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INTRODUCTION

L'intérét considérable présenté par les antibiotiques polypeptidiques

d'origine bactérienne remonte & la découverte de DUBOS (1) en 1939, au Rockefeller
Institute. Cet auteur a, en effet, constaté llactivité bactériostatique des cultu-

res de Bacillus brevis, méme aprés autolyse de celles~-ci. La sublance responsable

de cette activité a pu &tre isolée et on a établi sa nature polypeptidique t elle

a été appelée Tyrothricine. Dix-huit ans ont bassé depuis cette premiére publica-
tion. Durant ces années, les méthodes microbiologiques et les méthodes chimiques
d'étude des structures peptidiques ont été considérablqment améliordes. Elles ont
permis & la fois la purification, le fractionnement dos peptides et 1'étude de leur
structure ; en méme temps, on a assisté & la découverte d'un grand nombre de subs-
tancos bactériostatQAues nouvelles.

La structure de quelques-uns des antibiotiques polypeptidiques a pu &tre
établie avee précision j notre trdvuil sur la Polymyxine B ost une modeste contri-
bution & cette étude chimique.

Aprés avoir rappelé les différents stados de la découverte et de 1'étu-

do des polymyxinecs, nous exposerons bridvenment les différentes modalités de la
détermination des séquences peptidiques. Enfin, nous ropporterons les résultats que

nous avons pu obtenir dans 1'étude de la polymyxine B,

e 0000 Owreme




CHAPITRE I

HISTORIQUE

Les polypeptides bactériens & activité entibiotique, classés sous le nom
de "polymyxines", furent découverts indépendarment et presque simultanément, en 1947,
par trois laboratoires différents ¢

BENEDICT et LANGLYKKE (2) publiaiont, le I6 Mai 1947, & la réunion annuel-
le de la "Society of American Bacteriologists", un article intitulé "Antibiotic acti-

vity of Bacillus polymyxa'. Ces auteurs constataient l'activité antibactdérienne de

colonies de Bacillus polymyxn et établissaiont que la substance antibactdéricnne était

hydrosoluble ot produite & 1'détat libro par les cellules de ce bacille ; le milieu de

culture était, en effet, actif & la dilution de I/I000 contre Brucolla bronchisepta.
\

En Juillet 1947, pnraissait dans le Bulletin du John Hopkins Hospitel, un
article intitulé : "Polymyxin s A new chemotherapeutic agent", ot signé par STANSLY,
SHEPHERD et WHITE (3). La polymyxine isoldée par ces autcurs, était caractérisde par
sa spécificité d'action vis-3-vis des germes "Gram ndgatif". Llorticle insistait,
d'autre port, sur la difficulté d'obtention de mutants rdésistants, & partir de soucheg
sonsibles & la polymyxipe.

Enfin, le 23 Aot de la méme annde, on trouvait dans "Nature", unc bréve

commnication de AINSWORTH, BROWN et BROWNLEE (4), intitulde "Aerosporin, an antibio~

tic produced by Bacillus ccrosporus”. Il apparaissait immddiatement quo 1'aérosporine

et la polymyxine étaient trds voisines 1'une deo l'autre, sinon identiques : en effct,
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les organismes qui produisent ces deux antibiotiques sont étroitement apparentés (%)
et, d'autre part, les propriétés chimiques et bactériologiques de 1l'adrosporine sont
seublables & celles de la polyuyxine.

L'activité antibiotique de ces nouvelles substances contre les bactérics

Gram négatif, -notarmient contre Hoemophilus pertussis et Eberthella typhosa~, était

porticuliérement intdressante, bMalhecurcusenent, lfutilisation thérapeutique de ces
substances était limitde par lour toxicité, BROWNLEE et BUSHBY (6), les premicrs,
ont insisté sur les accidents rénaux provoquds par 1'administration de ia polymyxine
et de 1'aérosporine au Rot et au Chien. Les diffdrents chercheurs s!efforceérent donc
d'éliminer cctte toxicité, soit en poussant dnvgntage la purification des a;tibioti-

ques, soit en recherchant do nouvelles souches productrices dc substances atoxiques.

Cette recherche de souches nouvelles amcna la ddcouverte de plusieurs
sutres polyryxines, dont 1'détude chimique et microbiologique a permis de ddémontrer
1tindividualitd ainsi que les liens d'étroite pareﬁté.

On ddéerit WQone, actuellenent, sous les dcénominations suivantes, les
divers antibiotiques produits par diverses souches de B. polyryxa 3

- Polymyxine A ou Adrosporine de AINSWORTH
- Polyryxine B de BROWNLEE (soucho CN I4I9)
- Polyrvxine C de BROWNLEE (souche CN 2I36)
- Pblxﬂzéine D de BENEDICT et de STANSLY (souche II4_J)
.= Polyryxine E de BROWNLEE (souche EA I08)
Par la suite, cette liste a été complétée par d'autres substances isolées

des milicux de culture de souches diffirentes. Des analogios de composition chimique

ont permis de faire rentrer dans la série des polymyxines, la Circuline, isolée par

(¥) B, acrosporus ost considéré par BERGEY (5) corme un synonyme peu usité de Bacil-
Jus pol 0
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MURRAY (1948) (7), des nilicux dc culture de Bacillus circulans, et la Polypeptine,

extraite par Mac LEOD (I948) (8), des milicux de culturc de Bocillus Krzemienicwski

mutant de Bacillus circulans, Ces deux substances sont coractdérisdes, comme les poly-

myxines 4, B, C, D et E, par leur haute tencur on acide @, y~dianinobutyrique (9).

Enfin, les ¢tudes que nous avons faites sur la corposition de la Colimycing ou Colis—

tine, antibiotique isold par YASUO KOYALA, en I950 (IO0), & partir de Bacillus Colis—

tinus, nous permettent de ranger cet antibiotique dans la série des polymyxines,

s ) O 0 O Oomvemems



CHAPITRE 1I1I

PRODUCTION, ISOLEMENT et PURIFICATION das POLYMYXINES

Bacillus polymyxa est une espéce tellurique relativement comnmune j; PORTER

et coll,, (11} ont isolé du sol 65 souches physiologiquement différentes. Une souche
ne produit, en principe, qu'une Polymyxine (JONES) (I2).

Ces souches sont titrées sur des plaques d'agar, vis-d~-vis de diverses
bactéries, pathogenes ou non, par la méthode de WAKSMAN (I3). Le filtrat des bouil-
lons de culture peut aussi &tre titré in vivo en estimant son action contre le cholé-

ra des poules, provoqué par Pasteurclla multocide.

A - PRODUCTION ET ISOLEMENT

Le milieu do culture de Bs polymyxa est constitué par une solution &
3 p. 100 de "Corn stoep liquor" (¥) et de I & 3 p.IO00 de glucose. Lo pH, aprds stéri-
lisation, est de 6,5. Aprés ensemencement, la fermentation est conduite & 26-28°C,
sous agitation et aération constante pendans une soixanteine d'heures.

Le bouillon de culture est alors soumis & une extraction fractionnée éar:
1tisopropanol, en préSano do sulfate d'ammonium. Les oxtraits isopropanoliq#es sont
évaporés sous vide et lo sirop obtonu, repris par le méthanol, est passé sur une

colonne d'clumine qui retient les substances peptidiques ; 1!'élution do la colonne

(%) Au cours de la préparation industrielle de l'anidon de ma¥s, les grains sont
trempés dans une solution alcaline qui en dissout 1'écorce. Le liquide obtenu,
riche en acides aminés et en polypeptides, est utilisé comme milicu de culture.
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est offoctude par 1'cou distillée. La polyrnyxine est ensuite extraite de 1'éluat par

cristallisation de son picrate. Le passaege d'un courant d'acide chlorhydrique gazeux
dans la solution acétonique du picrate, zikne lo précipitation du chlorhydrate de
polyryxine. Au cours de la préparation, 1'activité des différents milicux et extraite

est titrée por la technique deo WAKSHAN au moyen de Shigella gollinarume

Nous avons schémtisé, dans le tableau I, les différentes étapes de la
préparation de la polymyxine D, & partir de IIO9 litres de bouillon de culture de la

souche B 7I (PORTER et coll.) (14).

B ~ PURIFICATION

La polyryxine obtenue & ce stade est impure : il est possible que
1'action toxique de ce médicament soit dlie précisdment & 1'existence d'impuretés
(BROWNLEE et BUSHBY) (I5).

la polymyxine brute peut &tre purifide par diffdrentes techniques :

l - Cristallisatfbn

Los polymyxines peuvent &tre purifides par cristallisation des picrates (PORTER
et coll.) (I6), des 2~naphtalénc~sulfonates (WILKINSON) (I7), des hélianthates (CATCH
et Al.) (I8), ot des roinockatos (PETERSON et REINECKE) (I9). Les polymyxines B et E

peuvent Gtre obtenues par précipitation des bascs par action de l'ammoniaque sur la

solution bouillante des sulfates correspondants (WILKINSON) (20).

2 - Chromtographie de partage sur colonne

La_purification peut &tre effoctude sur des colonnes.d’Hyflo-Supercel ; la phase
stationnnire est un tampon de pH 2 ; la phase mobile est constitude par du n-butanol
saturé do tampon (EELL et coll,) (2I).

La figure 1 montre 1'exemple donné par BELL de la purification des polymyxines

A ot Do



ZASLEAU 1

Isolement de la polymyxine D des bouillons de culture de Bacillus polymyxa (souche B 7I) (d'aprds PORIER et coll.)(I4)

Bouillon de culture

1109 litres = I.5I10.000 U.S, (¥)

277 litres
d!isopropanol
(1/4 volume)
- Agitation s I/2 heure
Sulfate
d'ermonium
Isopropanol ///’—— Fraction alcoolique n°® 1 <‘\
(1/4 volune)
Fraction
aguouse
Agitation : I/2 heure
JZ;I? Fraction alcoolique n® 2 ' A
550 litres
Eau distillée Méthanol 715,000 U,S,
Fraction aqueuse
rejetée Adsorption
sur alumine Extroit
Distillation
. sous vide
Effluent Eluat
60 litres
532,000 U.S,
Cristallisation 38 g de
(%) L'activité est exprimée en Unités des picrates ’bolymyxine D
220,000 U,S,

Shigella sur la totalité des milieux
et oxtraits,

L



Polymyxine D

Activite biologique

as 50 75 100 nas 150 78 200
3

Aérosporine

A

— A
as 50 15 100 25 150

A (-
>

175 ,2(‘)0
Effluent en ml.

Figure 1

Chromatographie do partege des polymyxines A et D sur une colonne d'Hyflo-Supercel
(d'aprés BELL ot coll,)(2I)

Systeéme n-butanol - tampon sulfosuccinate de sodium 0,0I5 M de pH 2. La récupdération

des tubes 25 & 75 fournit une polymyxine D homogéne & la distribution & contre-
courant,
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Un procédé analogue peut &tre utilisé pour sdéparer les circulines A et B
(DOVLING et coll.) (22).

3 - Chromatographie de nartage sur papier

Lo purification et le fractionnement des polyryxines peuvent &tre réalisés par
chromatographio de partage sur papier. Le Tableecu II rassemble lcs principaux résul—

tots obtenus @

TABLEAU IT
RF des différontes polyxymines sur papier Whatooan n® 1

Solvant A (NASH) (23) : n-butanol - tampon glycocolle - HCl 0,2 M pH 2 5
Solvant B (DAUTREVAUX): n-butanol - acide acétique - eau (4 : 1 t 5)e 7

Solvant A Solvant B |
Polyriyxine A - 0,18 0,07
Polyryxine B 0,56 ' 0,24
Polynyxine D * 0,38 -
Polymyxine E 0,54 0,39
Circuline - 0,30
Colinycine - 0,35

D'autres solvants & base de butenol ot d'ecide acétique ont encore été utili-
sés ; DOWLING et coll., (24) avec un systene n-butanol, ecide ecétique et eau pauvre'
en acide acétique (49,5 1 1 1 49,5) ont einsi pu séparer la circuline en cing consti-

tuants biologiquenient actifs, dont doux ont $té identifids sous les noms do circuli-

ne A et B.

4 - Distribution & contre—courant

Cette éldgonte méthode a servi & contrdler la puretd des polyryxines prépardes
par d'autres méthodes. C'est ainsi que BELL a pu vérifier 1'homogéndité du composant
majour, isold par chromatographie, de la polymyxine D sur Hyflo-Supercel (tubes

25 & 75 de la Figuro 1).
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Lo distribution & contre—courant a, en outre, pormis & HAUSMANN et CRAIG (25),

de séparer la polymyxine B en deux constituants actifs : les polymyxines Bl et BZ' La

Figure 2 montre l'aspect de la courbe de distribution ainsi obtenue dans le fraction—

nement de la polymyxine B,

amenen ) 00 O Qoomee
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mg par ml et densité optique

N des tubes

L4 La T Y ) 4 v \J A ¥ ] Al

B U

s m
Lo

Séparation des polymyxines B1 et B2 par distribution & contre-courant (d'aprés
| HAUSSMANN ot CRAIG)(25)
Systeéme 2-Butanol/HC1 0,1 N
o—e—0; concentration dans la phase inféricure.

0= ~0= =0t densité optique dans la phase inféricure & 259 mu.
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CHAPITRE III

PROPRIETES PHYSIQUES DIS POLYMYXINES

A -~ SOLUBILITE

Les polypeptides du groupe des polymyxines so présentont sous la forme

d'une poudre amorphe blanche qui fond en se décomposant, cux cnvirons de 230°C 3
Polymyxine A  230°-235°C  [CATCH et al.) (26)
Polymyxine D  2289-230°C  (BELL ct coll.) (27)
Circuline 2269-228°C  (PETERSON ot al.) (28)

Les polymyxines sont trés solubles dans l'eau et le méthanol (plus de 40
grammes pour I00 ml), hlles sont plus solubles en milieu acide qu'en milieu alcalin ;
on peut d'ailleurs précipiter les polymyxines B et E en saturant unc solution concen-
trée do leur chlorhydrate, par de 1'ammoniaques Leur solubilits dans les alcools
décroft quond le poiés moléculaire de 1l'alcool augmente. Elles sont, enfin, insoiubles
dans des solvants organiques comme les esters, les éthers, les cdtones ou les hydro-
carburcse.

Les polymyxines forment, on outre, des combinaisons insolubles dans 1'eau
avec divers rdactifs, notamment 1'acide picrique, 1'acide hélianthique; le reineckate
d'ammonium ; certains do cos ddrivés peuvent 8tre obtenus & 1'état cristallisé. Nous

avons vu l'utilisation de ces combinaisons pour la purification des polymyxines.
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B -~ POUVOIR ROTATOIRTG

Les polymyxines prdsentent toutes un pouvoir rotatoire 1ldévogyro s
TABLEAU ITI

Pouvoir rotatoire des polymyxines

Polymyxine A a 12)0 = = 420 C = 19/, dans 1'eau CATCH ot al. (29)

25 _
2=

C = 1°/, dans 1'étha~

nol & 759/, REGNA et coll. (30)

75°7

Polymyxine B a

C = 2,33/, dans 1'6-

_— - o o N
Polymyxine Bl a D = 85°1 thancl a 75°/o

HAUSMANN et CRAIG (i)

— (4 |
C = 1,05°/, dans BELL et coll. (32)

i = - 400
Polymyxine D a D = 40 'e
— 250 [+ 4
Circuline 25 6196 C = i::: /o dans PETDRSO?3§§ REINECKE

C ~ COURBES DE TITRATION
\

Les courbes de titration électrométrique sont intdéressantos & analyser.

JONES (34) a notarment étudié les polymyxines A, B, C et D, alors que PETERSON et
REINECKE (35) ont réalisé les courbes de titration de la circuline (Figure 3).
L'aspect de ces courbes montre que les polymyxines sont dos substances
trés basiques ; mais, ces courbes présentent deux points d'inflexion supplémentaires
qui ne sont pas identiques pour les quatre préparations. Le point d'inflexion situé -
dans les rdgions les plus alcalines de la courbe des polymyxines A4, C et D est &
peine marqué et son importance peut &tre ndgligée en raison des errcurs expdérimenta~
les ; irl n‘cn est pos do méme de la polymyxine B, dont le point d!inflexion & pH 9 ~
I0 est tres nete L'explication de cette irrdgularité dans la courbe de titration n'a

pas encore ¢té donnde.
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Figure 3
Courbes de titration électrométrique des polymyxines

(d%aprés JONES) (34)
Solution de polymyxine & 0,2 p.I00 dans 1'eau. Titration per la soude N.
Pour la clarté de la présentation, les courbes commencent & une valeur arbipraire

de 1labcisses
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D -~ SPECTRE ULTRA-VIOLET

Les polymyxines B ot C absorbent la lumieére dans l'ultra~violet : le
Laxim d'absorption est obtenu & 259 mp et s'explique par la présonce de phénylala—
nine dans la moléculo. Au contraire, les polyryxines A et E et la circgline ne pré-
sentent eucun maxitua d'absorption caractdristique dans leur spectre ultra-violet

(BELL), (37).

E - POIDS MOLECULAIRE

Le poids roléculaire minimum des peptides peut &tre calculé & partir de
la composition en acides aminds (voir plus loin) 3 co poids moldéculsire minimun équi-
vaut & la sorme des poids moléculaires do chacun des acides aminds constitutifs,
dininué d'autant de fois le poids moléculairo de 1'eau qu'il y a de liaisons peptidi-
ques dans la moldécules

Lo poids umoléculaire de la polyryxine B, a ¢été notarment déterminé per

1l
HAUSMANN ot CRAIG (3§), au uoyon de la mdéthode de substitution partielle de BATTERS-

BY et CRAIG (39) : le peptide ou la protdine est partiellcment substitué par le 2,4-

dinitrofluorobenzéne (¥). Les différents dinitrophényl-peptides obtenus, mono-DNP-
peptides, di-DNP-peptides, ctc..., sont sépards par la technique de distribution &
contro~courant de CRAIG (40), On ddtormine enfin, sur une ou plusieurs des fractions
obtenues, lo coefficient d'éxtinction moldculaire relatif i chaque DNP-peptides

La substitution d'un peptide par le radical dinitrophényl affecte les
fonctions anindes, les fonctions OH et SH de la tyrosine et de la cystéine, et le
noyuu.imidazole de l'histidine. Nous verrons plus loin que, dans les polymyxines, leos
seuls groupcments substituables sont les fonctions gyNHz do l'acide Q, y—diamino=~

butyrique,

(¥) 2,4-dinitrofluorobenzéne : par abréviation DNFB.
Dinitrophényl-peptides ¢ par abréviation DNP-peptides.
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Quand on effectue la dinitrophénylation partielle d'un peptide en vue de
la détermination de son poids moléculaire, on suit la marche de la réaction que 1'on
arréte quand il y a approximativement fixation globale.d'un radical DNP par équiva-
lent-gramme de peptides Au cours de cette substitution partielle, il se forme des
dérivés mono, di, ou tridinitrophénylés, tandis qu'une partie du peptide initial
resto non substitude (%),

Aprés dinitrophénylation, le DNFB en cexcds, est ¢liminé du milieu réac-
tionnel par extractions répétdes & 1'éther, et les produits de substitﬁtion partielle

sont fractionnés par distribution & contre-courant.

) Por HAUS-

La courbe de distribution obtenue & partir de la polymyxine B
MAN ot CRAIG (Figure 4), montro la prdsence d; 4 constituants.

La premidre fraction est constitude par les sels minéraux apportés au
cours de la dinitrophénylation, |

La deuxidme, non colorde, correspond & la polymyxine Bl’ non dinitrophé-
nylde,

La troisi¢me fraction, colorde cn jaune, est hétérogéne : elle est cons—~
tituée par un mélange de ddrivés mono-dinitrophdnylése Ces ddrivds peuvent 8tro
séparés par distribution & contre-courant dans un autre systéme-solvant, mais ce

fractiomement est inutile puisque tous ces ddrivés mono-dinitrophénylés ont le

méme poids moldculaire,
La quatrieme. fraction, enfin, ext complexe et contient vraisemblablement

un mélange de dérivés plurisubstituds.

