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INTRODUCTION 

L' intér~t considérable présenté par les antibiotiques polypeptidiques 

d 1origine bactérienne remonte à la découverte de DUBOS (1) en 1939, au Rockefeller 

Institute. Cet auteur a, en effet, constaté l'activité bactériostatique des cultu-

res de Bacillus brevis, m~me après autolyse de celles-ci. La s~htance responsable 

de cette activité a pu être isolée et on a établi sa nature polypeptidique r elle 

a été appelée ~othricine. Dix-huit ans ont passé depuis cette première publico.-

tion. Durant ces o.nnéos, les méthodes microbiologiqucs et los méthodes chimiques 

d'étude des structures peptidiqu~s ont été considérablement améliorées. Elles ont 

permis à la fois la purification, le fractionnement dos peptides et l'étude do leur 

structure ; en m~me temps, on a assisté à la découverte d'un grand no~bre do subs-

\ 
tancos bactériostatiques nouvelles. 

Ln structure do quelques-ur~ dos antibiotiques polypeptidiqucs a pu ~tro 

établie avec précision ; notro travail sur la Pol~no B ost une modeste contri-

bution à cotto étudo chimique. 

Après avoir rappelé los différents stndos do ln découverte et de l'étu-

do des polymyxinos, nous exposerons brièvoucnt los différentes modalités de la 

détermination des séquences poptidiquos. Enfin, nous rapporterons los résultats quo 

nous avons pu obtenir dnns l'étude do ln pol~ino B. 

-ooOoo-
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CHAPITRE I 

HISTOIUQUE 

Les polypeptides bactériens à activité antibiotique, classés sous le nom 

de "polymyxines", furent découverts indépenda.r.:mont et presque simul tonŒnent, en 1947, 

par trois laboratoires différents 

BENEDICT et LANlLIKKE (2) publiaient, le 16 Uai 1947, à la râunion annuel-

le do la "Society of American Bo.ctoriologists", un article intitulé "Antibiotic acti-

vity of Bncillus polY9YXa". Cos auteurs constataient l'activité antibactérienne do 

colonies do a~cillus pol~ ot uta.blissoient que la substance nntibactérienne 6tait 

Qydrosolublo ot produite à l'uto.t libro par los cellules do co bacille ; le milieu do 

culture était, on effet, actif à la dilution do I/1000 contre Brucolla bronchisepta. 
\ 

En Juillet 1947, pnro.issai t dans le Bulletin du John Hopkins Hospital, un 

article intitulé z "Polymyxin z A new chemothorapoutic agent", ot signé par STANSLY1 

SHEPHERD et '7HITE (3). La. polymyxino isoloo par cos nutours, otnit caractorisée par 

sa spûcifici té d'action vis-à-vis des germes "Gram négatif". L'crticlo insistait, 

· d'autre part, sur la difficulté d'obtention de mutants résistants, à partir do souches 

sensibles à la polyqyxino. 

Enfin, le 23 Aot1t do la marne ann6e, on trouvni t dans "Nature", uno brève 

comr.runication de AINSWORTH, BROWN et BROWNLEE (4), intituluo "Aorosporin, an antibio-

tic produced by Tihcillus corosporus"• Il apparaissait immédiatement quo l'aérosporine 

et la pol~no étaient très voisines l'une do l'autre, sinon identiques : en effet, 
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les orgnnisi:JCS qui produisent ces deux r.ntibiotiques sont étroiterJcnt apparentés (*) 

et, d'autre ~~rt, les propriétés chioiquos et bactériologiques de 11aérosporine sont 

seublu.bles à celles de ln polyrJYXino. 

L1activitJ antibiotique de ces nouvelles substances contre les bactéries 

Gram négatif, -notar.:unent contre Ibonophilus portussis et Eberthelln. typhosa-, était 

particulièrement int.Jressante. Mnlhcurouseuent, l'utilisation thérapeutique de cos 

substances Jtait lioituo pnr leur toxicité. BROI~ et DUSHBY (6), les proniers, 

ont insisté sur los accidents ré~~ux provoqués pnr l'n.dmQnistration de la pol~no 

et de l'aorosporine au net ct au Chien. Los différents chercheurs s'efforcèrent donc 

d 1 Jlioiner cotte toxicité, soit en poussant dnvantn.go ln purification des antibioti-

qucs, soit en recherchant do nouvelles souches productrices do substances atoxiques. 

Cette recherche do souches nouvelles auenn. la découverte do plusieurs 

autres polyqyxines, dont 11 étude chimique et r.rl.crobiologique a perr.rl.s de dC>r.1ontror 

11individunlitu ainsi que les lions d 1 étroito parenté. 

On décrit 'donc, actuellencnt, sous les dénor.rl.~~tions sui vnntos, les 

divers antibiotiques produits pnr diverses souches de B. polygyxn 1 

- PolYJllYXino A. ou .A.urosporino de AINSWORTH 

- Pol;ysyxino B do BRÛWNLEE (souche CN 1419) 

- PolyJl)'Xino C de BROWNLEE (souche CN ~I36) 

- Polyr·wxinc D do ~~!CT et de ST~~y (souche 114 J) 

. - Polyr;wxine E do BROWNLEE (souche EA. 108) 

Jhr ln suite, cette liste a étu con~létue par d'nutres substa~ces isolées 

des uilicux de culture do souches difforontes. Des analogies do couposition chimique 

ont pon.rl.s de fniro rentrer dans la série dos polyqyxincs, la Circuline, isolée par 

(*) B. aorosporus ost considéré pnr BERGE! (5) cor.r.1e un synonyno peu usité de Bacil
Jl!_s f!Ol~. 
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:M:URR.ll.Y (1948) (7), des r.ùlieux de cultu'l:'e do Dncillus circulnns, et ln Polypcptine, 

extraite par Mn.c LEOD (!948) (8), des Llilieux de culture de a~cillus Krzcr.ùcniowski 

outant de Bucillus circulnns. Ces deux s~bsto.nccs sont cnractJrisées, cornrJe los poly-· 

oyxinos A, B, c, D ct E, par lour hn.uto teneur on o.cido a, tr:-d.i.ru:ùnobutyriquo (9) • 

Enfin, los 6tudos quo nous avons faites sur ln conposition do la Coliqycino ou~-

tine, antibiotique isolo par 'USUO KOYJJJA., en 1950 (IO) 1 à partir de Da.cillus Colis

tinus, nous por~ottent do ranger cet antibiotique dans la sorio des polyqyxines. 

-ooOoo--

\ 
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CHAPITRE II 

PRODUCTION, ISOLEMENT et PURIPICl.TION d3s POLn.ŒXINES 

----------------------------

Bacillus pol~ est une espèce tellurique relativement co~aune ; PORTER 

et coll., (11) ont isolé du sol 65 souches physiologiquement différentes. Une souche 

ne produit, en principe, qu'une Pol~ine (JONES} (12). 

Ces souches sont titrées sur des plaques d'agar, vis-à-vis de diverses 

bactéries, pathogènes ou non, par la méthode de 11AKS11AN (!3). Le filtrat des bouil-

lons de culture peut aussi ~tre titré in vivo en estimant son action contre le cholé-

ra dos poules, provoqué par Pasteurolla multocida. 

A - PRODUCTION ET ISOI..EME:NT 

Le milieu do culture do B. pol~ est constitué par une solution à 

3 P• IOO de "Corn stoep liquor11 (*) et do I à J p.IOO de glucose. Le pH, après stéri-

lisation, est do 6,5. Après ensemencement, la fermentation est conduite à 26-28°C, 

sous agitation et aération constante pendans une soixantaine d'heures. 

La bouillon do culture est alors soumis à une extraction fractionnée par·_ 

l'isopro~~nol, on présence do sulfate d1 anmonium. Les extr~its isopropanaliques sont 

évaporés sous vido et lo sirop obtonu, repris par lo méthanol, ost passé sur une 

colonne d'alumina qui retient los substances peptidiques ; l'élution do la colonne 

(*) Aù cours de la préparation industrielle de l'wxidon do mars, les grains sont 
trompés dans une solution alcaline qui on dissout l'écorce. Lo liquide obtenu, 
riche en acides ruminés et on polypeptides• est utilisé comme milieu do culture. 
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est effectuée ~~r l'onu distillée. ~~ polJ'-,yxino ost ensuite extraite de 11 élunt p~r 

cristallisntion de son picrate. Le passngo d'un courant d 1ncido chlorhydrique gazeux 

dans la. solution ncétoniquo du picrate, r:.ï:lèno 1~ prt:lcipitction du chlorhydra.te do 

polynyxine. Au cours do la préparation, l'activité dos différents nrilicux et oxtraitL 

est ti trée par la technique do 1'1AICSUAN au IilOyon do Shi gelin gallinnrur.t. 

Nous avons schémntisé, dnns lo tnbloau I, los différentes étapes de ln 

prépnration do la pol~ne D, à partir do II09 litres do bouillon do culture de la 

souche B 7! (PO~~~ et coll.) (14). 

B - PURIFICATION 

Ln polyr~ne obtenue à ce stade est impure : il est possible que 

l'action toxique de ce ~Odicanent soit dde précisér~nt à l'existence d'impuretés 

(BROWNLEE et BUSlillY) (I5). 

Ln polymyxino brute peut atre purifiée pnr différentes techniques : 

1 - Cris~~llisntibn 

Los pol~nos peuvent Stre purifiées par cristallisation des picrates (PORTER 

ot coll.) (16), des 2-naphtalèno-sulfonates (\f.DLFJNSON) (I7), des hulianthates (CATCH 

et Al.) (18), et dos roinockntos (PETERSON et REINECKE) (19). Les polymyxinos B ct E 

peuvent atre obtenues pnr précipitation dos bases pnr action de l'ammoniaque sur la 

solution bouillante dos sulfates correspondants ('f.UUKINSON) (20). 

2 - Chronntogrnphio do pnrtnge sur colonne 

La purification peut Stro effoctuéo sur des colonnes d'Hyflo-Supercel ; la phnse 

stntionnnire est un tnnpon do pH 2 ; la phase mobile est constituée pnr du ~-butanol 

saturé do taopon (BELL et coll.) (21). 

La figure 1 montre l'exe~lo donno par BGLL de la purificntion dos polymyxines 

.A ot n. 



TABLEAU l 

Isolement de la polymyxine D des bouillons de culture de Bacillus polygyxn (souche B 71) (d'après PORTER et coll.)(I4) 

277 litres 
d 1 isopropn.nol 

(I/4 voluoe) 

Isopropanol 
(I/4 volume) 

Bouillon de culture 

!109 litres - 1.510.000 u.s. (*) 

__,.. 
.Agi to. ti oq. : I/2 heure 

Fraction alcoolique n° 1 

r:;::=======~Ag~i t:a.~t:i:n : . I/2 heure 

Sulfate 
d' a.anoni um 

1 f /1 Fraction alcoolique n° 2 

;J Eau distillée- Méthanol 

Fraction a.queus ~ J 
rejetée Adsorption 

550 litres 
7!5.000 u.s. 

! /al~ 
Effluent Eluat 

60 litres 
532.000 u.s. 

J, 

Extro.it - ---..Distillation 
sous vide 

Cristallisation 38 g de 
(*) L'activité est exprimée en unités des picrates ~polymyxine D 

Shigella sur la totalité des cilioux 220s000 u.s. 
et extraits. · 

~ 

1 
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Polymyxi ne D 

ISO 175' 200 

Aérosporrne 

l2S lSO l75" 200 
Effluent en 

Chromatographie do partngo dos polyrnyxincs Â et D sur une colonne d'HYflo-Suporcel 

(d1après BELLot col1.)(2I) 

Système E,-butanol - tampon sulfosuccinate do sodiw:t 01 015 _!!de pH 2. La récupératior.. 
dos tubes 25 à 75 fournit uno polyqyxino D homogène à la distribution à contro
cm1rnnt. 
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Un procédé analogue peut ~tre utilisé pour séparer les circulines A et B 

(DOWLIID et coll.) (a). 

3 - Chromtographie de partage sur papier 

Ln purification et le fractionna~cnt des pol~ncs peuvent ôtre réalisés par 

chrolintographio do partage sur papior. Le TUblocu II rassemble lus princi~tux résul-

tcts obtenus : 

TAill.EAU II 

~ dos- différentes polyxyminos sur papier WhattlO.Il no l 

Solvnnt Â (l~H) (23) : ~-butanol - tampon glycocolle - HCl 0,2 M pH 2,5 
Solvant B (ll.\.UTREVAUX): ~-butanol - acido acétique - eo.u (4 : 1 : 5). ·· 

Solvnnt A Solvnnt B 

- -
Polynyxino A o,ra 0,07 

Polynyxino B 0,56 0,24 

Polyr:tyxino D ' 0,38 -
Polyr.Iyxine E 0,54 0,39 

Circuline \ - 0,30 

Coliqycine - 0,35 

D'autreh solvnnts à bo.so do butanol ot d'acide acétique ont encore été utili-

sés ; D017LINJ. et coll., (24) avec un systèr.1e ,!1-butanol, acide ccétique et on.u pauvre 

an acide acotique {49,5 1 1 1 49,5) ont ainsi pu séparer la circuline en cinq consti-

tuants biologiquor.umt actifs, dont doux ont .5tJ idontifi Js sous los nol:lS do circuli-

ne A et B. 

4 - Distribution à contrc-cournnt 

C~tto JlJgnnto ~éthode a servi à contrSlor 1~ pureto des polyr~nes préparées 

par d'autres ~éthodos. C'est ainsi quo BELL a pu vérifier 11hooogénéité du cooposant 

r.njour, isolo par chror.ntogra.phio, do la polynyxino D sur Izyf'lo-Supcrcol {tubes 

25 à 75 de la Fïiuro 1). 
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Ln distribution à contre-courant a, en outre, pormis à HAUS~~ et CRAIG (25), 

de séparer la polymyxine B en deux constituants actifs : les polymyxines B1 et B
2

• La 

Fïgure 2 montre l'aspect de la courbe do distribution ainsi obtenue dans le fraction

nement do la polymyxino B. 

---ooOoo---

\ 
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tJ) 
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E -- 3S% 6S"% 

N~· des ~ubes 

Figure 2 

Séparation des pol~nes B1 et B~ par distribution à contre-courant (d'après 

HA.USSMàNN ot CR.A.IGl(~5) 

Système 2-Butanol/HCl 0,1! 

..-..-o: concontrotion dans la phn.so inférieure. 

c- -0- -o: densité optique dans ln phase infJricure à 259 rn~. 
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CHAPITRE III 

PROPRIETES PHYSIQ'UES D~ POLDfYXI:NE3 

A - SOLUBILITE 

Les polypeptides du groupe dos pol~nes se présentent sous 1~ forme 

d'une poudre ~morpho blanche qui fond en se décomposant, aux environs de 230°C 1 

(CATCH et al.) (~6) 

(BELL ct coll.) (27) 

(EETERSON et al.) (28) 

Los pol~inos sont très solubles dans l'onu et lo mJthanol (plus de 40 

\ 
grnmmos pour lOO ml). Elles sont plus solubles en milieu acide qu'on milieu alc~lin ; 

on peut d 1 ~illeurs prucipiter les pol~nos B et E on saturant une solution concen-

trée do leur chlorhydrate, par de l'ammoniaque. Leur solubilitJ dans les ~lcools 

décrott quand le poids mol6culaire do l'alcool augmente. Elles sont, enfin, insolubles 

dans des solvants organiques comme los esters, los éthers, los cûtonos ou les hydro-

carbures. 

Los pol~ines forment, on outre, dos combinaisons insolubles dans l'eau 

~voc divers réactifs, notamment l'acide picrique, l'~cido hélianthique; le reinocknte 

d'ammonium; certains do cos dJrivés peuvent 3tre obtenus à l'état cristallis6. Nous 

avons vu l'utilisation do cos cornbinaisons pour la purification dos pol~inos. 
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B - POUVOia ROTATOIRE 

Les polynyxinos présentent toutes un pouvoir rotatoire 16vogyro z 

TAill.EI\U III 

Pouvoir rotatoire dos pol~nos 

Polymyxine À a ~o = - 4~o 

Polymyxine ~ a ~5 =- 75°7 

Polymyxine B1 a ; 5 =- 85°1 

Polymyxine D a ~5 = _ 400 

Circuline a ~5 =- 61°6 

-

C - COURBES DE TITRATION 
\ 

-

-

C = 10/o do.ns 11 oou 

C = 1°/0 do.ns l' ~tha.-
nol à 75°/0 

C = 2,33°/0 do.ns 1 1 é-
thanol à 75°/0 

C = 1105°/0 do.ns 
l'eau 

C = 1,~5°/0 do.ns 
11 eo.u 

CATCH et al. (29) 

REGNA et coll. (30) 

HAU3MA.NN et CRAIG (R 
.. 

BELL et coll. (32) 

-
PETERSON et REINECKE 

(33) 

Les courbes de titration éloctromotriquo sont inturessMtos à analyser. 

JONES (34) a noto.mmont étudia los polymyxincs A, B, C et D, alors quo P.ETERSON et 

REINECKE (35) ont rOo.lisé les courbes de titration de la circuline (Fïgure 3). · 

L'aspect de cos courbes montre quo los pol~nos sont dos substances 

très basiques ; mnis, cos courbes présentent deux points d 1 inflexion supplümcntaires. 

qui no sont pas identiques pour los quatre pruparations. Le point d'inflexion situé 

dans les rogions los plus alcalines do la courbe des pol~nes A, C et D est à 

peine mnrqué et son importance pout atro négligJo en raison des erreurs exporimenta-

les ; il n'on ost pas do m~me de la pol~ino B, dont le point d'inflexion à pH 9 -

IO est très not. L'explication do cotte irrégularito dans la courbe do titration n 1o. 

pas encore ut~ donnée. 



- I4-

pH c D 
12 

9 

6 

3 

m.eq. NaOH 

Figure 1 

Courbes de titrntion électrométrique des pol~nos 

(dtnprès JONES) (34) 

Solution de polyqyxine à 0,2 p.IOO dans l'eau. Titrntion pcr ln soudaN. 

rBi\ 
~ 

Pour ln clnrt6 do la proscntntion, los courbes commencent à une vnleur arbitraire 

de 11abcisse. 
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D - SPECTRE ULTRA-VIOLET 

Les pol~nes B et C absorbent ln lurdère dans l'ultra-violet : le 

r:nxinur11 d 1 absorption est obtenu à 2.5 9 I'ilf" ct s 1 explique par ln pros once do phunylnln-

nine dans ln noléculo. Au contraire, les polyr.ryxines A ct E ct ln circuline ne pré-

sentent aucun t~iL~l d'absorption cnrnctJristiquo dans leur spectre ultra-violet 

(BELL). (37). 

E - POIDS l.fOLECUI..JURE 

Le poids t.tolJculnire minir.rum des peptides pout atro cnl.culé à partir do 

ln co~osition en acides ll.QÏn0s (voir plus loin) : co poids uolJcul~ire cinimuo équi-

vn.ut à ln sor.ne des poids uol6culnires do chacun dos acides aminés constitutifs, 

ditünué d 1nutnnt de fois le poids woluculniro de l'onu qu'il y a do liaisons peptidi-

ques dans la. r.tolJcule. 

Le poids uoléculaire do ln polyr.ryxi.ne B
1 

a été notru~ent dutorl'ilÏné par 

HAUSW~ et CIWG (3~), au Ltoyon de la rJJthode de substitution partielle de Bà.TTERS-
' 

BY et CRAIG (39) 1 le peptide ou ln protoine est partiellement substitué pnr le ~,~ 

di.nitrofluorobenzène (*-)• Les différents dinitrophonyl-poptides obtenus, mono-DNP-

peptides, di-DNP-peptides, etc ••• , sont s~~arJs pnr ln technique de distribution à 

contre-courant do C&\IG (40). On dotorr.une enfin, sur une ou plusieurs des fractions 

obtenues, le coefficient d'èxtinction noloculnire relatif à chaque Dl~-pcptide. 

La substitution d'un peptide par le ra.dicnl dinitrophéQyl affecte les 

fonctions noinôes, les fonctions OH et SH de la. tyrosine et de la. cystéine, et le 

noyau i~uda.zole de l'histidine. Nous verrons plus loin qua, dans los polymyxines, los 

souls groupements substi tun.blos sont los fonctions :~NH2 do 11 a.cide a., ~iamino

butyrique. 

