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INTRODUCTION ---------- 
Les o -aminoacides dans lesquels les f nctions amine 

et acide sont suffisamment éloignées donnent très facilement 

par chauffage une réaction de polycondensation qu conduit b 

des polyamides de haut poids moléculaire ; la fab ication des 

fibres synthétiques à partir de l'acide Ç-aminoc proi'que ou 

de l'acide Il-amino undécanoïque en sont de remar ucbles 

exemples. 

Les acides a-aminés naturels ont un cc .portement très 

différent. Par chauffage à sec, ils subissent de: réactions 

complexes de désamination, de décarboxylation, dl deshydratation, 

etc... Leur chauffage dans des soluants tels que La glycérine 

ou l'éthylène glycol, permet la synthèse de dicé opipérazines 

(SHIVIE) (45). Cependant le comportement thermiq .e de deux 

acides aminés dicarboxyliques, l'acide aspartiqc. et l'acide 

glutamique, est 2articulier. L'acide aspartique rhauffé vers 

200OC se condense en une polyimide qui s'hydrolyse en milieu 

alcalin, en un acide poly-aspartique (KOVACS) ( 3 5 ) ,  (VEGOTSKY) ( 

28)(29) et(~OX)(20)(21). L'acide glutamique au :ontraire se 

cyclise par chauffage à I70QC en sa lactame : :'acide a-pyr- 

rolidone c~rboxylique ou acide pyroglutemique (point de fusion 

161-1620~) (BEFCHM) (5) (WILSON et CANNA? )(ss). 

Toutefois HM3iU)A et FOX ont montré écëmment qus 

le chauffage ( à  des températures supérieures à 150QC) de 1' 

acide pyroglutnrnique en arésence d'autres acid?s a -aminés 

permet d'obtenir des produits de condensation lui donnent une 

réaction - u  biuret positive. Ce biuret n'apparzît pas quand on 

remplace l'acide aminé par sa dicétopipérazine (~~ARUA et al.) 

(27). 

Le chauffage entre I60Q et I90QC d un rélange 

f inement pulvérisé d'acide pyroglutamique et 2 r  g ~ycocolle ( 

rapport acide ~ y r ~ g ~ ~ w ~ %  é g a l  & I , 2  0~ 3 )  conduit & glycocolle 
la synthèse de produits insolubles et adialyscblec dont le poids 



moléculaire varie entre 1I.OCO et 20.0.;) .  (HARkDA et al.) (27). 

En faisant réagir Jans les memes conditions un excès 

d'acide pyroglutamique et d1aci3e aspartique avec un mélange 

complexe d'acides aminés neutres et basiques, on obtient des 

~roduits de condensation qui contiennent tous les acides 

aminés utilisés. Ils correspondent aux "proténoïdes" de 

synthèse de FOX et 6 k R a A  (I@, (19), (20). 

La réaction peut être également cat~lysée par de 1' 

acide phosphorique qui augmente la vitesse de réaction et 

qui permet d'abaisser ln température de condensation (FOX) 

(20), (21) et( 3AR~i)d (28). 

En utilisant 1s lysine base, seule ou en présence 

d'autres acides aminés neutres ou acides, on peut obtenir des 

résines plus ou moins insolubles de structure tridimension- 

nelle (HMADA) (28) 

&-LU cours de notre trsvail, nous nous sommes proposé 

d'étudier la nature et la structure des produits formés-au cours dr 

la réaction de ~olycondensation proprement dite, et les 

propriétés générales des polypeytides synthétisés par cette 

méthode. 

Ainsi, la structure détaillée de plusieurs peptides 

a été déterminée p'xr l'analyse et vgrifiée par la synthèse, 

L'influence d'un cert~in nombre de facteurs (température, 

temps, rapports mol.-iredes différents réactifs) sur le degré 

dlavcncenent de la réaction a été précisé. Un processus ûe 

polycondensation est proposé et les ordres de réaction par 

rapport aux réactifs ont dté détermin6.s. 

Le plan de ce trav5il est le suivant : 

- CdaPITRE 1 : techniques générales 

- Ci3APITRE II : Influence d'un certain nombre de facteurs 

sur la condensation de l'acide :2yr,ogluta- 

mique et des amino acides 

- CLUPITRE 111 o Structure des produits de condensation 

- CHAPITRE IV : Cinétique 

- CdAPITRE V : Condensation thermique des acides aminées basiques 

- CdAPITRi3 VI : Propriétés physiques. chimiaues et, hi nt~n;n1*na 



CHAPITRE 1 

T X C S i i I  2USS Gi3lvERKLXS ------------------ 

Les acides aminés utilisés sont des formes racémiques 

ou des formes n~türelles (série L) ( * ) .  

A )  3iidP1,!2AT 1 ON dE 1 ' J-C IDE i3YktOGLUi.~:'T 1 QU3 
L'acide pyroglutamique est préparé simplement par 

chaaffaze Ue 1 'ecide L-glut.~rnique (BEEC~;;~.!) (5) au bain d' 

huile à I 7 0 O C  pendant 2 heures 

L'acide pyro,lut-,mique einsi préparé (point de fusion 147%) 

don~~e une légère rSnction du biuret. La purification de l'acide 

pyr~glut~mique est obtenue par cristallisation dans l'éthanol. 

Agrès une première cristallisation, le point de fusion du 

produit est de I56eC. Après une deuxième cristallisation, 

celui-ci est de 159-I60gC. La liqueur mère brunâtre contient 

des produits de condensation de l'acide glutamique que l'on 

peut séparer par un couplage des méthodes électrophorétique 

(à pH 3 , 9 )  et chromatographique (dans le butanol/acide acétique/ 

eau). Outre l1?.cide pyroglutamique, quatre (ou cinq) dérivés 

peuvent être rLv6lés par la réaction de PAN et DUTCHEd (41) ( 

voir plus loin). Toutes les t3ches sont ninhydrine nigstive 

(i?ig. 1)  

Le chauffqe prolongé (243. :: I70OC de l'acide 

pyroglutzmique purifie ne fait plus apprdître de substànces 

doi-.tant la. réaction du biuret. L'acide pyroglutamique ne se 

condense donc pas avec lui-même. 

(*)  - Les D,L- aminoacides Unthétiques (lysine base, monochlo- 
rhydrate de lysine, phénylalanine, thréonine, méthionine, leucd 
et tryptophznne) nous ont été fournis por 1 'Aliment i,tion 
1- Lquilibrje de Commentry. L'acide L-glutamique nous a 6t6 géné- 
reusement 2rocuré par les Btablissements FOULD-SPRINGER ( 
liaison-,Jf ort, Seine). 

A 



Les peptides obtenus au cours de la preparation se 

forment uniquement su cours de la deshydrststion de l'acide 

glutamique. 

9) PdT30D2S DS COSDENSL'~IOW 

Beux rnétho2es peuvent être employges. 

1 e )  - 2rocédé de FOX et~rl_a;lDA : 
Un melange d'acide pyroglutc,mique et d'un ou plu- 

sieurs autres acides aminés est finement pulvérisé au mortier. 

Ce m&lange est ensuite introduit dzns un tube à es.,ai que l'on 

plonge dzns un b.tin d'huile maintenu à tempBrature constante e t  

comprise entre IQSQ et I90QC. Très r~pidement l'acide pyroglu- 

tamique fond et les outres acides aminés entrent en réaction (*). 

Au bout d'un cert~in temps de ch~uffage, on obtient à chaud un 

produit sirupeux qui, par refroidissement, donce une r4sine 

friable, hygroscopique et de coloration génér~lement ambrée. - 

Pour des r zp-ports acide aminé 
acide pyroglut amique faibles ( 

inférieurs à 2 ou 3 mais variables avec les acides aminés) et 

après un temps de chsuffage plus ou moins long, on obtient une 

masse visqueuse et homogène. Certains acides aminés se décompo- 

sent très rupidement au cours du chauffage et don ent naissance 

à dès goudrons, c'est le cas de la cystine, de la cyst&ine, de 

lu méthionine, de la sérine et de la thréonine ; d'autres 

smino-acides au contraire ne semblent pas se décomposer, même 

u cours d'un chsaffczge prolongd I70QC : c 'est le cas de 1' 

acide as2artique, de la tyrosine, de la leucine et du monochlo- 

rhydr~te de lysine. 

2Q) - Technique pecsonnelle - - :(condensation au départ d'une 
solution aqueuse). 

fifin dfhomog6néiser le plus 2ossible le mélenge 

initial, nous avons essayé de polycondenser l'acide pyroglu- 

t~mique svec les zutrss ocides ~~minés, après les avoir préala- 

( * )  L s  r6action est cccompagnbe d'un lent dégagement de vapeur 
d'eau à réaction basique. 



blement dissous dans le minimum d'eeu bouillante. L'eau est 
ensuite 6vsporge lentement par chruffzge à I05Q-IIOQC et le 

m6lùnge est porté à la tempéreture de condensntion. 

acide aminé Avec des rzpsorts 
acide pyr~~lutarniqüe inférieurs 

à 2 ou 3 po-cr les acides ~rnin6s très solubles dans l'eau ( 

glycocolle, thréonine, lysine, etc ...) , on n'observe pas de 
recrist~~llisstion. Pour les zcides cminés peu solubles dans 1' 

eau (=.cide aspsrtique, tcrosine, leucine, etc.) cette technique 

ne présente pss  d'avantage quanJ à l'homogénéité du milieu 

reüctionnêl ; l'zddition d'aci?e chlorhydrique qui facilite la 

solubilisation n'est pss favorable car la reaction de conden- 

sction s~ fait i,vec des rendements très faibles. 

Pour des tempér~tures sup6rieures à I60QC, les deux 

méthodes de condensation prgsentent les mêmes avantages et 

donqent des rende sents identiques. 

Par contre, la deuxième méthode permet d'obtenir des 

produits de polycondensation à des températures inférieures à 

I6OQC (point de fusion de l'acide pyr~glutemi~ue). Nous avons 

ainsi révélé le pésence de peptides, par chauffage prolongé ( 

24 heures) à I302C de la masse obtenue à partir de solutions 

aqueuses contenznt de l'acide pyroglutàmique et l'un des amino 

acides suivants : glycocolle, m9thionine, tryptophanne, thréonine. 

Cette variante de tt-chnique permet donc d'envisager la conden- 

sation des acides eminés qui sont peu stables à la chaleur et 

qui se décomposent très rapidement à des températures supérieu- 

res à IGOQC. Iviais cet abaissement de 13 température de conden- 

sation de 20 à 309C au dessous du point de fusion de l'acide 

pyroglutamique doit être compensge par une augmentation impor- 

tante du temps de chsuffage afin d'obtenir des rendements 

valables, Après un chauffage à I302C d'un melange d'acide pyro- - 
glutrmique et de glycocolle( .41:~~0~011e = 3) un rendement py~og1ut;mique 
pond6rel de I 8 , 2  $ en poly?eptides insolubles est obtenu au 
bout de 24 heures de réaction. 