(%) Dans le cas de'la tyrocidine, étudide par BATTERSBY et CRAIG, les seules fonc—
tions substituables sont le § - de ltornithine et le groupcment phénolique de
la tyrosine ¢ lo produit de substTitution partielle de ce peptide est constitué
de la tyrocidine non substituée, de 1'0-DNP-tyrocidine et de la di-DNP-(0,N)ty-
rocidine (4I).
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Courbe de distribution des produits de substitution partielle de la polymyxine B par

le Z,Ldinitrofluorobenzéne {a'aprés HAUSMANN et CRAIG) (38)
(d'oprés HAUSMANN et CRAIG) (38)

Systéme n -butanol/H C1 0,1 N

s concentration

¢———0——8 : phase inféricuro ;

; concentration

o——o———0 t phaso supériecure

4———tw———t g phaso supérieure ; densité optique & 350 m ,
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La troisiéme fraction correspondant & la mono~DNPe—polymyxine Bl’ est
intéressante ; son coofficient d'extinction & 350 mM (por willigramme et par milli-
litre) ’est de 9,89 s il permot, connnissont le cocfficient d'extinction moléculaire
de 1'acide y~DNP-diaminobutyrique & 350 np (I4.500), 1o calcul du poids moldculaire
du dérivé mono-dinitrophénylé de la polymyxino B, (HAUSMANN ot CRAIG) (42)

14,500
9,89

= 1466

En soustrayant de ce rdsultat, d'une part le poids moléculaire du radi-
cal DNP (I67) diminué de celui de 1'hydrogine qu'il remplace dans le dérivé substi-
tué, et d'autre part le poids des quatre acides chlorhydriquos fixdés & la polymyxine,
on obtient une valeur de II54,

D'autres méthodes purement physiques ont encore été utilisdes.

BELL et coll., (43), par mesure des pressions osmotiques, ont trouvé
Tespectivenent les valeurs de 1293 et IIS0 pour les polyryxines A et D,

FEW et SCHULMANN (44), par étude des films monomoléculaires, ont obteru
pour les polymyxines A, B, D et E, un poids moléculairo voisin de 1250,

Ces divers rdsultats sont en bon accord, non seulement entre eux, mais

avee la valeur du poids moldeulaire miniimum calculé & partir de la composition en

acides aminés (Tableau IV),

e 0 00 0 O



Poids moléculaire des polymyxines

TABLEAU IV
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rique

Polymyxines A B D | E |Polypeptine Mcthode
HAUSMANN et CRAIG 1150 II00 & I200|Substitution partielle

(38) (42) + 100
FEW et SCHULMAN 12501.12801I250{1250 Etude des films monomoldculaires

(44) + 70
BELL ot coll.(43) 1293 1150 Mesuro des pressions osmotiques
P‘IVI. inimur 30m
minimun théo~t | yoo0l1144) - 1145
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CHAPITRE IV

COLIPOSITION D&ES POLYMYXINES

La nature peptidique de la polymyxine A & &té établie par JONES (45). Les
Polymyxines sont d'ailleurs des polypeptides hétéromériques, puisqu'ils contiennent,

en plus des acides anminés, une molécule d'acide gros.

A - COMPOSITION EN AMINO-ACIDES

I -~ TECHNIQUES UTILISEES

L'étudo de 1la composition d'un peptido‘en aenino-acides corprend trois
bhases 3
- H))drolyse totale du peptide,
- Identification des acides aninds,

~ Dosage des acides aminds.

a) - Hydrolyse totale 3

L'hydrolyse totnle d'une chafne polypeptidique a pour effet d%en libdrer tous
los acides arminds constitutifs par rupture de la liaison peptidique.

Nous avons toujodrs utilisé les conditions opératoires suivantes s

= Brploi de 1'acide chlorhydrique 5,6 N redistillé deux fois dans un appareil
on Verré. L'acide chlorhydriquo contient, en effet, des substances oxydantes provo-
quant, au cours de 1'hydrolyse, la destruction de guantités plus ou woins importantes
d'acides aninds, Cot acide chlorhydriquo 5,6 N constitue le mélange azdotrope du sys—

téme HCl/eou s son point d'ébullition est de II0°C ;
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= Lthydrolyse est effcctude cn tube scelldé & 1'étuvo & I00-I05°C pendant 24
heures, Cette durée d'hydrolyse ost suffisante pour provoquer la rupture de toutes
les liaisons peptidiques, y compris les liaisons Valine-Valine ou Leucine~Valine, qui
sont les plus résistantes (SYNGE) (46).

~ Unc fois 1l'hydrolyse terminde, l'acide chlorhydrique est éliminé soit par
Svaporations répétées dans un exsiccateur & vide, soit par passage sur une petite

2

colonne de résine & échange de cations (4mberlite IR I20) et Slution par 1'ammoniaque

2 N,

b) Tdentification des acides aminés 3
A 1'hcure actuclle, la chrorntographie de partage sur papier constit;e le pro—
¢édé 1o plus simple d'identification des emino-acides.
Nous avons utilisé de maniérc habitueclle, la chromatographie bidimensionnelle,
sur papier Whatmcn n® 1 & 20°C, au moyen des solvants chrormtographiques suivants
En premiére dimension 3 grbutanol/acide acétique/eau (4 ¢ 1 : 5) pendant
24 4 36 Heurcs (PARTRIDGE) (47)
En deuxiene dimension $ phénol saturé d'ecau en présence dlarmoniaqua (3
pP.I00 dans la phase aqucuse), pendant I8 & 24 heurcs (PARTRIDGE) (48).

On obtiont, par cette technique, une bonne résolution de la plupart des acides

aninés, La Fig.5 montre la localisation des principaux d'entr!eux sur lo chromato-

grarme,

Les acides aninds basiques (lysine, arginine, ctc...) rostent difficilement
identifiables. I1 est.alors souvent nécessaire d'effectuer la chromatographie dans
lo systéme phénol/métacrdsol (phénol/mitacrésol/eou (L ¢ 1 : 1) ; 3 p.I00 dfammonia~
que dahs la phasc aquecuse) (GRASSMANN et HLNNIG) (49).

L'acide a, w~liaminobutyrique se place dans le groupe des acides aminés basi-

ques avec les R suivants : butanol/acide acétique 3 0,07 — phénol (3 p.I00 NH3):0,65.
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Schéna de

.Fiﬂ’ 're 5

chromtograrrie bidinensionnel des principaux acides aninéss

butanol/acide acétique/eau (4 1 1 ¢t 5)

'Ibro dimension 3
28ne dimension ¢ phénol saturé d'eau en atmosphére amioniacole (3 p.100) ct en pré-

sence A'HCN.

Ala = Alanine

Cys = Cystéine

Gly = Glycocollo
I-Leu = Isolcucine
Phe = Phénylalanine
Thr = Thréonine

Abréviations

Arg = Arginine

Dia = Acide Q,y~diamino-
butyrique

Leu = Leucine

Pro = Proline

Try = Tryptophanne

Vol = Valine

Asp = Acide aspartique
Glu = Acide glutamique
His = Histidine

Lys = Lysine
Ser = Sérine
Tyr = Tyrosine
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Lo lcucine ot 1l'isolcucine occupent la méne place sur ce type de chromatograrme
bidinensionnel : on peut les différencier dans le systéne butanol/alcool benzylique/
eau (121 : 1) (CONSDEN) (50), Un développement chromntographique de 3 & 4 jours, en

laissant pesser le front du solvant, est alors nécessaire,

Le dosage des acides aminds constitutifs d'une protéine a toujours constitué un
probleme dllicat encore imparfaitorent résolu : ceci explique le grand nombre et la
variété des téchniques qui ont été dderites,

La ndéthode chromatographique de MOORE et STEIN (5I) constitue le procédé le plus
sﬁr.et le plus précis ; elle est malhcurcusenent longue et délicate, Etent donné la
relative siuplicits des substrats étudids, nous avons donc été anends & choisir une
méthode peut-&tre un peu moins précise, mais d'application plus nisdes Nous avons
essenticllenent utilisdé les techniques de GRASSMANN ot HLNNIG et de LEVY.

~0) Tochnique dérivée de colle de GRASSMANN ét HANNIG (52). Dans la technique

originale de GRASSIUNN, les acides aminds de 1thydrolysat peptidique sont sdpards par
électrophorése, puis par chromatographie sur papier. Dans le cas des polymyxines, la
séparation dos acides aminds peut &tre obtenue par la scule chromatographie unidimen~
sionnelle sur papier (SCHLEICHER et SCHULL N° 2040-) dans le systéme butanclfacide

acétiquo,

La solution d'acides aninds est ddposde sous forme d'une trafnde fiﬁe et régu-
lidro de 1 cn. de longueur sur une ligne de ddpart ; on effectue ainsi un certain
nombre de trafnédes sépardes 1'une de 1'autre por une distance de 4 & 5 cm. ; ces trai-
nées sont constitudes alternntivement par des quantitds croissantes de 1'hydrolysat
peptidique et par des solutions d'acides aminds témoins, de concentration connue et
croissante (5 microlitres de solutions 0,004 & 0,020 M).

Aprés chronatographie, les feuilles sont soigneuseuent sdéchdes sous une hotte

ventilée ; aprés imuersion dans une solution acétonique de ninhydrine & 0,2 p.100,
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les chromatograimes sunt placés dans une étuve & I00°C on atmosphére saturde d'eau
pendant I5 minutes. Aprés révélation, les feuilles sonﬁhdécoupées dans le sens du
déVeléppemont chromatographique ; les bandes obtenues sont alors huildes par immersic .
dans do 1'huile de vascline, ou micux, dans un mdlange d'huile de vaseline et de
G-bromo-naphtaléne (85 1I5), puis essordes par pression entre deux fcuilles de papier
filtre. On apprécie enfin 1'intensité do coloration des taches, par passage des bandes
dans un photométre muni d'un filtre & 530 mp, On obticnt ainsi une courbe d'intensité
de coloration pour chaque tache, courbe dont la surface est proportionnelle & la quan-
tité d'acide aminé mise ecn jeu.

-B) Méthode aux dinitrophénylaminoacides de LEVY (53)« Dans cctte élégante

méthode, le 2,4-dinitrofluorobenzéno (DNFB) est condensé avec 1'enscmble des acides

aminés de 1'hydrolysat total suivant la réaction de SANGER (54).

‘ H9 -~
l | 40°C l

o, COOH % COOH
2 \ 2

R

Les dinitrophénylamino-acides (DNP-AA) obtenus sont alors sépards par chromatographie
sur papier, les taches sont éludes et les solutions dosées au spectrophotométres

Lo dinitrophénylation s'effectuc & pH 9 et & 40°C sous agitation, lo pH étant
maintenu constant por addition de soude. Dans ces conditions, la dinitrophénylation
est compldte en I h.30min, et il ne se forme que des quantitds minimes de 2,4-dinitro-.
phénol (DNP-OH), artéfact provenant de 1'hydrolyse du DNF3.

Aprés réaction,'on enldve 1'exces de DNFB par quelques extractions & 1'dther
dans une ampoule & déconter,

Les DNP-AA sont alors extraits & 1'éthor en milieu acide. Le rdsidu jaune obte—

nu par évaporation de 1l'oxtreit est alors soumis & un vide poussé & 40°C,,ce qui pro-—

vVoque la sublimation des petites quantités de DNP-OH qui aurasient pu se former (Voir

Plus loin) °
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Une quantité aliquote du résidu est alors soumise & une chromatographie bi-
dimensionneclle dans les solvants tolutne ot tampon phosphate de LEVY (Voir plus loiv)

Aprés chromatographie, lecs téches jaunes, correspondent aux DNP-amino-ccides
sont localisdes en lumidre de WOOD, découpdes et déludes par chauffage & 60°C, pen—
dant 30 ninutes, dans une solution de bicarbonate de sodium & 2 p.I00, La coloration
Jaune de la solution obtenue par centrifugation est alors mesurdée au spectrophoto-
metre & 350 np.

Le Pfobléme du dosage dos acides aminds était compliqué daens le cas des poly-
_myxines par la prisence d'acides amindés de la forme D. Nous avons donc ei.‘fectué des
dosages des acides oninds avant et aprés action de la D-acidaminoddéshydrogénase du
rein de Mouton, Cet enzyne ddsamine spéeifiquement les acides aminds de la forme D
sclon la rdoction

R~ CH- Mg, R~ C=NH R -

Cc

Enzyne + H,0 ' + NH,
' .

S

+I/2 0,
COCH \ COOH COOH
4 HZO
La réaction s'effectue en mettant en contact & 37°C, en présence d'oxygene,
1'hydrolysat de polymyxine avec une préparation purifide de D-acidaminodéshydrogénase
de rein de Mouton (55). Au bout do 2 & 3 houres d'incubation, 1'enzyme est précipité
par la chaleur et le filtrat démindralisé per passage sur une petite colonne de rési-

ré .
ne & dchange de cations. Le dosage des acides aminés est alors réalisé sclon les

modalités que nous venons de ddcrire.

2 ~ RESULTATS

La 'chromtogra,phie de portago sur papier a permis l'identification facile
des acides aminds constitutifs dos polynyxines. Le probléme a, malgré tout, été com-
Pliqué par la présence, en quantité importante, sur les chromatograrmes, d'une tache

"ninhydrine positive", dont les Ry ne correspondaient 4 ceux d'aucun acide aminé
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cennu, BELL et colle (56) 1l'ont identifié corme ¢étant l'acide Q,p~diaminobutyrique.
L'anclyse élduentaire et 1'détude du ddrivé #-dinitrophénylé et de 1'hydantofne do cet
acide amind ont été compardes aux dor;nées correspondantes de l'acide O,p-diaminobuty-.
rique de synthése,

Les acides aminds des diffdrentes polymyxines ne se trouvent pas exclusi~

venent sous la f.orme L naturclle ; un certain nombre appoartiennent, en cffet, & 1la

série D,
l;.e Tableau V rassemble la composition des différentes polymyxines.
TABLEAU V
Composition des polymyxines
Leu | Phe | Thr | Ser Dia Val | I-Leu
Polynyxino A | D L L etD '
Polymyxine B |1 L }1D} 2L 5L HAUSMANN et ale (57)
1D
Polymyxine C L L L
Polymyxine D { 1 D 3L}1Dp}| SL BELL et coll, (58)
Polymyxine E D L L
Circuline 1D 1L 5L PETERSON et al. (59)
Polypqptine 2L{1D{1L : 3L 1D 1L HAUSMANN et el. (60)
Colistine 1 1 4 DAUTREVAUX
L




- 27 =

Dans le Tableau VI, nous prisentons les résultats de nos dosages par la

métbode de GRASSLIANN et HAIZIIG (6I) sur la polymyxine B.

TABLEAU VI

Dosage des D et L amino-acides de la polymyxine B par la méthode de GRASSMANN ot

HANNIG
Avant ddsamination Apreés désamination
R
DIA 60,4 6,04 63,8 5,10
THR 18,5 1,85 24,3 1,96
L&U 10,7 1,07 11,9 0,95
PHE 10,4 1,04 (Figure 6) 0
TOTAL 100 10 100 8
< - -

Figure 6

Etude qualitative des acides aminds constitutifs de la polymyxine B - Chromategramme

unidimensionnel de 1'hydrolysat total do polymyxine B avant (& gauche) et apreés (3

droite) action de la D-acidaminoddshydrogénase du rein de Mouton. Apres désamination,

la phénylalanine o complétemen‘? disparu.)Systémc n-butanol/acide acétique/cau
4:1135
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B -~ L'ACIDE GRAS

S s ey v e s ey e

Nous avons vu que les acides aminds n'éiaiont pas les sculs consti-
tuants des polymyxines. BELL ot coll. (62) reworquérent, en effet, qu'aux acides
ominés de la polymyxine D, il fallait ajouter une substance non azotée, extracti-
ble & 1'déther de pétrole.

Ltanalyse Slémentaire de cette substance a donné les résultats suivants:

C 66,4 p.I00
H 1I,4 p.I00
0 20,2 p.I00 (par diffdrence)

Ces donndes conduisirent BELL & considéref qu'il s'agissait d'un
acide organique & 9 atomes de carbones, dont la composition élémentaire thdorique
serait 3

C 69,2 p.I00
H II,6 p.I00
\“o 19,2 p.100

Cot acide gras présente des propriétés analogues, mais non identiques
& celles de 1'acide pélargonique ou acide nonanofque normal, GORE et PETERSEN (63)
par 1'étude des spectres infra-rouges de cet acide gras ct de l'acide pélargoni~
que, ont confirmé leur non-identité, WILKINSON (64), per dégradation de 1'ester
méthylique de 1'acide gras de la polymyxine D, a pu isoler 1'acide 3—méthyl-pentd—
nofque (Schéma I),

SCHEMA T
Dégradation de 1'acide 6-méthyl octanoique

A
CH, |

\ .
CH,~ ~ ~CH ~CH~CH_~CH, ~CH_~CH = ({n
Hy CHZ-(IZH CH,~CH,,~CH,~CH,~CO0H ~————> CH,~CH , 5 X o

2
a2 e Ph-Mg-Br |
CH ~H,0 CH

3 3



N~bromo Ph  Anhydride
succinimido CB ~Ci ~CH-CH,~CH-CH-CH=C 4 ~chromigue, CHy~CH,~CH-CH,,~COOH
- HSr I ’ : Ph I

CH3 c

acide—Z—mé\hyl pentanoTque
Par comparaison de cet acide avec l'acide obtenu par résolution du sel
de quinine de 1'acide 6~-méthyl-pentanofque racémique de synthdse, ils ont pu Stablir
qu'il se trouvait sous la forme D. CATCH et al. £65) ont confirmé que la polymyxine
D contenait de l'acide d—64nétﬁyl octanoIque par le mesure du pouvoir ratatoire de

270
21® = + 8,60 = © = 2,22 dons 1 6thor).

cet acide ( a
Cet acide gras somble commun & la plupart des polymyxines, y compris le
groupe de la circuline. La polymyxine B2 fait exception & cette régle : d'npré?
HAUSMANN et CRAIG (66), il s'agirait d'un acide gras on Cge
Dens la polypeptine, l'acide gras scrait un acide hydroxyhcptanoIque
(CRAIG) (67).

\

rmeoe 0 00 O Qe



CHAPITRE V

DETERMINATION DE LA STRUCTURE DES POLYMYXINES

La détermination de la séquence en acides aminds d'un polypeptide com-

prend les stades suivants
A - Etude des acides aminds terminaux
B - Etude de 1'enchafnement
1 ~ Hydrolyse partielle
2 - Practionnement des petits peptides de 1'hydrolysat partiel

3 - Etude de ces petits peptides

A - ACIDES AMINES TERMINAUX

A}
Y

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

certain nombre d'acides aminés réunis entre eux par des liaisons peptidiques 1

HOOC~-CH-NH-~CO—-CH-NH-~ C0-<I3H-NH-CO-CH-NIL&
| |

Rl RZ Rh-l Rh

Le chafne peptidique est donc terminée par un acido aminé porteur d’un;
groupement, G~carboxylique libre d'une part, et par un acide aminé porteur d'un grou-
pement G-aminé libro d'autre part. La détermination de ces acides aminés terminaux
est importante et constitue lo premier stade de 1!étude structurale d'un polypeptide
ou d'une protéine, Cetto détermination permet, par exemple, de résoudre le probléme
du nombre de chafnes peptidiques constituant la molécule protéique (cas de 1l'insuli-
he, SANGER (68)). Dons le cas des polypeptides, on obtient de cette fagon, des pointe

de repdre importants dans 1!'étude de la séquence ; l'application de certaines
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méthodes de dégradation récurrente, & partir des extrémités terminales permet, en

outre, 1'étude directe des séquences terminales,

1 - PRINCIPES DES LETHODES

L'étude des extrémités terminales des polypeptides peut se faire, soit par
libération enzymatique des acides aminés terminaux, soit par substitution chimique

des carboxyles et fonctions amindes libres et identification des produits de conden-—

sation,

a) Mét-hodes enzymatiques

La leucine-aminopolypeptidase (WALDSCHMIDI-LEITZ) (69) libére les acides ami-
nés N-terminaux (¥). La spécificité de cet enzyme vis-8~vis de la leucine en position
N-terninale s'étend, en réalité, & tous les acides aminés N-terminaux. La carboxypep—
tidase (LENS) (70), au contraire, détache spécifiquement los acides aminés C—termi-
naux (& l'exception de la proline et de 1'hydroxyproline). Les amino-acides libérés
sont identifiés par chromatographie de partage sur pepier, soit sous forme libre,
soit sous forme de DNPLamino-ucides (Voir plus loin).