(*) 2,4-dinitrofluorobenzène : par nbr~~ntion Dl~. 
DinitrophJQyl-peptides l pa.r abréviation DNP-poptides. 
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Qunnd on effectue la dinitrophé~lation partielle d'un peptide en vue de 

la détermination de son poids moléculaire, on suit la marche de la réaction que 11 on 

arr~të quand il y a approximativement fixation globale d'un radical DNP par équiva-

lent-grwmne do peptide. Au cours de cette substitution partielle, il so forme dos 

dérivés mono, di, ou tridinitrophu~lés, tandis qu'une partie du peptide initial 

resto non substituée (*)• 

Après dinitrophénylation, le DNF.B en excès, est éliminé du milieu réac-

tionnel par extractions réputées à l'uthor, et los produits de substitution partielle 

sont fractionnés par distribution à contre-courant. 

La courbe do distribution obtenue à partir do la pol~ne B~ par HAUS

~~et CRAIG (Figure 4), montre la présence do 4 constituants. 

La première fraction est constituée pnr los sols minéraux apportés au 

cours do la dinitrophénylation. 

L~ deuxiè~, non coloroe, correspond à la pol~ne B
1

, non dinitrophé-

\ 
La troisième fraction, colorée on jaune, est hétérogène : elle ost cons-

tituée par un mélange do duriv~~ mono-dinitrophé~lés. Ces dérivés peuvent 3tro 

séparés par distribution à contre-courant dans un autro système-solvant, mnis ce 

fractionnement est inutile puisque tous cos dérivés mono-dinitrophé~lés ont le 

m~mc poids moléculaire. 

La quatrièm~ fraction, enfin, oxt complexe et contient vraisemblablement 

un mélange do dérivés plurisubstitués. 

(*)Dans lo cas de·la tyrocidine, étudiée par BATTERSBY et CRAIG, los seules fonc
tions substituablos sont lef-~ de l'ornithino ct le groupement phénolique de 
la tyrosine : lo produit de substitution partielle do ce peptide est constitué 
do la tyrocidine non substituée, do 110-DNP-tyrocidine ot do la di-DNP-(O,N)ty
rocidino (4I). 
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Courbe do distribution dos produits de substitution partielle do ln pol~no B pnr 

le l,~initrofluoroocnzène (ù'nprès HAUS!~~ et CRJLIG) (38) 
(d1nprès I~~~ et CRAIG) (38) 

Système ~ -butanol/H Cl 011 ! 

~o--~o~~·~b : phase inforicuro concentration 

o-o--o--o 1 phnso supérieure concentration 

+--~----+i a phnso supérieure densité optique à 350 m • 
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La troisième fraction correspondant à lo. mono-Dl.JP-polymyxine B
1

, est 

intvressn.nto ; son coefficient d 1 extinction à 350 rn t4 (pc.r railligranrJe ct pnr r.ri.lli

litrc) est de 9189 1 il pcnnot, connaissnnt le coefficient d'extinction moléculaire 

do 1 1 n.cido ~DNP-dia.minobutyriquo à 350 r.1p. (I4. 500), lo calcul du poids moléculaire 

du durivé mono-dinitrophényl6 do la polynzyxino B1 (HA~~ et C~G) (42) a 

!4,500 - 1466 
9,89 -

En soustraynnt do ce rosultat, d 1une part le poids ooléculaira du mdi-

ool DNP (167) düù.nuo do celui de l'eydrogèno qu'il reoplace dans lo d~rivo substi-

tué, et d 1autre part lo poids dos quatre acides chlorhydriques fixés à la pol~inot 

on obtient une valeur do II54. 

D'autres muthodes purenent physiques ont encore ét6 utilisées. 

BELL et coll., ( 43), par uesure des pressions os1aotiques, ont trouvo 

respcctivoucnt les valeurs do !293 et II50 pour les polymyxinos .A. et D. 

FE\'1 et SCIIULMll.NN ( 44), po.r étude des fil.os monoooléculo.iros, ont obtet.u 

pour los polyqyxinos À, B, D et E, un poids moléculaire voisin de !250. 

Ces divors résultats sont en bon accord, non seuloment entre eux, mais 

avec lo. valeur du poids ooléculn.iro mini1~ calculé à partir de la composition en 

acides aminés (Tableau IV). 

-ooOoo-
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TâBLEAU IV 

Poids moléculaire des polymyxincs 

1 
Polymyxines A B. niE Polypoptino llUthodo 

- - - -
H.llUS.MANN et CRAIG II 50 IIOO à 1200 Substitution pnrtiolle 

(38) (42) t.±IOO 

- - - -
l'E\'( et SCHl.JLMilli 1250 .• 1280 1250 1250 Etude dos films monornoloculnires 

(44) 1 ± 70 

- - - -
!BELL et coll. (43) 1293 II 50 liesuro des pressions osmotiques 

1 - - - -
iP.M. minirnuo thSo-

II44 II45 ri quo - 1220 -
\ 
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C H l1. P I T R E I V 

COUPOSITION DES POLY1!YX!Nl!S 

La ~~turo peptidique de ln polyr~ne An oto établie par JONES (45). Les 

polyqyxinos sont d'ailleurs des polypeptides hétérocoriques, puisqu'ils contiennent, 

en plus des ncidos noinés, une mol~c~e d'acide gras. 

A - COUPOSITION EN jl.ŒN0-.1\.CIDES 

I - TECHNIQUES UTILISEES 

L'étude do la cooposition d'un peptide on acino-acidos cooprend trois 

phases z 

- HYtlrolyse totale du peptide, 

- Identification des acides aninos, 

- Dosage des acides noinés. 

a) - ~r.2,l~s.!!. ,io~~le & 

L'hydrolyse totale d 1une chntne polypcptidique a pour effet d'on libérer tous 

los acides arunés constitutifs par rupture do la liaison peptidiqua. 

Nous avons toujours utilisé los conditions opératoires suivantes 

-»~loi de 11 ncido chlorQydriquo 5,6 N roùistillo deux fois dans un appareil 

en Verra. L'acide chlorQydriquo contient, en effet, dos substances oxydantes provo

quant~ nu cours de l'hydrolyse, la destruction ùo quantit~s plus ou uoins importantes 

d'acides o.LrlnJs. Cot ncido chlorhydrique 5,6! constitue le mélange azéotrope du sys

tème HCl/enu a son point d'ébullition est do II0°C ; 
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-L'hydrolyse est effectuée on tube scollo à l'étuva à IOO-I05°C pendant 24 

heures. Cette durée d'hydrolyse est suffisante pour provoquer la rupture do toutes 

los liaisons peptiùiqucs, y coupris les liaisons Valine-Valine ou Leucine-Valine, qui 

sont les plus résistantes (SYNGE) (46). 

- Uno fois l'hydrolysa tcrr.1inoe, l'acide chlorhydrique ost élininu soit par 

ûvnporations répétoos druns un exsiccatcur à vide, soit par passage sur une petite 

colonne de résine à échange de entions (Ambcrlito IR I20) ct élution pnr 1 1ardaoniaquo 

b) Identification dos acides a~rinés : ----------------
A l'heure actuelle, la chrorntographio de partngo sur papier constitue lo pro-

cédé lo plus sioplo d'identification des anino-acidos. 

Nous avons utilisa do r~ièro habituollo, la chrocntographio bidinensionnello, 

sur papier \f.hatQC.n n° 1 à 20°C,au noyen des solvants chroLatographiques suivants 1 

En prenière dinonsion 1 ~-butruno1/acide acétique/eau (4 : 1 : 5) pendant 

~4 à 36 ~euros (PJ.RTRIIXJE) ( 47) 

En douxièoo diocnsion 1 phénol saturé d'cau en présence d1ar.noniaqua (l 

p.IOO dans la phase aqueuse), porxlant I8 à 24 heures (P.iill.TRIOOE) (48). 

On obtient, par cotte technique, uno bonne résolution de la plupart des acides 

~.rinés. La Pïg.5 montre la localisation des principaux d'entr'cux sur le chrorJnto-

grn.cne. 

Les acides arrinûs basiques (lysine, arginino, etc ••• ) restent difficilement 

identifiables. Il est alors souvent nûccssaire d'effectuer la chromatographie dans 

le système phénol,loutacrésol (phénol/mJtacrésol/cau (1 : 1 : 1) ; 3 p.IOO d'ammonia-

quo dans la phase aqueuse) (GRASS1UJ>JN at I!i.NNIG) (49). 

L'acido a, ~iaminobutyriquo se place dans lo groupe des acides aoinés basi-

quos avec los Hp suivants : butanol/acido ac6tiquo : 0101- phJnol (3 p.IOO ~):0,65. 
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Sch~Ja de chrooatogrn.~1e bidiQensionnol dos principaux acides ariinés. 

lèro dinension : butanol/ncido ncôtique/onu (4 1 1 1 5) 
2ème dimension : ph~ol saturé d'onu en atmosphère nr.uoniacale (J p.IOO) ct on pr~ 

sence d1 HCN • 

Ala. == Alanine 
Cys == Cystéine 
Gly = Glycocolle 
I-Leu = Isolcucino 
Phe = PhéQYlnlnnine 
Thr = Thréonine 

.Abréviations 

J..rg = Ârginine 
Dia. = A.cide a,~-dio.nüno-

butyrique 
Leu = Leucine 
Pro = Praline 
Try = Tryptophnnne 
Vnl = Vnlino 

Asp = Acide aspartique 
Glu= Aciùo glutar.üque 
His = Histidine 
Lys = Lysine 
Sor = Sérino 
Tyr = Tyrosine 
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Ln leucine ot 1 1isoleucino occupe~t ln ceno place sur cc type do chronatogr~-~e 

bidir.1onsionncl : on pout les différencier dn.ns le systèno buta.nol/o.lcool bonzylique/ 

ea.u (1 ·: 1 : 1) (cmrsnmT) (50). Un d'-~eloppenent chronr.togmphiquo de 3 à 4 jours, on 

laissant p~sser lo front du solvant, est alors n~cossa.ire. 

c) ~sn.&,e_dos_n~ido!!_ ~qinus 

Le dosage des acides a.ninus constitutifs d'une protéine a toujours constitué un 

problème d~lica.t encore inpa.rfaitorJent résolu : ceci explique le grand nocbro et la 

variotû des techniques qui ont ~té ducritos. 

La. w5thode chrotlll. tographiquo do MOORE et STEIN (51) cons ti tuc lo proc_~é le plus 

sfu. et le plus précis • elle est nalheurouser.1ont longue et dulicntc. Etant donné la. . ' 
relative sil.lplicitû des substrats étudiés, nous avons donc été a.r..1enés à choisir une 

céthodo peu~tro un peu moins précise, Ck~is ù'npplicntion plus nisoe. Nous avons 

essontielleuo:1t utilisé les techniques do GR.ASSlflillN ct HùNNIG ct de LEVY. 

-a) Tochniguo d~rivûe do colle de GRJ~SMANN ~t HANNIG (52). Dons la technique 

originale de GRJ~S1~, les acides a.r..unés de l'hydrolysat peptidique sont séparés par 

électrophorèse, puis par chrot~tographio sur papier. Dn.ns le cas des pol~ines, la 

séparation dos acides aMinés peut Stro obtenue pnr la seulo chroontographie unidimen-

sionnolle sur papier (SCHLEICHER et SCHULL NO 2040-c.) dans lo systène butanol/acide 

acétique. 

Ln solution d'acides nr:ùnos est doposJe sous forr.1o d'une tro.tnJe fine et régu- . 

lièro de 1 en. de longueur sur une ligne de dupart on effectue ainsi un certain 

nonbre do tra.tnées su~~rées l'une do l'autre par une distance de 4 à 5 en. ; cos traî

nées sont constituées alterno.tivouent par des quantités croissantes do 1 1hydrolysat 

peptiùiquo et par des solutions d'acides aminus t~>r.Ioins, ùe concentration connue et 

croissante (5 nicrolitres ùe solutions 0 1 004 à 0,020 MO• 
Après chror.~tographie, los feuilles sont soignouscuent sSchoos sous une hotte 

ventilée ; après ini.ICrsion dn.ns une solution acutonique de ninhydrine à 0,2. p.IOO, 
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les chromntograiJaos sunt ~lacés dans une étuve à 100°0 on atmosphèrq caturée d'eau 

pondant 15 minutes. Après révélation, les fouilles sont découpées d~~s le sons du 

dJvoloppomcnt chromatographiquo; le~ bandes obtenues sont alors huilées par immorsic·. 

dans do 1 1huilo do vaseline, ou mieux, dans un mélange d'huile de vaseline ct do 

0-bromo-naphtalène (85 aiS), puis ossorSos ~ar pression entre deux fouilles do papier 

filtre. On apprécie enfin l'intonsitJ do coloration dos taches, par passage dos bandas 

dans un photomètre muni d'un filtra à 530 mr· On obtient ainsi une courba d'intensité 

de coloration pour chnquo tache, courbe dont la surface est proportionnelle à la quan-

tité d 1 acido nminé mise on jou. 

-~) Méthode aux dinitrophégylaminoacides do LEVY (53). Dans cotte élégante 

méthode, le 2,4-dinitrofluorobonzène (DNFB) est condensé nvoc l'ensemble dos acides 

aminés do l'hydrolysat total suivant la réaction de S~~GER (54). 

Los dinitroph6qylamino-ncidos (DNP-Àl~) obtenus sont alors séparés par chromatographie 

sur papier, los tnchos sont éluoes at los solutions dosées au spectrophotomètre. 

La dinitroph~lntion s'effectue à ~H 9 et à 40°0 sous agitation, lo pH étant 

maintenu constant par addition do soude. Dnns ces conditions, la dinitrophénylation 

ost complète en I h.30min. et il no so forme quo dos quantités minimes de 2,4-dinitr~· 

ph6nol (DNP-OH), artéfn.ct provonn.nt do 1' hydrolyse du moo. 

Après rJn.ction, on onl.ve l'excès de DNFB par quelques extractions à l'éther 

dans une ampoule à décanter. 

Los DNP-AA sont alors extraits à 1 1 othor on ndlieu acide. Le résidu jaune obte-

nu par évaporation do l'oxtrnit est alors soumis à un vide poussé à 40°C,,ce qui pro-

voque la sublimation des petites quantités da DNP-OH qui auraient pu se former (Voir 

plus loin). 
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Une quantité aliquote du résidu est alors soumise à une chro~~tographio bi-

dimensionnelle dans los solvants toluène ct trunpon phosphate de LEVY (Voir plus loh.;. 

Après chromatographie, les taches jaunes. correspondent aux DNP-nmino-r.cides 

sont localisées en lwnièro de YIOOD, découpées ct uluucs pP..r chauffage à 60°C, pen-

dant 30 cinutes, dons une solution do bicarbonate do sodium à 2 p.IOO. Ln coloration 

jaune do la solution obtenue Jk~r centrifugation ost alors oosurue au spectrophoto-

mètre à 350 tl)'• 

Le problème du dosage dos acides aoinés était conpliquu dans le cas des poly-

rnyxines par la prJsence d'acides nuinJs do ln forme D. Nous a.vons donc effectuu dos 

dosages dos acides a.rJinos a.vnnt et après action de la D-acidarxinodushydrogénnse du 

rein do Mouton. Cet enzyt:to duso.r.ûno spocifiquecent les acides aminés de la. forme D 

solon la rucction : 

R -~CH - ~ -----~ Enzyne 

+I/?. o
2 

+~ 

COOH \ COOH 

La r~~ction s'effectue en mottant on contact à 37°C, en présence d'oxygène, 

l'hydrolysat do polyqyxine avec une prupa.ra.tion purifiée de D-acidnoinodéshydrog6nase 

de rein de Mouton (55). Au bout do ?. à 3 heures d'incubation, l'e~o est précipité 

pnr ln chaleur et le filtrat d~néra.liso par pa.ssa.ge sur une petite colonne do rési

ne à échange de cations. Le dosago dos acides arJinés ost alors réalisé selon les 

modalitûs quo nous venons de décrire. 

2 - RESULTATS 

Ln cl~orna.tographie do pa.rtngo sur pnpior a permis l'identification facile 

dos acides wninûs constitutifs dos polymyxines. Le problèr.1o a, œlgro tout, été com-

Plique pa.r la. présence, en quantité importante, sur les chror:ntograr.nes, d1une tache 

"ninhydrine positive", dont les Rp ne correspondaient à ceux d'aucun acide aminé 



- 26-

connu. BELL ct coll. (56) l'ont identifié cococ étant l'acide a,~inrninobutyriquo. 

L'a.nn.lyse él~1cntairo ct l' Jtuclo du dJrivé 1s:-clini trophueylo et de 1 1hydo.ntoino do ccii 

acide aniné ont été cooparves aux donnJes correspondantes de 11acido a,~io.minobuty •. 

rique do synthèse. 

Les acides aminJs des diffurentes pol~ines ne se trouvent pas exclusi-

vernant sous la forme L naturelle ; un certain nombre appartiennent, on effet, à la 

série D. 

Le Tnbloau V rassemble la composition des diffurentcs pol~ncs. 

TABLEA.U V 

Composition dos pol~nes 

Leu Pho J Thr _::1 Dia. Val I-Leu - - -- - - . 
Polymyxino .A. D L L etD -

-;;:-t~ -
- - -

PolYII\)'Xinc B 2L 5 L HAlJmlANN et a.l. (57) 
1 D 

- -- -- - -
Polymyxino C L L L 

- - - - -
Polymyxino D 1 D 3 L 1 D 5 L BELL et coll. (58) 

- - - -- -
Polymyxino E D L L 

- - - - - - -
Circuline 1 D 1 L 5 L PETERSON et al. (59) 

-- - - - -
Polypoptino 2L 1 D 1 L 3 L 1 D 1 L HA.USMANN ct c.l. ( 60) 

- - - - ----
Colis tine 1 1 4 DAUTREVAUX 

-- ----
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Dans lo Tableau VI, nous prJsentons les résultats do nos dosages par la 

mJthode de GRASSUANN ct HiJJ:IIG (61) sur la polymyxino B. 

TABLEAU VI 

Dosn.go dos D et L amino-a.cidos do ln. polymyxino B pnr la mJthodo do GR.ASS11ANN ot 

HANNIG 

r------r-. -·--
,. Avant désruai.nntion 1 , __ _ Après-~ésamination--------~ 

P• lOO Nombre do 
Molécules 

"'"--- - - -
DL\ 60,4 6,04 

THR 18,5 1,85 
~---- --------

LZU I0,7 1,07 

PliE 10,4 1,04 

-
TOTAL lOO IO 

~ ~ 
1·· " « • 

Ji.,.., . ., .• • ~ • t 
~--

Figuro 6 

P• IOO 

63,8 

24,3 

-- -
11,9 

- ---. 
(Figure 6) 

-
lOO 

r ., 
~ 

' 

Nombre de 
!fol écules 1 ---------

5,10 

1,96 

0,95 

-
0 

8 

-

., 

1 
1 - ( ® 

Etude qualitative des acides aminés constitutifs de la polymyxino B - ChrornntogrnL1me 
unidimensionnel de l'hydrolysat total do polymyxine Bavant (à gauche) et après (à 
droite) action do ln D-acidaminodosQydrog~~ase du rein de MOuton. Après désnmination, 
la ph~~ylalanino a complètamont disparu. Système E-butanol/acide acutiquc/oau 

(4 1 1 J 5) 
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B - L'ACIDE GRl~ 

Nous avons vu que les acides nrninus n'utniont pns los seuls consti-

tuants dos pol~nos. BELL ot coll. (62) rcLnrquèrcnt, en effet, qu'uux acides 

aminés de ln pol~ne D, il fallait ajouter une substance non azot~e, extracti

ble à l'uther de pJtrole. 

L'analyse élémentaire de cetto substance a donné les résultats suiv.ant~ 

C 68,4 p.IOO 

H II,4 p.IOO 

0 20,2 p.IOO (par dif~ce) 

Ces donnoes conduisirent BELL à considérer qu'il s'agissait d'un 

acide organique à 9 atomes de carbones, dont la composition ~l~~entaire th~~rique 

serait l 

\ 

C 69,2 p.IOO 

H II 16 p.IOO 

0 1912 p.IOO 

Cet acide gras présente des propriétés analogues, mais non identiques 

à celles de l'acide pélnrgonique ou acide nonanoique normal. GORE et FETERSEN (63) 

par l'étude dos spectres infra-rouges do cet acide gras ct de l'acide pélargoni-

quo, ont confirmu leur non-identité. 'atKINSON (64), par dégradation do l'ester 

mJthyliquo do l'acide gras do ln pol~no D, a pu isoler l'acide 3-méthyl-penta-

noiquo (Schéma I). 

SCHaiA. I 

Dégradation do l'acide 6-mothyl octanoïque 



N-bromo 
succinimido 

-Irnr 
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Anhydride 

chromigu_o) C~-CH2-CH-CH2-COOH 
1 

acide-2-;~hyl pentanoïquo 

Pur com~~rnison do cot acide avec l'acide obtenu par résolution du sel 

do quinine do 11acido 6-muthyl-pcntrmoïque racémique do synthèse, ils ont pu établir 

qu'il se trouvait sous ln forme D. CATCH et al. t65) ont confirmé quo ln polymwxine 

D contenait do l'acide d-6-rùéthyl octanoïque par ln ccsuro du pouvoir rntatoire da 

2.!0 
cet acide ( aD = + B16o- C = 2.,22 dans l'éther). 