IQ) héthode de separagion des ecides amin8s et des - peptides 

a) Chromatographie sur 2,pier Whatman 1 ou Whatman 3 avec 

les systèmes clas~iques o-butanol/acide acétiqueleau (4 : 1 : 5 )  

et phénol/e~.u 

b) Ulectrophorèse sur sapier dans des cuves en toit du 

type Durrum. 

-~lectrophorèse sur pcpier ) pH 3 , 9  dans le tampon acide 

a~éti~ue/~~ridine/eau (IO0 a 30 : 4570) décrit par BISSRTE 

al (10),~ui permet la séparation des acides aminés en plusieurs - 
groupes (acide ~sgartique, acide glutamique, acides aminés 

"neutresn et les acides aminés "basiques". (~ig. 3). 

-Electrophorèsa à pH 2,4  dans l'acide acétique PJ qui 
permet 1s sépzration des acides aminés neutres. (Fig. 5). 

-Electrophorèse à pH II dans l'ammoniaque qui perset 

la sé~arstion des acides aminés basiques. (Fig.6). 

Le couplage bidimensionnel de l'électrophorèse et de 

la chromatographie dans le système 2-butanol/acide acétique/ 

eau est &galement frequemment utilisé. (Fig. 4 et 5 ) .  

c) Récupération des peptides après chromatographie ou 

électrophorèse sur papier : après séparation d'un mglange de 

peptides, et révélation de tdmoins latéraux (fig.?), les 

bzndelettes de pepier contenant les peptides sont éludes par 

l'eau dans l'appareil d16lution cutomstique proposé par 

BISERTE (7) ou par un dispositif simplifié (fig.8). La solu- 

tion de peptides récupérts est év~porde sous vide, 

2 0 )  Pléthodes de révélations spécifiques 

a) xcides aminés et peptides : Leur révGlntion sur 

pepier se fait par pulvérisation d'une solution de ninhydrine 

à Ip. IO00 dans le -butmol, suivie d'un chauffage ddns une 

étuve à IOOQC pendant 5 à IO minutes, 

b) Peptides : La révélation des liaisons peptidique et 

- 



amide se fait pin la réaction de RYDON et SMITH (42) modifiée 

pzr PUJ .$5 DUTCaER (41). ?ar pulv~risstion d'une solution 

diluée d'hypochlorite ( 2 9  chlor,rn6trique) on transforme les 

emides en chl~r:~mide% Après aliminstion de l'excès d'hypochlo- 

rite pcr ventilation CU pulvérisation d'éthanol, on pulvérise 

une solution à Ip. 100 d'iodure de potossium et d'amidon 

soluble; le chlore de la chlor~mide deplace l'iode qui colore 

1 ' amidon. 
c) Tyrosine : L s  révélation spécifique de la tyrosine et 

des peptides à tyrosine se fuit par 1' a-nitroso-Plinphtol : 

pulvérisation d'une solution slcoolique à Ip. IO0 d'a-nitroso- 

fi-ndphtol, s&chzge à l'étuve à IOûW puis pulvérisation d'une 

solution aqueuse à IOp. IO0 d'acide nitrique et séchage & 1' 

étuve à IOOeC pendwnt 5 minutes. La tyrosine se révèle en rose 

rouge sur fond vert. 

d) krpinine : Révélation spécifique par la rdsction de 

SM<kGUC:II, p2r pulv6risat ion d 'une solution acétonique à Ip. 1000 

de 8-hydroxÿ-quinoleine puis d'une solution d'hypobromite. 

L'nrginine se révèle en rouge. 

e) 3ic6topipSr~zine : les dicétopipérazines en solution 

sont mises en évidence par 13 reection de SASAKI (46). Après 

2 minutes d'ébullition en pr&sence de picrste de sodium, les 

solu-bions contenant des dicétopipérszines se colorent en brun. 

30) Dosa~es 

a) Tee hniques classiques 

Io) Wydrol-yse des  peptides 

L'hydrolyse tot:;le des peptides esteffectu4e dans l'acide 

chlorhydrique 5,6 en tube scellé pendant 24 heures à IOOgC. 

2 Q )  Dosage chromntoarsphique : Après séparation chroma- 

togrsphique ou électrophorétique, les feuilles de p~pier sont 

révélées p3r la ninhydrine à Ip. 100 dans l'acétone tmponnée 

à pH. 7. Les tzches violettes sont éluées dcns un mélange d'  

ac&tone et d'eau (60 : 40) (v/v) et le mesure spectrophotométrique 

est grctiquae à 570 mt. Des courbes t6rnoins sont construites 
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pour chaque acide &min6 particulier. (technique de EISERTE et 

al) (10) - 
3Q) Dosage par lc. mgthode des dinitroph-eklaminoacides ( 

m6thode de ~ 6 v y )  ( 3 7 )  L'hydrolysat est trnité à pH 9 par le 

2,4 dinitro- 1 -fluorobenzène. La dinitrophénylation est effec- 

tuée à pH constant et à 37QC (fig.9). La courbe de consomma- 

tion de soude diluée cjui cst construite automatiquement permet 

de saisir facilement la fin de la réaction de condensation. 

(fig. IO). Les DNP-aminoscides sont fractionnés en deux groupes 

dont le plus important, le groupe des 6théro-soluble est séparé 

en chromatogr~phie bidimensionnelle suivant ln méthode de 

BISERTE et al. (9). Les DNP-amino acides sont dosGs spectro- 

photométriquemant & 360 mt après Qlution des taches par une 

solution de bic~~rbonate à Ip.  100. Le dispositif chromate- 

grephique de Ic première 6imension (chromatogrcLphie ascendante) 

est schémstis6 sur le figure II et lu c:*rte chromatogr~phique 

des DNP-acides aminés éthérosolubles sur lu figure 12. 

40) Dosage des peptides : les peptides ont été dosés par 

la r6action du biuret. Cet4;e reaction a ét6 effectuée en 

dissolv~mt un dchsntillon de peptide dans 2 ml de NsOH ;W ; 
après dilution avec 4 ml dfesu, on ajoute 0,8 ml de CuS04 à 

2p. IO0 (p/v). Au bout de 30 minutes on centrifuge et on lit 

ln densité optique à 550 rnt contre un blanc. Nous avons vérifié 

que, d u n s  les zones de concentration utilisée, les conditions 

d1i7,pplicction de la loi de BEER-LAIBERT étwient remplies. 

b) Techniques osrticulières 

19) Dosage -- du ~l~cocolle : le dosage du glyco- 

colle sur des quçntités de l'ordre de IO-~ mole a ét4 

effectué par titrsge potentiométrique en milieu non aqueux ( 

acide scgtique, acide formique) VIGNXRON(S$). Le m8lsnge à 

doser est dissout dans 1 ml d'acide formique et dilué avec 

40 ml dl&cide acétique. Le doszge est fcit zvec une solution 

d'cxide perclilorique 0,I N dans l'acide acgtique sur un poten- 
tiomètre muni d'us électrode de verre et d'une électrode au 

c~lomel (Fig. 2 ) .  



2 0 )  Dosag, de l'zcide pyro,~luta~i~ic~ue : L'acide pyro- 

glut.,mique est dos6 après sl'parcztion chromatogmphique ou élec- 

trophorglique après hydrolyse. La méthode utilisée peut être 

schémi~tisée de Ici f ,çon suivante : 

- s4pzration : apr s la réaction de condensation, le mélange 
de peptides contzncnt de l'acide pyroglut.mique est dissout 

drns un certuin volume d1e2u ; une partie sliquote de cette 

solution est déposée sur du papier ITnatman en vue d'une sé- 

pzration par Slectrophorèsc à pH 3 , 9  ou pcr chromstogr-phie dans 

le but~~nol acide ûcétique. 

- hydrolyse : ,près la sdparntion, les produits B doser sont 

repgrés, grâce à des t h o i n s  latéraux et les bandes corres- 

pondantes sont découpées et Lluées p2r l'ecu. Les solutions 

sont dv~yor6es et les r$skdus repris dans 0,2 ml de NaOH a 
sont port4s à 8 0 0 C  pendant 150 minutes. Le type d'hydrolyse 

choisi est rocornrnand6po:1r l'acide pyroylutcmique. 

-Dosrbge : 11; solution hydrolysée est neutralisée par l'acide - 
::c&tique et dilu6e avec de l'ezu afin d'obtenir des solutions 

sensiblement 0,5  IO-^ molaires en amino-acides. Celles-ci sont 
ensuite dosées en s6rie à l'aide d'un mzlyseur automatique qui 

enregistre les densit6s optiques de la coloration donnée avec 

1% ninhydrine (*) .  La détermination qu~ntitative est faite avec 

des solutions ttmoins dt&cide pyroglut mique qui ont ét& soumises 

aux mêmes trsitements. Le dosage à l'aide "un analyseur auto- 

nlctique p u t  tjgzlement être utilisépour les ~ u t r e s  amino-acides 

(glycocolle pzr exemple). Dans ces cas, il suffit d'utiliser 

des solutions tSmoins de l'acide aminé correspondant. Le dosage 

de qutlques olygopeptides poss6dûnt l'acide 3YW3glutamique 

en f:osi+,ion N-terminale peut également être r&alisS par ce 

procedé cprès hydrolyse alcsline. 

(*) Le dispositif utilisé est un équipement Technicon" adap- 
té au dosage des acides amines. L'adaptation n été réalisée au 
Labor~~toire de Chimie 3iologique par les soins du Professeur 
i~gr ég 6 DJXJT;G3VdJXe - - 



CHAPITRE II 

ITJPLUENt:E DE DIF2EXER'I'S 3irCTZURS SUR LA COl.lDZ~JSl;TION DE l'ACIDE _____------------------------------------------------------------ _-____--_------------------------------------------------------ 
PYROGLTJT.311'TUE 3T LIES 13iINO-ACIDES ---------'-d-,------------------- .................................. 

Au cours de cette étude, nous étudierons successi- 

vement llinfluence de la temyérature, du temps de chauffage et 
acide cminé du r-pgort initirl -- %~ide pyr~glutamique ' 

ii ) Influence de 1s tempérsture. Energis d'sctivatig~l de l a  
réaction 

Une augment~~tion de la température de condensation 

cccèlére notabl:mcnt lu vitesse de la rgaction : l'6tude de la 

vzristion de l'intensité de la réaction du biuret en fonction 

du temps illustre bien cette action sur 1s vitesse de réaction 

(Fig.23). 