Aprés 1'enldvement de 1'acide aminé terminal, ces enzymes continuent leur
action sur le reste de la chatne peptidique, en libérant le nouvel acide aminé termi-
nal 1 cette méthode do dégradation récurrente permet de déterminer les sdquences ter—

minales d'une chatne peptidique,

b) Méthodes chimigues

@) Détermination des groupements OG-uminds libres :

— —— o
O e e G v— — m—. w— — e Gme S E— s s w——

los groupements G—NHZ de la protéine avec le 2,4-dinitrofluorobenzéne (DNFB),

~.Selon la réaction

(%) Par abréviation, nous Qonnerons aux acides aminés.terminaux res?ec?lvemen? gor;_
teurs d'une fonction O—~carboxylique et G-aminde libre, le nom d'acides aminés
terminaux et acides aminds N-terminauxe



-----NH--C(l—CH--NH2 +F —Q—NO2 > NH~CO—CH- NO2 + FH

L N0, | L M

Au cours de cetto condgnsation, io radical dinitrophényl se fixe également sur

les groupoments ‘w-aninds de la lysine, de l'ornithine et de l'acide Cc-X-diamino-
butyrique, les groupcments thiol do la cystéine et phénolique de la tyrosine,
ainsi quo sur le noyau imidazolique de 1'histidine. |
Aprés hydrolyse du produit de condensation (DNP-polypeptide), les DNP-arino-
acidos terrﬁmmu peuvent &tro isolds ot identifiés par chromatogrephie de partege,
La plupart de ces DNP-amino-acides sont éthérosolubles. Ccpendant, quelques—uns
(DNP-acido cystéique, DNP-arginine,...) sont hydrosolubles. On pcut, d'autre part,

doseor spectrophotométriquement los DNP-amino-ecides & leur maximunm d'absorption &

°
3600A. .

groupement O-aminé libre avec le phénylthio-isocyanate. Puis, en milieu chlorhy—
drique anhydre, on ‘peut isoler la phénylthiohydontoTne du résidu amino-acide por
teur d'un groupement G~eminé libre terminzl, Le phénylthilhydantoine est alors
identifido dircctement par chromatographie do partage sur papier (SJOQUIST) (73),
(LANDUANN et coll,) (74), (TOENNIES) (75).

La suito des rdactions est sch&rmtisée dans le Schém II.

La méthode de EDMAN peut, d'autre port, &tre considérde corme une néthodo do dégra,
dation contr8lée, En effet, aprés 1'enldveront de la phénylthiohydantoTne de l'aci
%rglr‘t‘cszmiml, le reste de la chatne poptidique est, en principe, intact et il est

Possible de recormiencer la condonsation plusieurs fois de suite.

&lcools primnires par 1'hydrure double do lithiun et d'aluminium (FROMAGEQT et



SCHEMA II

Schémn de la méthode EDLIAN

C6H5NCS+H2N—CH-CO-NH-CH-CO.N

|

R R

Phénylthioisocyanate

1
Pyridine . C6H5-NH-CS-NH-('IH—CO-NH-(|IH—CO voe

Phénylthiocarbamylpeptide (PTC-peptide)

C6H5 - N - G
HC1 ‘
—
anhydre N
oC NH <- I{ZN-CH—CO [YXY
N./ '

I "
R

Phénylthiohydantoine

-33 ~
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coll,) (76) ou par 1l'hydrure double de lithium et do bore (CHIBNALL et REES) (77).
Aprés hydrolyse de la protéine ainsi traitée, on peut identifier et doser les amino-
2lcools primaires, soit directement par chromatographie sur papier, soit par chro-

matographic sur papier des DNP-amino-alcools correspondants,

— e bt w— — — mns wups Sy c——

groupement carboxylique libre réside dans la formation de la thiohydantoIno (mdéthode
de SCHLACK'et KUIMPF (78) appliquée aux polypeptides par TIBBS) (79). Lo polypeptide
acylé (acétylé, benzylé ou carbobenzoxylé) est traité par le thiocyanate d'ecmmonium
en présence d'anhydride acétique et d'acide acétique (Voir Schéme III). La thiohy-
dantoine ainsi formée peut &tre isolée du reste de la chaine peptidique par une
hydrolyse douce, cn miliou alecalin (WALEY et WATSON) (80) ou acido (DAUTREVAUX ot
BISERTE) (8I). Finalement, lo thiochydantofne sera identifide per chromotographie sur
popier (DAUTREVAUX ot BISERTE).

A

' SCHEMA III

Formation do thiohydantoIne

~ NH = CH = CO - NH = CH - COOH 10y O3
| | CH,C0), © >

R? R

-NH—CH-CO-N-(l)H-R
| |
R! SC  CO

\/
NH

H.0 |
—2 > _ NH-~CH-COOH + HV-CH=R
|
R!? SC co
\/
N

ThiohydantoTne
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2 - PARTIE EXPERIMENTALE

a)Méthode aux DNP-amino-acides de SANGER

1- _Qig_ilr_opgé_gylniign ¢ On cffectuc la dinitrophénylati;)n dies polypeptides selon la
technique originalo de SANGER (82) ; dans notre travail sur la polymyxine B, nous
avons utilisé les conditions expérimentales suivantes 3

50 ng de polymyxine B sont dissous dans 4 ml d'une solution aquecuse de
bi-carbonate de sodium & 3 p.I00, On ajoute une solution préparée exterporandément
de 50 rig do DNFB dans 8 ml d!éthanol et le mélange est agité au moyen d'un agita~
teur magnétique pendant 3 heures & 1'obscurité.
A la fin de la réaction, on acidifie par de 1'acide sulfurique dilué et

la DNP-polymyxine qui e précipité est isolde par centrifugation.
On élimine les sels minéraux et le DNFB en exces, en effectuant des lavages pa.r
centrifugation, d'abord & 1'eau (une fois), puis & 1'éthanol, juéqu'é. ce que le
liquide surnegcant soit incolore, et enfin & 1'éthor.

2~ Hydrolyse du 1L DNP-p __ptldo ¢ Cette hydrolyse se fait dans des conditions idontiques
& celles des peptides, c'est-3-dire hydrolyse en tube scellé & I00°C, pendant 24
heurcs, par 1'acide chlorhydrique 5,6 N redistillé dans un appareil en verre
(ROVERY et al.) (83),
I1 faut signaler, toutofois, la frogilité dos DNP-glycocolle, thréonine et pro-
line & 1'hydrolyse acide (PORTER ot SANGER) (84). Dans ce cas, on effectue l'hy-
drolyse en tube scellé & I00°C, pendant 4 heures, par l'acide chlorhydrique II,2
N redistillé dans un apparcil en verre (ACHER et LAURILA) (85).
par extraction & 1!'éthor do 1'hydrolysat dilué quatro fois par do 1'eou distillée

dans une petite ampoule & décantor (%)

——

(%) Dans 1e cas dos DNP~cystdéine et méthionine, il est nécessaire d'utiliser un éther
Privé de peroxydes, per redistillation sur sulfate ferrcuxe



Une ou deux extmctions suffisent, en géndral, & extraire la totalité des DNP-amino—

acides terminaux (¥%).

L'extrait éthéré contient, outre les DNP-amino-acides, du dinitrophénol (DNP-0H)
qui se forme & la fois au cours de la dinitrophénylation et au cours de 1'hydro-
lyso. Cet artéfact ost éliminé par sublimation (MILLS) (86) 3 1l'extrait éthéréd ost
évaporé & sec dans un petit ballon rond A col rodé extérieurement ; & ce rodage
s'adapte un bouchon & double paroi, formant réfrigérant et muni d'une tubulure
latérale relide & une pompe & vide & polettes (Fige 7). Le petit ballon est plongé
dans un bain-marie & 70°C et le rdservoir est garni d'un mélange réfrigérant qulon
change de temps & autre. Lo sublimation du DNP-OH est, cn général, compléte en

I h.30 & 2 heures,

TR e D e cme mm G G S -y St S S S e Smwe

solubles se fait par chromatographie bidimensionnelle sur papier Whatmen n® 1 &
20°C. Lo quantité de chaquo DNP-amino—acide doit &tre infdéricure & 30 pg.
En premiére dimen\;ion, on effectue unc chromatogrophie ascendante dans le systime
de BISERTE et OSTEUX (87) modifié par LEVY (88) 3

=~ Toludne 5

- Pyridine I,5

- Monochlorhydrine du glycol 3

-~ Armoniaque 0,8 M 3 (xx)
Le solvant est prépord 5 & 6 heures avant 1'emploi. La chromatographie est réali-
séo dans une cuvo cn verre (30x30x60cn environ), fermde par une plaque de veorre

(Fige 8)e Dons le fond de la cuve, sont disposés, concentriquetient, deux

————

(%) La DNP-arginine et 1'0~DNP-histidine sont solubles dans 1l'eau et restent dans 1la
' phase aqueusc.

(%x) Armoniaque 0,8 M s ammoniaque & 22° 0 57 ml
‘ cau distillde geSepe 1 litre
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cristallisoirs de taille diffdérente : le cristallisoir central est gerni dfamao—
niaque 0,8 N ; la feuillo & chromatographie, enroulde sous forme d'un cylindre,
est' placée dans l'espace annula.iré, deux heures au noins avant la wmise en route
doe la chromatographie ; & ce moment, la phase supéricure du solvant est Piltrde
et versde rapidement dans 1'espace annulaire, au noyen d'un entonnoir & longue
tubulure. La chromatographie est effectude & 1'obscurité, & unc tempé;ature deo

20°C et pendant une durde de I5 heures.

Pour obtenir une bonne résolution chromatographique des DNP-anmino-acides par
cette technique, il est nécessaire de disposer d'une cuve parfaitement étanche,
constarment saturde en armoniaque 0,8 N et en solvant.

Aprds chromatogrephie dans ce systéme solvant, les feuilles sont séchées &
1'obscurité, sous courant d'air chaud, pendant 24 heurcse

On cffectue alors unc seconde chronmatogrephie, descendante cette fois, a 200C,

pendant 9 heures, dans un tampon phosphate I,5 M de pH 6.

PO HNa,, 1200 17,9 g

POHNe, HO 13,8¢g

HZO QeSeDe IO0O ml
Sur les chromatogramres effoctuds dans ces conditions, la répartition des DNP-

anino-acides se fait comme dans la Fige 9 (¥)e

(%) La DNP-proline donne lieu, & 1'hydrolyse acide, & la formation dtartéfacts qui
en rendent 1l'identification ddlicatee Sous l'action des agents hydrolytiques,
il y aurait ouverture du cycle pyrrolidine et formation d'acide S-chloro-a.-D}IP-
anino-valérique et d'acide G~chloro-§~DNP-amino-valérique $

R e e | | 2
HC1
- - COOH CH - COOH
Q‘H& CH ~ COOH —————> CH,C1 /cu (¢00) ou CHK :
XK HN NH Cl
¥ 1 2 | 1 | 2
DNP DNP DNP

(SAUTIERE ; expérieonces non publides) (Voir Fig. I0).
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Figure 7 _ Figure 8
Schéma de 1'appareil utilisé Schéma d'une cuve & chromatographie
pour 1'8liminotion du 2,4 ascendante des DNP-acides dans le systéme
dinitrophénol (HOLLEMAN) "toludne" de LEVY

Réservoir central 3 NH OH 0,8 N,
Réscrvoir annulaire t phasce supérieure du

systéne.
Toludne 30
Monochlorhydrine du glycol I8
Pyridine 9
NH 4OH 0,8 N 18

La feuillo do papiecr chromantographiqua (Whatoan
n°l) enroulde sous forue d'un cylindre,
plonge dans le solvant de l'espace annu=
laire (point de départ & 4 cm minimun de
la surface du solvant),
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Figure 9

Schéma de chromatogramme bidimehsionnel des dinitrophényl-anino-acides dans les
solvants de LEVY

Iéro dimension : toluéne-Monochlorhydrine du glycol-Pyridine-NH 4OH 0,8 N

\ (51831 1,51 3)
2éme dimension 1 tampon phosphate de sodium I,5 M do pH 6.

TP-0H = 2,4 dinitrophénol DNP-NH,, = 2,4 dinitraniline
Di-DNP-Lys = di-DNP-lysine Di-DNP=Tyr = di~DNP-0,N-Tyrosine
Di-DNP-Dia = Acide di~DNP-aminobutyrique

Les autres dérivés dinitrophénylés sont notds sur le schémo comme les acides
aninds correspondants (Ex Asp-NH, - DNP-Asparagine)



_ Toluéne

Y

Phe

& ¢ @D NPOH
Ley © ) OAla
Val ] oThr
Pro

 ajbydsoyy

A\ . B l )r'

LILLE

Figure I0

Etude des produits de décomposition de la DNP-proline & 1l'hydrolyse acide
(HC1 5,6 N & I00-105°C pendont 24 he en tube scellé)

Schéan de chromatographie bidimensionnelle dens les systémes solvants de
LEVY
Sur e schéma, les dinitrophényl-anino-acides sont notés corme les acides
aninds correspondants (Ex ¢ Ala = DNP-Alanine)

En noir, la DNP-proline et lecs produits de décomposition de la DNP-proline g

DNP-OH (2,4-Dinitrophdnol)
I et 2 : taches correspondant & 1'acide § —ch10r0=0m~DNP-armino—
valdrique et & lacido ¢ ~DNP—amino—G~chloro-valdriques

En blone : DNP-amino-acides de références,



Le ropérage des taches DNP~anino-acides est facile, grlce & la coloration jaune de

ces substances. On peut sugmenter la sensibilité du ropérage, en effectuant celui—

ci en lumidre de WOOD : les DNP-aninc-acides se priésentent alors sous forme de
taches de colorations variant du brun au violct,

—mn S o — - - — i w— —

La rénction de condensation est effectuée sur le peptide ncétylé,

L'acétylation de la polymyxine a été effoctuée dans les conditions suivantes 3

50 mg de sulfate do polymyxine B sont dissous dans 4 ml de NaOH N ; & cetto
solution sont ajoutés, alternativement et par petites portions, 1 ml d'enhydride acé-
tique et 5 ml de NaOH 2 No I1 se forme un précipité qu'on isole par centrifﬁgation et
qu'on lave & l'eau distillée.

Lo polymyxine acétylée est mise en solution dons 5 ml de méthanol et la solu~
tion obtenue est déposée régulidrement sur toute la surface d'une feuille de pepior
Whatman n® I (I2 em x 28 cm) (FRAENKEL-CONRAT) (89). Aprés séchage & l'air libre,
cette feuille est dégfupée en bandelettes de 2 x 4 cm qu'on enfile sur la tige d'un

petit agitateur effilé. Ces bandelcettes sont alors imprégnées d'une solution conte—

nont ¢
SCNNH " I00 mg
cn3coon I nl
(CH3CO) ao 9l

Elles sont ensuite enfermées dans un récipient étanche en verre et placées pen-
dant 24 & 36 heures & 1'étuve & 37°C. Aprés séchage, lavago soigneux au benzdéne con#
Yenant 5 p.I00 de pyridine, puis & 1'éthanol, et nouveau séchage, les bandelettes
sont imprégnées de HCL N /I et 1'on romet en vase clos & 1'étuve & 37°C, pendant 36
heures, On sdche par un courant d'air chaud et 1'on extrait les thichydantoTnes per

un mélango & partics dégales d!éthanol ot A'éther. Aprés évaporation du solvant, les
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thiohydantoTnes sont identifides par chromatographie bidimensiocnnelle sur popier
¥hatmon n® I dans les sytérmes DAUTREVAUX et BISERTE (90).
I¢ro dimension : alcool isoamylique soturd a'eau (I5 h, & 20 °C) ;
28me dimension : benzéne/acide acétique/eau (1:1:1) (5 & 6 h, & 200°¢,
| développeient de 30 cn au noins).
La révélation se fait

1~ par 1'observation on lunidre de WOOD (fluoresconce brune pour la tyrosine et le
tryptophanne) ;

2- por le réactif phosphotungstique de FOLIN et DENIS et les vapeurs d'armoninque
(tachos bleues pour la plupart des thiohydantoInes, vertes pour la tyrosine et leo
tryptophanne) ;

3~ puf le rénctif de GROTE (9I) : ce rdactif est constitué par le mélange & parties

égales, cffoctud extomporanduent, de :

I ~ Nitroprussinte de sodium 0,5¢g
Chlorhydrate d'hydroxylamine 0,5 ¢
\
Bicargénate de sodium lg
Eau distillde IO ml

Aprés dissolution, on njoute II gouttes de Brome ; on enldve l'excds de brome par
barbotage d'eir, on filtre et on dilue & 25 ml.

IT - Solution aqueuse saturée de bicarbonate de sodium.
Aprds pulvérisation du réactif et exposition du chromatogramme & la vapeur d'un
bain-marie bouillant, les thiohydantoTnes apparafssent sous forme de taches dont
les colorations varides se modifiqnt en fonction du terps.

Le Tableau VII ot la Fige II ci-aprés résument les résultats obtenuse

3 - ACIDES AMINES TERMINAUX DES POLYMYXINES

Nous avons appliqué & la déterminntion des extrémités N-terminnles de la poly-

Wyxine B la méthode aux DNP-amino-acides de SANGER.



TABLEAU VII

RF et colorations des thiohydantoines

ﬁal(::l;i 1k bzﬁxzine Colorations avec le répnctif
isoamylique lacide acétique de GROTS
|Glycocolle 0,35 0,04 Violet brun
Alanine 0,62 0,18 Bleu virant au violet
Valine 0,87 0,60 Bleu
Leucine 0,87 0,76  |Bleu
Méthionine 0,83 0,58 Violet
Tyrosine i 0,75 0,00 Orangé virant au joune
Acide aspartique 0,00 0,00 Bleu virant au violet
Asparagine 0,10 0,00 Bleu virant au violet
Acide glutamique 0,25 0,00 Violet
Tryptophanne 0,87 0,80 Vert joune virant au jeune sale
Lysine 0,87 0,16 Bleu
Thréonine 0,78 0,38 Vert virant au violet
Phénylalanine 0,86 0,70 Brun violet virant au beige
Histidine 0,20 6,00 Violet
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Alcool Isoamylique

AspNH,Gly _
o &

Asp His 5] Tyr
Gly

Benzéne

-

A\

-~
L"L .LE
Figure II <
Schéma de chromatogramme bidimensionnel des 2-thiohydantoInes

Itre dimension : alcool iscamylique saturé d'eau
2tme dimension : benzdne/acide acétique/eau (1 3:1:1)

Les thiohydantoTnes sont notées sur ce schéma comme les acides aminés
correspondants (Ala = 5-méthyl-2-thiohydanto¥ne)
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La polymyxine B est totalement dinitrophénylée dans les conditions habituelles
(voir plus haut). La DNP-polymyxine obtenue, insoluble dans l'eau, est isolde par
centrifugation du milieu réactionnel et lavage du culot & l'eau, & 1'éthanol et &

1 t éther .

Apr3s hydrolyse totale de la DNP-polymyxine, l'hydrolysat est extrait deux fois
& 1'éther.

L'extrait éthéré, étudié par chromatographie bidimensionnelle sur papier (Voir
plus haut),‘ne nous a révélé la présence d'aucun DNP-amino-acide.

Le résidu aqueux a été étudié par chromatographie bidimensionneclle dans les
solvants butanol/acide acétique et phénol (3 p.I00 d'ammoniaque). Les chromatogrammes
obtenus montrent la présence, avant révélation, d'une tache jauno virant eu brum, par
réaction avec la ninhydrino : il s'agit do 1'acide DNP-dieminobutyrique ; on note
aussi 1l'apperition de la thréonine, de la leucine, de la phénylalanine et de 1l'acide
®,y-diaminobutyrique. Cet acide @,y -diaminobutyrique libro ne disparait pas cpres
incubation de 1'hydrolysat avec la D-acidamino-déshydrogénase : il s'agit donc de
1'acide L-Q,y-diaminobutyriques

L'application de 1a méthode des thiohydantoines & la polymyxine B ne nous a pas
permis non plus de déceler une extrémité C~termincle.

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

De ces constatations, nous.pouvons tirer les conclusions suivantes :

1 - 1o polymyxine B nc possdde ni oxtrdmité N-terminale, ni extrémité C-terminale s

on peut donc lui assigner unc structure cyclopeptidigue.