Cet acide gras somble commun à ln plupart des pol~nos, y compris la 

groupe do ln circulino. La. pol~ne B
2 

fni t exception à cetto règle : d'après 

HAUSMA.NN et 'C~G (66), il s'agirait d'un acide gros on c
8

• 

Dnns ln polypcptino, l'acide gras serait un ncido hydroxyhcptanoïque 

(CRJuG) (67). 

-ooOoo-
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CHAPITRE V 

DETERLIINATION DE LA. STRUCTI.JR2 ms POL'YMYYJN&S 

La dotermination de la séquence en acides aminJs d'un polypeptide corn-

prend los stades suivants 

A - Etude des acides arninos terminaux 

B- Etude de 1 1 enchatnement 

1 - HYdrolyse partielle 

2 - Fractionnement des petits peptides de 11hydrolysat partiel 

3 - Etude de ces petits peptides 

A - ACIDES Al>ŒNBS TERMINAUX 
,, ,, 

La chatne peptidique classique est constituée par la succession d'un 

certain nombre d'acides aminés réunis entre eux par des liaisons peptidiques z 

HOOC-CH-NH-00-CH-NH- - CO-CH-~CO-CH-~ 
1 1 1 1 

R._ R R R 
--1 2 n-1 n 

La chatne peptidique est donc terminée par un acido aminé porteur d'un 

groupement a-carboxylique libre d'une part, et par un acide nrrdné porteur d'un grou

pement Cl.-aminé libro d'autre part. La détermination do ces acides aminés terminaux 

est importante et constitue lo premier stado de l'étude structurale d'un polypeptide 

ou d'une protéine. Cetto détermination permet, par exemple, de résoudre le problème 

du nombre de cl1afnos peptidiques constituant la molécule protéique (cas de 11insuli-

no, ~~ {68)). Dans le cas des polypeptides, on obtient de cette façon, des poinù 

de repèro importants dans l'étude de la séquence ; l'application de certaines 
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méthodes de dégradation récurrente, à partir des extrémités terminales permet, en 

outre, 1 1 étude directe des séquences terminales. 

1 - PRINCIPES DES 11ETHODES 

L'étude des extrémités tenninales des polypeptides peut se faire, soit par 

libération enzyrnntique des acides aminés terrllnaux, soit par substitution chimique 

des carboxyles et fonctions aminées libres et identification des produits de conden-

sation. 

a) _Méth2_d!_s_e.!!,z~t.!,~e.!!. 

Ln leucine-o.minopolypeptidase (WALDSCHMIDT-LEITZ) (69) libère les acides ami-

nJ& N-terminaux {*)• Ln spécificité de cet enzyme vis-à-vis de la leucine en position 

N-temino.le s'étend, en réalité, à tous les acides ar.ùnés N-terminaux. La carboxypep-

tidase {LENS) (70), au contraire, détache spécifiquement les acides aminés C-termi

naux (à l'exception de la proline et de l'hydroxyproline). Los amino-acides libérés 

sont identifiés par chromatographie de partage sur papier, soit sous forme libre, 

soit sous forme da ~amino-acides (Voir plus loin). 

Après l'enlèvement de l'acide aminé terminal, cos enzymes continuent leur 

action sur le reste do la chatno pcptidique, en libérant le nouvel acide aminé tcrmi-

no.l 1 cette méthode do dégradation récurrente permet de déterminer les sC>quencos tol'-

mi~~les d1une chatne peptidique. 

b) _hlétll,2_des_chi~.9.~8 

a) .Qutc.!,ffiinat,!,o.!!, de,!!. ,gr2_U.E,o~ont.!!_ ~minés_libre!_ : 

1- !!éthode do.!!_ !!iEJ.,ir.2,P.héE.Y,l-!!:_min~c!_d..2,S_d.2, .§..AllJ'!R {71). Elle_ consiste à condenser 

los groupements a-NH, de la protéine avec le ~,4-dinitrofluorobonzène (DNFB), 

_ .. ~~~on la réaction : 

(*) Par abr~"Viation, nous donnerons aux acides aminés terminaux respoctiver.1ent por
teurs d 1une fonction a-carboxylique et a-aminée libre, lo nom d 1acides aminés a
terminaux et acidos aminés N-termi~~ux. 
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-NII-CO-CH-~ + F -Q-No
2 
--_:;>~ -NH-CO-CH-~N02 + FH 

1 N0
2 

1 N0
2 R R 

Au cours de cette condênsation, lo radical dinitrophényl sc fixe également sur 

los groupements · w-a.r.ùnés de la lysine, de 1' orni thine ct de 1' acide et-~-dinmino

butyriquo, los groupe~1cnts thiol do la cystéine et phJnolique de la tyrosine, 

ainsi quo sur le noynu i~dazolique de l'histidine. 

Après l~rdrolyso du produit do condensation (mlP-polypeptide), les mœ-amino-

acides terr~~~ux peuvent ~tro isolés ot identifiés par chronntogrr.phie do partage. 

La plupart de cos l11P-amino-ncides sont éthérosolublos. Cependant, quelques-uns 

(DNP-ncido cystéique, DNP-arginine, ••• ) sont hydrosolubles. On peut, d'autre part, 

dosor spcctrophotomotriquonent los DNP-amino-ncidos à leur n~muc d'absorption à 
0 

3600A •• 

groupement Cl.-ar.ùné libre avec le ph6nylthio-isocynnate. Puis, on tùlieu chlorhy

drique anhydre, on'pcut isoler la phonylthiohydnntoïne du résidu amine-acide por~ 

tour d'un groupement CX-nr.ùné libre tenaint~.l. I.e. phônylthilhydnntoïne ost alors 

identifiée diroctonont par chro~tographio do partage sur papier (SJOQUIST) (73), 

(LAN!l~ et coll.) (74) 1 (TOENNIES) (75). 

L~ suite des réactions est schcrootisoc dans le SchéMa II. 

La méthode de ~~pout, d'autre part, Stre considérée coooe une méthode do dégr~ 

dation contrSlée. En effet, après l'enlèvenent de la phonylthiohydantoine do l'aci 
OJ;lj,né 
d~torminal, le reste do ln chatno poptidique ost, en principe, intact et il ost 

possible do rocor.JMcncor ln condensation plusieurs fois de suite. 

p) ,!!éto.!:_r.ù~tio..!!. do.!!_ .s.r~Ul!,O.!:,_lOnt.!!_ ~a.!:_bo~li~e.!!_ .!,i~r2_s s 

1- !!éih.2,dos_~ .!:,~>d.~tio_!l 1 Les groupements et-carboxyliques peuvent hre réduits en 

alcools primaires par 1' hydrure double do li thiuu et d 1 nlumniurJ (FROMAGEOT et 
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SCIŒMA. II 

Schéma. de la méthode ED1IAN 

C6H.fCS + H'J.N - CH - CO - NH - CH - CO ••• 

' 
P.hénylthioisocynnate 

• 
R 

Pyridine ). C 6H5 - NH - CS - NH - i - CO - NH - i -CO • • • 

R Rl 

Phéqylthiocnrbn~lpcptide (PTC-pcptide) 

N cs 
HCl 

1 anhydre 
OC NH 

" 1 CH 
1 

+ HaN - CH - CO •. • • 
1 
R1 

R 

Ph~lthiohydnntoïno 
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coll.) (76) ou par l'hydrure double de lithium et do bore (CHilli~L et HEES) (77). 

Après hydrolyse do la protéine ainsi traitée, on pout identifier et doser les amino-

alcools primaires, soit directement pur chromntographie sur papier, soit par chro-

~~togrnphio sur papier des DNP-amino-alcools correspondants. 

groupeme11t carboxylique libre rJside dans ln formation de la thiohydantoino (m~thodo 

de SCHLÂCK et KUMPF (78) appliquée aux polypeptides pnr TIBBS) (79). Lo polypeptide 

acylo (ac6tyl6, benzylé ou carbobenzoxylé) ost traité par le thiocynlli~ta d'ammonium 

en présonco d'anhydride acétique ct d'acido acétique (Voir Schéma III). La thiohy-

dantotne ainsi forooo pout 8tro isoléo du resto de ln chatno pcptidique par uno 

hydrolyse douce, on r.1iliou nlcnlin (VfALEY et W'ATSON) (80) ou acido (DAUTREV.la.UX: et 

BISERTE) (81). Filli~lecont, la thiohydcntotno sora identifiée par chronntogrnphie sur 

papier (D.AUTREV .. \.UX: et BISEt1TE) • 

,, 
SCHEUA. III 

Formation do thiohydantorno 

-NH- CH- CO-NH- CH- COOH 

1 1 
R' R 

- NH - Cil - CO - N - CH - R 
l t 1 
R' SC CO 

\1 
NH 

HN-CH-R 

t ' sc co 
\1 
NB 

Thiohydo.ntotne 
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2 - P.t..RTIE EXPERTI.IENT.ALE 

a)Liéthodo aux DNP-ar.ù.no-acides de S . .\NGER a -------------------
1 

1- ~~!r~héBY,ln!i~n : On effectue la dinitrophénylntion des polypeptides selon la 

technique originale de SJ~olll·Ea ( 82) ; dans notre trnvnil sur la polyoyxino B, nous 

avons utilisé les conditions expérizacnta.les suivantes a 

50 ng de polynyxine B sont dissous dnns 4 r.ù d 1uno solution aqueuse de 

bi-c~xbona.to de sodium à 3 p.IOO. On ajoute une solution préparée extenporanénent 

de 50 ng do DNFB dans 8 r.ù d'éthanol et le r.1élange est agi tu au Doyen d 1 un agi ta.-

tour magnétique pendant 3 heures à l'obscurité. 

Â la fin de la réaction, on acidifie par de l'acide sulfurique dilué et 

la DNP-pol~ne qui a précipité est isolée par centrifugation. 

On élimine les sels minéraux et le D1~ en excès, en effectuant des lavages par 

centrifugation, d 1abord à l'eau (une fois), puis à l'éthanol, jusqu'à ce quo lo 

liquide surnageant soit incolore, et enfin à l'éther. 

à celles dos peptides, c'est-à-dire hydrolyse en tube scellé à I00°C, pendant 24 

heures, par 11acido chlorhydrique 5,6 li redistillé dans un appareil en verre 

(ROVERY et al.) (83). 

Il faut signaler, toutefois, la fragilité dos DNP-glycocolle, thréonine et pro-

lino à l'hydrolyse acide (PORTER ot SANGER) (84). Dans co cas, on effectue l'hy

drolyse on tube scellé à Ioooc, pendant 4 heures, pa.r 11acido chlorhydrique 1112 

! redi still o dans un appareil on verre (ACHER et LAUIULA.) ( 85) • 

3- !s~lomont du DNP-nmino-acido terminal 1 Le DNP-nmino-acide terminal est séparé -----------------
par extraction à l'éther do l'hydrolysat dilué quatre fois par do 11enu distillée 

dans uno petite ampoule à ducantcr (*)• 

(*) Dnns le cas dos DNP-cystéine et môthionino, il est nécessa.iro d'utiliser un éther 
privé do peroxydes, par rodistillntion sur sulfnto ferreux. 
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Une ou doux~ctions suffisent, on gunürnl, à extraire la totnlitJ des DNP-nnüno-

L 1 extrni t Jthéré contient, outre les DNP-amino-o.cides, du dini trophénol (m:œ-oH) 

qui se forme à ln fois nu cours do ln dinitroph6.nylntion et nu cours do l'hydro-

lyso. Cet nrtéfact ost éliminé par sublimation (hiTLLS) (86) 1 l'extrait éthéré ost 

évnpor6 à sec dans un petit ballon rond à col rodé extérieurement ; à ce rodage 

s'adapte un bouchon à double paroi, formant rJfrigérnnt et muni d'une tubulure 

latérale reliée à uno pompe à vide à palettes (Fig. 7). Le petit ballon ost plong6 

dans un bain-mario à 70°C et le ruservoir ost garni d'un mélange réfrigérant qu'on 

change do temps à autre. La sublimation du DNP-OH ost, on général, complète on 

1 h.30 à 2 heures. 

4- fdontification des DNP-nnino-ncides a L'identification dos DNP-nrndno-o.cidos éthéro------------------
solubles so fait par chroml~togrnphie bidimcnsioru1elle sur papior \~tmnn n° 1 à 

2ooc. Ln qunntit6 do chnquo DNP-ru:ùno-ncido doit atro infJricuro à 30 f"g• 
\\ 

En pre1nèro dimension, on effectue une chroontogrnphio ascendante ilik1s lo système 

de BISER.TE et OSTEUX (87) modifié par LEVY (88) : 

-Toluène 5 

- Fyridino I,5 

- MOnochlorhyùrine du glycol 3 

- Ar..r.mninque 018!! 3 (**) 

Le solvant est pr6pnrll 5 à 6 heures o.vnnt 1' emploi. La chro!'!ntogrnphie est roali

séo dans une cuvo on verre (30x30x60cc environ), fermée par une plo.quo de verre 

(Fig. 8). Dn.ns lo fond do la cuve, sont disposés, concontriquOt:tont, doux 

(**) 

Ln DNP-nrginino ct 1' a.-DNP-histidino sont 
phaso o.quouso. 

!r:rJOninq ue 0, 8 !:! a O.r:T.lonio.quo à 22 ° B0 

onu distillée q.s.p. 

solubles dans l'eau ct rostont dans lo 

57r.ù 
1 litre 
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crj.stallisoirs do to.illo ùiff .Sronto : le cristallisoir central est gc.rni dt a.rœao-

nio.que 0,8 li ; lo. fouillo à chrorntographie, onroulJ() sous forrJo d'un cylindre, 

ost plo.céo dans 1 1espo.co annulo.ire,ùeux heures o.u noins avant lo. uise en routo 

do la chro~ntogrnphie ; à ce noncnt, la phnse supérieure du solvant est filtrée 

ot vorsoo rapidement do.ns l'espace annulaire, o.u noyon d'un entonnoir à longue 

tubulure. La chrono.togro.phie est effectuSo à l'obscurité, à uno tenpurature do 

20°C et pondant une ùuréo do 15 heures. 

Pour obtenir une bonne résolution chrornntographique dos DNP-arxino-acidcs par 

cotte technique, il est nécessaire do disposer d'une cuve parfo.itonent ~tanche, 

consta.r.u.1ont so.turoo on o.r..ll!lonio.que o, 8 li et en solvant. 

Après chrocatographie dans ce systèce solvant, los fouilles sont séchées à 

l'obscurité, sous courant d'air chaud, pondant 24 heures. 

On effectua alors uno seconde chrorntogro.phie, descendante cotte fois, à 20°C, 

pondant 9 heures, dans un tnnpon phosphate 1,5 M de pH 6. 

(i<-) 

H20 q.s.p. IOO ol 

Sur los chrornntogro.rJOOs effectués do.ns ces candi ti ons, lo. réparti ti on des D~ 

o.rJino-o.cidos se fait coi:Do dans lo. Fig. 9 (*) • 

Lo. DNP-proline donne lieu, à l'hydrolyse acide, à la forr.ntion d 1artéfacts qui 
on rendent l'identification délicate. Sous l'action dos agents hydrolytiques, 
il Y aurait ouverture du cyclo pyrrolidine et forcation d'acide S-chloro-a.-DHP
aoino-valérique et d'o.cide a-chloro-S-D~no-vnlériquo : 

Clt-CH CH CH CH -
1 2 1 2 1 2- 1 2 1 2 

~ :><:: - COOH HCl ) CIL~ Cl ml CH - COOH ou ~Nil 

1/ '1 2 1 1 1 
DNP DNP DNP 

(SAUTIERE 1 expériences non publiées) (Voir Pïg. IO). 

CH2 
l 
CH- COOH 
l 
Cl 



Figure 7 

Sché~ de l 1nppureil utilisé 
pour l 1 élininntion du 2,4-
dini trophénol (HOLLEMAN) 

Vers 

lt \l'ide. 
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Figure 8 

Schém d'une cuvo à chromatogrnphio 
nscendnnte des DNB-ncides dans le système 
"toluène" de LEVY · 

Réservoir centrnl 1 NH40H o,a !!• 
Réservoir annulniro 1 phnsc supérieure du 
systène. 

Toluène 30 
Uonochlorhyd.rine du glycol !8 
Pyridine 9 
NH40H 018! !8 

Ln feuilb do papier chromtogrnphiq\Ïl. (1fl:.a.tœ.n 
nol) enroulée sous forue d'un cylindre, 
plonge dnns le solvant de 1' espnce nnnu
lnire (point de départ à 4 cm tù.nii!IUr.l de 
ln surfnce du solvant). 



Toluène 

\\ 

Figure 9 
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IBT\ 
~ 

Sch&ma de chromntograrnne bidimensionnel des dinitrophényl-noino-acides dans les 
solvants de LEVY 

Ièro diraension toluène-Monochlorhydrina du glycol-Pyridine-NH40H 0,8!! 
(5 1 3 : I,5 s 3) 

2èmo dir.1ension a tampon phosphate do sodiur.t I, 5 1:! do pH 6. 

l'~·JP-OH = 2,4 dinitrophénol DNP-NHz = 214 dinitro.niline 
Di-DN:P-Lys = di-DNP-lysine Di-DNP-Tyr = di-DNP-0 1N-Tyrosino 

Di-DNP-Dia = Acide di-DNP-omdnobutyrique 

Les autres dérivés dinitrophénylés sont notés sur le schéma. cor.tne les acides 
aninés correspondants (Ex : As~-NH2 - DNP-Aspo.ragine) 
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Toluène 

Phe 
0 ""0 

2. .i·DNPOH 
:J' 

a• 0 
(l' 

Leu QAia "'0 
0 :I 

Val • Orh,.. (:l -Pro co 

\\ 

Figure IO 

Etude des produits de décomposition de la DNP-prolino à l'hydrolyse acide 
(HCl 516 li à IOO-I05°C pondant 24 h. on tube scellé) 

SchUI.n de chror.ntographio bidir.tonsionnollo dans los systèoos solvants do 
LEVY 

Sur le schéma, los dinitrophJnyl-nr.tino-acidos sont notés co~e les acidos 
nminus correspondants (Ex 1 Al.o. = DNP-Alanine) 

En noir, 

En blanc 

la DNP-proline et los produits de docooposition de la DNP-proline.l 
DNP-OH (2 14-Dinitrophunol) 
I et 2. 1 tn.chos corrospondo.nt à 1 'acide & -chloro-0-DNP-ar.rl.no

valuriquo ct à lhcido tf -DNP-oni.no-<X.-chloro-vo.lorique. 
: DNP-anino-acidos do référence. 
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Lo repérage des taches DNP-noino-acities ost facile, grace à ln coloration jaune de 

cos substances. On pout augmenter la sensibilité tiu repérage, en effectuant celui-

ci on lw:ùèro de WOOD : les DNP-nuino-ncitios se pr0sontont alors sous foroe do 

taches de colorations vnrinnt du brun nu violot. 

Ln réaction do condensation est effectuée sur le peptide acétylé. 

L1ncétylntion do ln pol~ne a été offoctuéo dans los conditions suivantes a 

50 mg do sulfate do polymyxine B sont dissous duns 4 ml do NaOH li ; à cetto 

solution sont ajoutés, alternativement ct par petites portions, 1 ml d1nnhydrido ncé-

tique et 5 ml do NnOH 2!• Il se forme un précipité qu'on isole par centrifugation et 

qu'on lnvo à l'eau distillée. 

La pol~ne ncétyléo est mise en solution dans 5 ml do méthanol et la solu-

tion obtenue est déposée régulièrement sur toute ln surface d 1uno feuille de papier 

Whntmnn n° I (I;a cm x. 28 cm) (FR.AENKEI.-CONRA.T) (89). Après séchage à 1 1 air libre, 

cotte fouille est découpée en bandelettes de 2 x. 4 cm qu'on enfile sur ln tige d'un 
\\, 

petit agitateur effilé. Cos bandelettes sont alors imprégnées d'une solution conte-

no.nt r 

SCNNH
4 

CH
3

COOH 

(CH3co)l0 

lOO mg 

!ml 

9 r.ù 

Elles sont ensuite onferoéos duns un récipient étanche on verre et placées pen-

da.nt 24 à 36 heures à 1' étuve à 37oc. Après séchage, lnvn.go soigneux au benzène con-~ 

tenant 5 p.IOO de pyridine, puis à l'éthrulol, et nouveau séchage, los b~dolettos 

sont impr~ées de HCl! /I et l'on rooet en vnso clos à l'~tuvo à 37°C, pondant 36 

heures. On sèche par un courant d'air chaud ct 11on extrait los thiohyda.ntornos par 

un méla.ngo à parties égnlos d'éthanol ot d1 éthor. Après évaporation tiu solvant, los 
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thiohydantoincs sont identifiées pnr chromatographie bidinensionnello sur pnpicr 

Wlmtr:10.n n° I dans les sy:t.èues DAUTREVAUX: ct DISERTE (90). 

