pH 2, & 26 V/cni, en 2 h 30 (voir fig. 7) 

Les fractions TB-y 2/5-S1 (neutre) et TB-y 2/5-S2 (kgckement basique) sont Cgalement 
fractionnies par dlectrophorkse 8. pH 2, dans les m&mes conditions; ellcs donnent respectivement 
S l/l, S 1/2,  S 1/3, S 1/4 e t  S Z / l ,  S 2/2, S 2/3 .  Les fractions TB-y 2 / 5 - S 3  ct  S4 e t  S5 sont ba- 
siques. 

d) Hydvolyse par la chymotrypsine. 1,7 mg de TB-y 2/5 sont dissous dans 0,9 in1 du tampon 
acdtatc-carbonate d’ammonium 0 , 0 5 ~ ,  de pH 8, contenant 100 p g  de chymo 
WORTHINGTON, lot CD576 - 81. Aprk 26 h d’incubation, l’hydrolysat aci 
ddbarrasse comme plus haut de l’acitate et du  formiatc d’ammonium, est fractionnk par Clectro- 
pliorkse & p1-I 6 5 ,  26 V/cm, durant 3 h, en TB-y 2/5-CH1 (ncutre) e t  TB-y ZjS-CHZ (basique). 

4. Quelques exemples de dosages (& la ninlzydrine) dcs ac. antine’s d e  peptides issus des hydrolyses 
partielles, voir tableau 12. 

Nous rcmercions lc FONDS NATIONAL SCJISSE ~ l i  L A  RECHERCHE SCIENTIPIQUE qui a pcrmis 
la rCalisation d’une partie importante de ce travail, ainsi que la maison F. HOFFMANN-I~A ROCHE 
& CIE A Bile, dont l’aide a pcrmis de l’achever. 

SUMMARY 

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

We propose for the one (TB-y 2/5) the sequence H. Ala. Glm. Pro. Val. Pro. 
Tyr. Ala. Pro. Pro. Val. Glm. Arg. OH and for the other (TR-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 l’Universit6 de Gen&ve 

221. Zur biochemischen Kennzeichnung der Phosphomonesterasen im 
Schwanzgewebe der Xenopus-Larve 

von H. P. von Hahn, B. Niehus und R. Weber 
(22. VlII. 60) 

I. Einleitung. - Wahrend die Phosphomonoesterasen im Saugetiergewebe 
bcreits ausfiihrlich bearbeitet worden sind (siehe z. B. ROC HE^)), ist iiber die ge- 
naueren kinetischen und biochemischen Eigenschaften dieser Enzymgruppe im 
Gewebe der Amphibien noch wenig bekannt. Dies gilt besonders fur das Schwanz- 
gewebe der Amphibienlarve, welches als Model1 fur die Untersuchung der Biochemie 
der Morphogenese vie1 Verwendung findet. Im Verlaufe unserer Arbeiten uber das 
I’erhalten der Phosphornonoesterasen im Schw7anz der Xenopw-Larve z, 3, 4, erschien 

l) J.ROCHE, in ((The Enzymes)), cd. J.B.SUMNER & ICMYKBACR, Xcad. Press Inc., Publ. 

2, K. WEBER, J. WEBER & B. NIEHUS, Helv. physiol. pharmacol. Acta, im Druck. 

4) B. NIEHUS & H. P.v. HAHN, Helv. physiol. pharmacol. Acta 78, C33, 1960; H. P.v. HAHN, 

New York 1950, 473. 

K. WEBER & B. NIEHUS, Helv. physiti. phamacol. Acta, im Druck. 

ibid. 18, C80,  1960. 