2 - 1'hydrolyse de la DNP-polymyxine B libdre do l'acide &,y-diaminobutyrique libre ;
cet acide amind ne peut provenir de 1'hydrolyse de l'acide y-DNP-diaminobutyrique
car 1'hydrolyse acide des DNP-aemino-acides donne licu & la formation d'un acide-
‘alcool et de dinitranilines, Le groupement U'an de 1'un des acides L~Q,~diamino-
butyrique n'est donc pas substituable par le DNFB et nous avions émis 1'hypothese

que, dans la polymyxine B, cette fonction était amidifide par la fonction
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carboxyliquo de l'acide gras. Nous verrons qu'il n'en est rien, puisqu'en rénli--

t¢é, l'acide gras ost supportd par 1l'acide D-&,~dieminobutyrique (Voir plus loin)

Des résultats analogues ont été obtenus par BELL pour la polyuyxine D @ cet

autour dmet 1'hypothdse d'une structure cyclopeptidique (93).

B -~ ETUDE DE L'ENCHAINEIENT PEPIIDIQUE

L' étude d'une sdquence peptidique est offectuce par des simplifications
progressives du substrat en frogrents plus petits. Ces fragnents peptidiques sont
sépards par des techniques approprides de fractionnenent ; ils sont ensuite soit ,
sitplifiés & nouveau, soit étudids directement.

Schéntiquenent, lo peptide A-B~C-D-E~-F sore sowiis d une hydrolyse par—

ticlle qui libtrern des acides aminds (A, B, C,...) des dipeptides (4-B, B-C, C-D..,),
des tripeptides (4-B~C, 3-C-D,...), dos tétrapeptides, etce.s Apreés fractionnement
du :élange peptidique obtenu, chaque peptide isolé sera étudié du point do vue de sa

conposition ot de ses acides aninés terminaux. On obtiendra, par excmplo 3

1+ A-(B,C) (%)

2 - B~C

3 - (C,D,E)~F

4 - (D,E)-F

5~ F-G

6 - E~(F,G)
A~B-C~D-E~F-G

L'assenblago des diffdrentes sdquences partielles obtenues, permet alors

d'établir 1'enchatnenent peptidiquo du substrat.

(%) Nous utilisons les notations de SANGER (94). Par convention, les amino-ocides
sont éderits dans 1l'ordre de leur enchafneuent, en cormiengant par léur extrémité
N-terminale ; si la sdquence exacte est connue, ils sont séparés les uns des au-
tres par un tiret ; sinon, ils sont séparés par une virgule et la zone correspon-
dante dens la chatne peptidique est isoléo entre des parenthéscs,
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I ~ HYDRCLYSE P.RTIELLE DES POLYPEPTIDES

L'hydrolyse partielle des polypeptides et des protéines peut &tre rén-
lisée de deux rcnidres : soit par 1'action nénagde dos ncides, soit par l'action doe

protdinasecs.

a) Principe des méthodes

4 colles de 1'hydrolyse totale, mais on modifiant un ou plusieurs facteurs de 1'hy-~.
drolyse, corme la tempdrature, la “force" de l'acide ou la durde de l'hydrolyse,
Corme 1'obtention d'un nombre relativement faible de veptides différents est rocher—
chie, on oura intér8t & effectuer 1'hydrolyse & la plus faible vitesse possible, deo
fagon & pouvoir déterminer lo durde d'hydrolyse la plus favorables

Les principaux reproches qu'on puisse forruler contre ce typo d'hydrolyse
sont do deux ordres : tout d'abord, au cours de cette opdration, il se¢ forme un trés
grand nombre de petits peptides (di, tri- ou tétrapeptides), ce qui cst trds défavo-
rable & 1'étude do\Ea séquence des polypeptides de poids moléculaire élové ; on
second licu, 1'hydrolyso acide n'est pas suffisarment sélectives On pourra, certes,
noter la résistance relative des liaisons peptidiques suxquelles la leucine ou la
valine participent par leur fonction G~aminde (SYNGE) (95) ; on pourra de méue noter
au contraire, la frogilité des lieisons N-thréonine et N-sérine (DESNUELLE et CASAL)
(%),

M cours de cette action de 1'acide, la nature des liaisons peptidiques semble
conditionner, dans une certaine uesure, leur rupture ; leur position dans la chatne
Peptidique a, au contraire, peu d%iuportance, ce qui so congoit aisdment, si on
considere les faibles dimensions de 1'ion HY, capeble d!eborder facilement tous les

Points do la chatne peptidiques
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On peut, cependent, signeler deux méthodes d'hydrolyse acide préférentielle

1~ Hydrolyso ménagée par les acides gilués (Hc1 N /10, 8043212./10) qui permet 1a
libération préférenticlle de 1'acide aspartique (PARTRIDGE) (97), .

2~ Hydrolyse préférentielle do DESNUELLE et BONJOUR (98). Cette technique exploite
la particulidre fragilité des linisons N-thréonine et N-sérine & 1'hydrolyse
acides

Par traitement & 1l'acide sulfurique concentré, la linison CO-NH-thréonine est

transposée en une linison ester -CO~O-thréonine, suivant la rdaction suivante

LN ] CO“NH-CH-CO-NH ese 'YX CO HZN"CH-CO-NH o e
l AN |
HO - C-H > 0 C-H
CH3 CH,

Une hydrolyse acide dans des conditions particuli®rement douces, permet 1'hydro-

lyse spécifique de la liaison C - O,

B)Zb@yxﬂxﬁg.gqgngggggg ¢ L'hydrolyse enzymtique présente & la fois une spé-
cificité de nature éi de position visdd-vis de la liaison peptidique : elle sera
done toujours plus favorable que 1'hydrolyse acide, car elle libdrera un plus petit
nombre do peptides différents, ce qui simplificra énormément le fractionnement ulté-
rieur ; chaque peptide 1ibéré sern, d'autre part, quantitativemont plus importent,
¢e qui permettra unc étude avoc un motdriel plus obondant.

Los cpsymes employds sont la persine, qui agit 4 un pH pptimum de I,8, la
trypsine et la chymotrypsino qui agissent 2 un pH de 9, et la subtilisine qui agit &
PH 6,3, |

L'action de la pepsine porte pfincipalement sur les liaisons peptidiques impli-
quont le groupement a-NH, de la tyrosine, de la phénylalanine, de la leucine et de

2
la valine (SANGER ot TUPPY) (99).



Lla trypsine ogit sur les liaisons dans lesquelles la lysine et l'arginine so
trouvent engagées par lour COOH (BERGLANN et ROSS) (I100).
La chymotrypsine est spécifique des liaisons ou la phénylalanine, la tyrosine,

le tryptophanne et la méthionine sont engegds par leur COOH (BERGMANN ot FRUTON) (101) _

-

b) Application expérimentale & la polymyxine B

Les enzymes protdolytiques se sont révélds absolument inactifs vis-3~vis de 1a
polymyxine B j on verra d'ailleurs qu'on ne retrouve dans la polymyxine aucune des
spécificitds d'action de la pepsine, de la trypsine ou de la chymotrypsinee Par con-
tre, la polymyxine B est caractérisée par une sensibilité particulidre & 1'action des

agents hydrolytiques acides. Nous avons essayé trois types d'hydrolyse acide

I0 ml de HCY 5,6 N est portée & 1'ébullition sous réfrigérant & reflux ; des préld-
verients de 1 ml sont offectuds toutes les trento minutese

Ces hydrolysats, aprés dilution & 1'eau distillde, sont dessaldés par passage
sur micro-colonne d'ALberlite IR I20, Les colonnes sont ¢ludes par 1l'armoniaque 2 N ;
les ¢luats, aprés évaporation i sec, sont repris dans 0,1 ml d'eau distillde et étu~
diés en Slectrophorese (IO}AI) & pH 3,9 (Fig. I12).

Ce type @'hydrolyse est trop brutal pour pouvoir &tre appliqué & 1'étude de le
polymyxine ; en effet, la polymyxine est pratiquement hydrolysée totalement en 2 h.3(
d¢j&, en 30 minutes, la proportion des fractions électrophorétiques correspondant &

des peptides est faible par rapport & cclles constitudes per des amino-acides libres

(N ot B),

les suivantes

50 ng do polymyxine B sont dissous dans 5 ml de HC1 II,2 N et la solution obte-

Due ost portde & 1'étuve & 37°Ce Des prélevenents de 1 ml effectuds au bout de temps
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Pigure 12

Etude de 1'hydrolyso partielle de la polymyxine B par l'acide
chlorhydrique 5,6 N & 1'ébullition

Schéma d!électrophorese & pH 3,9 des produits d'hydrolyse (130 volts, 20 mA, 9 h)

N = acides aminés et peptides neutres
Dia = acide @,p~diaminobutyrique

1) Témoin polymyxine B avent hydrolyso
2) Hydrolyse de 30 minutes

3) Hydrolyse de I h.

4) Hydrolyse do I h.30

5) Hydrolysc de 2 he

6) Hydrolyse de 2 he30

7) Témoin acide &,w~diaminobutyrique
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détorninds sont alors diluds avec 4 nml d'cou distillée et évapords & sec, sous pres-
sion réduites Le résidu sec est repris dans 0,5 ml d'eau distillée et étudié en
électrophorese (IO,ll) a pH 3,9 (Fig. I3),

L!'étude de 1'hydrolysat pendant I heure est intéressante : si les fractions
basiques sont quasiment inséparables par chromatographie sur papier, la fraction
neutre se révéle, par contre, extréumement homogtne et ne donne qu'une seule tache
par chromatographie bidimensionnelle. Aprés hydrolyse, on ne peut identifier que
1'acide Oyp-dieminobutyrique. Nous retrouverons ce composé neutre en électrophordse
au cours d'autres fractionnements ; nous verrons qu'il est constitué par llamide de

l'acide gras et de l'acide D-diaminobutyrique. Il est cepcndent intéressant de

signaler, dés & présent, que ce composé ot, on général, tous les composés du méme
genre comprencnt 1'acide gras, ne se retrouvent que dans les hydrolysats & 37°C, Le

composé est, d'autre part, l'un des premiors & &tre libérés au cours de l'hydrolyse

acide Y

tuée sur 200 mg do polymyxine B par 20 ml de HC1 II,2 N & 37°C (pendant 6 jours). A
la fin de 1'hydrolyse, l'acide chlorhydrique est soigncuscment éliminé par évapora-
tion sous pression réduite.

La chromatographic bidimensionnelle et 1'électrochromatogrophie d'une partie
aliquote de 1'hydrolysat présentent les aspects suivants reproduits dans les Fig.

I4 et 15,

$) Hydrolyse préférenticlle de la_liaison thréonine : La polymyxine B conte—
nant dans so molécule deux résidus de thréonine, il ¢était intéressant d'étudier la
constitution des peptides libdrds dans ce type d'hydrolyse spécifiques

50 mg de polyuyxine B sont mis en suspension dans 2 ml d'éthanol absolu ; &

ce nélango préaloblement refroidi & -20°C, on ajoute alors, petit & petit, 20 ml
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Figure I3
Etude de 1'hydrolyse do la polymyxine B pendant des temps courts
(HC1 II,2 N & 37°C « hydrolyse de I d 24 h.)

Schéma d!électrophorése & pH 3,9 (I30 volts, 30 ma, 9 h.) des
produits d'hydrolyse de la polymyxine aprés des temps

de I he sur la bande n® I
2 h, sur la bande n°® 2
5 h, sur la bande n° 3
8 h. sur la bandec n°® 4
24 he sur la bande n® 5
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Figure 14

Etude de l'hydrolyse partielle de lo polymyxino B par 1lacide
chlorhydrique II,2 N pendant 6 jours & 37°C

jousyd
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LILLES

Schéun du chromatograrzie bidimensionnel des produits d'hydrolyse 3

Tére dinension : butanol/acide ancétique/eau (4:1:5)
2bnme dimension ¢ phénol saturé d'cau en atnospherc
armoniacale 3 p.I00 et on préscnce

de HCN.

Abréviations (Voir Figure n® 6)
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Figure I5

Etude de 1'hydrolyse partielle do la polymyxine B par 1l'acide chlorhydrique

II,2 N pendant 6 jours a 37°C

Schéma a'électrochromatograme des produits d'hydrolyse

Iére dinension 3 électrophordse & pH 3,9 (I20 volts, 24 h.) tampon
pyridinc/acide acétique/cou (30:100:4870)
2dno ditension : chromatographic dans le systdne butanol/acide

acétiquo/eau (4:1:5)
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d'acide sulfurique concentrédgalement refroidi & -20°C. La tompérature tendant &
s'élover au fur et & nesure de 1'addition do 1'acide, le mélange est refroidi contiw
nucllement. Une fois 1'addition de.l'acide terninée, la polymyxine se trouve complé~
tenent dissoute ; la solution est alors laissde & teupdrature smbianto pendant huit
Jours, en évitant toute trace d'humidité, Au bout do co terps, la solution acide est
versée dens un grand volume d'éthor anhydre redistillé sur sodium, et la poudre blan-
che qui précipite est recucillic et lavée & 1'&ther par centrifugation. Lo précipité
est constitud de 1o polymyxine B ayant subi la transposition C-N.— C-0O,

L'hydrolyse partielle ost alors effcctude par l'acide chlorhydrique 5,6 Na
+ 20°C pendant 4 & 5 heures,

L'étude électrophorétique d'un tel hydrolysat particl ne montre la présence que
de deux fractions, uno fraction neutro et une fraction basiques

La froction basique est hétérogéne et non fractionnablo par dlectrophordse ou
chronatogrophie sur papier ; eolle semble constitude d'eu moins deux gros poptides,

Nous n'avons pos poursuivi 1'étude de tels hydrolysats ; corme on le verra plus
loin, ccux-ci ne pe;vent apporter aucune précision suppldmentaire sur lo structure de

la polymyxine B,

2 ~ FRACTIONNEMENT DES PEPTIDES D'UN HYDROLYSAT PARTIEL

Le froctionnement des peptides est le probléme le plus important et le
Plus délicat & résoudre de tous coux qui se posent lors de la détermination des
sdquences poptidiques. Ce probléme est tout d'abord fonction de la complexité du
nélange de peptides ; un mélange simple ne nécessitera souvent que 1'application
d'une seule technique de fractionnement, mais, dens le cas plus général d'un mélange
complexe provenant d'un hydrolysat partiel, il faoudra avoir recours & l'emploi de
Plu;ieurs techniques successives do sdparation. La nature, la longucur des peptides

interviennent cussi dens lo choix des tochniques,
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Les diffdérentes techniques de fractionnenent peuvent 8tre classées en
techniques primaires, d'applicatior trés gdénérale, et en techniques secondaires,
dont les applications sont limitées, soit par le taille, soit surtout par la naturc

des peptides sounis au fractionnenent,

&) Principe des ndéthodes de froctionnenent

- la chromatographie de partage,
- l'électrophorese,

la distribution & contre-courant,

1'échange d'ions.

1- 1a chromatogrqppip_gg'Rgzjage ¢ Le principe de cette nméthode de fractionnement

est maintenant classique ; nous en avons vu les modalités d'application dans
1'identification des acides aminds. La chromatographic de partage sur papier peut
&tre utilisde pour le fractionneuent des peptides mais 1'application en est un
Peu plus délicate. Il faut tout d'abord signaler une plu; faiblo sensibilité des
Peptides & la révélation & la ninhydrine, ce qui ndcessite 1'emploi de quantitgs
Plus importantes du mélange & séparer. De plus, la résolution d'un nmélange de
€ros peptides est beaucoup moins bonnce

Ainsi, on chromatographie unidimensionnelle sur papicr, il est fréquent dlobser—
ver dos effots de tratndes do la part dos gros peptides : ceux—ci restent,en
effet, rassenblds aux environs du point de ddpart et, sculs, les plus petits pep—
tides donnent des tachos bien is§lées. En chromotographie bidinensionnelle, la
résolution est plus satisfaisante et les peptides dounent lieu & des spots assez

larges, nnis assez souvent, los gros peptides se rassemblent en plages diffuses,

difficiles & ddlinmitere
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Un problene, qui se pose avec une acuit$ particulidre, est celui de 1'homogéndité
des fractions récupdrdes en chrommtographie sur pepier ; il arrive frdéquemment
qu'une fraction soit homogine dans un solvant et ne révéle son hétérogénéité que
dans un autre solvant ou dans un outre systeéne de fractionnement d'un principe

nettenent différent. Clest pourquoi il est rarcment possible d'effectuer la sépa-

ration Q'un mélange corplexe de peptides au moyen d'une scule technique de frao-—
tionnement. I1 arrive aussi qu'une fraction apparaisse hctérogéne dans un solvant
chromatogrephique elors qu'elle a été récupérée apres chromatographic séparative

dans l¢ n8ne solvant,

norese_sur papier 3 Les diffdérences entre les vitesses de migration dans
un champ électrique sont couramment utilisdes pour séparer les substances polai-
Tes. Les acides aminds et los peptides peuvent ainsi &tro séparés per dlectropho-
T¥se sur papier (WIELAND) (I02) (DURRUM) (103) (BISERTE) (I04).

Cette technique de fractionnement ne permet pas la séparation parfaite de tous
les poptides d'un hydrolysat ¢ ccux-ci sont, en général, sépards en un nombre
trés 1linité de fractions hétdrogénes, qu'il sera nécossaire de fractionner & nou-
Veau, suivant une technique différente.

La tochnique du fractionnement électrophorétique constitue donc, surtout, une

méthode de base, destinde & simplifier un mélange complexe de poptides.

3~ Distribution & contre-courant g Cotto méthode rcpose sur les différonces entre

"——-—————-——————

les coefficients de partage des divers constituants d'une série chinique entre
deux solvants pou ou pas misciblés.

L'appareillagé automatiquo nécessité par cette techniquo est pelheureusenent
éomplexe (CRAIG) (105). Il couprond un nombfo plus ou moins grand de cellules

contenant un volume donné de la phase la plus dense du solvant, qui est équilibrg
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par des terps d'egitation et de ddcantation successifs, avec la phase la moins
dense ; cette phase provient d'une opération identique effectude dans la cellule
irmdédinteront précédente. La derniére cellule dicente la phase la moins dense dans

un apparcil collecteur de fraction.

méthode de travail particulidreiment efficace au méme titre que la distillation,

la filtration, la cristallisation et la chromatographie de partage.

Les échangeurs d'ions organiques synthétiques représentont, & 1'heurc actuelle,

80 & 90 p.I00 des échangeurs en usage. Ils sont constitués par unec macromolécule
formant le support insoluble sur lequel sont fixés des raodicaux polaires.

La macromolécule ost préparée par polymérisation de monomeres contenant une ou
Plusicurs liaisons conjuguées : le polymére le plus utilisé est le polystyréne.

La polymérisction du styréne s'effectue simplement au moyen d'un catalyseur da! oxy—

dation (peroxydes oxganiques) suivant la réaction 8

CH=CHy CH=CHy — CH —CHy —CH —CHy ~
\
=0 -0 Q.
| 1,1\

C“— CHa

La chafne lindaire obtenue, quand elle est subst1tu€e par des radlc&ux polalres,

conduit & un composé solubloe dans 1'eau. I1 n'en est plus de méme si on a, au pré—l

alable, "réticulé” la chotne polystyrdne au moyen d'uno substance réticulante,
copolymérisable, qui sera, par exemple, le divinylbenzéne (Schéma V).

Le pourcentage de divinylbenzdne ajouté déterminere la formation d'un plus ou

moins grand nombre de linisons croisdes, donc un certain degré do réticulation,
Ce degré do réticulotion influera directement sur les propridtés physiques du

copolymére substitué : le gonflement dans 1'eau, donc la porosité, par exemple,

est d'autant plus faible que la réticulatiom est plus poussdes



SCHEMA IV

Polymérisation réticulente du styréne avec du divinylbenzeéne
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Sur ce support insoluble, sont fixés divers radicaux polaires, diffdérents suivant
le r61“e que sera eppelde & jouer la rdsine,

Dons le cas des rdésines a dchanges d'enions, le radical polaire est, en général,
un radical aminé, Les résines & échanges de cations possédent, au contraire, un
radical polaire acide : carboxylique pour les rdsines & échange de cations faible—

ment acides, sulfoné pour les résines fortement acides.

Fonctionnenent des résines

a) Equilibre:Schématiquenent, les rdsines & échange d'ions fonctionnent selon -

les rénctions suivantes 3

Risines & Schange de cations

U ——d +
R-SO3H+N9, 4______R-803Na+H

Résines & échonge d'anions ¢

R - NH,OH +C1” > R- NH,C1 + OH"

La fixation des ions sur un déchangeur est donc une réaction réversible. Pour une
résine & dchange de cations, la rdaction pourra s'derire 3
+ —— +
R-H+ M < Ri+H
d'ou la constante d'dquilibre

_____nlf":clﬁ‘.qf" (1)
T T

K

By et Byt étant 1l'activité des ions en présence, C leur concentration et  leur
coefficient d'activitd.