Ière dincnsion alcool isonnyliquo saturJ d 1 onu (I5 h. à 20 oc) ; 

2èno dinonsion benzène/aciùo ncutique/enu (1:1:1) (5 à 6 h. à 2ooc, 

d~-veloppeï.lent de 30 co au uoins). 

La révélation se fait 

1- pur l'observation on luuièro do VOOD (fluorosconco bruno pour la tyrosine ct le 

tryptopha.nne) ; 

2- par le réactif phosphotungstiquo do FOLIN ot DENIS et les vapeurs d' ar.nonio.que 

(tcchos bleues pour ln plupnrt dos thiohydnntoinos, vertes pour la tyrosine et lo 

tryptophrumo) ; 

3- par le réactif do GROTE (9I) : co réactif est constitué pnr le mélange à parties 

égales, effectué extonporanŒ1ent, do 

I - Nitroprussinto do sodium 

Chlorhydrate d'hytlroxylruni.uo 
''. 

Bicarbonate de sodium 

En.u distillée 

0,5 g 

0,5 g 

1 g 

IO ml 

Après dissolution, on ajoute II gouttes de Broco on enlève l'excès do brone par 

barbotage d'air, on filtre ct on dilue à 25 ml. 

II - Solution aqueuse saturée de bicarbonate de sodium. 

Après pulvérisation du réactif et exposition du chromatogr~e à la vapeur d'un 

bain-marie bouillant, les thiohydantoines apparatssent sous forme de taches dont 

les colorations variées se codifient en fonction du temps. 

La Tableau VII ot la Fig. II ci-après résument los résultats obtenus. 

3 - ACIDES AUlNES T.EruviiNAUX DES POLD.IYXINES 

Nous avons appliqué à ln détermination dos extrémités N-torminnlos do la poly

tnyxine B la méthode aux DNP-o.mino-o.cidos do S.AN:TER. 
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TABLEAU VII 

Rp et colorations des thiohydantoines 

-·· 
~ dans ~ d.a.ns Colorations nvoc le réactif 1 o.lcool le benzène 

de GROTE isoo.mylique o.cide acétique 

Glycocolle 0,35 0,04 Violot brun 

Alanine 0,62 0,18 Blou virant nu violet 

Va lino 0,87 0,60 Blou 

Lou cino 0,87 0,76 Bleu 

Méthionine 0,83 0,58 Violet 
\\ 

Tyrosine 0,75 o,oo Oro.ngé virant au jnuno 

~Acide nspo.rtiquo o,oo o,oo Bleu virant nu violot 

'Aspo.ro.gine o,ro o,oo Bleu virant au violet 

Acide glutamique 0,2.5 o,oo Violot 

Tryptopho.nno 0,87 0,80 Vert jaune virant nu jaune so.le 

Lysine 0,87 0,16 Blou 

Thréonine 0,78 0,38 Vert virant au violot 

Phénylnla.nine 0,86 0,70 Brun violet virnnt a.u beige 

Histidine 0,2.0 o,oo Violet 
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Asp His 
eGly 

Tyr 

® 
~ 'Lys 

QI Al a c 
IQ} 

@Thr N 
c 
Q) 

!ll 
Met~Val 

Phe 
~ 

" @Leu 

Try~ 

~re II 

Schéma de chromatogramme bidimensionnel des 2-thiohydantoines 

!ère dime~sion 1 alcool isoa~lique saturé d'eau 
2ème dimension 1 benzène/acide acétique/eau (1 :111) 

Les thiohydantoines sor.t notées sur ce schéma co~e los acides aminés 
correspondants (Ala = 5-méthyl-2-thiobydantoine) 
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La polymyxine B est totalement dinitrophénylée dans les conditions habituelles 

(voir plus haut}. La DNP-polyr~ine obtenue, insoluble dans l'eau, est isolée par 

centrifugation du milieu réactionnel et lavage du culot à l'eau, à l'éthanol et à 

11 éther, 

Apr~s hydrolyse totale de la DNP-polymyxine, l'hydrolysat est extrait deux fois 

à 11éther. 

L'extrait éthéré, étudié par chromatographie bidimensionnelle sur papier (Voir 

plus haut}, ne nous a rJvélâ la présence d'aucun DNP-amino-ncide. 

Lo résidu aqueux a été étudia par chromatographie bidimensionnelle dans les 

solvants butanol/acido acétique et phénol (3 p.IOO d'ammoniaque). Les chromatogrammes 

obtenus montrent la présence, avant rJv~lation, d1une tache jauno virant au brun, par 

réaction avec la ninhydrino : il s'agit do l'acide ~DNP-dir~nobutyrique ; on note 

aussi l'apparition do la thr~oninc, do la leucine, de la phénylalanine et do l'acide 

a,odin.minobutyrique •. Cet n.cido a,odin.minobutyrique libro no disparatt pn.s après 

incûbation do l'hydrolysat avec la D-acidamino-déshydrogannse : il s'agit donc de 

l'acide L-a1o<iiaminobutyriquo. 

L'application de la rnJthode dos thiohydnntornes à la polyruyxine B ne nous a pas 

permis non plus do déceler une extrémité C-terminale. 

Ces rJsultats sont en accord avec ceux obtenus par HAUSMANN (92). 

De ces constatations, nous pouvons tirer les conclusions suivantes : 

1 - la polymyxine B ne possède ni extr~tJ N-terminale, ni extr~té C-terminale 1 · 

on peut donc lui assigner une structure cyclopeptiùique. 

2 - 11hydrolyso de la DNP-polyrnyxino B libère do l'acide a,~inrninobutyrique libre ; 

cet acide ~n~ ne peut provenir de l'hydrolyse de l'acide ~DNP-diaminobutyrique 

car l'hydrolyse acide dos DNP-amino-acidcs donne lieu à la forcation d1un acide-

. alcool et de di ni tranilino • Le groupement 0~ ùo 1' un des acides L-a,~iamino

butyrique n'est donc pas substituablo par le DNFB et nous avions ~s l'hypothèse 

que, dans la pol~ine B, cette fonction était acidifiée par la fonction 
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carboxylique do l'acide gras. Nous verrons qu'il n'en est rien, puisgu'en rénli-

té, l'acide gras ost supportu par 1 1ncido ~,~incdnobutyrigue (Voir plus loi~ 

Dos résultats analogues ont ota obtenus pnr BELL pour la polYL~ne D t cet 

nutour ~ot l'hypothèse d'une structure cyclopoptidiquo (93). 

B- ETUDE DE L'ENCHAINELIENT PEPriDIQUE 

L'~tude d'une s~uence peptidiquo est effectuée par des sicplitications 

progressives du substrat en fragocnts plus petits. Ces fragr~nts peptidiques sont 

suparJs pnr dos techniques appropriées do fractionneuont ; ils sont ensuite soit 

siupli,fiés à nouvonu1 soit étudios dirocte1:10nt. 

Schér..ntiquement, lo peptide A-B-C-D-Fr-F sora souuis à une ffi'ùrolyse par

tielle qui libèrera. des acides nriln~s (A, B, c, ••• ) des dipoptidos (~B, B-C, C-D ••• ~ 

des tripoptidos (~B-C, 3-C-D, ••• ), dos tétrapoptidos, etc ••• Après fractionneuent 

du JJJlango peptiùiqua obtenu, clk~uo peptide isola sera étudié du point do vuo de sa 

couposition ot ùo ses acides ar.ù.n6s terr.ùnaux. On obtienclra, par exot:lplo a 

1 ,, - A-(B,C) (*) 

2- B-C 

3- (c,n,E)-F 

4- (D,E)-F 

5- F-G 

6- E-(F,G) 

L'nsseublago des diffJrentes séquencos partielles obtenues, peroet alors 

d'établir 1' enchntnorJont pepticliquo ùu substrat • 

{*) Nous utilisons los notations de SANZER {94) • Par convention, les a.mino-acides 
sont écrits dans 1' orùro ùe leur onchatneLlCnt, en coa.Icnçc.nt pnr lêur extrétù. té 
N-terminale ; si la séquence exacte est connue, ils sont séparés les uns des au
tres par un tiret ; sinon, ils sont s~~arés par une virgule ot la zone correspon
dante dans la chntne poptidiquo est isol6o entra des parenthèses, 
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1 - HYDROLYSE P~iRTIELLE DES POLYPEPrmES 

L'hydrolyse ~~rtielle des polypeptides et des protéines peut ~tre r~ 

liséo do doux r~èros : soit par l'action oJnagée dos acides, soit pnr l'action de~ 

prot Oinas os. 

a) Principe des ~éthodcs 

a) ,!!y.Q.r.2_l.I,s~ .E,O..!,tiell.2. .!!:_cid.2, 1 On pourra opérer dans des conditions identiques 

à celles de l'hydrolyse totalo, rJais on codifiant un ou plusieurs facteurs de l'hy-. 

drolyse, cor:JOe la ter.tpératuro, la "force" de l'acide ou la durue do l'hydrolyse. 

Coooe l'obtention d'un noobro relativement faible do pcvtides différents èst rocher-

chéo, on aura intér8t à effectuer l'hydrolyse à la plus faible vitesse possible, de 

façon à pouvoir d~~cn.unor la durée d'hydrolyse la plus favorable. 

Los principaux ro~rochos qu'on puisse fon.rulor contre co typo d'hydrolyse 

sont do doux ordres : tout d'abord, au cours de cotte epuration, il se forne un très 

grand noobrc do petits peptides (di, tri- ou tOtrapcptidos), ce qui ost très dofavo

'' rablo à l'étude do la s&quonco dos polypeptides de poids ooléculaire élovo ; on 

second lieu, 11hydrolyso acide n'est pas suffis~~ent sélective. On pourra, cortes, 

noter la résistance relative des liaisons pcptidiquos auxquelles la leucine ou la 

valine participent par leur fonction Cl.-al:tinéo (SYIDE) (95) ; on pourra de tt3lùe notez 

au contrn.iro, lo. fragilité des liaisons N-thréonine et N-sérine (DESNUELLE et CliSAL) 

(96). 

Au cours de cotte action de l'acide, la nature dos licdsons peptidiques semble 

conditionner, dans uno certaine oosure, leur rupture ; leur position dans la chatno 

Peptiùique a, au contraire, pou ù'ir.rportance, co qui se conçoit aisœtent, si on 

considère los faibles dinensions de l'ion H+, capable d1aborder facileoent tous les 

points do la cha!ne pc~tidiquo. 
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On pout, cepond~1t, signaler doux méthodes d'hydrolyse acide préférentielle 

1- Hydrolyse ménagéo par los acides ~ilués {HCl! /IO, so4H2 N /IO) qui permet la 

libération préférentielle do l'acide aspartique {PARTRIDGE) {97). 

• 
~Hydrolyse préférentielle do DESNUELLE et BONJOUR (98). Cotte technique exploite 

la particulière frngilité des liaisons N-thréonino et N-sérine à lthydrolyso 

acide. 

Pnr traitement à l'acide sulfurique concentré, la liaison CO-NH-thréonino ost 

transposée en une liaison ester -C0-0-thréonine, suivant la réaction suivante : 

••• CO- NH - CH - CO - NH ••• CO H
2
N- CH- CO - NH 

" 1 

••• 
1 

HO-C-H 

1 
-------7 0 -C-H 

1 
c~ CH3 

• •• 

Une hydrolyse acide dans dos conditions particulièrement douces, permet l'hydro-

lyse spécifique de la liaison C - o. 

p) ,!!yi!_r.2_l.l:s.! .!n~!i!J.U.! a L'hydrolyse enzynntique présente à la fois une spé

'' cificité de nature et de position vis~vis do la liaison poptidique : elle sera 

donc toujours plus favorable quo l'hydrolyse acide, cnr elle libèrora un plus petit 

nombre do peptides différents, ce qui simplifiera énon~&nont le fractionnement ulté-

rieur ; chaque peptide libéré sera, d'autre part, quantitativement plus important, 

ce qui pormottra une étude avoc un matériel plus abondant. 

Los cnsymes omployôs sont la pcfsino, qui agit à un pH pptimum do I,8, la 

t~sine ct la ~trypsine qui agissent à un pH do 9, ot la subtilisino qui agit à 

pH 6,3. 

L'action de la pepsine porto principalement sur los liaisons peptidiquos impli

quant le groupement a-NH
2 

do la tyrosine, do la phéqylalanino, do la leucine ot do 

la VOlino {SAmER ot TUPI'Y) (99). 



-49-

La t~sino agit sur los liaisons dnns lesquelles la lysine ot l'arginino 50 

trouvent engagées par lour COOH (BEJlGt~r et ROSS) (lOO). 

La chymot~sine est spécifique dos liaisons où la phénylalanine, la tyrosine, 

le tryptophn.nne et lo. méthionine sont cng~~g.Js po.r leur COOH (BERGA-.IANN ot FRUTON) (IOI) .. 

b) Application expérimentale à la polymyxine B 

Les enzymes protéolytiques se sont rév~l~s absolument inactifs vis-à-vis de la 

pol~no B J on verra d'ailleurs qu'on no retrouve dnns la pol~ne aucune des 

spécificités d'action do la pepsine, do la t~sino ou do la chyrnot~sino. Far con-

tre, la polyqyxino B est caractérisée par une sensibilité particulière à l'action des 

agents hydrolytiques acides. Nous avons ess~é trois types d'hydrolyse acide : 

a) J!Y.droll':,S~ !!:,cid_! à !,ofl~r_Hfl_5.J..6_N ' La polyrnyxino (IO mg) dissoute daru:; 

IO tù do HCl 5,6! ost portée à l'ébullition sous rSfrigérnnt à reflux; des prélè-

vemonts do 1 ml sont effectués toutes les trento minutes. 

Ces hydrolysnts, après dilution à l'eau distillée, sont dessalés par passage 
\\ 

sur micro-colonne d 1knberlite IR 120. Les colonnes sont éluoos par l'ar.noniaque 2! ; 

los éluats, après évaporation à sec, sont repris dans 0,1 ml d'eau distillSe et étu-

di~s en électrophorèse (IO fAl) à pH 3,9 (Fig. !2). 

Ce typo d'hydrolyse ost trop brutal pour pouvoir ~tro appliqua à l'étude do la 

polyt.""JyXino ; on effet, la polymyxine ost pratiqumaent hydrolysée totalouent en 2. h.lt; 

déjà, on 30 minutes, la proportion des frnctions éloctrophorétiques correspondant à 

des peptides ost faiblo par rapport à celles constituées par des ariino-acides libres 

(N ot B). 

p) .!!Y.ùr,2_l~s.2. à 1.7!CJ>.2.,ndant_des_t~.l,2,S_c.2,urts 1 Los conditions d'hydrolyse sont 

los sui von tes 1 

50 mg do polyr:tyxino B sont dissous dnns 5 t:ù do HCl II12.!! et la solution obte-

nuo ost portée à l'étuve à 37°C. Des prélèvoucnts do 1 ml effectués au bout de temps 
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JJ/A 

Figure 12. 

Etude do l'hydrolyse partielle do la polyqyxine B par l'acide 
chlorhydrique 5,6 li à l'ébullition 

e 

Schéma d'électrophorèse à pH 3,9 dos produits d 1hydrolyse (130 volts, 20 mA, 9 h) 

N = acides arudnés et peptides noutros 
Dia = acido a,~-diacinobutyriquo 

1) Ténoin polymyxino B avant hydrolyse 
2) Izy-drolyso do 30 ci.nutcs 
3) Hydrolyse do I h. 
4) Hydrolyse do I h.30 
5) nydrolyso do 2 h. 
6) Hydrolyse de 2. h.30 
7) Témoin o.cido a,~nmdnobutyriquo 
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détonJinés sont alors dilués nvoc 4 r.ù d 1 onu distillJe et évaporés à sec, sous pres~ 

sion r~~uite. Le résidu sec est repris dans 0,5 ml d 1eau distillée et étudié en 

électrophorèse (IO ~1) à pH 3,9 (Fig. !3). 

L'étude de 11hydrolysat pendant I heure est intéressante : si les fractions 

basiques sont quasiment inséparables par chromatographie sur papier, la fraction 

neutre se révèle, par contre, extr~1:~ement homogène et ne donne qu'une seule tache 

par chromatographie bidimensionnelle. Après hydrolyse, on ne peut identifier quo 

l'acide a,~diarninobutyrique. Nous retrouverons co composé neutre en électrophorèse 

au cours d'autres fractionnements ; nous verrons qu'il est constitué par l'alrlide do 

l'acide gras et do l'acide D-diaminobutyrigue. Il est cependant intéressant de 

signaler, dès à présent, que co composé ot, on général, tous les composés du m~me 

genre comprennnt l'acide gras, ne se retrouvent que dans los hydrolysnts à 3?°C. Le 

composé est, d 1nutre part, l'un dos premiers à ~tro libérés au cours do l'hydrolyse 

acide. 

~) .ll.Y.!!.r.2.l~s.2.,! J70C...v.en,in:!!,t_d~s_to:-œ,s_l.2.n.&.s : L'hydrolyse partielle est effec

tuée sur 200 mg do polymyxine B par 20 ml de HCl II,2 N à 37°C (pondant 6 jours). A 

la fin do l'hydrolyse, l'acide chlorhydrique ost soignouseffient éliminé par évapora

tion sous pression réduite. 

Ln chromatographie bidimensionnelle et l'électrochromatogrnphie d'une partie 

aliquote de l'hydrolysat présentent les aspects suivants reproduits dans los Fig. 

14 et 15. 

~ ) l!Y.dr.2,l~S.2,l?,référ.2,n!,iolle_d.2, ,!a_linis.2,n_thr,!on_in_e : Ln polymyxine B conte

nant dans sn molécule doux résidus do thréonine, il était intéressant d'étudier ln 

constitution dos peptides libJros dans co type d'hydrolyse spécifique. 

50 mg de polytqyxine B sont mis en suspension dans 2 ol. d 1 éthanol absolu ; à 

ce nélango prénlnblooont refroidi à -20°C, on ajoute alors, petit à petit, 20 ml 
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Figure !3 

Etude de 1 t hydrolysa do la polymyxine B pendo.nt des temps courts 
(HCl II 12 li à 37°C - hydrolyse do I à 24 h.) 

Schéoa dtélactrophorèso à pH 3,9 (130 volts, 30 ~, 9 h.) des 
produits d'hydrolyse do la polymyxine après des temps 

do I h. sur la bnndo no I 
2 h. sur la bande n° 2 
5 h. sur la bo.ndo n° 3 
8 h. sur ln bo.ndo n° 4 

24 h. sur la bande n° 5 
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Figure I4 

Etude de l'hydrolyse po.rtielle de la. polyrJYXi.no B pn.r l'acide 
chlorlzydrique II12!, pendant 6 jours à. 37°0 
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Sch~ du chrocatograurJe bidioensionnel des produits d'hydrolyse : 

Ière diuension buto.nol/o.cide o.cétique/eo.u (4:1:5) 
2èue dinension : phénol saturé d1eau en o.tnosphèro 

o.r.nonio.co.lo 3 p.IOO et en présence 
de HCN. 

Abrévio.tions (Voir Figure no 6) 
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e 

Etude de 1 'hydrolysa po.rtiolla do la. polyr;1yx:ine B pa.r 1 'acide chlorhydrique 
II 12 ! pondant 6 jours à 37°0 

Sch~ d1 éloctrochrornntograr~e des produits d'hydrolyse 

Ière diuension 1 électrophorèse à pH 3,9 (1~0 volts, 24 h.) t~on 
pyriùino/acide acétique/cau (30:100:4870) 

~G dir.1onsion : chrooo.togro.phio dans le systèJJO butanol/acide 
acétiquo/eau (4:Ia5) 
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d'acide sulfurique concantruqgalc~ent refroidi à -20°C. La tor.~érature tondant à 

s'~lovor au fur et à ncsuro do l'addition do 1 1acide, le mélange est refroidi conti-

nuollomcnt. Une fois 1' addition de 1' acide torr.ùnée, ln polymyxine se trouve cor.lplè

tcnont dissoute ; la solution ost alors lo.issuo à tcupvro.ture ntibio.nto pendant huit 

jours, en évitant touto trace d'hUI:lidité, Au bout do co tcops, ln solution acido est 

versée dans un grand volw:1c d 1 uthor anhydre radis tillé sur sodiUI:l, ct la poudre blan

che qui précipite est recueillie et lavée à l'éther par centrifugation. Lo précipité 

est constituo do la pol~ino Bayant subi la transposition C-N.~C-0. 