La loi dtlJtEi:ZNIUS a ét8 vdrifiée en portant 

grrphiquement le logzrithme Ces vitesses initiales (pentes au 

temps t=o) en fonction de (fig. 14). La droite ainsi obtenue 
T prouve que 1% constcnte de vitesse de la réaction obéit à la 

loi d'kRitHSNIUS : 

Ls mesure de lu pente de cette droite donne l'énergie 

E 
Pente & 5,I 2,3 - E - - 

4,57 

L' influence de la tempérsture se manifeste aussi 

sur les rendements en produits insolubles obtenus par conden- 

sation du glycocolle (fig. 15). 

Cependant, llutilisstion de tempérntures trop élevées 

n'est pzs favorable, car elle facilite les réactions de décom- 

position des amino acides et conduit à l'obtention des produits 

dégradés (courbe pointillée de ln figure 15). 

Pour les amino-acides peu strUbles B la chaleur ( 

comme la threonine et 12 sérine) il est d'ailleurs prkférable 

d10p6rer k 140 -C et sous etmosphère inerte. 



In f luence  ?Le 1 z  durLe de condensation B )  --- 
L c  dur4e de condansction c une t r è s  g r ~ n d e  importance 

su r  l e  rendement f i n a l  en  polypept ides .  L a  f i g u r e  16 montre que 

l e  rendement en 2 r o d u i t s  insolubles d ~ n s  1% condensation du 

q lycoco l l c ,  c r o i t  l i n l s i r c rnen t  svec l c  temps (dans d e s  l i m i t e s  

de ten;)s qu i  n t3xcèdent  pszs 4 heures ) .  

De p l u s ,  l e s  conrbes reprgsen tùn t  l a  v a r i û t i o n  du 

b i u r e t  en fonc t ion  du temps pour d i f f é r e n t s  inglmges,  montrent 

que 12 r s z c t i o n  a t t e i n t  son degr6 dtcvancement maximum, beaucoup 
acide  zminé plils r .-.pidzmertt pour un rap-or t  f a i b l e  ac ide  pyroglutamique 

f l i g .  17). Le pro longa t ion  de 13 durde de l a  r 6 z c t i o n  en vue 

d ' o b t e ~ ~ i r  des  rendements maxima dspend donc du r a p - o r t  i n i t i a l  
- ucide aminé 

nci2e  pyroglutsninue . L a  s épa rc t i on  d e s  p r o d u i t s  de conden- 

s a t i o n  de 1~ l y s i n e  ( r a s p o r t  l y s i n e  = 1) i l l u s t r e  ac ide  pyroglutamique 
b ien  ce  phgnomènc ( f i g .  18). Au bout  de 48 heures  de r é a c t i o n ,  

il r î s % e  bezucoup de l y s i n e  q u i  n ' a  pes rLag i ,  e t  l e  couple 

de s e p t i d e s  e t  3 ( d i Y s P t i d e s )  appzru t o u t  cu  dGbut de l a  

r d a c t i o c  e s t  t ou jou r s  en q u ~ n t i t é  équivzlente .  

Pour c e r t z i n s  amino-acides, l e  temps de condensation 

ne p ~ u t  ê t r e  prolongd t r o p  longtemps, c z r  on a r r i v e  à d e s  

p r o d u i t s  dégrud$s. (courbe p o i n t i l l é e  de l a  f i g u r e  1 6 ) .  

Nous avons kgalement v g r i f i é  que 1~ q u a n t i t é  de 

d i cé top ipé rez ino  formse eu cours  de l a  r g a c t i o n  augmentai t  

avec 1s durée de chnu2fnge. 

C )  In f luence  du r-g?ort  i n i t i a l  ac ide  aminé ( =rappor t  2 )  * a c i d e  pyroglutsmique A 
Toute c e t t e  é tude  s 6 t é  f e i t e  avec des  m é l ~ ~ n g e s  d t  

ac ide  pyrogluL~~mique e t  de  g lycoco l l e  dans d e s  r a p l o r t s  molai- 
~ l g c o c o l l e  r e s  --(B/A)* v a r i a b l e s ,  chauf fSs  à 168-I70eC ~c i d e  3 y r 0 g l u t - ~ m i q ~ e  

e t  prS::lzblement p u l v é r i s d s  au mor t ie r .  

1e )  Svalua t ion  q u ~ ~ n t i t a t i v e  des  p r o d u i t s  de condensation 

a i i a r u s  s u  bout de deux temps de chc,uffa,ge. 

Des mdlanges d ' a c i d e  p y r o g l ~ t a m i q u e  e t  de g lycoco l l e  

* ?our s i m p l i f i e r  l a  p r 6 ~ e n t 2 ~ t i o n  de l ' exposé  nous adsp te rons  l a  no- 
menclatim. su ivan te  pour des igne r  l e  r appor t  acide aminé _ B 

ac ida  pyroklutnmique k 
-- - - -  - 

- 



d ~ n s  des  r u p p o r t s  2 v c r i n n t  de 0,5 à 8 on t  & t é  chauf fds  pendant 

deux temps d i f ~ é r e n t s  : 75 e t  150 minutes.  Sur chzc.un d e s  p r o d u i t s  

de conq;-2nsz*tion, 1 ' 4vt, lurt ion qu?n t i t c - t ive  d e s  po lypep t ides  a é t é  

3esurée  ya r  1~ r16tnodc du b i u r e t  e t  361 l e s  rendements en  

p r o d u i t s  ~ , d i e l y s ~ b l e s .  

L14tude 6 s  lr ,  v,.ricztion de 1 1 i n t e n s i t 6  d s  l c  r é a c t i o n  

Gu b i u r e t  cn f o n c t i o n  d e s  r ~ ~ g p o r t s  2,  donnée pzir l e s  p r o d u i t s  dc 
K cgndenset ion obtenus s u  bout  de 75 minutes ( f i g u r e  19) montre 

un maximum 3our l e  r ,p?or t  = 3 .  L ' a l l u r e  de c e t t e  courbe 

s l c x p l i q u o  pa r  l o  f a i t  quo 4e temps au bout duquel  l e  degré  d t  

avancement de 1& r 6 s c t i o n  e s t  mcxirnum, depend du r:.p;ort 

i n i t i o l  B / R  ( f i g .  17).  C ' e s t  a i n s i  qu ' au  bout  de 75 minutes ,  1s 

rGcct ion e s t  te rminée  pour l e  m,;lange 2 - - 1, t z n d i s  q u ' e l l e  se A 
cont inue encore pour l e s  m6lûnges 2 - - 3 .  ki 

L a  même e x ~ l i c n t i o n  e s t  va l eb l e  pour l ' i n t e r p r é t s t i o n  

des  co1:rbes donnant l e  rendement pondércl  en p r o d u i t s  a d i s l y -  

s a b l e s  en f o n c t i o n  du r w p ~ o r t  2 ( f i g .  21). 

Les c o i r b e s  dc s  f igu$es 19 e t  2 1  montrent que l e  

r ap ;~o r t  2 u. une t r è s  grande importznce s u r  l e s  rendements en  
4 polypupt ides ,  m c i s  e l l e s  ne ?on t  pas  r e s s o r t i r  l e  r ô l e  d e  1' 

ac ide  pyroglut,,rnique, c ~ r  t o u s  l e s  r i s u l t z t s  s o n t  donnés en 

f o a c t i o n  du r ~ p p o r t  2. 
A 

A p a r t i r  d r s  courbes d e s  f i g u r e s  19 e t  S I ,  on peu t  

c o n s t r u i r e  d ' a u t r e s  courbes dans l e s q u e l l e s  l e s  r é s u l t L f s  son t  

donn$s e n  f o n c t i o n  da  1s q u . m t i t é  de  g lycoco l l e  contenue au 

d t p c r t  dans  d-es melanges ayant  l a  même q u r n t i t é  S ' s c i d e  pyro- 

glutsrnique ( f i g . 2 0 )  (fig.22). 

C e t t e  deuxième i n t e r p r é t , a t i o n  d e s  r é s u l t c t s  montre 

que c e  rzcderiient en  po lypep t ides ,  pour un temps de r é a c t i o n  

d o m <  dL?end de 1s- q u ~ ~ n t i t é  dc  g lycoco l l e .  

O r ,  l ' a c i d e  pyroylut :  mique ne s e  condense pas  s u r  

l u i  même. Le  g l y c o c o l l e  p o s s é d ~ n t  dsux f o n c t i o n s  s u s c e p t i b l e s  d e  

r 6 ~ g i r  l ' u n e  zvec l ' a u t r e ,  ne s e  condense pas  q u . ~ d  il est 



chzuff4 s2ul 4;ns les meines conditions, m,As il se condense 

en prssence d'acide pyrozlut.mique et les rendements en 

polyjeptides est d'uut,nt plus gr-,nd qu'il y rz moins d'acide 

2yroglut-.mique. Ce phgnomèna ns seut s1ex21iquer que si 1' 

acide pyro~lut.mique joue un rôle dlinitistcur dans cette 

2-) Influence du fcctsur temps sur l'ét~t dlav,vncement 

de 1s rjaction -- pour différents ripportQ. 
A 

Les courbes ax?rim*nt les variations de l'intensité 

ou biuret Gn fonction L!U temps pour différents mélanges (fif3.17) 

4 présentent repidemant un pulier pour des r-pports 2 fnib es, 
tariiis qii'elles continuent & croître pour des rapphrts 3 plus 
gr:,nds . A 

Le c~lcul des rendements en produits sdielysables 

en fonction du r-p ;art 2 , pour dzux tenips de ch.-uffzge diffé- 
rents (75 minutes et150~minites) (fig. 22) montre à la fois 

l'influence du rupport 3 pour un temps de ch~~uffcge donn6 et 
Ir, l'influence de lu durGe cle conCensztion pour an rapport 2 don&. 

H 
Ces résult;.ts mettent bien en évidence le fai% que 

plus le r:iAjport est grand, plus le temps de condensetion doit 
&a 

être prolongé pour que le degré dlsvcancement de lz r6zction soit 

3" Composition en smino-acides des produits de conaensn- 

tion insolubles. 

Les fr~~ctions insolubles obtenues après 75 ou 150 

minutes de ch:,:~fî,zge à IQ5QC (rs--,;>art varient de 0,5 à 8) ont 
A 

tjt3 soumises à llhydrolysï ~cide. kprès dinitrophénylation des 

hydrolysats, les 3XP-amino acides (ccidcs DNP-glut ,mique et 

DNF-glycoc ollc ) ont <td st'par6s en chrornritogr-.phie unidimen- 

sionnelle et dosés par s~>ectrophotométrie. 

Les r~sultL~ts de l'étudq de 1z composition en - 



smino-acides de ce s  f r > c t i o n s  s o n t  -- a u s s i  en faveur  du 

rôPa dl  i n i t i a t e u r  de 1 ' ac ide  pyrop.lut-mique ( t s b l e a u  A) 

! ! ? ! 
R a ~ p o r t  ! 3 s p l o r t s  mola i res  ! Rapports  mo la i r e s  ! ! J l y c o c o l l e  ! &ycocolle ! ~ l y c o c o l l e  ! 