Soit Co 1la concentration initianle en ion M' ; & 1'Squilibre Co-C ions M* auront
ét6 échangés avec H*,

C e Vss (2)

K = e =

CO'CUH'F
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Le rapport — est approximativenent égal & 1'unité et peut donc s'éliminer dans
le cas d'déchange entre ions de méme valence.

Keml o CfC0 o
T C=C  1-C/Co le-a

a représente le coefficient d'échange de M¥ vis-3~vis de H'.

b) Fecteurs de 1'S8quilibre @

1'on augmente la proportion de l'un des ions dans la solution, 1'équilibre évo-
luere dans le sens de la disparition de cet ion, c'est-d~dire dens le sens de la
fixation de cct ion par la résino. |

De méme, si on élimine, par exemple, le composant M* au milieu réactionnel,
1'8quilibre évoluera dans le sens de la disparition de 1'autre ion, par fixation
sur la résine : c'est ce qui se passe dans 1'emploi des colonnes, ol le composant
M‘“; 6lué par une solution de concentration définie en NV, est 6liminé au bas de

la colorne, au fur ct & mesure de son ¢élution : celle-ci scra donc totales

dlogk AH
d T 12

. d log K
siAH, la variation d'enthalpie,est positive (Glution endothermique) __Tf%%—lz
sorn, lui aussi, positif et K, la constante de 1'équilibro, variera dans le méme

sons que la température.

Cette influcnce de la température sur la constante d!dquilibre permettra, par
oxemple, 1'élution de composds fortenent adsorbés sur une rdsine en opérant & une
tempdérature plus élovées

son rdle do déux maniéres diffdrentes.
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Pronons le cas dfune rdésine sulfonée R - SO3H )

+ +
R~ SO3H + Na 49———————7— R - SO3Nu + H

Une diminution de pH dans la solution, provoquera donc l'augmentation des ions Nat

dans la solution, donc 1'élution de la résion des ions Na' qui y étaient fixés.

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

ques.

D'eutre part, quand les substances en solution, en contact avec la résine sont des

composds amphotdres, leur ionisation s'effectue dans un sens ou dans llautre, sui-

vant le pH : vis-3~vis d'une résine & échange de cations, cos composés ne se trou-

vent & 1'état de cations qu'en dessous de leur point isoélectrique : si donc on

met en contact avec une résine & échange de cations, une solution alcaline de

divers composés amphotéres et qu'on diminue progressivement le pH, ces divers com-

posés vont s'ioniser successivement et ontrer, de ce fait, en équilibre avec la

résine. Inversement, nous en verrons 1l'application plus loin, on peut éluer sélec-

tivement des composés amphotéres fixés sur une rdésine & échange de cations, au

moyen d*une solution ionique de pH croissant.

a)

les rodicaux polaires peuvent &tre diffdrents, indépendomment de la distinction
que nous avons faite entre les résincs & échange dtanions et & échange de
cations., Nous avons vu quo, dans le premier type de résines, le radical polaire
était un rodical aminé. Dans le second type, ce radical est un radical acide ;
co éeut étre un radical carboxylique dans les résines faiblement acides, qui ne
fqnctionnont qu'd un pH alcelin compris cntre 7 et I4 (ces résines se trouvent
toujours sous leur forme COOH en milieu acide) ; ce peut &tre oussi un radical
sulfoné dunsﬂles résines fortement acides : ces résines peuvent alors fonction-

ner & toutos zones de pH (0 & I4),




b)

c)

63 -

Lo choix de 1'un de ces types de résine est, avant tout, fonction de la nature
des.peptides & séparer. Alors quo les peptides acides (surtout les peptides &
acide cystdique) seront sépards sur une rdésine & échange d'enions, les poptides
ncutres ou basiques seront sépardés sur une rdsine & échange de cations fortement
acido. Les protdines de faible poids moldculaire (ribonucldese) pourront &tre
fractionnées sur une résine faiblement acide (Amberlite IRC 50) (HIRS, MOORE et
STEIN) (166).

le pourcentage de liaisons croisées joue souvent un grand réle.

La réticulation du polystyréne par le divinylbenzéne a pour effet de provoquer
une torsion des chofnes polystyrene, torsion d'eutant plus importante qu'il y a
plus de liaisons croisées : de ce fait, un certain nombre de radicaux polaires
de la risine se trouvent inaccessibles par suite d'eﬁp@chements stdriques, d'ol
diminution de la "capacité" de la résine. La réficulation o, d'autre part, pour
effet do diminuer le gonflement de la rdsine dans 1l'eau, d'ou diminution de la
porosité : les molécules "encombrantes", corme les gros peptides ne pourront
donc &tre fixds. Le choix d'une résine & pourcentage donné de liaisons croisdes
est donc important. La chromatographie des acides aninds requiert 1'usage d'une
résine & 8 p.I00 de linisons croisdes ; la chromatographie des peptides, au
contraire, ndécessitera un compronis entro la sélectivité et la ccpacité (HIRS,
MOORE et STEIN) (I07). |

Enfin, la dimension des grains de 1! échangeur cst trds importente, car elle

influe directement sur la vitesse aﬁcoulement de colonne j; nous avons toujéurs
supposé, jusqu'ici, que 1'équilibre entre substances dissoutes et substances
fixées était réalisé en tout point de la colonne : en cas d'écoulement rapide,
cet équilibre ne pourra &tre rdéalisé quo'pour lcs substances & fort coefficient

d'échange. On pout ainsi faire jouer aux rdsines & gros grains le r8le d'un
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"tamis moléculaire” : einsi 1'Amberlite IR I20 pulvérisée en grains de 0,3 &
O,S’mm de diamétre, fixe les acides aainds et peptides, mnis est incapable de
retenir les gros polypeptides et les protéines (PARTRIDGE) (I08).

Inversenent, 1'cuploi d'une rdsine & grains fins (300 & 400) sera peut-&tre
favorable au bon fonctionnement de la résine, mais la lenteur excessive de
1'écoulenent sera souvent néfaste & cause des diffusions qui pourront se pro-
duire. Enfin, 1'enploi d'une résine hétérogéne quant & la taille des diffdérents
grains, conduit & des distorsions et & des irrdgularités au cours de la chromo-

tographie sur échangeurs d'ions.

Application des résines & déchange d'ions

Les rdsines 4 échenge d'ions permettent de résoudre un certain nombre de problée~
rmes, principalenent celui du fractionnement de peptideshou A'acides amindése Elles
sont dgalenent trés précicuses pour la déminéraliéation ou dessalage de liquides
biologiques et des h§drolysats protéiquess.

1) Dessalage d'une solution d'acides aninds ou de peptides : Cotte solution

peut consister, par exeriple, cn un liquide biologique contenant, en solution,
outre des substances organiques polaires, corme des amino-acidos ou des peptides,
des sels uindéraux, des substances apolaires comme des glucides. I1 peut aussi
stagir d'un hydrolysat peptidique, total ou partiel, obtenu par action d'un acide
fort (HC1, HBr, SO4H2) ou ¢'une base forte (Ba(OH)z). Lo probldne consiste & obte—
nir une solution contenant oxclusivement les acides aminds et les peptides. La
néthode la plus simplo consiste & faire passer la solution sur une colonne de
résine & Schange de cations fortenent acide (Amberlito IR I20) : au cours de cette
0pér§tion, sculs les cations soront fixés par la résine ; los anions (Cl°, Br ,
804-) non rctenus, sont éliminds au bas de la colonne. Aprés lavage soigneux de

la colonne, il suffit alors d'déluer séloctilvement les acides aninds et les
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poptides par un cation dont 1'affinité vis-d-vis de la résine sera corpris entre

celle des acides aninés et peptides ot celles des ions mindraux fixds ¢ on emploie

on géndral, une solution d'armoniaque 2 N qui élue les composés aminés sans éluor
. ) + + ++ .

les cations mindraux corme Nao'y K'y Ca 4 On obticnt done au bas de la colonne,

une solution armoniacale d'acides aninds ot de peptides qu'il suffira d'éveporer &

sec pour cnlever l'armoniaques

Cette opération do dessalage d'une solutivn d'acides aminés ou de peptides est

indisponsable avant 1'dtude ultérieure par chromatographioc de partage.

2) Application des résines au fractionnement des peptides ¢ Dans ce domaine,

deux types géndéraux de techniques peuvent &tro utilisés :
- 1'annlyso par ddéplacement (PARTRIDGE)
- 1'gnalyse par élution

2) Dans 1l'analyse par déplacenent (PARTRIDGE) (I09), le mélango d'amino-

acides est fixé dans une zone restreinte situde au sormet de la colonne de résine.

La colonne est alors élude par une solution éluante dilude (NH40H ou HC1l suivant
qu'il s'agit d'une résine & dchange de cations ou d'anions).

Les divers acides aninds sont ainsi éluds par groupes, dens 1l'ordre de la valeur
de lour pK, (COOH) (DAVIES) (II0) ou de leur PK, (N,) (PARTRIDGE ot BRIMLEY)(III):
c'est-8-dire que les acides aminds les plus acides sont éluds les premiers dens le
cos d'une résine & échange de cations ; dans le cas d'une résine & échange d'aniors

ils sont, au contraire, élués en fin d'opération.

b) Llanalyse par Slution : L'analyse par élution, telle qu'elle a été préco-

nisée par MOORE ct STEIN (II2), permet une résolution beaucoup plus compléte, non
Seuleuent des acides eminds, meis aussi des peptides. Dans cette technique, 1'élu-

tion est réalisde, soit par une solution chlorhydrique de concentration croissante

(I,5N; 2,5N 3 4 N ;..o (MOORE et STEIN) (II3)), soit au moyen de tampons,




volatils (HIRS, MOORE et STEIN) (II4), ou non (MOORE et STEIN) (II5) de pH crois—
sants. Dans ce dernier cas, les composés les plus acides sont, en général, Sluds
en preuier, puis les composés neutres et enfin les composds basiquese Certains
acides aninés et peptides basiques sont, ndenmoins, difficilement ¢luds malgré
1'augnentation du pH j; aussi est—on anend & augnenter la tempdrature de la colonne
au fur et & mesure de 1'élution,

Dans cotte méthodo, on peut fairc varier los conditions d'utilisction de la rdsine
suivant la complexité et la nature du mélange poptidique & séperers

La chromatographie des acides aminés et des peptides sera, en général, effectuée
sur résine Dowex 50. Le fractionnenent et la purification des protéines peuvent

8tre abordds par 1l'omploi d'une rdésine & échange do cations faiblement acide

corme 1'Amborlite IRC 50 (purification de la ribonucléase) (IIIRS, MOORE et STEIN)
(116).

Le degré de réticulation & une grande importance : alors Que des séparations chro—
mtographiquos d'acidos eninds sont pussibles avec des résines i 8 et I2 p,I00 de

liaisons croisdes, la séparation des peptides n'est guére satisfaisante avec de

telles rdsines ; il est niécessaire d'employer des rdsines & 4 ou 2 p.I00 de liai-

sons croisdes, qui donnent des zones d!délution bien délimitdes. On adrnet que les
peptides comprenant I0 & 20 rdsidus dfamino-acides ne donnent lieu & de bonnes
séparations que sur la rdsine & 2 p,I00 de linisons croisées, alors que les pep— .
tides comprenant 5 & IO résidus peuvent &tre froctionnds sur une résine & 4 p.I00

de liaisons croisdes,

Dettont 1a séparation que de catdgories bion définies de peptides ou d 'acides aninds;

ello fait, en général, appel & des phénomdnes d'adsorption (FROMAGEOT et al.) (II7).
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Ainsi 1'alumine acide retient les acides aminés dicarboxyliques et les pepti-
des acides, en solution aqucuse saturée d'hydrogéne sulfuré et necutralisée., L!'élu-
tion est effectuée par 1'acide chlorhydrique 2 N.

De méme, le gel de silice retient spéeifiquement les bases hexoniques et los
peptides basiques on solution ncutralisée, L'élution se fait alors par HC1 N /I0.

Enfin, le charbon activé permet l'adsorption de tous les acides aminés aromo~—
tiquos ot des foptidcs contenant ces acides aninés en solution aqueuse saturée d'hy-
drogéne sulfurd, Lfélution est effectuée par do 1'eau saturde d'acétato d'éthyle et

d'hydrogéne sulfuré.

b) Tochniques expérimentales appliqudes & la polymyxine B

@) Chromatographie sur papier : La séparation des peptides peut se faire par
chromatographio unidimensionnelle, Dans ce cas, il suffit de placer sur une ligne de
départ un certain nomhié de gouttes de la solution & étudier (3 & 4 cm de séparation
entro chaque goutte), tandis qu'une goutte nettement isolde & chaque extrémité de la
ligne servira de guide aprds révélation & la ninhydrine pour le découpage des zones
sur le reste du chromntogramme. La quantité de chaque peptide & séparer ne doit pas,
en général, excéder 50}43 dans chaque goutte appliqudée au ddépart ; une chrometogra~
bPhie préliminaire avec des doses croissantes de lo solution & sdparer remseigne sur
la quantité optima,

Une seule chromatographie no suffit pas toujours & sdparer parfaitement un
nélange complexe de peptides. Il est alors nécessaire de fractionner & nouvecau chaque
Zone récﬁpérée dans un sutre solvant chromat.ozraphique.

On peut aussi effectucr une chromatographie bidimensionnelle. Dans ce cas, on
réalise, paralldlement, plusiours chromntogramics bidimensionnels ; aprés séchage,
1'un d'entr'eux o;t réviélé & la ninhydrine ot sert de guide ; les autres sont exami-

nés en lumidre de WOOD aprds un sdjour de 20 minutes & 1'étuve & I00°C.
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Quel que soit le chromntograume, les taches, aprés localisation, sont dicou-
Pées et Sludes par lavage & 1'oau. On pcut découper les frogments de papier en petits
norceaux et rdécupdrer les peptides poar extraction & l'eou et centrifugntions succes—
sives, Mnis il est préférable dlutiliser les dispositifs simples d'élution déerits
par CONSDEN (II8) (succion du papier mouillé au moyen d'un tube capillaire) ou DENT
(I19) (lavage chromatogrophique). Nous employons un dispositif dérivé de la techni-
que de DENT (DUMAZERT ot coll.) (I20).

Le papier de chromatographie pour la sdéparation des peptides est le Wygtman
n® I, Los solvants sont, en géndral, les mémes que pour le séparation des amino-
acides, c'est-3~dire le butanol/acide acétique ou le phénol aqueux (3 p.IO0 d'ammo-
niaque + HCN). On peut aussi avoir recours su systime butenol/pyridine/acide ecétie
que/eau (30 1 6 3 20 3 24) (LI et coll.) (I2I).

p) Elcctrophorése_sur papier & Les séparations électrophorétiques de peptides
sont effectudes dans un apparcil & évaporation contrdlée (MACHEBOEUF et coll.) (I22)
qui permet d'obtenir des taches peptidiques bien délimitées. Nous utilisons du
bapier Arches 304 (28 x 40 cnm) et un systéme-tampon pyridine/acide acétique/eau (30:
100 : 4870) de pH 3,9 (GRASSMANN et coll.) (I23) ; ce systéme-tampon a l'avantage
d'8tre volatil et ainsi de permettre d'appliquer cette technique & la séperetion des
DPeptides.

Aprés avoir hunecté la feuille do papicr au moyen du tampon et avoir laissé le
Papicr et le liquide s’équilibrer, on dépose le mélange peptidique & séporer sur une
ligne de ddpart situde du cOté anodique. Une diffdrence de potentiel de 130 volts
(20 mA) est alors appliquée pendant 9 heures. La feuille de papier est ensuite
8échée ot une bande longitudinale est ddcoupde, qui servira de guide, aprés révéla~
tion pour 1lo récgpération deg diffdérentes zones.

On peut associer 1'électrophordse et la chrometographie de mnidre & réaliser

un fractionnement bidincnsionnel s 1!électrophorése est effectude dans la Itre




dimension et une chromatographie dans le systéme butanol/acide acétique/ou butanol/
Pyridine/acide acétique dans la 2bme dimension ; le papier est du Schleicher et

Schifll n° 2040 a (60 x 60 cm).

chapitre que les modalités d'application aux peptides de la méthode de MOORE et

°
STEIN (I24). Elles ne peuvent donner une solution générale A tous les problimes de
8éparation des mélanges peptidiques et nous avons été amoné & modifier certains

boints en fonction dd substrat étudié,

1- Préparation de la Résine ¢ La résine Dowex 50 x 4 (4 p.I00 de liaisons

croisdes), obtenue par tamisage entre les tamis frangais 200 et 270, est préparée
Suivant la technique de HIRS, MOORE et STEIN (I25). I00 g de la résine sont ajoutés
lentement, en agitant vigoureusement, 3 300 ml de NaOH Z‘E; Quand la température du
mélange cesse d'augmenter, on porte au bain-marie & 60—70°C pendant 5 heures, cn
agitant. Aprés refroidissement et sdédimentation de la résine, le liquide surnageant
ost décunté ot le résine est alors lavée deux fois por décantation avec 400 ml dfeau
distillée.

Lo rdsine est & nouveau traitée per 300 ml de NaOH 2 N pendant une nuit;
Puis lavée IO fois par décantation avec des portions de 300 ml d'eau distillée. On
transvase 1a résine dans un ontonnoir de Blichner et on la lave & 1'eau distillée
Jusqu'd neutralité du filtrat. La rdésine est alors traitée sur lo filtre per 160 ml
de HC1 4 N, ajoutds lenterent et passant lentement & travers la résine, puis par
800 ml de HC1 2 N . Un lavage avec plusieurs litres d'eau distillée, est enfin néces-

Saire pour obtecnir un filtrat ncutre.

2~ Préparation de la colonne : Lo rdsine est alors suspendue dans 250 ml

de NH40H 4 M, en sgitant jusqu'd ce que la température cesse d'augmenter, Apres
Tefroidissement, la rdsine est remise sur le filtre et lavde avec 300 ml d'eau dis-

ti11¢e, Dans 1o tomps suivant, la résine est tamponnde & pH convenable au moyen du

Sy e Lok
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Prenier tampon utilisé dans la chromatographie ultdéricure. Nous avons utilisé du
tarpon fo;-uia.te d'armoniun M /20 de pH 2,45 (tampon A du tableau VIII).

Environ 200 nl de ce tampon sont filtrds lenteuent & travers le giteau de
résine s celle-ci est transvansde et mise en suspension dans I50 ml du méne tampon et
le nélango est agité douceuent par internittence, pondant 2 heures, de fagon & éli-
Liner les bulles d'air. La suspension est finalement versde dans un tube de verre de
I50 cm do long et do 0,9 cm de diandtre intdrieur. L'extrdmité inférioure offilde est
grnie d'un disque de plexiglas perforé, surmontdé d'un disque de toile de verrce. Le
remplissage de lo colonne est effectué selon la tgchnique do MOORE et STEIN (i26), de
fagon & obtenir une colonne parfaitenent homogéne ¢ la suspension de rdsine est sépa-~
rée en cinq fractions de volume apprqximativement égol ; chaque fraction est alors
Versée avec précoution le long de la paroi intdrieure du tube : on accélire légére-
hent la sédinentation de la rdsine en exercant & 1l'extrdémité inférieure debla colonne
Une ddépression de l'ordﬁe de I0 & I5 cn de uercures Les frections sont successive-
Lent ajoutdes quand la surface liquide n'est plus qu'd 3 ou 4 co de lo résine et ceci
Jusqu'd ce que la hautour totele de la rdsine atteigne II0 cm.

A la partie supérieurc de la colonne, on installe un dispositif d'alimen—
tation en liquide d'élution schématisé sur la Fige I6, qui permet, por le mélenge
8uccessif des tanpons, dfobtenir un gradient de pH croissant (Pig. 16).

" La hauteur du flacon II est réglée pour obtenir au bas de la colonne un
écouloment de I ml en 7 minutes environ, L'extrd&iité do la colonne est adaptée au
Vase rdécopteur d'un collecteur de froctions (mesure & volume constant). Des fractions

de 8 millilitres sont ainsi recucillics.