L'hydrolyse pRrtielle ost alors effectuée par l'acide chlorQydrique 516! à 

+ 20°C pendant 4 à 5 heures. 

L'étude électrophorutique d'un tel hydrolysnt partial ne oontre la présence que 

do doux fractions, uno fraction noutro et une fraction basique, 

Ln fr~ction basique ost hétérogène et non fractionnnblo par électrophorèse ou 

chror.ntogra.phie sur papi or ; ollo scr:1ble cousti tuéo d 1 au r.1oins deux gros peptides • 

Nous n'avons ~s poursuivi l'étude do tols hydrolysats ; co~o on le verra plus 

loin, coux-ci no pouvant apporter aucune précision supplŒJontaire sur la structure de 

ln pol~ne B. 

2 - FRACTIONNmlENT DES PEPI'IDES D'UN HYDROLYSAT PARTIEL 

Lo fractionnol!lOnt dos peptides est le problème lo plus ioportant et le 

plus délicat à résoudre do tous ceux qui so posent lors do ln dotorrnination des 

séquences peptidiques. Co problème ost tout d'abord fonction do ln conplcxito du 

I:lélongo de peptides ; un célange sinplo no nécessitera souvent quo l'application 

d'une. seule technique do frnctionner.lCnt, nais, dons le cas plus gooéral d1un mélange 

complexe provenant d'un hydrolysat partiel, il faudra avoir recours à l'onploi de 

Plusieurs techniques successives do s6parntion. La nnture, ln longueur des peptides 

interviennent cussi dnns lo choix des techniques. 
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Los difforontes toclmiques de fro.ctionnonent peuvent tltro clo.ssées en 

techniques primniros, d 1 applicatio~ très gm1oro.lo, ot en techniques secondaires, 

dont les npplicntions sont lir.ù téos, soit par ln to.illo, soit surtout pnr la nature

des poptidos sou.':lis nu fractionneuont. 

a) ~incipo dos néthodos de fro.ctionnenent 

- la chroLlo.togrophie de partage, 

1 1 oloctrophorèso, 

ln distribution à contre-courant, 

11 ochnngo d'ions. 

1- !!n_cl!,r.,2_~toR!.o..P.h.!..e_d..2, ,E_ll:r~~ a Le principe de cette Llothode do frnctionnenont 

ost t1o.intonnnt classique ; nous on avons vu los nodo.litos d1o.pplico.tion do.ns 

l'identifico.tion dos acides aminJs. La chrooatogro.phio do po.rto.go sur papier pout 

~tro utilisée p~Ur le fractionnot~nt des peptides oo.is l'o.pplication en est un 
#' 

pou plus délico.to. Il faut tout d'abord signaler uno plus fo.iblo sensibilité des 

peptides à ln révélation à ln ninhydrine, ce qui nécessite 1 1 ecploi de quantités 

plus inporto.ntos du oélango à séparer. Da plus, la rSsolution d1un oélo.nge de 

gros peptides est beaucoup coins bonne. 

Ainsi, on chrooatographio unidinonsionnello sur papier, il ost fréquent d'obser

ver dos effets de tro.tnoos do ln part dos gros peptides : coux-ci restont,en 

effet, rnssonblos aux environs du point do dépnrt et, seuls, los plus petits pep-

tidos donnent dos taches bien isol~~s. En chrorJo.togrnphio bidinonsionnello, la 

résolution est plus satisfo.iso.ute et les peptides dmmont lieu à des spots assez 

largos, unis assez souvent, los gros peptides se ro.ssonblont on plages diffuses, 

difficiles à d~lini ter. 
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Un problène, qui s o posa avec Wle acuitJ particulière, est celui de 1 'homogénéité 

des fractions récupérées en chroQntographio sur papier ; il arrive fréqueoment 

qu'Wle fraction soit honogène dans Wl solvant et ne révèle son hétorogJnéité que 

dans un autre solvant ou dans un nutro systène de frnctionne~nt d1 Wl principe 

nctteuent différent. C'est pourquoi il est rnroJJCmt possible d 1 effectuer ln sépa-

ration d'un rnélango corJplcxo de peptides nu noyon d 1uno seule technique de frno

tionncment. Il nrrivo aussi qu'Wlo fraction apparaisse h~térogène dans un solvant 

chromatograpbiqua alora·qu'elle a été récupérée après chromatographie séparativo 

dans le mSue solvn.nt. 

un champ électrique sont couramment utilisées pour séparer los substances polai-

res. Les acides aminés at los peptides peuvent ainsi ~tro séparés pnr olectropho-

rèse sur papier (WIELAND} (!02) (DUR.R.UM) (!03} (BISERTE} (104} • 

Cette tochniquo do fractionnement ne po~Jot pas ln séparation parfaite de tous 
\ 

los peptides d'un hydrolysat 1 coux-ci sont, en g&néral, séparés en Wl nombre 

très linito de fractions hétérogènes, qu'il sera nécessaire do fractionner à nou-

veau, suivant une technique diffJronte. 

La tochniquo du fractionnement élcctrophorétique constitue donc, surtout, Wle 

mothoùe do baso, destinée à sicplifior Wl oélnngo complexe do peptides. 

3- !i~t~i1ution à contre-courant 1 Cetto méthode repose sur los différences entre -----------
los coefficients do pnrtago dos divers constituants d'une série chirxique entre 

deux solvants pou ou pas oisciblos. 

L'nppnroillngo nutocntiquo nScossité par cette technique ost t8lhoureusement 

cocplexo (CRAIG} (!05}. Il cot~rond un nonbro plus ou ooins grand de cellules 

contonnnt un vol'IJI".lo donna de ln phnso la. plus dense du solvant, qui est équilibr4 
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~~r dos tonps ù 1agitntion et de dJcantntion successifs, avec ln phase la moins 

dense ; cotte phase provient d 1une orér~tion identique effectu6o dans la cellule 

ir:n:tooir:.ter.1ont préc&.lonte. La. dernière cellule d0cr.nto ln phase ln noins dense dan.,· 

un appareil collecteur do fraction. 

méthode de travail particulièrewent efficace au m~me titre que la distillation, 

la filtration, la cristallisation et ln chromatographie de partage. 

Les échangeurs d 1ions organiques synthétiques représentent, à l'heure actuelle, 

80 à 90 p.IOO des échangeurs on usage. Ils sont constitués pa.r une mn.cromolécule 

formant le support insoluble sur lequel sont fixés des radicaux polaires. 

Ln macromolécule ost préparée par polymérisation do monomères contenant une ou 

plusieurs liaisons conjuguées : le polymère le plus utilisé est le polystyrène. 

La polymérisation du styrène s'effectue simplement nu moyen d'un catalyseur d1 oxy-

dation {peroxydes o~ganiquos) suivant la. réaction 
-, .. -Cil~ -C.H -'th.-

''\ 

6 9.-Œ,- © 
La chntno linéaire obtenue, quand ello est substituée par dos radicaux polaires, 

conduit à un composé soluble dans l'eau. Il n'en ost plus do mSmo si on a, au pr6-

alnble, "réticulé" la chntne polystyrène au moyen d'une substance réticulo.nte, 

copolymérisnble, qui sera, par exemple, le divinylbenzène {Sch~ IV). 

Lo pourcon~~go de divinylbenzèno ajouté déterminera la formation d'un plus ou 

moins grand nombre do liaisons croisSes, donc un certain degré do réticulation. 

Co dogré do réticulation influera directement sur los propriJtés physiques du 

copolymère substitué a le gonflement dans 1 1en.u, donc ln porosité, po.r oxemple 1 

est d'au~~nt plus faible que ln réticulation est plus poussée. 
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SCHEMA. IV 

Polynérisntion réticulonto du styrène nvoc du divinylbcnzène 
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Sur co support insoluble, sont fixés divers radicaux polnires, différents suivant 

le rele quo sera nppeléo à jouer ln r~sino. 

Dnns lo ens des résines à 0changes d1cnions, le rndicnl polaire ost, en génornl1 

un rndicnl nr.1iné. Los résines à. échü.l1gos do entions possèdent, nu contraire, un 

rndical polaire ncido : carboxylique pour los résines à échnnge de entions faible-

nent acides, sulfoné pour los rus ines fortor.1ent acides. 

Fonctionnenent des résines 

a) Equilibre:Schémo.tiqueuont, les rSsines à échange d 1ions fonctionnent solon · 

les rooctions suivantes 1 

RSsines à échange de cations a 

Rusinos à échnngo d'anions 1 

La fixation dos ions sur un échangeur est donc une réaction r~>Vorsible. Pour une 

résine à échange de entions, la réaction pourra s'écrire 1 

< 
d'où ln constante d'6quilibre 1 

~ ot ~étant 11nctivito des ions en présence, C leur concentration ot ~leur 

coefficient d'activité. 

Soit Co ln concentration initiale en ion M+; à 1 1 6quilibro Co-C ions M+ auront 

étô échangés nvoc a+. 

K - _Q_ • 'ltt+ 
- Co-C " '0}{+ 

(2) 
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Lo rapport~ ost npproximntiveoont égal à l'unito et peut donc s'éliminer dnns 
~ 

le ens d'échange entre ions de m~me valence. 

K- C -~- n 
- Co- C - I:C7CO - 1 - a 

a représente le coefficient d'échange de M+ vis-à-vis de g+. 

b) Fhcteurs de l'équilibre 1 

l'on augmente la proportion de l'un des ions dans la solution, l'équilibra évo-

luera dans le sens de ln disparition de cet ion, c'est-à-dire dans le sens do la 

fixation de cet ion par la rosino. 

Do meme, si on élimine, pn.r exomple, le composant M'*' du milieu rénctionnel, 

11 6quilibro évoluera dans lo sons do la disparition de l'autre ion, par fixation 

sur ln résino : c'est ce qui se passe dru1s l'on~loi dos colonnes, où lo composant 

ll ..,.., olué par uno solution de concentration définie en N .,.., est éliminé au bas do 
\ 

la colormo, au fur et à mesure do son élution : celle-ci sera donc totale. 

d log K Â H 
d T = RT2 

. AH . , t l . ( , . ) d log Kp 
s~~ , la vnriat~on don ha p~e,ost positive olution endotho~quo . dT 

som, lui aussi, positif et K, ln constante do l'équilibre, variera dans le m0me 

sons que ln température. 

Cette influence de la température sur la constante d'équilibre percottra, par 

oxomple, l'olution de cocposés fortoQent adsorbés sur uno rosine en opérant à une 

temporaturo plus élovée. 

3 - Influonco du pH 1 Dons lo fonctionnement des échangeurs, lo pH j ouo --------
son ralo do doux manières différentes. 



Prenons la ens d'une résine sulfonée R - so3H a 

Uno diminution do pH dnns la solution, provoquera donc l'augmentation des ions Na+ 

rutns la solution, donc 11 élution de la résion des ions Na+ qui y étniont fixés. 

Nous en verrons plus loin l'application dans la régénération des résines cationi-

ques. 

D'cutre part, qunnd les substances en solution, en contact avec la résine sont dos 

composés amphotères, leur ioxrisation s'effectue dans un sens ou dans 11autro, sui-

vnnt le pH : vis-à-vis d'une résine _à échange de cations, cos composés no se trou-

vont à l'~tat de entions qu'en dessous de leur point isoéloctriquo a si donc on 

mot en contact avec une résine à échange do cations, une solution alcaline de 

divers composés amphotères et qu'on diminue progrossivoment lo pH, cos divers com-

posus vont s'ioniser successivement et entrer, do ca fait, en équilibre avec la 

\ 
résine. Inversement, nous on verrons l'application plus loin, on peut éluer séleo-

tivement des composés amphotères fixés sur une résine à échcnge de cations, au 

moyen d'une solution ionique de pH croissant. 

a) les radicaux polaires peuvent ~tro différents, indépendamment do la distinction 

que nous avons faite entre los résines à échange d'anions et à échange de 

entions. Nous avons vu quo, dans le premier type de résines, le radical polaire 

était un radical aminé. Dans le second type, ce radical est un radical acide ; 

co peut $tro un radical carboxylique dnns les rJsinos faiblement acides, qui ne 

fonctionnent qu'à un pH alcalin compris entre 7 et !4 (ces résines se trouvent 

toujours sous leur forme COOH en milieu acide) ; co pout Stro aussi un radical 

aulfoné dans les résines fortement acides : ces résines peuvent alors fonction-

nor à toutes zones do pH (0 à !4). 
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Lo choix do l'un de ces typos de résine est, avant tout, fonction de la nature 

des peptides à séparer. Alors quo les poptidos acides (surtout los peptides à 

acide cystéique) seront séparés sur une résino à échange d 1nnions, les peptides 

neutres ou basiques seront séparés sur une rosine à échange de cations fortement 

acido. Les protéines do faible poids moléculaire (ribonuclanse) pourront atre 

fractionnées sur une résine faiblement acide (A~berlito IRC 50) (HIRS, MOORE et 

STEIN) (106). 

b) le pourcentage de liaisons croisées jouo souvent un grand relo. 

La réticulation du polystyrène par le divinylbonzène a pour effet de provoquer 

une torsion dos chatnes polystyrène, torsion d'autant plus importante qu'il y a 

plus de liaisons croisJes : de ce fait, un certain nombre do radicaux polaires 

do la rSsino se trouvent inaccessibles par suite d'empachements stériques, d'où 

diluinutiun de la. "capacité" do la résine. La réticulation a., d'autre part, pour 

effet do diminuer le gonflouent clo la résine dans 1' eau, d'où dirainution do la 

porosité : los col écules 11enconbrantes", con1e les gros peptiùes ne pourront 

donc ~tro fixés. Le choix J'une rosine à pourcentage donné de liaisons croisées 

est donc icportnnt. La chrorJa.tographio dos acides nrxinés requiert l'usage d'une 

résine à 8 p.IOO do liaisons croisées ; la chrocatographio dca peptides, au 
' 

contraire, nécessitera un coupronis entro la sélectivité ct la ccpacité (HIRS, 

UOORE ot STEIN) (107). 

c) Enfin, la dincnsion dos grains do l'échangeur est tr~s importante, cnr elle 

influe directenont sur. la. vitesse dücoulenent de colonne; nous avons toujours 

supposé, jusqu'ici, que l'équilibre entre substpJlces dissoutes et substances 

fixées était r6alisé en tout point de la colonne : en cas d'écoulement rapide, 

cet 6quilibre no pourra atre réalisô que pour los substruncos à fort coefficient 

d'6changc. On pout ainsi f~ire jouor aux rJsinos à gros grains le r8le d'un 
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"tamis moléculaire" : ainsi 1 1 k~berlite IR 120 pulvérisoe en grains de O,J à 

0,5 oo de diaoètre, fixe les aciùes w:~inés et peptides, mais est incapable de 

retenir les gros polypeptides et les protéines (P~~TRIDGE) (108). 

Invcrseuent, 1 1ouploi d 1une rusino à grains fins (300 à 400) sera peut-etro 

favorable au bon fvnctionncracnt de la résine, cais la lentour excessive do 

l'écoulement sera souvent nJfasto à cause des diffusions qui pourront so pro-

duire. Enfin, 11ogploi d 1une résine hétérogèno qunnt à la taille des différents 

grainS, conduit à des distorsions et à des irrégularités au cours de la chroma

tographie sur échangeurs d'ions. 

Application dos résines à échange d 1 ions 

Los résines à éch~ngo d'ions permettent de rôsoudre un certain nombre de problè

nes, principalcncnt celui du fractionneu~nt de peptides ou d'acides ~inés. Elles 

sont égaleucnt très précieuses pour la da.1inéralisation ou dcsso.lago de liquides 

biologiques et dos ~olysats protéiques. 

1) Dessalage d'une solution d'acides nninJs ou de peptides : Cotte solution 

peut consister, par exemple, en un liquide biologique contenant, en solution, 

outre des subs~~ces orgruniques polaires, cor.I1le des ar.dno-acidos ou des peptides, 

dos sols winérnux, des substances npolniros couee des glucides. Il peut aussi 

s 1agir d1un ~drolysat poptidiquo, total ou partiel, obtenu par action d'un acido 

fort (HCl, HBr, so
4

HZ) ou ù 1uno base forte (Ba(OH)
2
). Lo problège consiste à obtG

nir une solution contenant oxclusivegent les acides nrrdnos et les peptides. La 

méthode la. plus simple consiste à foire passer la solution sur une colonne de 

r6sine à ocha.ngo ùe cations f'orter,lent acide (Ar.lberli to IR 120) : au cours do cette 

oporation, seuls les cations soront fixés p~r la résine ; los rurlons (Cl-, Br-, 

so4-) non retenus, sont élilllinos o.u bas de la colonne. Après lavage soigneux do 

la. colonne, il suffit alors d'uluor séloct~vcment los acides ~ùnés et les 
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peptides pnr un cation dont l'nffixuto vis-à-vis do ln résine sorn conpris cntro 

celle des acides ntrlnés ct peptides ct colles des ions minéraux fixés : on e~ploie 

on généro.l 1 une solution d1 ar.moninquo 2 }! qui élue les cor.1posés w:ùnés sans éluer 

los entions mn~rnux COU:lO Na+, K+, ca*. On obtient donc au bas do ln colonne, 

uno solution &TJonincnle d'acides o.uinU.s ot clo popticlos qu'il suffira d 1 évaporer à 

sec pour enlever l'o.r~oniaque. 

Cette opération do dcssnlogo d'une solution d'acides ar.rlnus ou de peptides est 

indisponsnblo avant 11 otudo ultérieure par chroco.togrnphio do partage. 

2) ApPlication dos résines nu fractionnement dos peptides a Dans ce domaine, 

doux typos g6nérnux de techniques peuvent atro utilisés : 

1 'analyse par déplacor.1ont (PARTIUOOE) 

l'cno.lyse par 'lution 

o.) Dans 1 1 analysa par déplncenent (PARTRIDGE) ( 109) 1 lo ctSlo.ngo d 1 ru:rl.no-
\ . 

ncidos ost fixé dans une zono restreinte située nu so~1ot de la colonne de résine. 

Lo. colonne est alors éluée par une solution éluo.nte cliluée (NH
4

0H ou HCl suivant 

qu'il s 1agit d1uno résine à écho.ngo de entions ou d'anions). 

Los divers acides ~nn6s sont ainsi élu~s par groupes, dons l'ordre de la valeur 

de lour p~ (COOH) (DAVIES) (IIO) ou de leur pK~ (NH
2

) (PlùtTRiroE ot BRIMLEY)(III)a 

c'est-à-dire quo les acides ~nés los plus acides sont olués les prer.liers dans le 

cas d 1une résine à échange de cations ; dans lo cas d'une résine à échange d'o.nio~ 

ils sont, o.u contraire, élués en fin d'opération. 

b) L'analyse pnr olution : L'analyse par olution1 telle qu'elle o. été préco-

nisée par MOORE ct STEIN (112) 1 porr.1et une résolution beaucoup plus complète, non 

seulocont dos acides ~nés, co.is aussi des peptides. Dnns cette technique, l'élu-

tion est rénlis6e, soit par une solution ch1orgydriquo de concentration croissante 

( I, 5 li ; 2, 5 li J 4 li ; •• • (1X>OR.E et STEIN) ( II3) ) t soit nu ooyen de to.mpons, 
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volntils (HII?S, HOORE et STEm) (II4) 1 ou non (UOORE et STEIN) (II5) de pH crois-

sants. Dnns ce dernier cas, les conposus les plus acides sont, en général, élués 

en preuior, puis les cot:lposés neutres et enfin les conposus bnsiques. Certains 

acides o.r.ùnus et peptides bnsiques sont, nuc.nr!loins' ùifficilor.tent uluus t::~algré 

l' nugi.lentntion du pH ; nussi est-on auoné à nuguontor ln tenpurnture do la colonne 

nu fur ct à mesure de l'élution, 

Dnns cotte t1Jtl1odo, on peut faire vnrier los conditions d'utilise ti on do ln rUsine 

suivnnt ln complexité ot ln nnture du oélnngo poptidiquo à sépnrcr. 