! ac .pyroglutamique ! W. ?lutr,mique I ac . glutzmique ! 
du mélange ! ae  l '1nçofu5le ! de l t i n s o f u 5 l e  ! 

! i n i t i s l  ! ( 7 T m i n u t e s  de ! ( 1 5 0 m i n u t e s d e  ! 
! ! r é a c t i o n ) .  ! r é a c t i o n ) .  ! 
--------------------!-------------------!--------------------! 
! 

! ! ! 
! 195 ! 793 ! non dosé ! 

2 ! 9 I ! 899 ! 
3 ! II ! 993 ! 

! 4 ! 9 9 5  1 IO ! 
5 ! I0,6 ! 913 ! ! 6 ! 9 ! 9 ~ 7  ! 

! 8 ! 9 ! 12 t t 
! ! ! ! 

Composition en aminoacides d e s  f r a c t i o n s  i n s o l u b l e s  
obtenuss  a p r è s  75 ou 150 minutes de  chauffage  p a r  condensat ion 
à 168-I70OC de l ' a c i d e  p y r o g l u t ~ ~ m i q u e  e t  du g lycoco l l e  e n  
p ropo r t i ons  ve . r iables .  



CHAPITRE III 

STRUCTURE D&S-PRODUITS DE COY~J~NSAIION 

La structure et la composition des produits de condensation 

ont été étudiés soigneusement afin de pouvoir confirmer les 

structures peptidiques des produits f;rmés et proposer 6ventuel- 

lement un processus de polycondensation. 

A) - S1P3UCTUESG ET COrYPOSITION DES ?I-',ODUITS DE CdT;NDENSi;f 1 ON DU 
GLYCOCOLLE 

Après condensdtion d 'un mélange d 1  acide pyr~glutc~inique 

et de glycocolle, on peut séparer une fr~ction solsble dans 

l'eau et une fraction insoluble que l'on soumet à une diiilyse 

contre de l'eau distillée afin d16liminer les petites rnol6cules. 

Les fractions solubles et dielysables sont e;iszite mélange'es. 

1 e ) -  Etude de la fraction soluble - 
a) séparation des produits de condensation 

Les constituants de la frxtion soluble sont très ft~cilement 

séserés par un couplage bidimension.-el électro~horèst. à pH 3,9 

et choomatogrsphie dans le système but'*nol/acide acétique (fig.23). 

Ln ninhydrine ne révèle que les taches 2 (glycocolle) et 

C (~l~cyl-~lycine). Les autres produits sont rtivelds par la 

réaction de TAN et DUTC3ER (41). Les taches d A 
O' h l ,  7 font 

partie d'une sdrie homologue de peptides dont les comportements 

électrophor6Liques et chromatogrnphiques sont gr duellement 

différents. La tache E correspond à 13 dicétopip4ruzine du 

glycocolle. 

b) Composition et structure chimique des produits 
A , ,  A 2 , . . .  Ai. 

En dosant par la ninhydrine et ln m6thode des DNP-smino- 

acides les hydrolysats de c es frcctions, nl,us avons dSmontré 

que chacun de ces produits de condensntion pos.>ède une molécule 

df&cide glutamique pour plusieurs de glycocolle. Le nombre de 



-16- 

moléculesde glycacolle augmente ~ . n  fonction i z z x r u ;  -3.; 

Rp des darivés. Or, tous ces produits qui ont un comportement 

acide en électrophorèse donnent lu réaction du biuret, mzis ne 

se rkvèlent pas par la ninhydrine ; il faut donc considerer 

qu'ils ne possèdent pzs de groupes a-aminé terminal libre pi;r 

suite de la formation d'un cycle pyroglut,mique. La structure 

géngrizle deœs produits est donc la suivante : 

O = r I  -CO-(i.iI-CFI2-c0) -OH 
l16 n 

l'existence de peptides de ce type est r econ:!ue ; en 

effet, deux peptides naturels possadcnt l'acide pyroglut2mique 

en début de chaîne ont ét4 isolés ; il s'agit du pyroglutainyl- 

glutaminyl-glutamine (DEK~~ER)(I~) et de lfeis6nine ou 

pyroglutamyl-glutaminyl-alsnine (m~R~)(40). 

Pour vérifier cette structure, nous avons eatrepris 

la synthèse du dipeptide pyroglutamyl-glycine ( 
O=(; -CO-XE-Cd -COOH) qui possède les mêmes comportements 

iu ;f 2 
électrîphorbtiques et chr~matogr;~phiques que le peptide A, 

(fig. 28 et 29) 

D e  plus, le dipeptide glycyl-glycine (diglycine) et le 

tripeptide diglycyglycine (ou triglycine) ont été chauffés 

avec de l'acide pyroglutemique. La sépsrsbtion des produits de 

condensation pzr le même couplage bidimens on-el (électrophorèse 

à pH 3,9 et chromatographie dans le butsnol/acide acétique) 

révèle également la prgsence des peptides A A ~t A, pour 
2' 4 a 

la diglycine (fig. 24) et des peptides A3 et A6 psur 1; triglycine 

(fig. 25). De 1s même manière le peptide pyroglutùmyl-glycine 

de s,nthèse (A ) n ét2 chiiuffé lui aussi avec de 1s"diglycine" 1 
et de la "triglycine" et ln stparation des produits de conden- 

sation révèle 1~ présence des peptides A 
3 et '5 pour la digly- 

cine (fig. 26) et ii pour la triglyc ine (fig. 27). 
4 

Tous ces résultats sont donc en faveur de l'existence 

d'une sSrie homolonue de pepti&es répondent à ln s%ructure 

g6nnér:~le. 
1 7  



Svnthèse du peptide, pyroglut,-yl-Glycine 

Cette synthèse n &té f:"ite à pbWbrtir de l'ccide 2yro- 

glutamique et du glycocolle par lc mGthode à 1~ N,N'-dicyclo- 

hexyl-cnrbodiimide (SHEEXAN et co11. ) (47) (4S), que nous Gvons 

adaptge à ce cas particulier. On dissout 0 , O E  mole d'acide 

pyroglutamique dans le minimum d16thsnol absolu et on y ajoute 

une solution éthérochlorofarmique de glycincte d'tthyle (9,022 

mole).  près refroidissement à SQC, on ajoute 0,022 mole de 

N,N1-dicyclohexyl-curbodiimide. Au bout de 45 minutes un 

précipité de N,N1 dicyclohexylurée commence à appnr~~îtrê. 

On laisse sous agitation pend:- nt 15 heures et on lave 1s 

phase organique par une solution d'dC1 à 3,5 $, pais pcr une 

solution de Na CO à 3,5 $. Les fkzctions aqueuses sont mslan- 
2 3 

gées, amenées à pH.6, Svzpordes à sec et reprises par 1' 

ac6tone pour gliminer le chlorure de sodium, Ls solution 

ac4tonique additionzée d'un peu d'eau est mise h év.,porer. 

Il se dispose de petits cristaux bl~ncs de pyroglutamyl-gly- 

cinate dt8thyle ( TE' :65-70QC). Celui-ci est saponifié en 

milieu ac6tonique pLr la qurtntité stœchiom~trique de N s O H  puis 

acidifié au bout d'une heure. On 6v-+pore à sec *t on dissout le 

peptide dans le minimum d16thanol bouill~nt. lar cristal- 

lisation on recueille le peptide (TF : 149QC) (rendement 5 2  $ ) *  

20)- Etude de la fraction insoluble 

a) composition en aminoTacides : ln d6ternination du 

rapl?ort 1 des fractions insolubles a. 6t4 abordtje après PiU 
hydrolysf! totale par la methode des DNP-smino acides. Ce 

rap2ort est environ de IO pour toutes les frcctions inso- 

lubles quels que soient le temps de rgCction et le r~pport 
B initial - (voir t zb1ea.u h du chrpitre Il). A 

b) dosage des COOH terminaux : la dgterminhtion qu-nti- 

tative des grou~ements carboxyles libres s été f;~ite en 

mesurant la. quzntit6 de NaOH que peut fixer cet~e fr~ction 

polypeptidique à pH. 7. Cette mesure n 6tt ré2lis6e à l'aide 

d'un titrateur automatique. 



Pour s a l i f i e r  50rng de p o l i p e p t i d e  nous evons u t i l i s 4  

6,25.10-~ mole de NaOd. Le po ids  no l4cu l a i r e  moyen de cu poly- 

pept ide  e s t  donc de : ïY = 0,05 
6,25.10- 5 = 800 

S i  l e  polypept ide  a pour formule 

pyroglutamyl - (g ly)-g ly-~~ 
n- 1 

n  e s t  donc égal à 'Oc -IZ9 s o i t  I I , ~  75 - 18  
Nous re t rouvons  ûpproxirnntivement per  c e t5e  msthode l a  

composit ion en  srnino-acides donnée pzur l e  dosage ( t a b l e a u  N du 

c h a p i t r e I I ) .  Ces r d s u l t L . t s  son t  en  disaccord avec ceux de 

H X D A  e t  FOX (27)  q u i  t r ouven t  . un poids  moldculni re  p l u s  

important  de l ' o r d r e  de II.Ou0 à 20.000. Dwns l e u r  a r t i c l e ,  

l a  dé t e rmina t i on  de c e  po ids  mol6culc i re  a 4 t6  r 6 a l i s S e  p a r  l e  

dosage d a s  a c i d e s  arninds en  p o s i t i o n  N-tkrminnle. E t en t  donné 

que nous avons d6montré que ces  groupes  amines pouvcient  ê t r e  

bloquGs, il n ' e s t  pos 6 ton1~sn t  que d&Ji;JA e t  FOX t rouven t  de s  

v a l e u r s  t r o p  f o r t e s .  

c ) ~ é t e r m i n a t i o n  de s  = i d e s  aminés en p o s i t i o n  N-terminale 

La leucine-amino pep t ida se  préparée  à p u r t i r  du r e i n  de 

porc p a r  1;s méthode de S7iAC13LL.N (49) modifi4e p a r  J I L L  e t  

SPiITH ( 3 1 ) ,  n ' a  aucune a c t i o n  s u r  c e s  po lyyep t ides ,  ce q u i  

prouve que l e u r  groupement a -czrnin4 t e rmina l  e s t  bloqué (* ) .  

Cependant, Ir d i c i t r o p h é n y l a t i o n  de ce s  po lypep t ide s  

donne a p r è s  hydrolyse  t o t ~ l e  de s  tr . ,ces d ' a c i d e  bWP-glut.mique 

e t  . PWP-glycocolle. 

d )  D é t e r m i n ~ t i o n  d e s  cc ide s "amin6s  en p a s i t i o n  C-terminale 

LG c a r b o x y p e p t i d ~ s e  (**) n ' a  aucune a c t i o n  s u r  c e s  

p o l i p e p t i d e s ,  rnc%is c ' e s t  un f ~ i t  d '  observa t ion  c l n s s i q u e  que 

(*) La leucine-ctminopeptidase e s t  en  r 6 s l i t b  une arninopeptidcse 
du type d e s  exopeg t idsses  q u i  l i b è r e  d m s  une cha îne  pep t id ique  
l e s  a c i d e s  aminés po r t eu r s  d ' u n  groupe a -;;.mint l i b r e .  