3 = Fractionnenent de 1'hydrolysat partiel de polyryxine : L'hydrolysat

Particl de polyryxine (6 jours & 37°C dans HC1 II,2 N) dissous dans 0,5 ul du taupon
4, est vorsé en haut de la colomnne ot imprégne iimédiatement la résines On rince la

Partie libre du tube par 0,5 ml de tampon A ot on remplit compldtement avoc ce méme



Figure I6

Schén de montage de la colonne de Dowex 50 avec ¢lution & pH croissant
AG = agitatour magndtiquo
e = Disque de polydthyldne
b = Disque de toile de verre

¢ = Disque de plexiglas perforé
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tarpons Lo flacon I est rempli de 200 ml de tampon A et 19 flacon II de 400 ml de
tampon B, Aprés la mise en route de l'agitoteur magnétique (A de la figure), 1'élu-
tion est commencdée et des fractions de 8 ml sont recucillies dans les tubes du col-
lecteur.

Les changements de tarpon indiquds sur le Tableau VIII et la Fig. I7 ont
¢té Stablis en fonction d'une expdrience préliminnire effectudo sur la mbme rdsine
ot avec un hydrolysat identique, co qui permet de se rendre compte de l'allure de la
courbe d'élution, On peut ainsi, lors de l'expérience définitive, Soit rectifier
1'¢lution des zones particulidrement chargdes en peptides en diminuont lo va;iation
du pH par l'emploi d'un plus grand volurie de tarpon, soit réduire le volume du tam-
pron utilisé pour auguenter la variation du pH dans les zones ou ne se trouvent pas
de peptides.

Lorsque la solution du flacon II est épuisée, on la remplace par la quan~
tité de tampon suivant\ indiquée dans le Tableocu VIII,

Le contenu de chaque tube du collecteur est versé dans un verre de montre
numéroté et évaporé & sec & llair libre, Les verres de montre sont ensuite déposés
dans un récipient en cuivre i double paroi, permettant une circulation dteau & 30/
40°C ot runi d'un ajutege latéral relié, par l'intermédiaire d'un pidge refroidi, &
une pompe & vide & palettes de grand débit, Le récipient est hermétiquement fermé &
1'aide d'un joint de caoutchouc, par une plaque épnisse do plexiglas. Dans ces con-
ditions, la sublimation des formiate et acétate d'ammonium des tampons est facile-
ment réalisée en quelques heures. Le résidu de chaque verre de montro est repris
dans 0,4 ml d'eau distillée : IO microlitres de la solution obtenue sont trés uni-
formément déposés sous forme d'une trafnée de I0/I2 mm de longueur sur une feuille
de papier Arches 304. Aprés séchage, les empreintes sont révélées a 1'aide d'une
Solution ucétoniqﬁe de ninhydrine & 0,2 p.100, & I00°C, pendant I5 minutes. L'inten-

8ité do chaque toche est estimée & 1'aide d'un photodensitométre équipé d'un filtre
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TABLEAU VIII

Composition des solutions tampons
étoblie d'aprés les données do THOMPSON (I27)

Tampons A B Y D E E G
e —

HCooq 2 M 450 200 138 92
S—

CH,CO0H 2 M 73,3 | 220 | 300 | 250
~— \

NH4CH M 50 200 200 200 200 400 400
e —

Acool benzylique (%) 5
S —

Thymo1 (%) 0,5 g

————

H20 q.s.ps 1.000
\

M obtenu 2,45| 3,68 | 4,10 4,36{ 4,60{ 5 5,41
S——

Nantité utilisde
Pour 1'é1ution
\

400 960 600 400 400 800

() L'alcool benzylique facilite, dans une certaine mesure, 1'élution des com-
Posés aromatiques.

by Le thymol est utilisé, ici, comme agent antiseptique : 1'élution se prolon-
ge, en effet, pendant plusicurs semaines. Le thymol est dissous au préelable
dans 1'alcool benzylique.
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Figure I7

Courbe d!élution A'un hydrolysat particl de polymyxinb B sur Dowox 50 x 4.

Lo courbe en trait plein est construite & pertir des intensités photométri-
ques de la réaction & la ninhydrine d'une partie eliquote de chaque tube de
1'élunt. La structure des principaux peptides de 1'éluat o ¢té indiquée au

niveau dos sormets correspondents de la courbe d'élution (g, B, H, I, J, K).

Abrévintions 3 voir Fig. 6+ IPEL = Acide (+)6-néthyloctanofque. Il s'agit
d'un acide isopélargonique. Par souci de sinplification, nous avons adopté
cormo HAUSMANN cetto abréviation IPEL, qui n'est pas conforme & la noucncla-
ture internationnle.

Lo prdsence en faible quantité d'acide aspartique (ASP), de glycocolle(GLY)
ot d'alanine (ALA) s'explique par 1'hydrolysc d'oligopeptides qui sont des
impuretdés de la préperation de polyuyxine utilisde.

Lo courbe en trait discontinu indique la veriation de pH observée su cours
de 1'élutione Les fldches verticales, qui coupent cette courbe, figurent
les changenents do tampon (B, C, D, E, F, G) effoctués au cours de 1t'opé=
ration,
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& 530 mpMe Il est possible, de cetto fagon, de construire tube par tube, la courbe
@¢lution représentde sur la Fig. I7.

Les tubes correspondent & une méme fraction, sont rasscmblée et les
différentes fractions obtenues sont sourises & des critéres de pureté en électro-
phorése sur papier & pH 3,9 ou en chromatographie sur papier, dans les sytémes clas-
siques ¢ butanol/ acide acétique ou phénol on atmosphére ammoniacale. Les fractions

hétérogenes péuvent 8tro ollos-mémes fractionnédes par ces deux types de techniquese

S ) Chromatographie sur charbon : La polymyxine B contenant un secul résidu
de phénylalanine, se préte heurcuscment & un fractionnerent de base sur charbon.

Cette technique de fractiomnement permet de séparcr du mélange peptidique
tous les peptides contenant de la phénylalanine. Le mode opératoire est cclui de
FROLAGEOT et coll. (I28),

Une suspension de 5 g de charbon Activit XL 50 dans 40 ml d'ecido acétique
& 20 p,I00 est versde Qans un filtre en verre fritté de porosité G3 ; aprés aspira-
tion de 1l'acide acétique, lo charbon est lavé par I50 ml d'eau bouillante. Transva-
86 dans un vase cylindrique, le charbon est ensuite agité pendant IO minutes avec
I00 ml d'une solution aqueuse d'éphédrine-base & 0,02 p.I00 ; cotte suspension est
alors vérsée dans un tube de verre de 50 cm de longueur et 8 rm de diamdtre inté-
Tieur, Aprés écoulement de la solution d'éphédrine, la colonne de charbon est lavée
per I50 nl d'eau saturde d'hydrogéne sulfurd, puis par 350 ml d'une solutionlaqueuse
Q'acide ncétique & 5 p.I00 saturde d'hydrogine sulfuré, L'écoulenent des liquides
ost facilité par 1'application ou soumet de la colonne d'une pression de 20 4 30 cn
de nercure.

L'hydrolysat partiel de polymyxine, dissous dans quelques millilitres
d'acide acdtique & 5 p.I00 saturé d'hydrogene sulfurd, ost déposé au sormet de la

colonne ; la colonne est ensuite lavée, avee 500 ml d'acide acétique & 5 p.I00,

saturé d'hydrogdne sulfuré. La phénylalanine et les divors peptides & phénylalanine
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rostent adsorbés ur le charbon ¢ leur élution est cssurde par passage d'un litre
onviron d'eau distillde saturde dtacétate d'éthyle et d'hydrogéne sulfuré. Aprés

concentration, 1'déluat est Studié par Slectrochromtographie (Fig. 18).

3 - ETUDE DES PEPTIDES

L'étude des peptides isolds lors du fractionnement d'un hydrolysat
pPartiel comprend les mémes stades que celle du polypeptide initial. Elle est cepen=-
dant facilitdepar lour plus grande simplicitd.

Les peptides les plus complexes sont & nouveau soumis & une hydrolyse
partielle, suivie d'un fractionnecment, |

Les peptides simples (2 & 5 résidus d'amino-acides) sont ¢tudids seu-

lenent du point de vue de leur composition et de leurs acides ominds terminauxs

& - Contr8les de pureté

Le premier probleéme qui se pose est celui de l'homogéndité des fractions
Peptidiques isoldes. Pour ce contrSle, on utilise les critéres de puretdé suivants :
Slectrophorése sur papier, chromatographie sur pepier & 1'aide de diffdrents solvants;
la détermination des extrd&iitds N~terminales par la méthode de SANGER peut aussi
fournir des renseignements & cot égard : la prdsence de plusieurs acides aminds N-

" terminaux est presque toujours la preuve de 1'hétérogéndéité du matéricl employé.

I1 faut signaler que le papior & chromatographie contient de faibles quanti-
tés dlacides aninds et de péptides (glycocolle ct acide glutamique) ¢ ces substances
sont concentries au fur ct & mesure des récupérations et peuvent interférer avec les
Peptides sdpards par lo fractionnorment, surtout si celui-ci est effectud sur de fai-
blos quantitds du mélange. Il est alors souvent utile de laver prénlableriont le pepiar
& 1'0ou distillée, ou micux, selon ln technique de BANES et ISHERWOOD (I29) ol le
Papier est lavé succossivenent avec 3 CONa, N, eau distillde, CH3COOH 2N, eau dis-

32
tillde, acétato de calcium 1 p.I00, eau et Sthonol aqueux & 50 p.I00,.
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Représontation schémtique d'un électrochromatograrrio de peptides & phényl-
alanino d'un hydrolysat partiol de polymyxine B

Fr = front du solvant butanol/acide acétique

L!éph&drine provient du pré-troitoment du charbon activé (Voir lo texte)e
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b ~ Principe des méthodes a'étude des petits poptides

Les contrdles de pureté ayant &td effectuds, lo peptide pur est sounis &
une hydrolyse totcle et l'hydrolysat obtenu est étudié per chromatographie bidinen-
sionnelle sur popier et dosage des acides aminds suivant les modalités que nous avone
déerites.

L'étude des acides aminds terminaux des peptides peut s!effoctuer par des
néthodes identiques & celles des polypeptides ot des protéines.

Les méthodes les plus employdes sont la méthode aux DNP-amino-ecides de
BANGER (I30) et la méthode & la carboxypeptidasé (FRAENKEL-CONRAT) (I31). A ces
Mméthodes, nous pouvons ajouter deux méthodes simples, applicables exclusivement aux
Petits peptides : la mdéthode de CONSDEN et al. (132) par désaminntion, et celle de

TURNER (133).

\

Minés chimniquement par les vapeurs nitreuses : aux fonctions amindes sont donc subs-
titudes des fonctions alcooliques secondaires. Aprés hydrolyse du peptide, on ne peut
Plus identifier aprés chromatographie par révélation & lo ninhydrine que les acides
anindés en position non N-terminale.

L'application de cette technique aux peptides contenant des acides amindés
basiques, corme la lysine, 1'ornithiné ou 1l'acide a,v-diaminobutyrique, est délicate{
car les fonctions w NH, de ces acides sont, elles aussi, susceptibles de désamina-

2
tion ; CONSDEN et al. cependant, par l'emploi do conditions extrdmement douces, ont
Pu éviter cotto désamination en w dos peptides formés par hydrolyse partielle de la
gramicidine S (I34).
Enfin, signalons que le noynu phénolique de la tyrosine est susceptible

d'8tre nitrd au cours de la réaction, co qui entrafne une identification plus ddéli=-

cate de cet amino—acides
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mité C-terminale des petits peptides ¢ par chauffage des peptides en prdsence d'an—
hydride acdétique et de pyridine, les groupements carboxyliques sont transformés en
groupements méthylcdtone, selon la réaction de DAKIN (I35).

Pyridine
es o CO-NH-CH-CO-NH~-CH-COCH e, CO-NH-CH---CO-NH,-CILI--CO—CI-I3

R |
Aprés hydrolyse, on pourra identifier tous les acides aminds en position

non C-terminale. L'acide aminé C~terminal transformé en aminocétonc pourra, dans

certains cas, étro identifié par chromatographie sur papier.

¢ - Techniques expérimentales utilisdes

acides a été dtudide & propos des extrémitds N-terminales des peptides. L'applica-
tion de cette méthode aux petits peptides est cependant un pou spéciale ; clest

pourquoi nous exposerons en détail, cortains points particuliers.

1) La dinitrophdénylation 3 La dinitrophénylation est effectuée & une

température do 40°C sous agitation, en maintenant le pH & 9, par addition de NaOH

XN /10. Le dinitrophénylation, dans ces conditions, est compléte en I h.30 et ne donne
licu & la formation que de trés petites quantitds de dinitrophdnol. A la fin de la -
réaction, 1'excds de DNFB est enlevé par extractions rdpétdées & 1'éther.

Le DNPLpeptidé est extrait de la solution aqueuse, aprés acidifico-
tion, 3 l'aido de solvants organiques comme 1'éther, l'acétate d'déthyle ou lo buta~
nol, Le choix de ces solvants cst empirique et dépend beaucoup de la taille du pep-
tide dinitrophdnyl$ : alors que les DNP-dipeptides sont, en général, extractibles &
1' $ther, les DNP;tripeptides soront extraits & 1'acdtate d'éthyle. On effectucra

donc 1'extraction par 1'omploi successif de ces solvants.
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2) L'hydrolyse du DNP-peptide et l'identification des DNP-amino-

acides déthéro-solubles so feront suivant les modalitdés dderites plus haut,

— E w—n — ———— Sy o ——

nal des peptides (%)« L'enzyme continue son action sur le reste de la chaine peptidi-~
qQue, on détachant le nouvel acide amind terminal ; il est donc nécessaire dfdétablir
une cindtique opzymtique dans les conditions suivantes ¢

Le peptide est mis en solution aqueuse amende & pH 7,5 par addition de
Sesqui-carbonate d'ommonium, A cetto solution, on ajoute une suspension de carboxypo-—
lypeptidase (correspondant & environ I/20 mg) et on porte & 1'étuve & 37°C, Des pré-
lévements sont offcctuds gprés 30 minutes, I heure, I h.30.

L'enzyme est inactivé par ébullition ot les sels mindraux enlevés par passa~
8¢ sur unc potite colonne d'Amberlite IR 120, suivi d'une .élution a 1’.axmoniaque 2 N.

L¥éluat ost alors étudié par chrometographie sur papior.

1'anhydride acétique (0,75 ml) en prdésence de pyridine (0,50 ml). Le mélange est
chouf£d en tube scelld pendant 3 heures, & IS0°C. Le produit de la rdaction est tr.ans-
vagé dans un verre de montre et dvapord & sec au bain-marie. L'élimination complite
des solvants s'effectue par dissolution dans 1'eau et évaporations répétdes au bain-
bario, Enfin, le peptide traité est hydrolys$ par HCl 5,6 N dans les conditions habi- -

tuclles et les acides aminds résiducls sont identifids par chromatographie sur papier.

4 - Résultats fournis per 1'étude de la polymyxine B

Polymyxine & uno hydrolyse & I00°C,

————

(%) La carboxypeptidaso cristallisde n'agit pas swur les dipeptides. Toutefois, nous
avons pu observer qu'elle hydrolysait des dipeptides de synthese comme glycyl=~
tyrosine ot glycyl-tryptophanne (BISERTE et D.AUTREVAUX) (136).
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. L'hydrolyse est effectude sur 300 rg de DNP-polymyxine B, au moyen d’un
nélange & parties égales d'acide formique et d'HC1 5,6 N (30 ml) pendant I h.30, &
1'¢ébullition, sous réfrigdrant & reflux. Le réle de l'acide formique est de facili-
ter la dissolution do la DNP-polymyxine dans le mélange hydrolysant. L'hydrolysat
obtenu est alors évapord & sec, sous pression réduite.

Cet hydrolysat ne contenant aucune fraction éthérosoluble, est fractionné
pPar passage sur une colonne de talc-Kieselguhr, de fagon & séparer dans 1l'effluent,
les anino-acides et peptides non dinitrophénylds et dans 1!'éluat, les DNP-amino-
acides ot DNP-peptides hydrosolubles (SANGER) (I37).

La colonno est préparde par nélange de 8 g de Kieselguhr (Hyflo-Supercel)
et 20 g de tale. Lo mélange est, au préalable, soigneuseuent lavé par décantations
Successives & 1'cau, & 1'éthanol et & 1'HC1 N. La suspension de la poudre obtenue
dans de 1'HC1 N est alors versée sur la colonne ; le tassement est obtenu par simple
sédinentation de la po&dre.

L'hydrolysat est dissous dans 5 ml A'HC1 N et versé au sormet de la colonne,

La colonne est alors lavée au moyen de 250 ml d'acide chlorhydrique N. Dans
ces conditions, tous les acides aminds et peptides dinitrophénylés restent adsorﬁés
sur la colonne, alors que l'on retrouve dans 1'effluent tous les acides aminds et
pPeptides non dinitrophénylés,

L'élution des composés dinitrophénylés est assurde par de 1l'alcool chlorhy-
drique t alcool/IICL N (4 : 1), Cotte ¢lution donne lieu & la formation de deux bandes
colordes E, et E2, dont 1'une (El) asséz rapide, semble correspondre & des composds
de poids moléculoiro rolativement faible.

L'étude de 1'effluent par électrophorése & pH 3,9, montre la présence de
deux zones : unc zono neutre ot une zone basique. Aprés récupération, chacune de ces
Zones ost & nouveau soumise & une chromatographic bidinensionnelle dans le butanol

acétique et le phénol-ammoniaques.



La zone neutre apparaft composde de thréonine, de phénylalanine et de leu—
cine libres. On observe de plus, une tache anormale ne corrcspondant pas & un acide
aminé, La récupération et 1'hydrolyse totale nous ont révélé que cette tache corres-
pondait & un peptide comprenant, en proportions sensiblement équimoléculaires, la
thréonine et 1l'acide a,~diaminobutyrique.

La zone basique ne révele la présenco que du scul acide a,trdiaminobutyriqucq
Cot amino-acide n'étant pas désaminé par la D-acidaminodéshydrogénase du rein de
Mouton, est donc sous la forme L, naturelle.

L!'élution de la colonne de talc-Kieselguhr donne lieu & la formation de deux
zones colorées, qui ont été recucillies sépardément ; scule, lo zone Ep» la plus ropi-
de, s'est prétée & un fractionnement simple : par électrophordse sur papicr, on dis-
tingue deux composds Ell ot ElZ' '

Le composé Ell est homogéne en chromatographic sur papier, dons le systéme
butanol/acide acétiqué,'et il o Gté identifié & 1'acide -DNP~diamino-butyriques

Le composé Elz’ purifié par chromntographie sdéparative dans le butanol acé-
tique et hydrolysé, comporto un enchainement (Dia, -DNP-Dia).

Des résultats fragmentaires de cette expérience, nous pouvons retenir ies
conclusions suivantes @

1 - L'un des acides L~Q,y~diaminobutyrique de la Polymyxine B n'est pos dinifrophé— "
nyloble, ce qui confirme donc les résultats obtenus par hydrolyse totele de la
DRP-polymyxinos

2 - Cet acide lra,zrdiaminobutyrique,.non substituable per le DNFB, se trouve dans
1a polymyxine.B, situé entre un rdésidu thrdéonine et un autre résidu diamino-
Butyrique. Le faible rendement des peptides obtenus par ce type d'hydrolyse &

I00°C, ne nous & malheureusement pos permis de ddéfinir 1'enchafnement exact,
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chromatographie sur Dowex 50 se sont, pour la plupart, révélées hétérogénes. Il a
donc ¢été nécessaire de parfaire ce fractionnement de base, en effectuant la sépara-—
tion dos peptides constituant chaque fraction, soit par électrophorése séparative a
PH 3,9, soit par chromatographie sur papier,

Les faibles quantités isolées de chaque peptide ne nous ont pas joujours
permis do faire toutes les détorminations de structure, en particulier, 1!étude
simultanée des deux extrémités N et C~terminales du peptide.

Les principaux résultats obtcnus sont rassembldés dans le Tableau IX:

Lo structure de certains des peptides rassemblds dans ce tebleau demande

quelques commentaires.