La chromntogrnphie des ncides nr.tinés et des peptides sem, on générnl, effectuée 

sur rosillO Dowex 50. Le frnctionnooent et ln purificntion des protéines peuvent 

atre abordés pnr 11enploi d'une résino à échange do cations faiblom~ent acide 

cor.r.to l 1.Ar.tborlite IRC 50 (purification de la ribonucléase) (IIIRS, MOORE et STEIN) 

(II6), 
\ 

Le degro do roticulation a WlO grande ir.1portnnco 1 nlors quo des sépn.rctions chro-

mntogrnphiques d'acides ezainos sout possibles nvoc dos résines à 8 et I2 p.IOO de 

liaisons croisées, ln séparation dos peptides n'est guère sntisfnisante avec de 

tell os rus ines ; il ost nucossnire d 1 employer des rus ines à 4 ou 2 p.100 de lini-

sons croisées, qui donnent dos zonos d 1 élution bien délimitoes. On adt~t que les 

peptides cornprennnt 10 à 20 rosidus dt OLlino-a.cides llO donnent lieu à do bonnes 

sépnrntions quo sur la résine à 2 p.100 de linisons croisées, alors que les pep-

tidos comprenant 5 à IO résidus peuvent Stre frnctionnus sur une résine à 4 p.IOO 

de linisoTlS croisées. 

p) !echni~u~s_s~c~n~nir~s a Ces méthodes secondaires do frnctionnonent ne por

tlottont la. sC-pa.ra.ti_on quo do ca.tégorios bion définies de peptides ou d 1 a.cides ani.nés; 

elle fnit, en générnl1 nppcl à des phénooènes d'adsorption (PROL~EOT et nl.) (117). 
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Ainsi l'alumine acide retient les acides aminés dicarbo~liques et les pepti-

dos acides, en solution aqueuse satur~e d 1hyùrogène sulfuré et neutralisée. L'élu

tian est effectuée par l 1acido chlorhydrique 2 N. 

Do marne, le gol de silice retient spécifiquement los bases hexoniquos et los 

peptides basiques on solution neutralisée. L'élution so fait alors par HCl! /IO. 

Enfin, lo charbon activé permet l'adsorption de tous les acides aminés aroma

tiques et dos peptides contenant cos acides audnés en solution aqueuse saturée d'hy-

drogèno sulfuré. L1 élution est effectuée par do l'eau satur6o d1acJtato d'éthyle et 

d'hydrogène sulfurJ. 

b) Techniques expérimontnlos appliguées à la polY9YXine B 

a) Ch.!:_o~to.s,r!!:,P,hi~ !.,U.!:, .:e,a.E,i~r : La séparation des peptides peut se faire par 

chromatographie unidimensionnelle. Dans co cas, il suffit do placer sur une ligne do 

départ un cer~~in nomh~e de gouttes de ln solution à étudier (3 à 4 cm de séparation 

ontro ch~uo goutte), tandis qu 1une goutte nettement isolée à chaque extrémité do la 

ligno servira do guido après révélation à la ninhydrine pour lo découpage dos zones 

sur le resto du chromatogramme. La quantité do chaque peptide à s~~arer ne doit pas, 

en g~éral, exc6ier 50~g dans chaque goutte appliquée au départ ; une chromatogr~ 

Phie préliminaire avec des doses croissantes de le solution à s6parer renseigne sur 

ln quantité optima. 

Une seule clœomatographio no suffit pas toujours à s~~aror parfaitemont un 

mélange complexe do peptides. Il est alors nécessaire do fractionner à nouveau chaque 

zone récupérée dans un autre solvant chromat.oJraphiquo. 

On pout aussi effectuer une chromatographie bidimensionnelle. Dans ce cas, on 

l'aaliso, parallèleMent, plusieurs chromo.togram:1cs bidimensionnels après séchage, 

l'un d 1 ontr'oux ost r~~ulo à la ninhydrine ct sert de guide ; los autres sont exrurni

nés on lumière da WOOD après un sujour de :lO mdnutes à 1' étuve à 100°C. 
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~cl quo soit lo chror.ntogralJ!.1c, los taches, après locn.lisc.tion, sont ducou-

pC~s et Jluuos par lnvn.go à l'onu. On pout découper los frngrJents do papier on petits 

corceaux et rucupJror les peptides pnr extraction à l'eau et centrifugr.tions succos-

sivos. Mnis il est préférable d1utiliscr los dispositifs sinples d1 élution décrits 

par COUSDEN (liB) (succion du papier r.1ouillo nu r.1oyon d'un tubo capillnire) ou DENT 

(119) (lavage chrorJn.togrnphique). Nous eoployons un dispositif dérivé do la tochni-

qua de DENT (DUMAZERT et coll.) (120). 

Le pnpior do chronatographie pour ln séparation dos peptides est le Whatman 

n° I. Los solvants sont, en général, les m~oes qua pour ln s~pnrn.tion des n.mino-

ncidos, c'est-à-dire le butnnol/acide acétique ou le phénol aqueux (3 p.IOO d'ammo-

nin.que + HCN). On peut aussi avoir recours au système butnnol/pyridine/acide ac6ti~ 

que/eau (30 1 6 s 20 : 24) (LI et coll.) (121). 

p) Elcctr.2.P,horèso_s,!;!!J>!!:P.io.!:, & Les séparations éloctrophorétiques do peptides 

sont effectuées dans un appareil à évaporation contrelée (l~CHEBOEUF et coll.) (122) 
\ 

qui permet d'obtenir dos taches peptidiques bien délirxitées. Nous utilisons du 

papier Archos 304 (28 x 40 co) et un systèmc-taL~on pyridine/acido acJtique/eau (30: 

lOO : 4870) de pH 3,9 (GRASSb~ ot coll.) (123) ; co systè~-taopon a l'avantage 

d1$tre volatil et ainsi de peructtro d'appliquer cette technique à la séparation dos 

Peptides • 

.Après avoir huuecté ln fouilla do papier au ooyen du tru:1pon et avoir laissé le 

pnpior et lo liquida s'Jquilibrer, on dépose le mélange poptidique à séparer sur une 

ligne de départ située du cato anodique. Une différence de potentiel de 130 volts 

(20 tll) est alors nppliquoo pondant 9 heures. La feuille de papier est ensuite 

séchée et une bande longitudinnle est découpée, qui servira de guide, après révéla-

tion pour la récupération des différentes zones. 

On pout associer l'électrophorèse et la chronatogrnphie de oanière à réaliser 

un frn.ctionner,tent bidimensionnel : 1' électrophorèse est effectuJo dans la Ière 
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dimension et une chromatographie dans le système butanoljacide acétique/ou butanol/ 

pyridine/acide acétique dans la lèmo dimension ; le papier est du Schloicher et 

SchUll no 2040 a ( 60 x 60 cm) • 

chapitre quo les modalités d1application aux peptides de la méthode de ~DORE et 
• 

STEIN (!~4). Ellos ne peuvent donner uno solution générale à tous los problèmes de 

séparation dos mélanges peptidiquos et nous avons été a.moné à modifier certains 

points en fonction dà substrat étudié. 

1- Prépnrntion do ln Résine : La résine Dowex 50 x 4 {4 p.IOO de liaisons 

croisées), obtenue par tnrrdsnge ontro les tnntis français 200 et 270, ost préparée 

suivant la technique de HIRS, 1IDORE et STEI?~ (125). lOO g do la r6sine sont ajoutés 

lentement, on agitnnt vigoureusement, à )00 ml de Na.OH 2 !• Quand la température du 

mélange cesse d'augmenter, on porto au bain-marie à 60-700C pendant 5 heures, on 

agitant. Après refroidissement et s~~imentation do la résine, le liquide surnageant 

est décanté ct la résine ost alors lavée doux fois par décantation avec 400 ml d1oau 

distilloo. 

La rôsine est à nouveau traitée par 300 ml de NaOH 2 !pendant une nuit, 

puis lav&e IO fois pnr dJcantation avec des portions de 300 ml d1 eau distillée. On 

transvase ln. résine dnns un entonnoir de BUchner ot on la lave à 1' onu distillée 

jusqu'à neutralité du filtrat. La résine est nlors traitée sur lo filtre par lOO ml 

do HCl 4 ~ ajoutés lentement et passant lontomont à travers ln résine, puis par 

800 ml do HCl 2! • Un lavage avec plusieurs litres d'cau distill6e, est enfin nécos-

Saire pour obtenir un filtrat neutre. 

2- Prépnrn.tion do la colonne : La résine est alors suspendue do.ns 250 ml 

de NH
4

oH 4!!, on agitant jusqu'à ce quo la température cosse d'augmenter, Après 

rofroidissonent, la résine est remise sur le filtre et lavée nvec 300 ~ d'eau dis-

tiU~e. Da.ns lo toops suivant, ln rosino est ta.r.tponn~>e à pH convonablo o.u moyen du 

:j 
,;! 

m 
,~ 

' 
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prorllor tnapon utilisé dons la chrorJatogrnphio ultériouro. Nous avons utilisé du 

tnnpon fon.ùntc d1o.r.noniuo!! /20 de pH 2,45 (tar.lpon A du tableau VIII). 

Environ 200 cl de ce tonpon sont fil tr~s lenteuont à travers lo ~tenu do 

rôsino : cella-ci est trnnsvnséo et cise en suspension dans 150 ul du m$rae tampon et 

le néla.ngo ost agité douc~4ent par intorLùttonce, pondant 2 heures, do façon à éli-

niner los bulles d 1air. La suspension est finalenent versée dcns un tube do verre de 

150 Cr.l do long et do 0,9 Cr.l de dio.r.tètro inturieur. L'extrœüté infJriouro affilée est 

gnrnie d'un ùisquo do plexiglas perforé, surconté d'un disque do toile do verre. Le 
.. 

romplissago ùe la. calonne est effectué selon la technique do t~ORE et STEIN (126), de 

façon à obtenir une colonne parfaiteuent homogène : la suspension de résine est sépa-

rée en cinq fractions de voluoo a.pproxir.ntiver.tent égo.l ; chaque fraction est alors 

~ersée avec précaution le long de la paroi intJrieure du tube : on accélère légère-

~ont la s6ùinenta.tion de la. résine en exerçant à 11 extréoitJ infôrieuro de la. colonn€ 

une dépression de l'ordre de IO à 15 en de uercure. Les fractions sont successive
\ 

Qent ajoutées quand la surface liquide n'est plus qu'à 3 0u 4 cc de la. résine et ceci 

jUsqu'à ce que la. hauteur totale de la résine a.ttoigno IIO cm. 

A la partie supérieure de la. colonne, on installe un dispositif d'alimen-

ta.tion on liquide d'olution sch&oatisé sur la Fig. 16, qui pernet, par le nélange 

successif des tarJPQns, d'obtenir un gradient de pH croissartt {Fig. 16). 

La hauteur du flacon II est réglée pour obtenir au bas de la colonne un 

écoulott<:mt ùe I ml on 7 uinutes environ. L' oxtr~'l.ù té do la colonna est adaptée au 

"'nse récopteur d'un collecteur de fractions {nesuro à volur.te constant) • Des fra.ctioru; 

do 8 tùllilitres sont ainsi recuoillies. 

3- Froctionnencnt de l'hydrolysat partiel do polyuyxino : L'hydrolysat 

Pnrtiol do polynyxine {6 jours à 3700 dans HCl II 1 2 N) dissous dans 0,5 ul du ta.r.xpon 

A, est ~orsa on haut de la colonne ot icprègno ii~tOdiatcmont la résine. On rince la 

PQrtie libre du tube pnr 0,5 cl ùe tru.~on A ot on rooplit co~plètemont avec co mômo 
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Sch~ de contage do la colonna de Dowcx 50 avec élution à pH croissant 

AG = agitatour rnngnotiquo 

n = Disquo de polyéthylène 

b = Disque de toile do verre 

c = Disque de plexiglas perforé 
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~~on. Lo flacon I est ronpli do 200 ~1 do tampon A et le flacon II de 400 ml de 

tp~pon B. Après ln niso en route de 1 1ngitntour cngnétique (A da la figure), 1 1 élu

tion est conoencue et des frnctions de 8 ml sont recueillies dans les tubes du col-

lecteur. 

Les c~~eQonts ùe tanpon in~iquvs sur le Tableau VIII ct ln Fig. I7 ont 

été établis en fonction d'une exporience prélioinnire effectuJo sur la m8me rJsino 

ot avec un hyù~olysnt identique, co qui pernet do so rendre coopte de l'allure da la 

courbo d'élution. On peut ainsi, lors ùe l'expérience définitive, soit rectifier 

l 1 olution dos zones particulièrement chargées en peptides en diLtinunnt la variation 

du pH par 1 1 o~loi d'un plus grand volurJe de tnnpon, soit réduire lo voluoo du tam

pon utilisé pour au~Jcntor ln variation du pH dans los zones où ne so trouvent pas 

do peptides. 

Lorsque la solution du flacon II est épuisée, on ln remplace par la quan

tité de tampon suivant\ indiquée dans le Tableau VIII. 

Le contenu de chaque tube du collecteur est versé dans un verre de montre 

numéroté et évnporé à sec à l'air libre. Les verres de montre sont ensuite déposés 

dans un récipient en cuivre à doublo paroi, permettant uno circulation d'eau à 30/ 

40°C at muni d'un ajutage latéral relié, par l'intermédiaire d'un piège refroidi, à 

uno pompe à vida à palettes de grand débit. Le récipient est hermétiquement fermé à 

l'aide d'un joint do caoutchouc, par une plaque épnisso do plexiglas. Dans ces con

ditions, la sublimation dos formiate et acétate d'ammonium des tampons est facil&

~ent réalisée en quelques heures. Le résidu do chaque verre de oontro est repris 

dans 014 ml d'onu distillée : IO microlitros de la solution obtenue sont très uni

foro~nent déposés sous forma d'une tratnée de 10/Il mm de longueur sur uno feuille 

de papier Arches 304. Après séchngo 1 les ~npre~ntos sont révélées à l'aide d'une 

Solution acétonique do ninhydrine à 0,2 p.Ioo, à I00°C, pendant I5 minutes. L'inten

sité do chnquo tache est estimée à l'aide d'un photodonsitomètre équipé d'un filtre 



TABLEAU VIII 

Composition des solutions tampons 
étn.blio d 1après les données do THüt~ON (!27) --- Tampons --nco OH 2 M -

3COOH 2 M 

en M ~4 -
----

cool benzyliquo 

-
1 (**-) -

~0 ....______ 
obtenu l:J}l 

....____ 

ntito utilisée ~a 
tl our 

....____ 
l'élution 

A 

450 

1 \ 

50 

-
(*) 

-

-
2,45 

B c D E 

--
200 !38 92 

----
73,3 220 

---
200 lOO 200 200 

15 

0,5 g 

- -
q.s.p. I.OOO 

3,68 4,10 4,36 4,60 

400 960 600 400 

--

.; 73-

E G 

-
300 250 

400 400 

5 5,41 

--
400 800 

(*) L'alcool benzyliquo facilite, dans uno certnino mesure, 1 1 élution des com
posés aromatiques. 

~ Lo thymol est utilisé, 1c1, comme agent antiseptique : 1 1 élution se prolon
ge, en effet, pendant plusieurs semaines. Le thymol est dissous au préalable 
dans l'alcool benzylique. 
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Courbo dlélution d'un hydrolysnt pnrtiol de polynyxino B sur Dowox 50 x 4. 

Ln courba en trait plein ost construite à partir des intensités photooétri
quos do ln rJnction à ln ninQydrine d'une pnrtio aliquote do chaque tube de 
l 1 éluat. Ln struct~o des principaux peptides de l'éluat a été indiquée au 
nivoau dos souoets ~orrespondcnts do la courbe d 1 ulution (E, F, H, 1, J, K). 

Ahr~~ntions a voir Fïg. 6. IP.EL =Acide (+)6-uéthyloctanotque. Il s'agit 
d'un acide isopélnrgonique. Par souci de siuplification, nous avons adopté 
coooo HA.USMANN cotto abréviation IPEL, qui n'ost pas conforoo à la. nouoncln
turo intcrno.tionnlo. 

La présence on faible quantité d 1a.ciùo aspartique (ASP), do glycocolle(GLY) 
ot d'alanine (ALA) s'explique par l'hydrolyse d1oligopcptidos qui sont dos 
iopuretés do ln préparation de polyqyxino utilisée. 

Ln courbe en trait discontinu indique ln vnriation do pH obsorvoo au cours. 
do 11 élution. Los flèches verticales, qui coupent cotto courbe, figurent 
los changooonts do t~on (B, c, D, E1 P, G) effectués a.u cours de 11 op6-
ration. 



- 75-

à 530 m~. Il est possible, de cette façon, de construire tube pnr tube 1 la courbe 

~ulution représentée sur ln Fig. 17. 

Les tubes correspondent à une m~me fraction, sont rassemblée et les 

diff~rontcs fractions obtenues sont sour.uscs à dos critères do pureté en électro

phorèse sur papier à pH 319 ou en chromntogrnphie sur Ik~pier, dnns les sytèmes clas

siques : butanol/ ncido acétique ou ph6nol on atmosphère nmmonincnlo. Les fractions 

hétérogènes peuvent atro ollos-m~r.tes frn.ctionnées pn.r cos doux types de teclmiques. 

~ ) .Qhro!!,!El-to8_r!:.P.!!i2_ ~U.!:, ~h.!!r.h.o!! : Ln polyt:JyXino B contenn.nt un soul .résidu 

de phéqylnlanine, se prate heurousouont à un frnctionnonent de baso sur chnrbon. 

Cette teclurique de fractionnement perraet do séparer du mélange peptidique 

tous les peptides contenant de ln phéqylnlnnine. Lo hlode opJratoiro est celui de 

FROL~EOT et coll. (128). 

Une suspension de 5 g de charbon Activit XL 50 dans 40 cl d'ccido acétique 

à 20 p.IOO est versée dans un filtre en verre fritta ùo porosité G
3 

; après a~pirn

tion do l'acide acétique, le charbon ost lavé par 150 tù d 1oau bouilln.ntc. Transva

sé dans un vnse cylindrique, lo clmrbon ost ensuite agité pondant IO ninutes avec 

lOO ml d'une solution aqueuse d 1 éphédrino-baso à 0,02 p.100 ; cotte suspension est 

alors versée dans un tube do verro do 50 cm de longueur et 8 co de din~tro inté

rieur. Après Jcoulornont de ln solution d'éphédrine, ln. colonne de charbon est lavée 

pnr 150 .tù d'eau saturée d'hydrogène sulfuré, puis par 350 ml d 1uno solution aqueuse 

d'acide n.cétique à 5 p.IOO saturée d'hydrogène sulfuré. L' Jcoulor.tent des liquides 

ost facilité par l'app~ication au sotJJet de la colonne d'une pression do 20 à 30 cm 

do nercure. 

L1hydrolysat partiel de polymyxine, dissous dans quelques uillilitres 

d'acide acétique à 5 p.IOO saturé d'hydrogène sulturé, ost déposé nu soocet de la 

colonne ; ln colonne est ensuite lavée, avec 500 ~1 d'acide acétique à 5 p.IOO, 

saturé d'hydrogène sulfuré. Ln phénylalanine et Les di vors peptides à phéeylnlnn:ine 
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restent adsorbés ur le charbon : leur élution est cssurée par ~~ssnge d 1un litre 

environ d 1 eau ùistillue saturée d1 ~cétatc d'éthyle et d'hydrogène sulfuré. Après 

concentration, 1 1 Jluat est étudié par olectrochrornntographie (Fïg. 18). 

3 -ETUDE DES PEPTIDES 

L'étude dos peptides isolés lors du fractionnement d'un hydrolysat 

Pnrtiel comprend les mames stades quo celle du polypeptide initial. Elle est cepen-

dnnt facilitéepar lour plus grande simplicité. 

Los peptides los plus cocplexos sont à nouveau so~s à une hydrolyse 

pnrtiello, suivie d 1un fractionnement. 

Los peptides sir.1plcs (~ à 5 résidus d'ru:üno-acidos) sont étudiés seu-

lenent du point do vue do leur composition et de leurs acides or.ünés tercinnux. 

a - Contr~lcs do pureté 

Le prer.rler problème qui se poso est celui do 11hocogünuitô des fractions 

peptiùiques isolSes. Pour co contrele, on utilise les critères de pureté suivants : 

électrophorèse sur papier, chrooatographio sur papier à l'aide de différents solvants; 

la détenJination des extrŒ·rltGs N-ton.ùnalos par la uuthodo do S.ANGER peut aussi 

fournir des renseignoccnts à cot égard : ln présence do plusieurs acides nninés N-

terr.rlnaux est presque toujours la preuve do l'hétérogünoitu du matériel employé. 