(**) L a  czrboxypept idzse  e s t  une e x o p e ~ t i d z s e  q u i  l i b è r e  d=ms 
une cha îne  pep t id ique  l e s  a c i d e s  nminLs p o r t e u r s  d ' u n  groupe 

a - ce rboxy l ique  l i b r e .  Son a c t i o n  peu t  ê t r e  l i rn i tge  par  c e r t ~ i n s  
r é s i d u s  d ' a c i d e s  zminés, 1s ;3roline par  exemple. 



que la csrboxypeptidsse n'sgit pas sur les peptides à glycocolle 
( S T A H F L : ~ )  ( 5 0 ) .  

e) Etude de l'hydrolysat p2rtiel acide 

Lf hydrolyse partielle acide des polkypeptides permet, 

grsce à des coupures fsites cu hsssrd, de dvterrniner cert-ines 

séquences dfumino-acides. L'hydrolyse partielle a Lt6 faite 

dans lf acide chlorhydrique pur à 37QC.. &AU bout de 4 à 5 jours, 

l'hydrolyse est pratiquement complète. ( F i g .  30). L'étude de 

quelques s6quences s ét; r&a,lis&e sür l'hydrolysst de 24 heures. 

Après hydrolyse, la solution est Gv,,pore'e r~pidement 

sous vide pour éliminer l'acide chlorhydrique. Les peptides sont 

séparés par le couplage bidimensionnel Qlectrophorèse à pH 3,9- 

chromatographie ~utanol/acide acgtique (fig. 31). hprès 

révélation le chromat~gr~~~rnme prtisente 7 taches im2crtnntes et 

différentes. Chacune d'elle a &tG l'objet d'une 4tude structu- 

rale. 

1Q )  Identification descsides amin&s libres : 

D'après leur comportement 4lectrophor6tique et 

~hromatogr~phique, l'acide glut;,mique ct <tg ider-tifié colnnie 

étant la tache G et le glycocolle conime éttznt la tache Ci 
3 6 

(Fig. 31). 

Les autreshches correspondent à dcs peptides qui ont 

été récupér6s après Lle~trop~orèse puis purifiés par chromato- 

graphie. Chacun de ces peptides a Std l'objet d'une &tude 

structurale précise. 

2 9 )  Structure du peptide G4 

Composition en lmino acides 

-Hydrolyse totule acide suivie d'un dosage par la ninhydrine après 

séparetion en électrophorèse (pz 3 , 9 ) .  

- Valeur expérimenhle = I,I Il stai;;it donc d'un 
B ~ Y  

dipeptide. 

Détermination de l'acide %mué en position 

N-terminale 

- après dinitrophénylstion psr le DNFB d m s  un tampon de pH 9,3 
(4  heures à te ambiante), l'excès de DNF2 est cnlcve par 



extr.~ction en milieu acide par 1' éther. 

- le DNP-peptide estectrczit ptir le butanol secondairs et hydrolysé 
24 heures par iiU 5 , 6  5 en tube scellé (IOSQC). 
- le DNP-aminoacide est extrait par ltSther et identifié par 

chromatogr:.phie bidimensionnelle dans les systèmes "toluène" et 

phosphzte : il s'agit de ltscide DNP-glut--mique (fig. 33). 

Dans la phase aqueuse de l'hydrolysat du DNP- 
peptide, on identifie le glycocolle. (fig. 37). 

Structure 

(Pour les abr&vi~~tions et les rggles de nomencla- 
ture, voir les indications données par 1 ' 1 ~ 3 ~ ~ )  

en tenant compte des r&sultcbts exp6rimentrux décrits, deux 
structures sont possibles : 

La structure (1) a &te retenue comme étant celle du 

peptide G4 car il 3 les mêmes propriét6s que le peptide obtenu 

par hydrolyse partièlle du pyroglutcmy,l-glycine se synthèse. 

En effet, l'acide pyro~lutsmyl-glycine de synthèse, 

s,umis aux mêmes conditions d'hydrolyse (2411. ) 37QC dans iiC1 pur) 

donne, en plus du glycocolle et de l'acide gluteniique libéres, 

un peptide qul s le m2me comportement 4lectrophorétique et 

chromatûgrzphique que le peptide G et qui ne peut être que le 
4 

produit d'hydrolyse du cycle pyro;lutL~mique. 

O =Q-CO-EM- CH^-COOH hydrolyse partielle NH2-CiI-CO-NH-CH2-COOH 
Ni3 acide ( &*.iC.> - 8  

L L. 

COOH 
+ glycocolle -i- acide glut2,mique 

En conclqson le peptide G A  correspond su dipeptide de - 
't 

structure H-Glu --~Sly - OH 
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30) - Structure du peptide SI 

composition en L~mino acides 

- hydrolyse totale ucide (HCI  5,6 g) en tube scellé & I05OC ( 2 4 ~ ~ )  

- Dosage de l'scide .glutd.rnique et du glycocolle par la ninhydrine 
asrès sLparation dlectrophorétique à pH 3,9. 

- Valeur exp4rimentale = 2 , 2  Glu 
Détermination de l'acide amin6 porteur du groupement 

%miné termine libre 

- Dinitrophinylntion du peptide d ~ n s  un tampon ctlrbon;;te/ 

bicc~rbonzte à p9 9,3 pnr le 2-4 dinitrofluorobenzène (DNPB) 

- après rgaction (4 heures à temp4rature ambiante), l'excès 

de DNFB est enlevé par extrdction à lt&ther en milieu alcalin. 

- Le dinitropadno1 (DNP-CM) est élimin6 par e~tr~ction à 1' 

éther en milieu &cide. 

- Le dinitrophdnylpeptide ( ~ ~ p - ~ e ~ t i d e )  est extrnit par le 

butanol sec ond~ire . 
- D6termination du BNP-acinoacide constitutif du DNP-peptide. 

- iiydrolyse tot~le acide (BC~ 5,6 N) en tube scellé ) 

IO5QC (24 heures) 

- extr~~ction du DNP-amino-acide par lt6ther 
- Id entif icstion du DNP-aminoac ide : par chromatoarsphie 

bidicensionnelle ( "~oluène "-phosphate), on identifie 1 ' acide 
DNP-glutamique (fig. 34). 

Détermination des amino-acides non dinitrophén~lh 

- la phase aqueuse qui contient les acides smin6s du peptide, 
non porteur d'un groupement srniné libre, est ~ v ~ ~ p o r é e  et mise 

en électrophorèse à pH 3,9. On identifie le glycocolle (Pig. 37). 

structure du peptide : c'est un tripeptide formé d'une 

mol6cule d'scide glut~mique et de deux de glycocolle, 1 Iacide 

glut~mique se h-ouv~~nt en position N-terminale. Des risultats 

expérimentIr-ux ddcrits, on peut dgduire trois formules 

différentes : 



I l  es t  d i f f i c i l e  de s e  fc,ire une opinion s u r  l a  s t r u c t u r e  

l a  p l u s  vruisemblable .  Ces t r o i s  types  peuvent en  e f f e t  e x i s t e r .  

Tou te fo i s ,  l ' e x i s t e n c e d ' u n  enchuînement de type  y ( formules  II 

e t  I II)  p r o u v e r a i t  I ' a u v e r t u r e  du cycle  pyroglutamique au cou r s  

de l a  condenss t ion.  

40)  S t r u c t u r e  du pep t ide  ü 7 
composit ion en  amino acigii- 

a p r è s  hydrolyse  t o t , l e  ~ c i d e ,  on met en évidence que du 

g lycoco l l e  

s t r u c t u r e  

L a  f r s c t i o n  G mise en é l ec t ropho rè se  à PH 2 , 4  avec des  temoins 
7 

In tSraux  de pep t i de s  de g lycoco l l e  (d i , lyc ine  e t  t r i g l y c i n e )  

montre l h  pr4sence d m s  c e t t e  f r , c t i on  d ' u n  m6lange de  p e p t i d e s  

de g l y c o c o l l e  o d i g l y c i n e ,  t r i g l y c i n e  e t  v r~~ i semblab l emen t  

tt5trcbglycine ( ~ 1 ~ .  38) Ces d l ~ o p t p t i d e s  ne son t  ?as  sSpsrt tbles 

en  Glect rophorèse  à pi4 3 , 9 .  

5 Q )  s t r u c t u r e  d e s  pep t i de s  Y e t  G5 2- 
l e u r  s t r u c t u r e  n ' a  pu ê t r e  dgterrninee avec p rgc i s ion .  Il faut 

t o u t  d ' abord  s i g n a l e r  que l e s  t a c h e s  9 e t  G son t  en f a i t  
2 5 

hétSrogènes en chromntogrzphie dans l e  bu tzno l /ac ide  acé t i que .  

D ' s u t r e  p a r t ,  i l s e x i s t e n t  en p e t i t e  q u c d n t i t é  dans l e  p r o d u i t  

b r u t  de coniienszt ion,  Leur i solement  e s t  donc r e l a t i vemen t  

d i f f i c i l e .  Toute fo i s ,  a p r è s  d i n i t r o p h é n y l n t i o n ,  on peu t  

i s o l e r  de l ' h y d r o l y s c t  e t  i d e n t i f i e r  de l ' a c i d e  DNP-glutamique. 

Lz phase acueuse de l ' h y d r o l y s â t  c o n X e n t  encore de  



llscide glut.?,rnique (fig. 37). 

Il est utile de rcppeler que le DNP-~lycocolle est très 

sensible ii l'hydrolyse. en miliau chlorhydrique 5,6 à I059C. 

Il n'est donc p ~ s  impossible de penser que le DNP-gD.cocolle 

6ventuellemént pr4sen-t soit de ce f ~ i t  complètement ddtruit. Nous 

reviendrons sur cc problème ult6rieurëment k propos de la 

structure des peptides à almine. 

L a  seule conclusion que nous pouvons tirer de ces 

rgsultc?,ts est que l'acide glut:.isiique ?eut Gtre placé en position 

int- :peptidique dzns les produits de condensation : 
-- - -  ?T . . . ;l-L;-Cilu-/;-X. . . 