1) Peptide H ¢

Lo peptide H, se comporte en électrophorésé, sur papier & pH 3,9, comme un

1
tcide aminé neutre. Apreés hydrolyse totale, un scul composé "ninhydrine positive"
Peut 8tre ddceld : l'acide G,y~diaminobutyrique. Apres dinitrophénylation du pepti-
de ot hydrolyso totale, un scul dérivé dinitrophénylé hydrosoluble peut &tre identi-~
fié ; par chromatographie bidimensionnelle, sur papier (butanoi/hcide acétique et
Phénol), il sc comporte comme 1'acide y-DNP-diamino-butyrique trouvé dans les hydro—
lysats totaux de la DNP-Polymyxine B (%)

Le peptide Hl est ropidement hydrolysable & I00°C. Par chouffage & reflux
dens HC1 5,6 N, on obtient la cinétique d'hydrolyse de la Fig. I9 (électrophortse &
B 3,9). |

L'oxtraction & 1'éther do 1'hydrolysat ainsi obtenu, permet d'isoler un

acide gras, qui peut &tre fecilement repéré en chromotographie ascendante, dans une

Solution aquouse & 66 p.I00 d'acide acdtiques La révélation s'effectue par formation

————

(%) On pout séparer l'acide O~DNP-diaminobutyrique de 1l'acide g-DNP-diaminobutyrique
par électrophordse dans un tampon borate de No - aeide borique 0,2 M de pH 9,I,
L!'Slectrophorése est effectude avec immersion de la bande papier sous toluéne,
pour supprimer toute dévaporation et sous wune diffdrence de potentiel de 240volts
poendant 4 heures,



TABLEAU IX

Composition et structure des fractions isoldes par chromatographie sur Dowex 50

Froctions {Fraction— )
Dowex jnement se| Peptides (Purification {C iti 4
50 condairc. crposttiont d NI-1& Séquence
A Thr Thréonine
B Leu Leucine
C Phe Phénylalanine
D
CCP But. Cpl. Impureté peptidique
E, E (B) | CCP Phénol Thr 1 |DNP-THr{ Thr - Dia - Dia —
..gf 0,73 Dia 3 Dia
E, E (B) gCP6P2§nol Dia | Acide a,yp~diamino-
P V2 butyrique
E E 3,9 p
E3 E (N) | CCP Phénol Thr 1 (Thr, Dia)
Rf 0,67 Dia 1
E4 E (B) i CCP Phénol Cpl. Impureté
Rf 0,69
E5 CCP Phénol f-ala Impureté
Fl E (N) { CCP But. Thr 1
Benz, Dia 2
P Ipel
F, E (1) Glut Iupureté
Gly
G CCP But. Cpl, Impureté
Rf 0,70
B E 3,9 H E (N) | CCP Byt. Dia (ONP) | Ipel-Dia
Rf 0,70 Dia
Il E (B) { CCP Phénol Thr 1 (Thr,Dia,Dia)
Rf 0,70 Dia 2
P - |
' I, E (N) .i CCP Phénol Thr 1 (Leu,Dia,Dia) Thr
' R, 0,72 Leu 1 (%)
Dia 2
1 E 3,9 13 E (B) | CCP Phiénol Dia (Dia)®
Rf 0,70
I, E (B) | CCP Phénol Cpl. Iopureté
4
Rf 0,77
I5 E (B~ | cCP Phénol Thr 2 DNP~Thr{ Thr
Ala) | R, 0,8 Dia 3 :; (Dia,Dia,Dia)
Thr
J 1 E (N) { CCP But. Phe 1 DNP~Phe | Phe-Leu
Benz. Leu 1
J E 3,9 J, E (B) Phe
Leu
Dia
Thr
K Kl E (B) | cCP But, Leu 1 (Leu,Dia)
Pyre. Dia 1

Abréviations utilisdes :

Pour les acides aminés, voir légende de la Fig. 5.
5DNP-DIA = Acide «~DNP-dianinobutyrique

E 3,9 = électrophorése sur papier & pH 3,9

(B) = comportement analogue sux acides aminés basiques

(N) = comportement analogue aux acides amindés neutres

(B-Ala) = comportenent analogue i la B-alanine

(a) = comportement analogue & l'acide aspartique .

CCP = chromtographie de partage sur papier, soit dans le phénol (CCP phénol)
soit dans le mélange n-butanol/acide acétique/eau (4:1:5) (CGP but.),
soit dans le mélange n-butanol/pyridine/ecide acétique/eau (30:6:30324)
(CCP But. Pyr.), soit dans le mélange g-buta.nol/alcool benzylique/eau
{1 s 1:1) (CCP But. Bonz.). )

Cpl. = fraction complexe correspondant & une irmpureté peptidique.

(¥) L'extréaité C-ternminnle du peptide I, été ddterminde par les mdthodes de

TURNZ:R

et 3 la carboxypeptidase.



do fé;ro—cynnure cuivrique (KAUFMANN et NITSCH) (I38) : immersion des bandes dans une
solution d'acétate de cuivre (I0 ml de solution saturée d'acétate de cuivre dans 240
ml d'eau distillée). Aprés lavage soigneux & 1l'eau courante, pendant I5 minutes, les
savons de cuivre formés au niveau des taches d'acide gfas sont wis en évidence par unc
solution de ferrocyanure de potassium (50 ml d'une solution & 7,7 g p.I0O0 dans 250 ml
d'eaﬁ distillée), Les taches apparaissent en pourpre sur fond vert pile. On peut déce-
ler, par cette méthode, 0,I mg d'acide gras.

Llacide @,x-diaminobutyrique du composé Hl appartient & la série D. L'hydrolysat
est incubé & 37°C en présenco d'oxygene, pendant 3 heures, evec une sélution de D-
acidaminodeshydrogénase purifiée de rein de louton, Aprés un chouffage de 10 minutes
au bain-marie bouillant, le filtrat obtenu est concentré et étudié en électrophordse
sur papier, & pH 3,9. Aprés incubation, l’acide &, w-diaminobutyrique a totalement dis-
Paru, tandis qu'un nouveau constituant "ninhydrine positive" apparait, moins basique
que l'acide diaminé (Fig. 20). |

Ce couposé, récupéré & partir de plusieurs électrophorescs séparctives sur
papior, donne une 2,4-dinitrophénylhydrazone qui se place en électrophordse & pH 8,9
entre celle de l'ac;do pyruvique et la dinitrophénylhydrozine.

Au cours de la désamination de l'acide @,ydiaminobutyrique, il se forme donc
do 1'acide G~cétomgaminobutyrique, selon lo réaction 3

HN-CH - CH, -~ CH - COOH —————> HN - CH

- CH, - CO - COOH
2T 2 1/2 0, 2 2 2

NH2 + NH3

A la suite do ces différentes expérimentations, nous pouvons assigner au compo-

8é Hl la structure suivante

HN - Cf, - CH, - CH - COOH

|
NH

.l

Cco soit Acide gras = D-Dia
\

R (séquence 13 v,
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Figure 19

Etude de 1'hydrolyse du corposé Hl par l'acide chlorhydrique 5,6 N
& 1'ébullition

Schéma A 8lectrophorése & pH 3,9 des produits d'hydrolyse (I30 volts,
20 mA, 9 heures)

1 - Témoin d'acide &,yw-dianinobutyrique

- 2 « Témoin du composé H, avaent hydrolyse
3 - Composé oprés 30 minutes d'hydrolyse
4 = Conposé 1 aprés I heure d'hydrolyse
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Figure 20

Etude des produits de ddsanination de l'acide a,%-dianinobutyrique
du corposé H

Schémo, d’électroph\oréso & pH 3,9 (I30 volts, 20 mA, 9 heures)

Abréviations
ASP = acide aspartique D = ligne de départ de 1'électro—
GLU = acide glutenmique phortse
BAS = acidos dianinés NEU = acides anindés neutres
Hl HT = conposé Hl hydrolysé DIA = acide Oy, r=diaminobutyrique

Hl Des = hydrolysat de Hl désaniné

1 ~ Hydrolysat total du composé Hl ¢t présence exclusivo d'acide @,p-dienino-
butyrique _

2 = Téuoin de D-acidaminoddéshydrogénasee La préparation contient une petite
quantité d'acides aminds libres. A

3 - Filtrat obtonu eprds désemination de 1l'acide a,y-dianminobutyrique du
coripos$ H.+ L'acide Q,yx=diamincbutyrique a totalenent disparus
Le produi% de ddésanination (acide a-ceto~5-mninobutyrique) donne une colo-
ration avec la ninhydrine. Sur la figure, sa position est précisde par
la fliche.

4 - Mélange de 1 + 3

5 - Mélange de 2 + 6

6 - Tdmoin d'acide O&,p-lianminobutyrique de synthésce




Or, 1l'acide O,y-diaminobutyrique non dinitrophénylable dens la polymyxine B se
trouve sous la forme L : l'hypothése suivant laquelle cet acide L-diamino-butyrique
supporterait l'acide gras, sc¢ trouve, de ce fait, infirméo, Il faut don; admettre que
la fonction N, de cet acide L-Q,y~diaminobutyrique est.le point de départ d'une
chafne peptidique greffdée & ce niveau sur la partie cyclopeptidique de la molécule,

l'extrémité N-terminale de cette ramification étant masqude par llacide gras.

2) Peptide I. 3 °

Le peptide I5 est constitué de 2 molécules de thréonine et 3 moléculcs d'acide
Q,U-diaminobutyrique. L'hydrolyse totale du dérivé dinitrophénylé montre la présence
dans 1'extrait éthéré de DNPLthréonine et de 2,4=dinitraniline (¥). La phase aqueuse
résiduclle est constitude d'acide zrDNP—diaminobutyriqﬁo et d'acide a,u—diaminobutyy
rique libre et ne contient pas de thrdonine libre. On peut donc considérer que les
2 rdsidus do thréonine sont en position N~terminale dans le peptide 15 s cette hypo-
thése est confirmde par la présence d'un résidu dicminobutyrique non dinitrophényla~
ble : 1la séquence de ce peptide peut donc s'écrire 3

\ Thr

(Dia - Dia - Dia)

(séquence 2)
De 1'étude des autres ?eptidcs isolés par ce type de fractionnement, nous

pouvons déduire notament les sdéquences suivantes s

J1 Phe-Leu

K (Leu,Dia)

I, (Leu,Dia,Dia) Thr
Phe-Leu~Dia~Dia~Thr

(séquence 3)

——

(¥) La dinitraniline présente dans la phase éihérée, provient de 1'hydrolyse de la
DNP~thréonine, particulidrement frogile & 1'hydrolyse acidee
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isolds par chromatographic sur Dowex 50 ne fournissent que des renseignenents par-—
ticls sur la structure des peptides & phénylalanino. Au cours do ce fractionnerent,
nous n'avons pu, cn effet, isoler que decux composds & phénylalanine ¢ lo phénylala~
nine libre et lo fcptide Phe-Leu ; l'existence vraisenmbleble de poptides & phényl-
alanine & caractdre basique, non ¢luables dans les conditions expdérimentales décrites
précddermient, nous o incité & séparer sélectivenent co type do peptides sur des
colonnes de charbon activé.

Ce type éo fractionnement permet de rasscmbler dans 1'éluat, tous les peptides
& caractére aromntiquo. Aprés concentration de 1!'éluat, les peptides sont sépards
par électrochromatographio sur papier Whatman n® I (60 x 60 cm). la sépq;ation, en
preniére dimension, est réalisde par électrophordse & pH 3,9 et la scconde, en chro-
matographie dans le systéme butanol/ncide acétique.

Le Tablcau X rasscmble les rdsultats que nous avons obtenus.

Ces rdsultats permecttent d!établir les séquences suivantes

C, \ Dio~(Dia,Phe)
G, Phe-(Leu,Dia)
D, Phe—~(Lou,Dia,Dia)

Dia- Dia~Pho- Leu-~Dia~Dia
(séquence 4)

DISCUSSION
La siquence 4 confirue des enchafnenients déja trouvds dans la sdquence 3
3 Phe -~ Leu ~ Dia - Dia - Thr

- 4 Dia - Dia - Phe -~ Leu - Dia — Dia

Dia - Dia - Pho = Leu - Dia - Dia - Thr
(séquence 5)

pRTesiy e

T et e e

T v Ty v ¥




TABLEAU X

Peptidos isoldés por chromatographie sur charbon

Anino-acide

Peptides | Composition Neterninal

Séquence

Ac I Thr

Ce 2 Di
I Phe di-DNP-Dia | Dia (Dia, Phe)

Dc 2 Dia
DNP Phe Phe (Luc,Dia,Dia)

Ge I Die

I Leu DNP Phe Pho (Lou,Dia)

No 2 Dia
I Thr DNP Thr Thr (Dia,Dia) Pho (¥)

(%) Llextrémité C-terminalo do ce poptide a, en outrd, &bé
déterminde per la méthode de TURNER.
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Cotte séquence 5 situe la position de la phénylalonine dans la molécule de polymyxine
B. D'autre part, on peut rasscmbler les peptides contenant de la thréonine et prove—
nant des deux types de fractionnement
V E1 . Thr
Dia
Dia 4~ Dia

N Phe & Dia e~ Dia & Thr

(pia , Dia , Dia) & Thr

d'ol la séquence 6 3

Dia

l

Phe ¢—— Dia ¢ Dia ¢ Thr (%)

L'asseublage des séquences 5 et 6 peut &tre envisagé de deux manidres (Schéma V).

\
4 ~ DISCUSSION SUR LA STRUCTURE DE LA POLYMYXINE B

Sur ces deux structures, le raccordcnent de la séquenco I (Ipel-Dia) ne
peut se faire que sur lo groupe G~aminé de la thréonine extracyclique, per 1'intermé-
diaire du groupe O~corboxylique de l'acide a,y-diaminobutyrique du corpos é Hl'

Les séquences étudides & l'aide des différents peptides isolés ne nous
pPermettont pas de choisir entre les deux formules heptacyclopeptidiques ou octocyclo—
peptidiques. Le peptide Ac du Tableau X pourrait peut—8tre résoudre le probleme ; la

thréoninp de ce peptide peut 8tre, soit celle du cycle, soit celle qui se trouve en

position extracyclique dans les formules I et II. Les trois foruules suivantes sont,

(¥) Los fliches schémtisent la liaison peptidique dans le sens CO —> NH,




DIA

I

LEU

T

SCHEMA V

— DIA —» THR DIA —» DIA —» THR
THR T THR
¢ © LEU @
oA PHE<—DIA <+—— DIA=—DIA =—THR
1

¥
PHE<DIA «— DIA=—THR

® PHE <«— DIA <«— DIA

PHE «— DIA <«— DIA l

olA
t

LEU

PHE

!

—> DIA —» THR 0IA —» DIA — THR
L DA LEU It 1
«— DIA <— DIA <~ THR lIHE «— DIA «— DIA«DIA «THR
ScHEMa 1,
YI-N H, -y-fl‘JHz
L—DTIA —LrDIA — L-THR
L-LEU L0IA— yNH,
DvLe« L-DIA «— [:DIA «— L-THR < D-DIA<—6-methyloctanoique
YNH, y-LHz
\ Formule I,
y-NH, yNH,
L-DIA—>L-DIA —> LiTHR
L-LEL l
D-PHTE‘— L-DIA +— L:DIA <~ L-DiA<— LTHR <+— D-DIA+6-méthyloctanoique
Y"l““z TNH2 YNH,

Formule II.

ScHEMA 2.
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en effet, possibles pour ce peptide

1) THR - DIA - DIA - DIA - PHE - LEU

2) DIA - TR - DIA -~ DIA - PIE - LEU

3) THR - DIA - DIA - PHE - LEU - DIA

Le probléne ne pourrait &tre tranché que si 1l'acide @, -dianinobutyrique
en position N-terminale dans la formule 2 ¢tait de la forme D : la structure 1 serai’
alors oxacte. La quantité insuffisante du peptide A.c ne nous a pas peruis d'effec—
tuer cetto vérification. Il faut d'ailleurs considdérer corme HAUSMANN que cette
possibilité de coupure est peu vraisemblable, étant donné la facilité d}hydrolyse
des lianisons du type thréonine. Dans les peptides que nous avons isolds, la thréo-
nine occupait toujours une position terninanle, le plus souvent MN-terninale. Dans cos
conditions, le peptide Ac posséde vraisemblablement la structure 1 ou 3, structures
qui ne permettent pas de rdsoudre le problénc,

Dans 1!'établissenent de la formule do la polymyxine B, il reste, d'autre
part, un point ddélicat & {tablir, qui est celui du type de liaison peptidique au
niveau du brancherient sur 1'acido O,4-dianinobutyrique qui forme charniére. La chaf-
ne peptidique latérall peut, on cffet, 8tre greffde soit sur le groupe O~aniné, soit

sur le groupe y-aniné de cet acide @yy-dianinobutyrique 3

DIA - NH, ' DIA - NH

2 2
‘l« THR (1) l THR (1)
- DIA «— DIA ou -~ DIA &— DIa ou
l DIA (II) , DIA (II)
NH, ,
NH,

Ce probldme ne pourrait &tre résolu que partiellement, par détermina~-

tion de la nature des acides diaminobutyriques nonodinitrophénylés (type 0~DNP ou
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w-DNP) provénnnt des peptides non ramifids de l'hydrolysat partiel de la polymyxine
(notarzaent El et Nc) ¢ deux éventualitdés seront possibles, en faveur soit des struc-
tures I ot IIa, soit des structures Ia ct II,

Nous avons pensé que des argunents permettant ae donner la préférence &
1'une ou 1'autre do cos structures pouvaient #tre fournis par la construction des
nmoddles moldculaires (¥) (Fig. 2I).

Dans la construction des formules I, Ia et IIa, on obtient le nombre
maxinun de liaisons hydrogine, soit IO ; avec le formule II, on ne trouve que 9 liaiw-
sons hydrog®ne possibles. D'autro part, avec les formules Ia ot IIa, la chaine latéra-
lo continue parfaitemont la spirale amorcde dans le cycle, qui ost fermé dans ce cas,
Por une liaison "socondeire" du type -poptidique.

I1 ne scmble donc pas que la constructién des modéles puisse ccnduire a
une conclusion ferne., I1 est intdéressant de signaler, & cet égard, que tous les cyclo—
Peptides actuellenent connus (Bacitracine.A, Graricidine S, Tyrocidines A et B), con-
ticnnent dans leur cycle un nombre pair d'acides aninds,

Les séquences que nous avons établies (I39)tconcordent parfaitenent avec
celles que HAUSMANN (I40) a publides sirmltanément, Les conditions d'hydrolyse utili-
sdes par cet autcur n'étaient copendant pas les mémes que les ndtres : 1'hydrolyso
était offectude sur la DNP-polymyxine par l'acide chlorhydrique 6 N & 80°C, pendant
6 heures. Les méthodes do sdparation étaient égaloment différentes : dialyses multi-
~ Ples ot distribution & contre-courant, lalgré ces différences do téchnique, la plu-
part des peptides qui nous ont servi & établir la séquence, ont été égaloment isolés
bar HAUSMANN, sous forme de ddérivés ~dinitrophénylés ; le tableau XI montre les cor-
respondances entre les peptides isolés_de pert et d'autre.

L'enscmble des rdésultats obtenus per HAUSMANN ne permet pas non plus de

choisir entre les deux forrmlese

————

(%) Moddles SeAsSMa, 99, ruc Oberkampf, Paris (XIdme).
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Figure 21

———

Représentation schématique des modeles moléculaires des formules
proposées (I, Ia, II, IIa)

Les liaisons hydrogenes sont figurées par les traits en pointillé,
A noter, sur les forrmles la ot IIa, la continuation au niveau de
la chafne latérale de la spirale amorcée dans lo cyclees
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Figure 21
Représentation schémntique des modéles noléeulaires des forrules
proposées (I, Ia, II, IIa)

Les liaisons hydrogdnes sont figurées par les traits en pointillé,
A noter, sur les fortules Ia et IIa, la continuation au niveau de.
la chafne latérale de la spirale arwrcde dans le cyclee
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TABLEAU XI
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Hydrolyse partielle Hydrolyse partielle
de lo polyryxine B de la DNP-polymyxine B
par HC1l II,2 N & 37°C par HCL 6 N & 80°C
pendant 6 jours pendent 6 heures (HAUSMANN)
H IPcl-Dia I Ipel—Dii.a.
|
U-NH2 ¥-DNP
J Phe-Leu 14 Phe-Leu
\_____
K Leu-Dia 6 Leu~Dia
ELDNP
\ .
D, Phe - (Leu,Dia,Dia) 3 Phe-Lou-Dila;-Dia.
|
3 DNP ~DNP
Nc Thr-Dia~Dia~Fhe Io Thr-Dia-Dia~FPhe
| !
y~DNP +-DNP
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CONCLUSION

La polymyxine B est un décapeptide hétéromérique, composé de I molé-
cule de D-phénylalanine, I molécule de L-leucine, 2 molécules de L~thréonine, 6 molé~
cules d'acide @,y -diaminobutyrique (5 de la forme L, I de la forme D) et I molécule
d'acide gras, 1'acide (+) 6-méthyloctanoTque.