Il faut signaler quo le papier à chrocatographie contient de faibles quanti-

tés d1acidos ar.dnôs ct do peptides (glycocolle ct acide glutncique) : ces substances 

sont concentr~cs au fur ct à cesure des récupôrntions et peuvent interférer avec les 

Peptides séparés par lo fractionnenont, surtout si celui-ci est effectué sur do fai-

blos quantités du mélange. Il est alors souvent utile de laver proolablor.10nt le papiœ 

à 1' onu distillée, ou uioux, selon la technique do liANES ot ISHER,fOOD (129) OÙ le 

pnpior est lavo succossivcuent avec a CO Na. N, eau distillée, CH_COOH 2]:!, eau dis-3 2 - ---:l 

tillée, acotat\3 do cÔ.lciw:1 1 p.IOO, eau et othnnol aqueux à 50 p.IOO. 
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Représentation schét:ntique d1un éloctrochroma.tograr:no do peptiùos à phényl
a.la.nino d'un hydrolysa.t partiel de pol~no B 

Fr = front du solvnnt butnnol/a.cide acétique 

L1 éph0drino provient du pré-tra.itoQent du charbon a.ctivo (Voir lo toxte). 
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b - Prin" ci pe dos néthodos d' étuclo cl es petits popticlos 

Les contr~les do purotJ nyrunt oto effectués, lo peptide pur ost sour.üs à 

une hydrolyse totcle et l'hydrolysa.t obtenu est 6tuùié pcr chror.ntogrnphie bidiuon .... 

sionnelle sur pa.pior et dosngo des ncides nr.1inus suivnnt les oodnlités que nous avon~ 

ducrites. 

L'étude dos ncides nminus torninnux dos peptides pout s'effectuer par dos 

~éthodes identiques à celles dos polypeptides ot dos protéines. 

Las r.1éthodes les plus er:1ployées sont ln t1uthode nux DNP-nr.ri.no-o.cidos de 

SANGER (130) et la. oéthode à la carboxypeptidase (FRAENKEL-CONRAT) (131). A ces 

mJthodes, nous pouvons a.jouter deux méthodes sinplos, applicables exclusiver.1ent nux 

petits peptides : ln r.1uthode de CONSDEN et nl. (132) pnr dés~inntion, et celle de 

'l'URNm ( 133) • 

1 - Mu.!,hode i_e_dés~Jinntio,!! : Les groupements nr.ri.nés des peptides sont désa-
' 

tûnés chir.üquement par les vapeurs nitreuses : aux fonctions nr.ùnées sont donc subs-

tituées des fonctions alcooliques secondaires. Après hyùrolyse du peptide, on ne peut 

plus identifier après chrocntographie par révélation à ln ninhydrine que les acides 

aoinés en position non N-teruinnlo. 

L'application do cette technique aux peptides contenant dos acides a.tlinés 

basiques, comme ln lysine, l'ornithine ou l'acide a,~ia.oinobutyrique, est délicate, 

car les fonctions w NH
2 

de ces acides sont, elles a.ussi, susceptibles de désamina

tion ; CONSDEN et a.l. cependant, par 1 'e.r:~ploi do conditions extr~r.1emont douces, ont 

PU éviter cotte désnrndnntion on w dos peptides forcés par hydrolyse partielle do ln 

gro.miçidine S (134). 

Enfin, signa.lons que le noyau phénolique de ln tyrosine est susceptible 

d'~tre nitrJ a.u cours de la. r6nction, co qui entrutne une identification plus déli-

cnte da cet anüno-ncide. 
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. 2 - }Aéthode de_ '13!,"RNER : Cotto nuthode est applicable à 1' étude de 11 extr6-

~tJ C-torrJinnlo des petits peptides : par chauffage des peptides en présence d 1an-

hydride acétique ct do pyridine, les groupomonts carboxyliquos sont transformSs en 

groupemonts méthylcétono, selon ln réaction do D.AKIU (135). 

Pyridine 
••• CO-NH-CH-CO-NH-CH-COOH 

1 - 1 
••• CO-NH-CH-CO-NH-CH-CO-~ 

1 1 
R R 

Après hydrolyse, on pourra identifier tous les acides aminés en position 

non C-terminalo. L'acide aminé C-tcrcinal transform~ en aminocétono pourra, dans 

certains cas, ôtro identifié pn.r chromatographie sur papier. 

c - Technigues exp6rimontales utilisées 

acides a été étudiée à propos des ex~rémités N-terminalos des peptides. L1applica-
\ 

tion de cette méthode aux petits peptides ost cependant un pou spéciale ; c'est 

pourquoi nous exposerons en détail, certains points particuliers. 

1) La dinitroph~~ylation 1 La dinitrophonylation est effectuée à une 

tompornturo do 40°C sous agitation, en maintenant le pH à 9, par addition do NaOH 

! /IO. Le dinitroph~~lntion, dans ces conditions, est complète en I h.30 ct no donne .. 

liou à la formation quo do très petites quantités de dinitrophonol. A la fin do la 

réaction, l'excès de DNFB est enlevé par extractions ropétées à 1 1Jther. 

Le D~iP-peptide est extrait de la solution aqueuse, après acidifica-

tian, à l'aido de solvants organiques comme l'éther, l'acétate d 1éthyle ou lo buta-

nol. Le choix de ces solvants est empirique ot dé~ond beaucoup do la taille du pep-

tide dinitroph~~lô : alors quo les DNP-dipcptides sont, on général, extractibles à 

l'éther, los DNP-tripeptidos soront extraits à l'acétate d'éthyle. On effectuera 

donc l'extraction par 1 1 omploi successif de ces solvants. 
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2) L1nydrolyso du DNP-peptide ct l'identification des DNP-amino-

acides éthuro-solublos so feront suivant los modalitus décrites plus lk~ut. 

j3) _Méth.2,de à ,!n._c_!!r~o~e~tidn.s-2. a Cet enzyme libère 11 acide aminé C-tormi

nal des peptides (*)• L'enzyme continuo son n.ction sur le reste de la chn.îne peptidi-

que, on dutachant le nouvel acide aminé terminal ; il est donc nécessaire d'établir 

une cinétique onzyrnntiquo dans les conditions suivantes : 

Le peptide ost mis en solution aqueuse n.ruonée à pH 7,5 pn.r addition de 

sesqui-cn.rbonnte d1aiDQonium. A cetto solution, on ajoute une suspension de cn.rboxypo-

lypeptidn.se (correspondant à environ I/20 mg) et on porte à l'étuve à 37°C. Des pré-

lavements sont effcctuJs après 30 minutes, I heure, I h.30. 

L 1 enz~e est inactivé par ébullition et les sels minéraux enlevés par passa-

go sur une petite colonne d 1Junbcrlito IR 120, suivi d'une élution à 11arnooniaque 2 N. 

L'éluat ost alors étudio par chroraatographie sur pn.pior. 

\ 
~) Mu,ih.2,de do_TURNER : Lo peptide ost dissous ou mis en suspension dans de 

l'anhydride acétique (0,75 ml) en présence do p~Tidine (01 50 ml). Le mélange ost 

clmuff~ en tube scello pendant ) heures, à I50°C. Le produit de la run.ction est trans-

~6 dans un verre de oontro et ovnporo à soc au bain-marie. L1 éli~nation complète 

des solvants s'effectue par dissolution dans l'eau et évnporn.tions répétées au bain-

~rio. Enfin, lo peptide trnité est hydrolyso pn.r HCl 5,6 li dans les conditions habi- · 

tuclles et les acides aminés résiduels sont identifiés par chromn.tographio sur papier. 

d- Résultats fournis par l'étude do ln. polyqyxine B 

Ct) ~r.2_l~s.2. J2.nrtiolle È_o_ln .Q:NE-.E.o~i~e_B : Nous nvons soumis ln. DNP

Pol~ne à uno hydrolyse à Ioooc. 

(*) La cnrbo~eptidnso cristallisoo n'ngit pas s~ les dipeptides. Toutefois, nous 
avons pu observer qu'elle hydrolysait des dipœptides de synthèse cornee glycyl
tyrosino ot glycyl-t~tophn.nne (BISERTE et D~UTREVAUOC) (136). 
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. L'hyclrolyso ost effectuée sur 300 mg cle DNP-polyt;lj'Xi.no B, au rtloyon cl !un 

r:16ln.ngo à parties égales cl 1o.cide fornique et d'HCl 5,6! (30 ru) pcndont I h.3o, à 

l'ébullition, sous réfrigurunt à reflux. Le relo de 1 1 acicle fonnque est de facili-

tor la clissolution do ln nrœ-pol~nc dans le mélange hydrolysant. L'hydrolysat 

obtenu est alors évaporé à soc, sous pression rUùuite. 

Cet hyùrolysat no contenant aucune fraction othérosoluble, est fractionné 

par po.ssngo sur uno colonne do talc-Kieselguhr, do façon à séparer dans l'effluent, 

les arnno-o.ciclos ct peptides non dinitroph(~yl~s et dans l'éluat, los nrœ-amino-

ncicles ot DNP-pepticles hyclrosolubles (SANGER) (137). 

La colonno est préparée par nélango de 8 g do Kieselguhr (~lo-Suporcel) 

et 20 g cle talc. Lo nulange ost, au· pr6alable, soigneusouent lavé par décantations 

successives à l'cau, à l'éthanol et à l'HCl li· La suspension de la pouclre obtenue 

clans cle l'IICl N ost alors versée sur la colonne ; le tassement est obtenu par si~ple 

\ 
sécliuonto.tion do la poudre. 

L'hydrolysat ost dissous dans 5 nl d 1HC1 ! et vers~ au sommet de la colonne. 

La colonne ost alors lavée nu moyen de 250 ml d'acide chlorhydrique li• Dans 

ces conditions, tous los aciclos noinés ot peptides dinitrophénylés restent adsorbés 

sur ln colonne, alors que l'on retrouve dans l'effluent tous los acicles aminés et 

Peptides non dinitrophénylés. 

L1 élution clos composés dinitrophénylés est assurJe par de 11alcool chlorhy-

drique 1 alcool/IICl _! (4 : 1). Cotte ulution donne lieu à la fomation de deux bandes 

Colorées E1 et E
2

, dont l'une (E
1

) assez rapide, secble correspondre à des composés 

do poids Lloloculniro relativement faible. 

L'~~ucle de l'effluent par électrophorèse à pH 3,9, montre la présence de 

deux zones : uno zone neutre ot une zone basique. Après récupération, chacune de ces 

zones ost à nouveau soumise à une chrortlntogro.phio bidiuensionnelle dans le butanol 

ncétiquo et lo ph6nol-anmoniaque. 



- 82-

· La zone neutre ap~~ratt composée de thréonine, de phénylalanine et de leu-

cino libres. On observe do plus, une tache anorrnnlo ne correspondant pas à un acide 

runiné. Ln récupération et l'hydrolyse totale nous ont révélé que cetto tache corres-

pondait à un peptide cooprenant, en proportions sensiblement équimoléculaires, la 

thréonine et l'acide a,~iaminobutyrique. 

Ln zone basique no révèle la présence que du seul acide a,~iaminobutyriquc. 

Cot amino-acide n'étant pns désaminé par la D-acidarrdnodéshydrogénaso du rein do 

Mouton, est donc sous la forme L, naturelle. 

L1 élution do la colonne de talc-Kieselguhr donne lieu à la formation do deux 

zones colorJes, qui ont été recueillies séparament ; seule, la zono E1, la plus rapi

de, s 1ost pratéo à un fractionnement simple : par électrophorèse sur papier, on dis-

tingue deux colllpos os E11 ot E12 • 

Le composé E
11 

est homogène en chromntographio sur papier, dans lo système 

butanol/acido ~cétiqu~,· et il a Jté identifié à l'acide ~DNP-diamino-butyrique. 

Le composé E
12

, purifié po.r chronntographie sépo.rative dans le butanol acé

tique et hydrolysé, comporta un enchatneroent (Dia, ~DNP-Dia). 

Des résultats fragmentaires do cotte expérience, nous pouvons retenir les . 

conclusions suivnntes : 

1- L1un des acides L-a,~iaminobutyriquo do la Pol~ine B n'est pas dinitrophG

nylablo, ce qui confirme donc los résultats obtenus par hydrolyse totale de la 

DJJP-:polymyxino • 

2 - Cet acide L-a,~iaminobutyrique, non substituablo par le D1~, se trouve dnns 

la. polymyxino B, si tué entre un résidu thr~'<>nino et un autro résidu diamiuo-

butyrique. Le faible rendement des peptides obtenus par co typo d'hydrolyse à 

I00°C, ne nous a malheureusement pas permis do définir 1 1enchatnement exact. 
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~) Chro.!!!_ll.:!:_ogr~,hi~ !_U.!:, ]lowe~ .2,0 : Les différentes fractions obtenues par 

chromatographie sur Dowex 50 se sont, pour la plupart, révélées hétérogènes. Il a 

donc Jté nJcessaire de pnrfairo co fractionneQent de baso, en effectuant la sépara-

tion dos peptides constitlli~nt chaque fraction, soit par ~loctrophorèso séparative à 

pH 3,9, soit par chromatographie sur papier. 

Les faibles qlli~ntités isolées do chaque peptide no nous ont pas toujours 

por~s do faira toutes les déterminations de structure, en particulier, l'étude 

simultanée des doux oxtrJmités N et C-terminales du peptide. 

Les principaux résultats obtenus sont rassemblés dans lo Tableau IX. 

La structure de certains des peptides rassemblés dans ce tableau demande 

quelques commentaires. 

l) Peptide H1 : 

Le peptide H
1 

se comporte en électrophorèse, sur papier à pH 3,9, comme un 

acide ru:rl.né neutre. Après hydrolyse totale, un seul compos o "ninhydrine po si ti vo" 

peut ~tro d0cel3 : l'acide a,~iamQnobutyrique. ~>rès dinitrophénylation du pepti

de et hydrolyse totale, un seul dérivé dinitrophUnylé hydrosoluble peut ~tre identi-

fio ; par chromatographie bidimensionnelle, sur papier (butanol/acide acétique et 

PhJnol), il so comporte collllle 1' acide ~DNP-diamino-butyrique trouvé dans los hydro-

lysats totaux de la DNP-Pol~ne B (*)• 

Lo peptide H
1 

ost rapidement hydrolysable à I00°C. Far chauffage à reflux 

duns HCl 5,6 N, on obtient la cinétique d'hydrolyse de la Fig. 19 (électrophorèse à 

pH 319). 

L'extraction à l'éther do l'hydrolysat ainsi obtenu, permet d'isoler un 

aciùe gras, qui peut atre facilement ropér6 on chromatographie ascendante, dans une 

solution aqueuse ~ 66 p.IOO d'acide acétique. La révélation s'effectue par formation 

(1f-) On peut s épa.rer 1' acide a-DNP-ùiruninobutyrique do 11 acide 0 DNP-ùiruninobutyriquo 
par électrophorèse dans un tampon borate de Na - acido borique 0,2 M de pH 9,1. 
L'électrophorèse est effectuée avec immersion de la bande papier sous toluène, 
pour supprimer toute évnporation et sous une difforonco do potentiel de 240volts 
pondant 4 heures. 
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TABLEAU IX 

Composition et structure des .fractions isolocs po.r chromo.tographie sur Dowex 50 

- . 1 1 1 f 1 FrnctionsjFract1on- 1 l 
Séquence Dowex fnement se Peptides IPuri.ficationiComposition a NŒL l __ ,_. 1 1 2 

5() COuu.uUQ • 1 1 1 - 1 

1 1 1 ~----1 
A i 1 1 Thr . 1 Thr<ionino 

1 B 1 1 1 ~u ,_L_e_uc_i_n_e ___ --1 

C 1 ! 1 Tho 1 j ThUnylalnnine 

1 1 1 CCP But. 1 Opl. 1 lmpuretO peptidique 1 D 

1 E1 E (B) 1 Cep Thénol f Thr 1 DNP-Thr 1 Thr - Din - Dia - 1 
1 ~~f O, 73 Dia. 3 1 Dia. 1 

1 E2 E (B) 1 CCP Thénol 1 Dia 1 Acide a
1
15"'liami.no- 1 

1 Rf 0,63 1 1 butyrique 1 
1 1 1 1 

1 E 
3

• 9 ~ E (N) ,~ CCP Phénol 1 Thr 1 1 1 (Thr 
1 

Din) 1 E 

1 
1 R.f 0 167 J Dia 1 l J 

1 1 1 1 
1 E4 E (B) 1 CCP Phénol Cpl. 1 
1 ,~ R.f 0,69 1 

1 

Impureté 

1 E5 f CCP Phénol 1 j3-ala 1 J Impureté 

--1 1 1 1-----1 
1 F1 E (N) 1 CCP fut. ~ 11 l 1 1 

f 1 Benz. i ~:/ ,, 1 1 
1 1 F. E (A) 1 Glut 

1 1 
Impureté 1 

1 1 1 2 Gly 1 1 1 1 1 1 _______ _ 

p 

i Gl 1 1 CCP But. 1 Cpl. '

1 

1 Impureté 1
1 

1 1 Rf o, 70 1 1 1 
1 1 r 1 1------1 
1 

H 1 E 3, 9 1 11_ E (N) CCP But. 1 Dia 1 ( ~) ,1 !pel-Dia 

l 1 1 Rf 01 10 Dia , 

i i I E (B) CCP Hténol Thr 1 1 Il (Thr,Dia,Dia) 1 
1 

1 
1 

Rf 0, 70 Dia 2 1 1 ) ' t=~~~~~~~~~~~==========~ 

1 1 2 1 R o, 72 J Leu 1 f {*) 
r 1 .f Dia 2 L__ 

I E 3 19 1 1
3 

E (B) 1 CCP Phénol 1 Din 1 ~-(Di-.a-)-n-----; 
1 Rf 0,10 l 

1 1--
1 r

4 
E (B) CCP Hl&lol 1 Cpl. 

1 1 Rf o, 77 i 
1 1 ,!------

1 1 
1 

1 Iopureté 
1 

1 1 
1 

1 

Thr 2 Thr 1 1 1
5 

E ((.3- CCP Phénol 
Ala.) Rf 0, 82 ~ 1 

) (Dia,Dia,Dia) ! 

Thr 
Di~3 

---1 1 1 1----
- 1 CCP But. 

l Benz. 

J2.E (B) 1 

1 

J 

1 Jl E (N) 

1 

1 
1 

E 3,9 

1 

K 1 
1 Pyr. 

Abr6viations utilisées 

Phe 1 
Leul 

Phe 
Leu 
Dia 
'lhr 

Leu 1 
Dial 

Pour les acides ruminés, voir lugcnde de la Fig. 5. 

~DNP-DIÂ = Acide ~DNP-diacinobutyrique 
E 3,9 = électrophorèse sur papier à pH 3,9 

1 

1 
rN.?-!he 

1 

1 
1 
1 

1 
1----
1 

(B) = cocportcoent nna.logue aux acides Q.Qinés basiques 
(N) = cooportccent analogue aux acides &xinés neutres 
(~Ala) = conportenent analogue à ln ~laDino 

l'he-Leu 

(Lou,Dia) 

(A) = cocportcment analogue à 1' acide aspartique 
CCP = cbror.ntographio de partage sur papier, soit druls le phénol (CCP phénol) 

soit dans le célange n-butanol/acide acétique/eau (4:1:5) (CCP but.), 
soit ùans le uélange ~-butanol/pyridine/aciùe acétique/ea.u (30:6:30:24) 
(CCP But. Pyr.), soit dans le mélange ,!!-butanol/alcool benzylique/eau 
{l : 1 : 1) {C~ But.. Bouz.·). · 

Cpl. = fraction cooplexe correspondant à une iopureté peptid.ique. 

\-*r L' extrUiaité C-tert.üna.le ùu peptide I o. ét6 dJte.rmin.:>e pa.r les m6thodes de 
TURNER et à la cnrboxypeptidase. 2 
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do ferro-cyn.nure cuivrique (KAUFMANN ct NITSCII) (!38) s iLli.Jcrsion dos bandes dans une 

solution d'acétate de cuivre (IO ml de solution saturée d'acétate de cuivre dans 240 

ml d'eau distillée). Après lavage soigneux à l'eau courante, pendant 15 minutes, les 

savons de cuivre fomés au ni veau des taches d'acide gras sont t1is en évidence par unt: 

solution de ferrocyanure de potassium (50 ml d'une solution à 7,7 g p.IOO dans 250 ml 

d'eau distillée). Les taches apparaissent en pourpre sur fond vert ~le. On peut déce-

1er, par cette méthode, 01 1 mg d'acide gras. 

L'acide a,~iaminobutyrique du composé H
1 

appartient à la série D. L'hydrolysat 

est incubé à 37°C en présence d'oxygène, pendant 3 heures, evoe une solution de D-

acido.mi.nodesb,ydrogénase purifiée do rein de Llouton. Après un chauffage do IO minutes 

au bain-mnrie bouillant, le filtrat obtenu est concentré et étudié en éle.ctrophorèso 

sur pnpier, à pH 319. Après incubation, 11acide a,~iarninobutyrique a totalement dis-

paru, tandis qu'un nouveau constitun.nt "ninhydrinc positivo" apparatt, moins basique 

que l 1ccide diaciné (Fïg. 20). 