COACLUSION --&iGS PROXJITS D$ C O:JJZiVSL.TI ON UU GLYCOCOL@ : 

Les séquences suiv~~ntes peuvent être discutées : 

- 3-Glu -.-s+ Uly-OH provensnt de Pyro -*C;ly-OH 

- Diglycine, triglycine, tétraglycine 
- A-Glu ---3- Gly -----r?. Gly-OH OU 3-Glu 

C 
üly --5 Gly-OH 

- L1~cide glut~rnique peut a krouver en position intrapeptidique : 
. . 0 X-X-Glu-x-;:. 4 e 

B ) -  ETUD.3 UdS PHOUUITS Dl3 CO~ENSii'TION DE lldL.@INE 

De 1 'cllanine a Gtt2 chauffée avec de l'acide pyroglutemique 

(r.-pport =5)  pendcznt 230 minutes à I709C sous atmosphère de 

Le couplage (Qle~tro~horèse à p3 3,9 et chromatogrAphie 

dcns le butanol/scide acetique) sLpare, comme dsns le c a s  du 

~lycocolle une série de peptides acides non rSvélables psr 1s <> 

ninhydrine mais d6celcbles psr la réaction de PAN et DUTCBER, 

de l'alanine libre, une cert~ine qu~ntit6 du peptide alanyl- 

sl,<,nine ct 1:; dic6topipérazine de llelanine. 

19) smino ocides en position C-terminale 

Ln dLterminntion &es acides aminés en position 

C-terminale a étL fdite p;r 1~ carboxy~,ptidsse. Le produit 

brut dc lc rgaction, entièrement soluble dans l'eau, a été - 
-- -- 

- 



purifié de l'anânine libre en excès par passage sur une résine 

type ,polystyrène sulfûnée (Amberlite IR I L O ,  forme hydrogène). 

LG fraction non retenue contient c e  l'acide pyroglut-,mique et 

tous les peptides acides. Elle n &tg soumise à l'hydrolyse par la 

curboxypè2tidass à pH S , 5  et & 37QC (concentr:htion enzyme/ 

substr~t : 1/50). ~iu bout, de 1 5  heures de rCaction à 3 7 W ,  la 

chromatogr phic des produits d'hydrolyse r6vèle la présence d' 

almine libre. Par contre, il n'y a cucune t r x e  d'acide gluts- 

nique lib6r6. 

2 0 )  Etude de l'hydrolysat partiel acide. 

Ln fr,rction peptidique purifi6e (voir plus haut) s été 

soumise à l'hydrolyse purti~lle acide dans les m8mes conditions 

que les peptides & glycocolle. .&près glimination de l1:;cide 

chl>rhydrique, on s6pare par le couplage bidimensionnel ( 

<lectrophorèse à pH 3,9 et chromatographie dans le butanol/acide 

ncgtique) à peu près autant de 2eptides que dans l'hydrolysat 

pzrtiel du~polyglyc~colle? Ces peptides ont des comportements 

très compar~bles aux peptides obtenus à partir du polyglycocolle. 

(~ig. 32). 

LES acides zrnin6s libérés pLr hydrolyse ont été identi- 

fi6s comme 6tAnt k ( acide glutdmique) et k (daine). 
(z 6" ' 

3 6 
.,e identifi4 comme 6 t m t  le dipeptide alsnyl-zlanine. 

Ai 
2ar analogie svec l'hydrolysat partiel des peptides & 

glycocolle (fig. 31) le peptide A peut être comparé au peptide 1 
G, et le peptide itq au peptide G4. 

Ce qui a retenu r:rincipclement notre ~ttention dans 

cet hydrolysat se sont les fr-~ctions A2 et 1i 3n~logues aux 
5 ' 

fractions G.. et G5 de l'liydrolysat partiel des peptides à 
i, 

glycocolle. En effet, lors de l'étude procidente concernant 

les peptides G et G nous n'avions pas pu aboutir & des 2 5 
conclusions 2rLcises. Les fr:.ctions L-. et h ont Sté dinitro- 

L 5 
phénylies et, après extrc~ction du DNP-Ofi et glimination des 

DriP-amino acides 6thér~solubles souillant chacune de ces 

fr,,ctions, les DM2 peptides ont &té extraits par le butanol 

secondaire, et hydrolyses totalement. 



~ ,p rSs  hydrolyse  l é s  313- m mi no acides ont  6 tS  e x t r a i t s  pa r  

11<-Lher. La c h r o m ~ t o g r  phie  b idimdnsionaul le  ( " ~ o l u è n e "  e t  

-c~hosqht:te) do 1 z p h ~ s c  GthSrge, slptzre 1 luc ide  J14P-L;lut mique 

en yr,,A~,-le qu --bi t :  e t  l a  >J?P-~l-nine (Pig .  3 5  e t  36) .  

LCL U N ? ? - ~ 1  ninlz z L t &  i r : cn t i f i4e  d,:ils l e s  Geux f r ~ c t i o n s  

' e t  L : ce q u i  ;3rouve q u ' i l  e x i s t e  d,,ns . c e s  f r ~ c - b i o n s ,  de s  
"2 5 
, u e l~ t i de s  c,,v,.nt 1 ' ? l a n i n e  en ~ ~ s i t i o n  il-ttfrminfile.  La  phase squeu- 

s e  de l l h y d r o l y s a t  n i i s t ,  en 6 lec t rophorèse  ?L ?PI 3 , 9  c o n t i e n t  

a u s s i  2 c  l 1 r u c i d e  g l u t  rnique l i b r e .  

Ces i s u l t , . t s  n\ ,us : ) c rne t t en t  d.2 conc lure  à l ' e x i s t e n c e  

d ' u n  ;?eptide du type  Al%-Glu dL,ns l t h y d r o l y s a t  p ~ r t i e l  e t  d l  

ench.;încment du type  -l,l,-;lu-dùns 12s p r o z u i t s  de condensation.  

~,.:is l e s  tLzc!iles A- e t  A sont  hétGr3gènes e t  con t iennen t  
2 5 

4g~lernen-b dz s  , ) ep t i de s  où l ' a c ide  g lu t ,m ique  e s t  en p o s i t i o n  

Les conc lus ions  su iv -n tes  peuvent ê t r e  t i r e e s  en ce  q u i  

concerne 12s sé4uences : 

- prssence  d' ~ l ~ n y l - ~ l ~  n ine  

- st;uence -33-Glu- 

- 1~ c~ , rboxypep t id s sc  d&tLLche de l ' a l a n i n e  en p o s i t i o n  

C - t e r m l n ~ ~ l e  à . w u r t i r  ds s p rodu i t s  b r u t s  de con?!ensstion. 

- l ' e x i s t e n c e  du p p t i d e  Glu-nla n ' e s t  tvidemmcnt 

p z s  j l iscut  , b l e  ( p e y t i d e  
"4 

c o r r e s p o n d ~ ~ n t  à û ) .  
4 



C ) - STi3UCTTJRE DUS ?30i3U111;Z Dg CO?J9Zl\ISHTION DU IG0NOC3LOîi8Y3ELkT% 

Dr, LYSITJU 

kuelques ge2tides ségargs du m4lunge complexe obtenu 

jer chzuff~ge de l'acide pyroglutumique et 5u monochlorhydrate 

de lysine (rcPport 5 = 1) ont 4té Gtudids en dgtlyil. 
5 La sCp&r,tion électrochromsto~rsphique (fig. 39 et 40) 

du pr~duit brut de condensation montre l1h4térogén&ité .es 

peptides formés. Outre quelques oligopeptides bien définis, il 

existe une gr~nde zone contencnt des pe~tides de structure 

complexe. Les acides eminés libres ont étd identifiés comme 

étant C l  (acide glutzmique) et C (lysine). O 
Les peptides ont 4té sépargs dtubord en chromatographie 

dans le butsnol/acide ,cétique en trois groupes (8 ,b  et C) et 

chacune da ces fr,rctions mise en électrophorèse (à pH 3 , 9 )  afin 

de séprer chaque constituant. 

Io) Structure de L-. 
1 

- Composition en ;,mino acides : elle a été déterminée 
a-près hydrolyse totzle  CL 24deures b I O S Q C ) ~ ~  électrophorèse 

à pil 3 , 9  (fig. 41) par dosage à la ninhydrine. Valeur 

exy6rimentcle Glu - - I , 9 6  - 2,02 Lys 

Il s'agit donc d-'un tripeptide contenant deux molScules 

d'acida glutrnique et une de lysine. 

ne se révèle pas par 1~ ninhydrine ; il ne possède 
^1 

donc pss de groupanent aminé, iiprès hydrolyse, il posséde deux 

mol&mles d'acide glut~mique püur une molicule de lysine, et 

c un c~ractère acide. Sa structure ne peut être que ia 

suivsnte : 
~2yro -Lys-OH 

c f  
2yr0 

29) Structure d e d  O 
L'hydrolyse totp.le de a. $ 3 ~ 1  5,6 N - 24 heures à 

Ics~) ne Cionne que de 1s 1ysine.Cependant 1s structure de 

"C n l z  pu être dsterminde pLr 1s méthode des DNP-zmino acides, 

csr le d6riv6 dinitroph6nylé de H , qui est éth~rosoluble, 
O 

s'est retrouvé intcct, a;?rès hydrolyse. Nous avons vérifié 



qu'il ne s'egisscit pzs du prosuit de d<c~rboxylation de la 

lysine (czdcvjrine). 

3 c )  Structuqe-Ge2 

a) composition en -:mi~~~c'ides 

hyclrolyse t3t-,le mide ( d C 1  5,6 - I-) en tube scellz b IOSOC 

pendxt 24 heures. 

ljoscge 2s l'=:cide %lut mique et de la lysine p,r la ninhjrdrine 

V~leur ex?6rimentzble : lysine-- = 0,86 - I,04 
glu-b mique 

B est un dipeptide 
-2 

b) J6terminetion de 1'-cide aminé porteur d'un groupement 

a-cuminé terminizl libre 

Jinitrophénylstion au se?tide d ~ n s  la tri&thylumine à Ip.100 

pcr 12 meth~de de SATÙELi. (43) 

dxtr,>ction du EDXL en milieu basique par l'éther 
-7 ~xtrûction du 3NP-OH en milieu zc ide  par l'kther 

dxtr:bction du 3x2-peptide en milieu acide pcr le but~nol 

secondoire. 

i,ydrolyse totisle Ou Dl??-peptide 3 (24 heures à I05OC en Z 
tube scellé par i3Cl 5,6 - N) 

luble 

Bxtraction par le butznol secondaire : prLsence d'un 

DTJP-@mino acide d triv4 de 13 lysine. 

Identif ic~tion du DG?-aminozcide 

Le UHP-hminoscide ne peut être qu'un ddriv6 monodinitro- 

phBnylt5 de 1% lysine, ccr l'ucide 3NP-zlut ... nique et la di 3iiP- 

Lysine 2ui pourraient être bventuellement prgsents par suite 

de la composition du dipeptide, sont t5tn~rosolubles. 

