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CHROM. 3605 

Per-sulfate et artefacts en dlectrophorbe sur gel d’awylamide 
.’ 

L’etude des. peptides lib&& lors de l’activation du trypsinogene de mouton” 
nous a amen&s a. 6mettre l’hypothese de l’existence. de deux isoenzymes du trypsinot 
g&w. Cette hypothese a &I& confirm&e par la mise en bvidcnce, par les methodes de 
SANGER et d’RDMAN, de deux residus N-terminaux, la phenylalanine et la valine. 

Les premi&res tentatives en vue de s&parer les deux isoenzymes par Blectro- 
phorese sur gel d’acrylamide par la methode de REISFELD et a12 ont echou6. Nous 
avons alors soumis le trypsinog&ne.de mouton h lfelectrophor&se sur gel d’acrylamide 
h un pH plus acide, selon la methode de CHOULES ET ZIMM~ et nous avons obtenu 
deux bandes bien distinctes,apr&s coloration a llamidoschwarz (Pig. I). 

Avant de conclure que les. deux bandes correspondaient bien aux deux isoen- 
zymes du trypsinogene, nous avons effect& sur chacune d’elles la determination du 
residu N-terminal en faisant agir directement sur les gels non reveles, soit le! fluoro- 
dinitrobenzene selon la rn@thode de CATSIMPOOLAS~, soit le phenylisothiocyanate en 
adaptant aux gels la methode classique d’RDMAN. L’identification des DNP-acides 
amines par chromatographie sur couche minces, apres decoupage des tranches de ‘gel 
et hydrolyse, du mat&ial fix&, ‘met en evidence qles deux residus N-terminaux Val et 
Phe dans chaque bande, en proportion. sensiblement equivalente. De m&me, l’hydro- 
lyse des PTH-acides amines, suivie de l’identification des acides amines par chromato- 
graphie & l’aide d’un analyseur Beckman Spinco donne un rapport Phe/Val identique 
pour les deux bandes. 

L’activite potentielle envers l’ester Bthylique de la benzoylarginine (BAEE) 
montre qu’il s’agit bien de trypsinoghne dans les deux bandes, l’activite de la bande 

Fig. I. IZlectrophor&se sur gel d’acrylamidc en prdsence de persulfate de IO ,~g de trypsino&ne 
de mouton, ZL pH 2.5 selon la m&hock de CHOULIZS ET ZIMM 3. Le temps d’t?lectrophor&se est 
respectivement de 30 min, 60 rain, 2 11, 3 h et 4 h. 

Fig. 2. Electrophorbse sur gel cl’acrylamide de IO ,uug de trypsinogknc de mouton en pr&ence et en 
absence de persulfate. A et B, persulfate Blimind par passage du courant pendant 8 h sous une 
tensions de 80 V, 2 mA par gel. C et D, persulfate BliminB par passage du courant pendant 30 min, 
n&ne tension. DurBe de 1’8lectrophor8se : A et C: 3 h ; I3 et D : 4 11. 

.J.‘Clrromatog., 36 (1968) 549-550 



550 NOTES 

la plus lente &ant cependant nzoins’&v&e que celle de la bandc la plus rapide. 11 ne 
s’agit pas de trypsine, celle-ci se skparant distinctement du trypsinogtke sur les gels. 

Plusieurs articles o!lt paru signalant la possibilit6 d’artefacts dus zi la pr6sence 
de persulfate 097. Celui-ci, qui 6tait Climink lors de nos premiers essais, en faisant passer 
le courant ‘dans les gels pendant une demi-heure sous une tension de So V, 2 mA 
par gel en reliant le compartim’ent infkrieur & l’anode, a 6t6 klimin6 de faGon plus 
complQte en portant le temps de pr&klectrophor&e & S 11, le tampon du compartiment 
anodique 6tant chang& trois fois. La Fig. 2 montre le r&ultat des &lectrophor&ses 
effectuks en parallele sur detix skies de gels dCbarrass6s du persulfate respectivement 
pendant 30 min et 8 11. Une seule bande importante est visible dans les gels d&barras&s 
du persulfate tandis qu’une deuxieme bande d’importtince h peu p&s &gale h la 
premi&re apparai’t dans les gels oh le persulfate n’a 6th klimin& que pendant 30 min. 
D’une man&e g&kale, il faut signaler que ‘le trypsinog&ne migre plus vite dans les 
gels sans persulfate et que les disques sont moins nets. 

Nous pensons que la bande la plus lente activable par la trypsine, nlais dont 
l’activit6’ est l&g&-ement infkieure & celle de la bande rapide, correspond B un tryp- 
sinog&ne partiellement oxydk, l’oxydation ayant fait apparakre une ou plusieurs 
charges nkgatives. Le trypsinogene de mouton contient deux rkidus n&hionine et II 
r&idus demi-cystine, il y a done probablement un groupe -SH libre. La bande la plus 
lente pourrait correspondre & un trypsinog&ne oh le &sidu cystkine ou les rksidus n+- 
thionine seraient ‘oxydks sous l’action du persulfate. Signalons hgalement que le tryp- 
sinogene de boeuf et le trypsino&ne de ch&vre ne donnent pas lieu au mGme phk- 
nomt%e. 

D’une maniQre g6n&rale, nous pensons qu’il faut Btre tr&s prudent dans l’inter- 
pr&ation des rksultats obtenus par 6lectrophorkse sur gel d’acrylamide et que l’&limi- 
nation du persulfate par passage du courant pendant une demi-heure est tr&s insuffi- 
Sante. 
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