Ce cor.1posé1 récupéré à partir do plusieurs électrophorèses sépnrr.tives sur 

pnpior, donne une 2 1 4-dinitroph~lhydrazono qui so place en électrophorèse à pH 8,9 
\ 

entre celle do l 1acido pyruvique et la dinitrophénylhydrazine. 

Au cours do la désamination de l'acide a,~arndnobutyriquo, il so forme donc 

do l'acide a-cét~nobutyrique, selon la réaction 1 

H2N - CH2 - CH2 - CH - COOH 
1 I/2 02 

NH2 

A la suite do ces diffJrcntes expérimentations, nous pouvons assigner au compo-

sé H
1 

la. structure suivante : 

~N - C~ - CH2 - CH - COOH 
1 
NH 

' 1 
ro 
\ 
R 

soit Acide gras 

(séquence 1) 
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\ 

Figure 19 
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1 
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e 

Etude do 1 'hydrolyse du cor.1posé H
1 

po.r 1 'o.cido chlorhydrique 5,61! 
à 1' ébulli t~on 

SchérJo. d•électrophorèse à pH 3,9 dos produits d'hydrolyse (!30 volts, 
20 ~, 9 heures) 

I - T~oin d 1o.cide a,~io.oinobutyrique 
2 - T&ooin du conposé H1 o.vo.nt hydrolyse 
3 - Cor.1poso H, o.:près 30 mnutes d'hydrolyse 
4 - Conpos6 Hi après I heure d'hydrolyse 
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e 

H'1 H-t 
NT Des. 

OIA œz, .. .. .. 
~ .. -.. 

B~ ~ œ:D Gll'» eD 

0 0 0 0 

NEU ç::, c:J ~ C2J 

GLV c:D ~CD c:=- -+-- - - - - - -
p 

~ c::a c:::> -1+3 ~t6 
J, ·.l-

<!) ® @ ® ® ® 

Figure 2.0 

Etude des }?rodui ts do désauination de 1' acide a,~-diooi.nobutyriquo 
du cocposo H

1 
Sch&Jn d 1 ~lactrophoroso à pH 3,9 (130 volts, 20 ~ 9 heures) 

\ 
âbrovia.tions 

ASP =acide asllQ.rtique D =ligne de départ de 11 électro-
GW = acide gluto.o:i.que phorèse 
BÀS = acides diaoin6s NEU = a.cides auinés neutres 
H

1 
HT = corJposé ~ hydrolysé DIA = acide a,, ~ilu;1inobutyriquo 

~ Des = hyùrolysa.t do H1 désa.oiné 

1 - HYdrolysa.t total du corJPosé ~ a présence exclusive d'a.cide a,~aoino
buttriquo 

2 - T&.1oin de D-o.cidar.dnodéshydrogJnase. La prJpo.ro.tion contient uno petite 
quantité d'acides eLlinÜs libres. 

3 - Fïltra.t obtenu après dJscmdnation do l'acide a,~io.o:i.nobutyriquo du 
co~os6 H • L1a.cide a,~a.[dnobutyrique a totalooent disparu. 
Le produit ùo d~sar.ûnation (acide a.-coto~:ùnobutyriquo) donno une colo
ration avoc la ninhydrino. Sur la figure, sa position est précisée par 
la flèche. 

4 - Mélange do 1 + 3 
5 - Mola.ngo de 2 + 6 
6 ~ TJrnoin d'acide a,~iaoinobutyrique do synthèse. 

il ., 
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Or, 1 'acide a,odiru.linobutyriquc non dini trophénylablo d<ms la polymyxine B se 

trouve sous la forme L : 1 1 hypothèse sui vo.nt laquelle cet acide L-dio.mino-butyriquo 

supporterait 1 1acido gras, sc trouve, do ce fait, infirmée. Il faut donc o.dn1ettro quo 
.. 

la fonction ~NH2 de cet acide ~,~iaminobutyrique ost le point de dupart d 1une 

cho.tne pcptidique greffée à co niveau sur 1~ partie cyclopeptidiquo de la molécule, 

l'extrémité N-terrninale do cette ram~ifico.tion étant masquée par l'acide gras. 

~) p eptido r
5 

1 • 

Le peptide r
5 

est constitué de ~ molécules de thréonine et 3 molécules d '·acide 

a,~io.minobutirique. L'hydrolyse totale du dérivé dinitrophénylo montre la présence 

dn.ns 1 1 extrait éthéré de DNP-throonine et de 2, 4-dini tro.nilino ( *). La. phase aqueuse 

résiduelle est constituée d'acide ~DNP-diaminobutyriquo ot d 1acido a,~amdnobut~ 

rique libre et ne contient pas de thréonine libre. On peut donc considérer que les 

2 r6sidus do thr~~nine sont en position N-tormino.le dans le peptide r5 ; cette hypo

thèse est confirmûo par la présence d'un résidu diruminobutyrique non dinitrophényla-

blo : la séquence do ce peptide peut donc s'écrire 1 

\ Thr 

"--..... 
Thr/ 

(Dio. - Dia - Dio.) 

(s(>q_uence 2) 

Do l'étude dos autres peptides isolés par ce type de fractionnement, nous 

pouvons d~>duiro notllli!"üont los séquences suivantes : 

J
1 

Pho-Leu 

K
1 

(Leu,Dio.) 

I~ (Leu,Dia,Dia)Thr 

l'he-Leu-Dio.-Dia.-Thr 
(séquence 3) 

(*) Ln dinitraniline présente dans la phnse éthérée, provient de l'hydrolyse de la 
DNP-thr~~nine,· pnrticulièrenent fragile à l'hydrolyse acide. 

:1 
1 

.l 
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isolJs pnr chronatographic sur Dowex 50 no fournissent que des ronseignenents par-

ticls sur ln structure des ~eptidcs à phor1ylalnnino. Au cours do co frnctionneoent, 

nous n'avons pu, en effet, isoler que deux compos~s à phonylnlnnino : ln ph6nylaln-

nino libro et lo peptide Phc-Leu ; l'existence vrnisenblnblo do peptides à phényl-

nlnnino à caractère basique, non élUk~blos dans les conditions expérinontalos décrites 

précéclcr:n.10nt, nous n incité à séparer séloctivooent co type do peptides sur des 

colonnes do charbon activé. 

Co type do fractionneoont poroet de rassooblor dans 1 1 élunt, tous los peptides 

à caractère nro~tiquo. Après concentration do 1 1 élunt, les peptides sont séparés 

pnr éloctrochronatogrnphio sur papier '~1nt~ n° I (60 x 60 cm). Ln séparation, on 

pronièro dioonsion, est réalisée par électrophorèse à pH 3,9 ct ln seconde, en chro-

r.lntogra:phio dans lo systèoo butnnol/ncülc acétique. 

Le Tnblenu X rnssonblc les rJsultnts quo nous avons obtenus. 

Ces rvsultats perocttcnt d1 Jtnblir les sùquenccs suivantes : 

D c 

Din-(Din ,Pho) 

Phc-(Lou,Din) 

Phc-(Lou,Dia.,Din) 

Din- Dio.-Phc- Lou-Dio.-Dia. 

DISCUSSION 

(séquence 4) 

La. sSquenco 4 confin1e des enchn~nenents dojà trouvus dcns la. s&}_ucnco 3 

3 Pbo - Leu - Dia. - Dia. - Thr 

4 D~-Dia.-Pho-ku-Din-Dia 

Dia. - Dia. - Pho - Lou - Dia. - Dia. - Thr 
(sôquenca 5) 

1~ 

11 r 
t 
f 

. 
:1 

1 
1 

'1 
1 

il 
il 
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TABLEAU X 

Peptides isolas pn.r chroon.tographio sur charbon 

-
- .Ar.ri.no-o.cida Séquence Peptides Composition N-terninal 

Ac I Thr 
3 Dia - -1 Pho 
I Lou 

Cc 2 Dia 
I Phe ùi-DNP-Dia Dia (Dia, Phe) 

-
De 2 Dio. 

I::J: DNPPho Phe (Luo,Dia,Dia) 
I Lo 

- - -
Ge I Dio. 

I Fhe 
I Lou DNPPho Pho (Lou1Dio.) 

Ne~ 2 Dio. 
I Thr DNP Thr Thr (Din.,Dia) Pho (*) 
I Pho 

(*) L1oxtrJuitJ C-tcrmino.lo do ce peptide a, on outra, o~é 
dotoruinoo pe.r la cuthodo do TURNER. 
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Cotte séquence 5 situe ln position de la phénylnlnnino dans ln oolécule de pol~ne 

B. D'autre part, on peut rnsscoblcr les peptides contenant de la thréonine ct prove-

nant dos deux typos do fractionnor::JCnt : 

N .Phc ~ 
c 

!5 

(Dia , 
d'où lo. séquence 6 1 

Thr 
J, 
Dio. 
~ 

Dio. ~ Dio. 

Dia ~ Dio. 

Thr 
J, 

Dia , Dia) 

Thr 

! 
Dio. 

! 

~ Thr 

~ Thr 

Phe E-- Dia ~Dio. ~ Thr (*) 

L' o.sseublo.ge dos séquences 5 et ~ pout titre enviso.go de deux manières (Schéma V). 

\ 
4 - DISCUSSION SUR LA. STIWCTURE DE U. POLY11YXINE B 

Sur cos doux structures, le ro.ccordcncnt de lo. séquence I (Ipol-Din) ne 

pout se fniro que sur le groupe a-arrüné de lo. thréonine oxtrncyclique, po.r l'intermé-

dinire du groupo a-cArbo~lique de l'acide a1 ~inoinobutyrique du cocposé H1• 

Les séquences otudiéos à l'aide des différents peptides isolés no nous 

permettent pas de choisir entre los doux foruulos hopto.~clopoptidiqucs ou octocyclo-

poptidiques. Lo poptido A du Tableau X pourrait peut-Stro résoudre le problème ; la 
c 

thréonine de ce peptide peut atro, soit colle du cyclo, soit colle qui so trouve en 

position extrncycliquo dans les fo~rules I et II. Les trois forLrolos suivantes sont, 

(*) Los flèches schoc~~tisont la liaison poptidique dnns lo sens CO ---+ NH. 



SCHEl.1A V 

DIA- DIA- THR DIA -+ DIA - THR 

t THRCD t 
~ 1 LEU 

LEU DIA t 
f 

+ 
PHE+- DIA - DIA-THR PHE - DIA 

PHE- DIA +- DIA ! l 
DIA-+ DIA -THR DIA -DIA - THR t ~ t 

l LEU 1 DIA LEU ri 

t ~ t 
PHE- DIA -DIA-THR PHE - DIA - DIA- DIA - THR 

ScHtMA 1. 

y-NH2 ~H2 
1 1 

L-OlA -IrDIA- L-THR 

f ! 
L-LEU liDIA- y-NH 2 . 

t + • L 1 •• D-PHE- L-OlA- [;DIA- L-THR --D-DIA+-6-metny octano1Que 

1 1 

\ 
y-NH2 y-NHz 

1 1 
L-DIA-L-DIA -L-THR 

L-L+ l 

y-NH2 

Formule 1. 

D-PHE- L-OlA- lrDIA- L-DIA-lrTHR- D-DIA-6-méthyloctanoïque 

1 1 1 
y-NHz y-NHz y-NHz 

Formule II. 

ScHÉMA 2. 

- 92-
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en effet, possibles pour co peptide a 

1) TIIR - DIA - DIA - DIA. - PHE - LEU 

2) DIA - TIIR - DIA - DL\ - PliE - LEU 

3) TIIR - DIA - DIA - l'HE - LEU - DIA 

Le problèno no pourrait etro tranché que si 1 1acide a,~ianinobutyriquu 

en position N-terninale dans ln forL1Ule 2 otait de ln forne D : la structure 1 seraiJ 

alors exacte. La qun.nti té insuffisante du peptide A ne nous o. po.s po :rois d 1 effec
c 

tuer cette vérification. Il faut d'ailleurs considérer conDe HAUSMANN quo cette 

possibili ta do coupure est peu vrnisocbla.blc, étant donné la fo.cili té d'hydrolyse 

des liaisons du typo thréonine. Dans les peptides quo nous avons isolés, la throo-

nine occupait toujours uno position tcruina.lo, lo plus souvent N-toruino.le. Dans cos 

conditions, lo peptide A possède vraiseublabl~1ont la structure 1 ou 3, structures c 

qui ne pen~cttont pas do résoudre lo problèuo. 

Dans 11 éta.blissenont de la fon~le do la polyqyxino B, il resto, d'autre 

part, un point délicat à établir, qui est celui du typo do liaison pcptidiquo au 

nivoau du bro.nchot10nt sur l'acide a,o<linninobutyrique qui force charnière. La chat-
\ 

no peptidique latérale peut, on effet, etro groffoe soit sur lo groupe ~né, soit 

sur le groupe ~ruoin6 do cet acide a,~iaoinobutyrique 1 

DU- NH
2 

t Tlm. (1) 

DIA .(----- DIA ~ou 
1 DIA (II) 

NH2 

Tim (1) 

DIA~ ou 
DIA (II) 

Ce problème no pourrait ~tre résolu que partiollomont, par détermina-

tion.de la nature dos acides dia.ninobutyriques uonoùinitrophénylés (type a-DNP ou 
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~DNP) provenant dos peptides non roxrifiés de 11hydrolysnt partiel de ln polyqyxino 

(notru~nont E1 et Ne) : doux éventualités seront possibles, en faveur soit dos struc

tures I ot lia, soit dos structures In ct II. 

Nous avons ponso que dos nr~Jonts pcnJottnnt da donner la préfuronco à 

l'uno ou 11autra do cos structures pouvaient &tro fournis par la construction des 

~odèlos molJculairos (*) {Fig. 2I). 

lhns la. construction dos forr.ltllos I", Ia. ot lia., on obtient le nombre 

cnxicuc de liaisons hydrogène, soit IO ; avec ln fon~ule II, on ne trouve quo 9 liai-

sons hydrogène possibles. D'autre part, avec los formules Ia. ot lia, la chatno lntéra-

le continue parfaito~wnt la. spirale amorcée dans le cycle, qui ost fe~o dans ce ens, 

par uno liaison 11socond.airo11 du typo opoptidique. 

Il ne semble donc pas quo la construction des modèles puisse conduire à 

uno conclusion fonJo. Il est intéressant de signaler, à cet égard, quo tous les cyclo-

peptides a.ctuello~Jent connus (Bacitracino A, Grarncidine S, Tyrocidines A ct B), con-

tiennent dans leur cycle un nonbre pair d'acides ar_rinés. 

Los séquonces quo nous avons établies (I39)lconcorient parfaitement avec 
\ 

celles que HAUSMANN (140) a. publiées sir.ru.ltanéoent. Les conditions d'hydrolyse utili-

séos par cet autour n'étaient cependant pas los m~oes quo los natros : l'hydrolyse 

était effectuée sur la DNP-polyqyxino par l'acide chlorhydrique 6! à 80°C, pendant 

6 heures. Les méthodes do séparation étaient. égnlonwnt différentes : dialyses rnulti-

Plos ot distribution à contre-courant. Lhlgra cos différences do technique, la. plu-

part dos peptides qui nous ont servi à établir la séquence, ont été égalooont isolés 

par ffi\U~~, sous forne do durivés ~initrophéqylés ; le tableau XI montre les cor

respondances ontro los peptides isolés do part et d'autre. 

L' onsomblo dos rosul tats obtenus par HAUSMANN ne parnot pas non plus do 

choisir entre les deux formules. 

(*) Mbdèlos S.A.S.M., 99, ruo Oberkampf, Paris {Xlème). 
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Figure 2! 

Légende au verso 
\ 

... 



\ 

Figure 2! 

ReprJsentution schématique des 1aodèles moléculaires des formules 
proposées (I, Ia, II, lia) 

Les liaisons hydrogènes sont figurées par les traits en pointillé. 
A noter, sur les fonJUles Ia ot lia, la continuation au niveau de 
la chatno latérale de la spirale amorcée dans lo cycle. 



s. 

POLYMYXINE B. 

~Cycle octopeprid•que 

l L·OtA JNH1·introcyclique 

\ 

• CARBONE 

@ OXYOENE 

Q AZOTE 

o HYOROQEN~ 
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Flguro 2I (Suite) 

-------
\ 

Légende nu verso 



\ 

Représentation schéuntique des r.todèlos uoléculniros des foroulos 
proposées (I, In, II, lin) 

Les liaisons hydrogènes sont figurées pnr les trnits en pointillé. 
A noter, sur los fon.rules In et II~, ln continuation nu nivenu de. 

ln cho.tne lntéro.le de ln spiro.le o.r.10rcéo do.ns le cyclo. 



__ .....;..;...:::,::.!.N~E:_.!:S~t yclo noptapoptrdoqwo POLYMYXI le 
JL_L·OIA yJ ~"····~·•"''"' 

\ 

L·OIA~ 

• CARBONE 

@) OXYOENE 

Q AZOTe: 

O HYOROOENE 

\ 
~ 

L·OIA 

fX, .. 
lif ..... , 

L·LEU 

(nù) 
\ê::Y 
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TABLEAU XI 

-
~rolyso partielle sydrolyso partielle 
do la polyqyxino B de la DNP-polyqyxine B1 

par HCl 11,2 N à 37°C par HCl 6 N à sooc 
pendn.nt 6 jours pendant 6 heure"; (IL\USMANN) 

H !Pol-Dia I !pel-Dia 
1 1mœ 0NII~ 0 

....... 

J Pho-Lou 14 Ph e-Leu 

r---- ---
K Lou-Dia 6 Leu-Dia 

1 
0 DNP 

- \ 
D Phe- (Lou,Dia,Dia) 3 Phe-Lou-Dio.-Dia c 1 1 

0 DNP 0 DNP - -
N Thr-Dio.-Dio.-Pho 10 Thr-Dia-Dia-Phe 

c 
1 r 

0 DNP 0 DNP - --

-ooOoo--
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CONCLUSION 

La pol~ne B ost un dôcupeptide hétéromérique, composé de I molé

cule de D-phénylalnnine, I molécule de L-leucine, 2 molécules de L-thréonine, 6 molé

cules d'acide a,~iuminobutyrique (5 de ln forme L, I de la forme D) et I molécule 

d'acide gras, l'acide (+) 6-méthyloctanoique. 

Dans ce travail, ln séquence peptidique do la pol~ne B a été étu

diée à partir dos hydrolysats partiels acides. Les poptidos formés ont éto séparés 

pur chromatographie sur résine à échange do entions fortement acide (Dowex 50 x 4) 1 

puis p11rifiés par électrochromatographio. Los peptides contenant de ln phUnylulanino 

ont été isolés sûparément pur chromatographie sur charbon et fractionnés par olectro

chromatogrnphie. 

L'étude\des différents peptides, ainsi que la constatation de l'absen

ce de groupements a-curbo~liquos et a-wninés libres, nous ont permis d'envisager une 

structure cyclopoptidique, portant uno chatne lntJrulo peptidique branchée sur un 

rosidu d'acide a,~iuminobutyriquo. Le groupement a-aminé de l'acide n-a,~iumino

butyriquo qui termine cotte chatno lutJrnlo est uni au groupement carboxylique de 

l'acide isopolnrgonique. 

Nos rosultnts no nous permettent cependant pus de choisir entre les 

deux formules quo nous proposons (Voir page lOI). 

Ce travail nous a, en outre, donné 1 1occnsion do préciser un certain 

nombre de techniques utilisées pour la détermination dos séquences poptidiques. Nous 

avons pu ainsi étudier los modaÏitos d'application des méthodes d'étude dos acides 

aminés terminaux, notamment la mothode dos dini trophé:cylamino-acides de SANGER ct la 
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Dia. -·~ Dia. ---+ Thr Dia. ~ Dia. ~ Thr 

Î l i 
1 Leu Dia. Lou 

t ! Î 1 
Phe ~Dia.~ Dia. Ph a ~ Dia. ~ Dia. 

t1r 
i 
Dia. 

r r 
D-Dia. Thr 

i 1 
!pel D-Dia 

i 
\ 

!pel 

Structure octo-cyclopeptidique Structure hopta.-cyclopoptidiquo 
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méthode des thioQydnntornes. Le problème délicat du fr~ctionnegent des peptides a, 

également, retenu toute notre attention : nous avons ainsi ét6 amené à préciser plus 

particulièroJ;lcnt los conditions d'utilisation dos échangeurs d 1 ions ot de 11 électro-· 

chror.ntographic. 

L1 otudo do ln coliqycino quo nous avons entreprise, nous poruottrn de 

poursuivre ce travail sur ln structure dos polypeptides bnctériex1s du groupe dos 

polymyxines • 

-oooOooo-
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