Le DW3-nminoacide est mis en électrophorèse à pH 1 1  ( 

~mnoni~que g)  avec des tis'nloins latgrsux d' a -BNP-et d' 6-DNP- 

lysine : le produit isole de l1hydrolysC~t possède le comgor- 



tament de 1' a-DPrP l y s i n e  ( f i g .  46).  

c )  ÜZterminntion de 1' :.miqqccide non d&itrophi,qyii. - 
i=près e x t r v c t i o n  du 3NT-zminoacide p>r  Pe b-ctanol 

secsnd i r e ,  l ' h y d r o l y s c t  e s t  concentré  e t  m i s  en  S lec t roshorèse  

h 3,9 .  Seul l 'wc idè  c-- 2lut ,misue e s t  i d e n t i f i ;  ( f i g .  42) 
p.- 

d )  S t r u c t u r e d u  pep t ide  Z 2  

9n t e n c n t  compte d e s  r i s u l t a t s  rassemblds,  t r o i s  

s t r a c t u r e s  smt  p o s s i b l e s  : 

E 
( ' 1 )  0 =v -~o-;.'-(Cd ) C;I-C09H au Pyro-Lys-OH (*) 2 4-& 

Lt, s t r u c t u r e  Ir, p l u s  v r -u i sembl rb le  e s t  l a  s t r u c t u r e  ( 1 )  
2yro .&> Lys-06 

4 )  S t r u c t u r e  de 9 
3 

Lzd d 6 t e r m i n a t i m  de l e  s t r u c t u r e  de B n é t é  menge de  
3 

lZ m6me rn'xière que c e l l e  de 3 
2 ( f i g .  43) 

Le dosage a donné l e s  r e s u l t z t s  s u i v a n t s  : r apyor t  

l y s i n e  - = 0,96 - 0,98 
glut-mique 

I l  s l z g i t  donc d ' un  d ipep t ide .  

L'hydrolyse totc.le du DWP-peptide donne un DN2-aminoacide 

h y d r o s ~ l u b l e ,  e x t r z i t  p-r l e  bu tzno l  seccndz i re ,  e t  ~ u i  e s t  

idé;? t i f iv '  coma % t a n t  1' 6 - D U P  l y s i n e  p&r une éltjctrophorèrse à 

( * ) l e s  r g ~ l e s  de  nomenclcture i n t e r n c t i o n c l e s  n ' o n t  pas é t 6  

prtcisdes dans l e  c 2 s  2 c ~ r t i c u l i e r  où l e  groupe aminé impliqué 
ct .ns Ir, l i r , i son  pcp t id ique  n t  G t z i t  pcs  un groupe a-aminé. Nous 
zvons donc r L t e n u  c e t t e  z b r é v i a t i o n  nnslogue cvec l2 rgg le  f o r -  
mulée peur l'origine du group~ment  csrboxyl ique impliqué dans  
unc l i a i s o n  p z ~ t i d i q u e .  J cns  ce c a s  p s r t i c u l i e r ,  c e c i  s i g n i f i e  
que c ' e s t  l a  groupe£-amin4 de Ir, l y s i n e  q u i  e s t  l i é  au groupement 
ci -ct=rboxylique d e  1 ' :cide pyroglutzmique t z n d i s  que l e  groupe cx 

-=miné du rés idu  de l y s i n e  r e s t e  l i b r e .  - - 



pH 1 1  (fig. 46). 

Ls phzse açucuse iie l'hydrolysct a Ste mise en électro- 

pkiarèse à p:I 3 , 9 .  Seul llucide glut ,mique a 4tS iiientifii-' 

(îig. 43). 

Structure de 3 : En tenant compte des r8sultwts 3 
r<ssemblGs, trois structures s m t  possibles : 

( 1 )  r-f 
O = j j  -CO-i~r:-Cri-co:a ou Pyro --> Lys-03 

f 

La structure 1?+ plus vr~.isemblable est la structure (1) 

5 9 )  - Structure de Bq 
Composition en aminoacides dgterminée pwr la ninhydrine 

c-près hydrolyse totule :(fig. 44) rcpport lysine 
= 2 glut~mique 

hpres dinitrophénylction, le UNP-peptide a ét6 extrait 

pwr l e  butanol sec3ndzire puis hydrolysé. 

L'hydrolysct donae un DMP-smino acide hydrosoluble que 

l'3n extrzit 9:-r 1+ butznol secondhire, et qui est identifié 

cornilie 4 t ~ ~ n - t  1' & -3~2-lysine pcr 6lectrophcrèse à p3 1 1  (fig.46). 

Lc phase cqueusc de l'hydrolysat ne czntient que de 

1 'acide glutanique, identifie par ~lectrophorèse à pl3 3,9 

(fig. 44). 

Comne peur le peptide 9 et 33 ,  le compos, B ne 2 4 
contient pes d1extr2mité a-eminé terminele libre. Comme pour 

le peptide 3 1- lysine est engdg6e dans la liaison peptidique 3' 
par son groupe a-amini. Les comportements 6lectrochromatogr~phi - 



ques de E et de d4 sont dif'grsnts : B étmt n~tc~ment  lus 
3 4 

"bzsique" que Z 3 .  Cette remmque s'explique par la composition 

du pe~tide (2 rgsidus de lysine au lieu d'un). Lc structure 

prop~sde est donc : 

L2yro -+ Lys --> Lys-OH 

5 9 )  Structure de Cl 

C est un compas; très "bssique". Pwr hydrolyse totule, il 1 
ne donae que de 1; lysine. C'est donc un produit de condensation 

de la lysine. (fig.45) 

:,~rès dinitraphSnylstion, le ddrive dinitrophbnylé de C 1 
extreit pwr le butvnol secondsire est hydrolys6. L'hydrolysat 

ne contiant pcs de 3182-amino-acide éthtrosoluble, mais un 

3iW-amino-acide hydrosoluble, extr,it pzr le butsnol secon- 

daire et identiiig commz étrnt 1' & -3NP-lysine. 

La phzse aqucuse nî contient aucun amino acide. Le 

composé C est donc la dic6topipSrszine de 1z lysine. 1 

C 01iCLu-S I QZ?S SUE LES %ZC.I"JI'I'S Li; C OTJ3ZiG3ix41'I ON iiU,,ONOC;iL0;2HYDRÀTE 

DE LYSIiJd 

Les sdquences suiv>,ntes ont 6t4 proposées : 

- La dicétopip4rxzine de la lysine existe également 

d m s  les produits bruts de condensation. 



Lc l ' : ,c i22 p y r ~ g l ü t  mique e t  Se  12 t y r o s i n e  on t  é td  

c2i~qffGs 24 hcuras  à 15SQC (r:,s70rt 8 = j ! .  Le r o d u i t  b r u t  
:a 

3e con,cns:,tion a ~ i s  en é l e c t r o p h ~ r è s e  à pAi 3 , 9  ( f i g .  47). 

LE, r4vi5l;tian à 1,. ninhydr ine  permet d e  l cc : , l i se r  la t y r ç s i n e ,  

q u i  nl:~, pZs r2ag i  un p u  d l  ;cide gliit..,i~ique e t  de s  trcrces de  

( v o i r  c h  , 2 i t r c  1, 'iechnicyud rgvè l c  une s i r i e  de  pep t i de s  

r c i d e s  "nt l3 s t r u c t u r e  p u t  cor ruspondre  à l e  formule 
, , gen,r . l e  s u i v  .rite : ?yro - ( T ~ r ) ~ - 0 : i  

Le nombre(n) v n r i z n t  pragressivement en  f o n c t i o n  du 

E ) - STkUCTVRE D :S I'_,ODUIti S Di3 C O ~ ~ J ~ N S ~ - T I  03 Dx LA ? I Z ~ J Y L X L - - N I ~ L ~  

Zn mGl~ngc d l ~ c i t ' ~  ?yrsglut,mique e t  Ge ghénylz lanine  

( z / ,  = 5 )  G & t g  chzuîfG 3 heures  à I70Q. Ls f r  c t i o n  so lub l e  

du mi l i eu  s l c , l i n  e t  i n s o l u b l e  r n  mi l i eu  s c i d e  don t  1s 

composit ion e s t  ?hé - - 3 , 1  a ; t é  soumise 9. l ' h y d r o l y s e  p , ~ .  18 
I; l u  

carboxypept idzse ,  dens un tLdmpon p h ~ s p h ~ t e  k/15 d e  pH 3,7 ( 

r c -po r t  enzyme = 1 - ). iiu bùut  de 1 5  heures  de rLzc t ion ,  l e s  s u b s t r a t  50 
~hrom~togrs rnmes  r e v è l t n t  l a  n r t s encc  exc lu s ive  de phénylz lanine .  

En conc lus ion ,  1~ phgnylz lsnine  e x i s t e  en  p o s i t i h  

C-tsrminule. - C ' e s t  d l > i l l c u r s  un f - A t  dlobserv: , t ion c l a s s i q u e  

qus lC ~ ~ r b û x y p d y t i d ? ~ s e  ds tcche  Eci lement  1~ phLnyla l rn ine  en 

p o s i t i o n  C- t e r rn in~~ le .  Ces rGsu l t - . t s  son t  ii'videmrnent en fzvaur  

d e  l u  d r u c t u r e  ganéra le  ,?yro-(ph&) -03 
n 

F ) - ST 1UCTLAd 3 L S  '-'RODUI 2s Dd COl,lbd~QS,'iT1 ON de 1 ' AC IDE .xSk'i';~?'i'I 

1 3 )  C o n d e n s ~ t i o n  de l t i . .c ide  a s ~ c r t i q u e  avec l ' a i d e  pyroglu- 
t ,$.mique 

Les p r o d u i t s  de condensût ion de 1 '.,cide z s p s r t i q u e  avec 

l t c c i . i e  pyroglut .  mique son t  d ' u n  type p r t i c u l i e r .  Les p r o d u i t s  

de c o n d e n s ~ t i o n ,  i n s a l u b l c s  d.,ns l l e s u ,  son t  s o l u b l e s  dans l n  



scnike rlilu<e st ?once une Cible r4cction du biuret, Le 

tr2,itcrnent >lc .lin ncirifie leur s tructurt , ci-r en reven~nt 
en xilicu uci-e, ils nc renrici2itcnt plus. Les rendements en 

produits -.c?i,lys~b3~s sont très gri-,nds. Css ph inamènes ont 

d g j à  4t: expliqiîl~s j3jrr Z3V2XS ( 3 5 ) ,  X3ÛC3TSZP ( 5 3 )  1J-~3,3Zi ( 2 8 )  

( 2 9 )  et PC:: ( ~ ? o ) ( L I ) ,  Ltrdcide aspertique p r  ch~uffzge 

Ù ZOOeC se c3ndense e n   un^ polyimide cle Ltructuxe (1) 

qui, pwr tr:itement en ~ilieu b~sique s'hydrolyse en un acide 

pGlynspzrtique. D ~ n s  13 structure de c e _ *Iy;?Êre, 
les deux 

groupes ~~rboxyliques de l'ccide asp~rtique peuvent être 

impliqugs drns la formstiat des liuisons peptidiques. 