Dans ce travail, la séquence peptidique de la polymyxine B a été étu—
diée & partir des hydrolysats partiels acides. Les peptides formés ont été séﬁarés
par chromatographic sur résine & échange de cations fortement acide (Dowex 50 x 4),
puis purifiés par électrochromatographie. qu peptides contenant de la phénylalanine
ont été isoldés séparément por chromntographié sur charbon et fractionnds par électro-

chromatographie.

L! étude des diffdrents peptides, ainsi que la constatation de l'absen-

\

co de groupements O~carboxyliques et O-aminds libres, nous ont permis d'envisager une
structure cyclopeptidique, portont une chaine latdérale peptidique branchée sur un
résidu d'acide @, y-diominobutyrique. Le groupement G-aminé de 1'acide D-&,y-diamino-
butyrique qui tormine cotte chafne latdrnle est uni au groupemont carboxylique de
- 1'acide isopélargonique.

Nos rdésultats ne nous permettent cependant pas de choisir entre les
deux formules que nous proposons (Voir pege I0I).

Ce fravail nous a, en outre, donné l'occasion de préciser un certain
nombre de tochniques utilisdes pour la détermination des séquences peptidiques. Nous
avons pu ainsi étudier les modalités d'application des méthodes d'étude des acides

aminés terminaux, notamument la méthode des dinitrophénylamino—acides de SANGER ¢t la
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-méthode des thiohydantofnes. Le probléme délicat du frectionnement des peptides a,
égaloment, retenu toute notre attention ¢ nous avons einsi été amené & préciser plus
particﬁliérement les conditions d'utilisation des échaﬁgeurs d'ions et de 1'électro-
chromotographice.

L'étude de la colimycine que nous avons entreprise, nous permettra de
poursuivre ce travail sur la structure des polypeptides bactériens du groupe des

polymyxines.

—aaee 00 0000 O e



- 103 =

BIBLIOGRAPHIE

Les réfdrences bibliographiques sont donndes dans 1'ordre alphabétique
de leurs autcurs. Les numéros cntre parenthéses indiquent 1'ordre d'apparition dans

lo textes

ACHER R. ot LAURILA U.R,
Bull, Soc. Chin. Biol., 1953, 35, 413 (85).

AINSWORTH G.Ce, BROWN A.M, et BROWNLEE G.
Noture, 1947, 160, 263 (4).

BATTERSBY A.R. ¢t CRAIG L,.C. ) :
J.AIJ. Chem, SOC., 1951, :Q’ 1887"'1952, 74, 4023 (39’41).

BELL P,H.,BONE J.F.,ENGLISH J.P., FELLOWS C.E., HOWARD K.S., ROGERS M.M., SHEPHERD
R.G., WINTERBOTTOM R., DORMBUSH A.C., KUSHNER S. et SUBBA ROW Y,

Ann, N.Y. Acad. Sci., 1949, 51, 897 (2I, 27, 32, 37, 43, 56, 58, 62, 93).

BENEDICT R.G. et LANGLYKKE A.F.,
Js Bact., 1947, 54, 24 (2).

BERGEY

Bergey's Manunl of Determinative Bacteriology
6th Ed., 1948 (WILLIAMS and WILKINS, editors. Baltimore). (5)

BERGMANN M. et FRUTON J.S.
- J. Biol., Chen., 1937, II7, 189-1937, II8, 405 (I0I),

BERGMANN M. et ROSS W.F.
Js Am, Chene Soc., 1936, 58, 1503 (I00).




- J04 -

BISERTE G,
Biochin. Biophys. Acta, 1950, 4, 416 (104),

BISERTE G. et DAUTREVAUX 1,

2 ede Colloquiun Brugge 1954, p.9 (Editions ARSCIA - Bruxelles).(I36).

C.Rs Acad. Sci., 1956, 243, 923,
Bull. Soc. Chim, Biol., 1957, 39, 795 (I39).

BISERTE G. et OSTEUX R.
Bull, Soc. Chims Biol., 1955, 33, 50 (87).

BOULANGER P, et OSTEUX R.
Cancérologie (Lille), 1954, 2, 277, (55).

BROWNLES G. et BUSHBY S.R.U.
Lancet, 1947, 254, I27 (6, 15).

CATCH J.R. et JONES T.S.G.

Biochen, J., 1948, 42, LI (45),

C.L'LTCH J'R.’ JONES ToSoGo et WILKINSON S.
Ann, N,Y, \Acad. Sci., 1949, 51, 917 (9, I8, 26, 29, 65).

CHIBNALL A.C. et REES M.W.
" Biocheme J., I95I, 48, XVII - 1952, 52,III (77).

CONSDEN R., GORDON A.H. et MARTIN A.J.P.
Biochem, J., 1944, 38, 224 - 1947, 41, 590 (50,1I8),

CONSIEN R., GORDON A.H., MARTIN A.J.P. et SYNGE R.L.M.
Biochemo J.’ 1947, ﬂ, 596 (132' 194).

CRAIG L.C.
J. Biol. Chem., I944, 155, 5I9 (40, I05).

Antibiotics polypeptides = 3e Congrés International de Biochinie,
Bruxelles, 1955. Rapports pe 21 (Imp. H. VAILLANT-CARMANNE, Lidge)

(67).



- 105 -
CRAIG L.Ce et HAUSHANN W,
Analytical Chem., I95I, 23, I236 (40),

DAKIN HoD. et WEST R. A :
J. Biol. Chen., 1928, 78, 9I - 1928, 78, 745 (I35).

DAUTREVAUX M. et BISERTE G.
CeR. Acad. Sci., I955, 240, II53 (8I, 90) - 1956, 242, I80I (I39).

DAVIES C,WV.
Biochomo Jo' 1949, ."_"_5_’ 38 (IIO).

DENT C.E,
Biochen, J., 1948, 43, 169 (119).

DESNUELLE P. et BONJOUR G,
Biochim, Biophys. Acta, I95I, 7, 451 (98).

v

DISNUELLE P. ¢t CASAL A,
Biochime, Biophys. Acta, 148, 2, 48 (96).

\
DOWLING J.H., KOFFLER H., REITZ H.C., PETERSON D.H. et TETRAULT P.A.
Science, 1952, 116, I4T (22, 24).

DUBOS R.J. et CATTANHO C.
Je E)Cp‘bl. Medo) 1939, lg, 249 (I)O

DUMAZERT C. et BOZZI-TICHADOU M.
Bulln SOC. Chim. Biol., 1955, _31, 169 (120)

DURRUM E.L.
Jo_Am, Chem, Soc., 1950, 72, 2943 (103).

EDMAN P,
‘ Acta Chen. Scand., 1950, 4, 283 (72).




- 106 —

F'EVI A.VQ et SCHULHAN J.H.
Biochen, Jc, 1953, i‘}_, 1719(4‘1‘)-

FRAENKEL-CONRAT H,
Je_An. Chen. Soc., 1954, 76, 3606.(89)

FRAENKEL—~CONRAT H., HARRIS J.I. et LEVY A.L,

Peptides and Proteins, in METHODS of BIOCHEMICAL ANALYSIS, 1955, tone 2,
P 359-425 (INTERSCIENCE, Publishers New-York).(I3I)

FROLWAGEOT C., JUTISZ M. et LEDERER E.
Biochim, Biophys. Acta, 1948, 2, 487, (1I7,128)

FROMAGEOT C., JUTISZ M,, MEYER D. et PENASSE L.
Biochim. Biophys.'Acta, 1950, 6, 283. (76).
GORE R.C. ot PETERSEN E.lM,
Anne N.Y. hcad. Sci., 1949, 5I, 924, (63)

GRASSUANN V., HANNIG K. et PLOCKL M.
Hoppe Seyler's Z. Physiol. Chem,, I955, 299, 258, (49,52,61,123)

GROTE I.W. \
J. Biol, Chem., I93I, 25, 93, (9I)

HANES C.S., HIRD F.J.R. ot ISHERWOOD F.A.

Biochem. J., 1952, 5I, 25. (I29)

HAUSLIANN W,
JoAns Chen. Soc., 1956, 78, 3663. (92, 140)

HAUSMANN We et CRAIG L.Co

Je Biol. Chem., 1952, 198, 405.(42,60) :
Je_Am. Chen, Soc., 1954, 76, 4892.(25,31,38,53%,5")

HIRS COWQH.’ MOORE So et STEIN ‘70H0
Js Am. Chem. Soc., I195I, 73, 1893. (106,II6)

Je Biol. Chem., 1952, 195, 669. (I114,125)
J. BiOlo Chem., 1956, _2_19_, 643. (107,124).




- 107 -

JONES T.SeGo

Biochen.Js, 1948, 42, XXXV - 1948, 43, XXVI, (45)
Ann, N,Y, Acad, Sci., 1949, 5I, 909. (I3,34,36).

KAURMANN H.P, et NITSCH W.l,
Fette und Seifen, 1954, 56, I54. (I38)

LANDHANN WlA,
Jo An. Chemn, SOCO) 1953, _7_5, 3638, (74)

LENS J.
Biochim. Biophys. Acta, 1949, 3, 367, (70)

LEVY A.L,
Nature, 1954, I74, 126, (53,88)

LI Ch., GESCHWIND I.I,, COLE R.D., RAACKE I.D., HARRIS J.I. et DIXON J.S.
Nature, 1955, 176, 687. (121)

MACHEBOEUF M., DUBERT J.M. et REBEYROTTE P,

Bull., Soc. Chims Biol., 1953, 37, 346. (I22)
\

Mac LEOD C.M,
Jo Bact., 1948, 56, 749, (8)

MARTIN AeJoPe et SYIGE R.L.Ms
Biochem. J., I94I, 35, I358. (I0I)

MILLS G,L. -
Biochen. J., 1952, 50, T07. (86)

MOORE S, et STEIN W.H.

Je Biol. Chem., 1948, 176, 367, (5I)
Cold Spring Harbor Symposia, 1950, XIV, I79, (II2,II3)
Jo Biol. Chem., I95I, 192, 663. (115,126)




-~ 108 -

MURRAY FoJ., TETRAULT P.h., KAUFUANN O.W., KOFFLER R., PETERSON D,H., et COLINGS-

WORTH D.H,
J. Bact., 1948, 57, 305. (7)

NASH HoAs ot SLASKEY A.R.
Arch. of Biochem,, I95I, 30, 237, (23)

PARTRIDGE S.M.

Biochem. J., 1948, 42, 238.(47,48)
Noture, 1952, 169, 496+ (108)

PARTRIDGE S.Me et BRIMLEY R.G.
Biochen, Js, I95I, 48, 313 - 1951, 49, 153, (III)

PARTRIDGE S.M. et DAVID H.F,
Nature, 1950, 165, 62. (97)

PARTRIDGE S.M., WESTALL R.G. et BENDALL J.R,
Noture, 1947, 160, 374. (I09)

PETERSON D,lle et REINECKE L.M,
Jo Biol. C})erﬂ’J 194‘9' _1_8_1’ 950 (19’28’33,35’59)

PORTER J.Ne., BROSCHARD R., KRUPKA G., LITTLE P, et ZELLAT J.S. -

Ann, N.Y. Acod. Sci., 1949, 5I, 857 (II,I4,16)

PORIER R.R. et SANGER F,
Biochen. J., 1948, 42, 287.(84)

REGNA P.P., SOLOMONS I.A., FORSCHIR B.K. et TIMRECK A.E.
J. Clin. Invest., 1949, 27, 1022, (30)

ROVERY M., FABRE C. et DESNUELLE P,
Biochin. Biophys., Acta, 1953, 12, 547. (83)




SANGER F.

Biocheri, J., I¥M5, 39, 507. (68)
1945, 39, 507 = 1949, 45, 563 - 1953, 53,353. (54,7I)
1953, 53, 353, (I137)

SAN}ER F. et TUPPY He

Biochens J., I95I, 49, 463. (94)
1951, 49, 48I. (99)

SCHLACK P, et KUMPF W,
Z. Physiol., Chen,, 1926, 154, I25. (78)

SJOQUIST J.
Acta Chene Scand., 1953, 7, 447. (73)

STANSLY P.G., SHEPHERD R.Ge et WHITE H.Jd,
Bull, Johns Hopkins Hosp., 1947, 8I, 43. (3)

SYNGE RsL.lle
Biochens J., I346, 39, 35I.(46,95)

THOMPSON AlRe \
Biochemo Jo’ 1955, _62’ 507. (127)

TI3BS J.
Noture, 195I, 160, 9I0. (79)

TOENNIES G. et KOLK J.J.

Anal. Chem., I95I,

3, 823. (75)

LN

TUINER R.A. et SCHMERZLER G,
Jen. Chem, Soc., 1954, 76, 949. (I33)

WAKSLIAN S.A. ¢t REILLY H.C.
Ind, mgo Chene Anal. Edc, 19‘45, _IZ_’ 556, (13)

- 109 ~

- o PR




WALDSCIMIDT-LEITZ E.
Z. Physiol, Chen., I956, 304, I166.(69)

WALEY S,G. et W.TSON J.
J. Chen. Soc., I95I, 2394. (80)

WIELAND The

Angew, Chen., 1948, 60, 313
Noturwiss., 1948, 35, 29, (102)

WILKINSON S,

Neture, 1949, 164, 622, (64)
Brit. Meds Bull., 1950, 645, 750, (20)
Brit, Med. Bull,., I95I, 658, 766, (I7)

YASUO KOYAMA

Japan Brevet n® 1546, (52) et Cherical Abstracts, 1953, 47, 6097g. (IO)

\ e 00C 0O ~rre

- II0 -

I T L T

e r e i g = ae Tenes )



TABLE DES MATIERES

INTRDDUCTION S 2000 T T LU IOO0 DI EN000R000 000000000 bEPIRIsOeROROLPISEBIOEITID

C}{APITIZE I - HISTORIQUE PP P00 ABBPEOOBIL 00PN PCPNOIOOIGTIOEPRBOEOIESTOIEOBTOORNTS

CIIAPITRE II - PRODUCTION, ISOLELENT ET PURIFICATION DES POLYLIYXINES
A-PRODUCTIONET ISOIE'I‘HIT O 5 8000000000000 OSSO OQERSOIEONPROENBPOEOEOCETDINS

B - PURIFICATION
I - Cristallisation seeeecercesscevasoarsanccvesccrsecses
2 - Chromatographie do partage sur colonnes seeecsesees
3 -\Chromfographie do partage sur poapier ceeseeesceses

4 - Distribution & contre=courant eeeeececcecocvacesseas

CiiAPITRE I1I - PROPRIETES PHYSIQUES
A = Solubilité eoevveeecvrscescscsvsscssasssnsssnssssassscssasne
3 = Pouvoir rotatoiro secessecssescccescescccsascencosesnssacssssees
C = Courbes de titration cecevccccsccescovssvscccscossccssccons
D -~ Spectre UILEA=VEIOLEt veevrosenreocsesnsonssaacsonssasnnones

E - POidS moléculaire 0000000000 esvsc000P00s0s0eROOROsROORONOINILINEC

Pagos

O v O O

IZ
I3
" I3
I5

I5



CHA\PITRE IV -~ COMPOSITION DI3S POLYLYXINES

A - LES AMOINO-ACIDES
I - Techniques expérimenteles utilisées

2) Hydrolyse totalc eeecscecesesssscssososssnsccorsossasss
b) Tdentification .esececeeccesessoscrcesosssnsnossesona
c) Dosage s Liéthode de GRASSLUNN ot HANNIG eeseeeccccses

11éthodo de LEVY eeccsccvccvssaccosccrssconss

2 - RéSUlt&tS 0 0P PPN B 0000000600000 sLsPOREIOLOLIONOSEBSOSOOIEOIEPRORECTRTIlOODN

B - L'ACIDE GRAS ® 8000000000060 080008 0858080000080 000 00000000 aasose

CHAPITRE V - DETER.INATION DE LA STRUCTURE DE LA POLYLYXINE B

A" ETUDE DES ACIDIS ABHNES TERUINAID( CICIC I I A I AU I U AU I A A NI I A B Y )
I - Principe des méthodes

a) liéthodes enzymatiques secovseesssesrvsssssssanscassas
b) Méthodes chimiques
a) Extrémités N~terminales
1 ~ liéthode de SANGER eevevreesonscnsossonse
2 = Méthode de EDUAN sevevacscoresesssscacans
B) Extréuités C-terminales
1 -~ liéthodes par réduction seceecececscscace
2 — léthode des thiohydantoines eseeeceseses

2 - Partie expérimentale

a) LMthodo do SMEER @G 0000000000 ITO VORI ROO OO INLOEDPOISESS
B) Méthode des thionydanto¥nes seeesesseeessecssossconss

3 - Acidos aminés terminaux des polymyXineS eeeececcccescvss

B - ErUDE I]E L'ENCIWENT Pm‘IDIQ[E ® 000000000 TOOPOEOSQCEOOIDONSEBNOO
I - Hydrolyse particlle

a) Principe dos méthodces
@) Hydrolyse particllo acide sesecssesssoccnceses

B) Hydrolysc cnzymatiquo seeesecssccocscescsnasas
b) Application é- la pOlymyxine 0veesevestsercsstavoses

2 -~ Fractionncment des peptides

a) Principo des méthodes de fractionnement
a) Tochniques primaires .
1 - Chromatographic de partago seececeecsees
2 - Llectrophordse sur papicr cesecescsccses
3 - Distribution & contre~courant eeecsoceess
4 - Echange d'ions
- Les résines & échange d'ions «......
~ Fonctionnement des résines
Réacteour d'équilibre ceesecesccnsens
Focteurs de 1'équilibre(concentra-
tions, tcmpérature, pH, .ves) scence

20
21

24
25

28

31

3I
32

35
41

42

47

49

57
5T

58
60

61



-~ Applications des résines
Dessalage des solutions d'acides aminés...
Analyse par ddéplacenent
Par Elution seeeseesecsssrscocsans
B) Technigues SecondaiICs eeeeevesessesessorssasenccess

b) Techniques expérimentales eppliquées & la polyuyxine 3
a) Chromntographie SUr PAPieT cssvecssacssssecscrovacne
B) Electrophordse sur PapPier seeeevescsscsscssoscceocnss
%) Chromatographie sur Dowex 50
Préparation de 1o résinG seesecesssscaccovcosconss
Préparation de 1la cOlONNe seeeesrecscovoccsascaone
Elution des peptides eeevesecsccscssccossesscosnass
S ) Fractionnement sur charbonl coceceesecescsceccccccson

3 - ﬁtudo des peptides

a) Contrales de pureté OO P PO IOE PO OLIPEICOOOOOOIOLIEOEVTIOIODOIOEGEOTEPOEOSS
b) Principe des méthodes d'étude des petits peptices

MéthOdG mr désa’nimtion oo...ll......-..o.oo.l...l'.i.'

Méthode do TURNER svesevsavsecvesesasssssrasccsscsnnsos
c) Tochniques expérimentales

a) Méthode A6 SANGER eeeeeccvvccsasvocscsoosroncsnoccss

B) Uéthode & la carboxypeptidase seeeesecesscessesonnse

) Méthodo de TURNER seeeveecesesoscncnsecnsaonasoocns
d) Résultats fournis par 1!'détude de la polymyxine B

a) Hydrolysat pertiel de DNP-polyryXine ececececececcecs

) Peptides isolds par chromntographie sur Dowox 50 ...

E) Peptides isolés par chromatographie sur charbon ....

4 - DISCUSSIog sur la structure de la polynyxine B sceeessscossass
CONCIJUSIOm O @O 0050 FOO0CEOONOINEAEORINNLIOPPIPROLEOOOCEINICIEOIOIOIOPDOIENDOINEOIEOPSOIERODOIROOLESEDOLOEOTS

BIBLI%RAPI{IE GENERALE 0 0008000000000 00000000000080000800 00060000000t 0ssdssS

67
68

69
69
70
75 -

76

78
79

79
80
80

80

83
89

91

100

103