Krus avons s:iivi 1% cingtique d'hydrolyse des cycles 

:?alyimides sur un &chzntil?on comportz~nt 1 mol4c~le d'acide 

glut:,mique pùur 9,75 molCcules d'rcide aspartique (t:,bleau 2 ) .  

L1exqLrisnce a 6t4 mcnGe à pi3 3,T sur un titrzteur ùutom~tique 

 près -,voir sclubilis2 le 2roOuit d;ns une solution d'urée 

IO - 1.. (fig.49). Comme nous pouvcns le remzrquer sur 1% figure 

1,: rLaction est ~ssez Pente. 

L'acide zspnrtique se condense s u  1~i-mGme qu:,nd il 

est chc~2fij seul vers 200-JC. Ltsd$ition dl,,cide pyro,;lut:,mique 

permet dlrb:.isser 1; têmplrsture dc condknsstion de ltJcide 

aspzrti:~ue : l't~ci~e Fjrrogtut,,~ique j3ue ~n ef :et le rôle de 

solv,.nt et ci'initictcur. Cette fzcilité Cie polycondensation 

de 1 ' ;cidt zs~~rtique ?eut expliquer les eendements impartznts 

de 1:; rssctian. Cette propriGté a 6tt mise à prûfit égulement 

pour synthdtiser des polgominaacides de poids noltculaires 

plus SlevZs. 

2 2 )  Condensstian de l'scide ,ssartique et de IG, tyrosine en 

vrGsence d ' ;cide p~ro~~lut~miqiae 



Ces t r o i s  $ ides  uminz's ont  4 t ;  ch su f fgs  pendant 24 heures  

à 7 5 5 9 C  d,ns l e s  s r û p o r t i ~ n s  r n o l ~ c u l a i r ~ s  su ivan t e s  : ac .  

pyrog lu t  nique : 2 ; ec ide  r s p a r t i q u e  : 1 ; t y r o s i n e  : 1. 

Le p r o d u i t  F?E. con3ensr t ion  d i s s o u t  duns 13 soude di luée  

s Lt6 s l l a r 6  en g l ec t r apha rè sc  & p:< 3,9 ( f i g . 4 8 ) .  L?. nynhydrine 

ne rljvèle que l t > , c i d e  g l u k n i q u e  e t  l z  t y r o s i n e  l i b r e s ,  m a i s  Ici 

r l v Z l ~ , t i û n  1' a - n i t r ~ s a  @-nzphtol permet de d4ce l e r  de 

nombreux praGui t s  d z  c o n 6 e ~ s 3 t i o n  d~ Ir t y r o s i n e .  

I l  e s t  impdrtznt  de  s i g c ~ l e r  que cornpirativement 

zux 8 . rodui t s  de con&enswtioh de l 1 = c i d e  p y r o g l u t r m i q ~ e  e t  de 

12 t y r o s i n e  ( f i g .  47), ceux qu i  proviennent  du n t l s n g e  chauffd  

d l ~ c i d c  pyro;lut- mique, d l & c i d e  n sps r t i que  e t  de t y r o s i n e  s o n t  

n e t t e e e n t  p lu s  llncides". 

m * T -  lku5LSAU E 

Cornp2sitian en  ,mina-ncides c ~ r s t i t u t i f s  des pep t ides  de h s u t  

poids  r n o l 4 c u l ~ i r ~ s  obtsnus  pzr  cond.ansetion de quelques 

m6lange s  d' amino-acides. 

i. : composition en  crcino-acides des n4lctnges i n i t i ~ u x  

3 : Compasition a n  mino-r-cides des  f , r .~c t ions  &tudi&es. 

L n s  12 p r e r n ~ è r ~  colonne du t ~ b l e a u ,  l e  premier nombre 

(en  f -ce de A )  correspond GU p o ~ r c e n t ~ g e  d ' ûc ide  pyroglutamique 

d;,ns l e  mgl-.nge i n i t i a l ,  l e  sacand (en  f x e  de 13) au pourcentage 

d '  -,cide ~ l i~ t :~rn i r ,ue  dosé d ~ n s  l e  po lypkyt ide .  Il est entendu que, 

dzns l e  popype?tide, on peu t  t rouver  s o i t  de  l ' a c i d e  

pjrraglut-  mitlue, s a i t  d e  l ' f tc ide  - l u t .  n i ~ u e .  





Ce ccrL;c tère  zc ide  e s t  dû à l a  7r4sence de r6si.dus d ' a c i d e  

c s ? ~ ~ r t i q u e  Gont  cert-,iris 3roupgs c v r b ~ x y l i q u e s  s o n t  l i b r e s ,  

Lu. comsosi t ion en a c i d e s  :,minés de l c ~  f r - : c t ion  r d i a l y s s b l e  

s s t  n e t t G n e n t  OifPLrente 52 l a  c c m p ~ s i t i o n  i n i t i a l e  ( t ~ b l e : ~ u  6).  

I l  y :A _ùugrnent,,tion du  poarce-,tc,,_e en ac ide  ,:spartique e t  

b t i s s c  de c ~ l u i  en ac ide  g lu t -mique .  

3" Condensztion - de l ' .xi .de AS, s r t i q u e  e t  du monochlorhydr~ te  de 

l y s i n e  en pr6sence -- d l  ,c i de  pgro,:lutemique 

L; candenszt ion L L t t  r i a l i s t e  p,;nd;"nt 20 heu re s  & I659C 

& p a r t i r  t! 'un mélange d i a s  l e s  p ropo r t i ons  mo la i r e s  su ivun t e s  : 

scirle pyroglut-.miqüe : 1 ; ac ide  s s p ~ r t i q u e  : 1 ; monochlorhy- 

d r 2 t e  de l y s i n e  : 2. 

Le ~ r o d u i t  b r u t  de ~ o n ? ~ n s : ~ t i o n  n Sté d i s v a u t  duns de l e  

s ~ u d t  d i l u g e  z f i n  S 'hydro lyse r  l e s  c y c l e s  imides ,  p u i s  d iu ly sg .  

Lu f r2 ,c t ion adi.c-lysable c . S t E  hydrolysGe par  -1C1 5,6 (24h. à. 

1 0 5 9 ~ )  a f i n  de doser  l e s  = i d e s  aminés c o n s t i t u t i f s .  (trblefzu B ) .  

L; p r g d ~ m i n ~ n c e  de l t :dcide t i spnr t ique  (35p. 100) e t  i.-e l n  l y s i n e  

(45p. 100) e s t  t r è s  mzrquée. Les c c i d e s  aminis  en p o s i t i o n  

1-J-terminale o n t  6 t t  dZte rn ings  pz-r IL méthode des  d in i t r ophény l -  

crninoscides de SAiGSZFt (43) :  a p r è s  dtude chr~mctogr:~phique l e s  

t r o i s  ~ c i d e s  cnings  u t i l i s è s  >Our l n  r 4 n c t i o n  de polyconden- 

s L t i o n  peuvent s e  t r ouve r  en p o s i t i o n  N - t e r m i n ~ l e .  

D e  p l u s ,  a p è s  hydrolyse  t o t ~ l e  de l n  f r a c t i o n  s d i r l y s n b l e  

c i i n i t r o ~ h l n y l 4 e ,  on peu t  dLce le r  p,.r chrsmutogr,j?hie de 13 

l y s i n e  l i b r o .  Ces rLs-ult '%ts ~ e r r n e t t ~ n t - d ' a t t r i b u e r  à c e r t a i n e s  

r c z i a n s  du p o l ~ r p o ~ t i r 2 e ~  une s t r u c t u r e  t r i d imens ionne l l e .  

Anfin,  l e s  deux d g r i v s s  monodinitrosh4nylés de l a  l y s i n e  

q u i  s e  t r ouven t  d-ns lc phase hydroscluble  de l l h y d r o l y s e t  
1 - 1  s6n-b sép:,r&s s u r  uni: ca lonne de t a l c  ( $  . J-L) (44).  ~ i p r è s  

Glectraphûrèsk s u r  ~ - 2 i e r  à pH 11 ( f i g .  SO), on peu t  r 8 s l i s e r  

1-, s $ y ~ r - ~ t i o n  de 1' cx -mono-DU?-lysine e t  de 1' € -meno-DNP-lysin 

n*. Les g l u u t s  de s  deux t ~ c h ~ s  s o n t  dds6s s f i n  d '  a t  - b l i r  1z 

pra3artio:- de  dLux dLrivés .  L a  prLdominance de 1' 6 -JIN?-lysine 

su r  1' a -DM?-lysine e s t  f::ible ( r ~ p p o r t  E -3NP-lysine = 2). 
a -DLTP-lysine 

Ce rLsu l twt  n Jus  yerrnet de conc lure  que l a  l y s i n e  s e  condense 

p r inc i - a l enen t  pe r  son groupement a-aminé. Le po id s  



m ~ l ~ ~ c u l c i r e  meycn de l a  f r:-c t i o n  sd i -a lyseb le  mesur6 p s r  

u l t r z - cen t r i f ug :%t ion  - & t g  t r ~ u v 6  v o i s i n  Ce 5, SC0  ( v o i r  

ch:pitrr 7). 
- ---- 

COiiCLUÇII,.iS - S4_+k.TLJd3 3,s P 3 d ~ a i l S  3.i C01,dd~S~'r'Ii)i'J - de 1 ' 
1-C Id2 IlLi$'_ &,J&UbI(,de 1 ' AC 132 riSl~~Pi7 i: zuP: e t du 1 -OiiOC:<LOlC-IP- - ---- ---- - - - -  
D,~_.P.: ae LY u 1 i ~ 2  - 

- Ztude d ~ s  e x t r l m i t g s  R-terminzles : 

3 .  Lys -- a... 

- S t r u c t u r e  t r i d imens ionne l l e  p o s s i b l e  

EH +CG.. , 

- Zxis tence  de  1' E -mûno-Df2-lysine 

e t  de 1' c -mono-Ii2.P-Lysine 

rup,ort = 2, d 'où  prgdominsnce d e s  enchaî- 

nement de  ; CL 

. . .CO --++ NH-C3-CO NB.. . 
l 

(ce,), 

I 
fJn 2 

s u r  ceux de type 

4 0 )  Condensation de  1' a c i d e  a s p a r t i q u e ,  du monochlorhydrste de 

l y s i n e  e t  2e l a  t y r o s i n e  en prcsence d ' a c i d e  pyroplutzmique 

Ln condensct ion a (tg ef2ectuGe pcndz-nt 24  heures  & 155% 

à p A r t i r  d ' u n  nelcnge d2ns l e s  p ropo r t i ons  mo le i r e s  su ivon t e s  : 

a c i d e s  pyroglut;miciue : 4 ; zc ide  r*spzrt ique : 4 ; mon3chlorhydrzte 

de l y s i n e  : 3 ; t y r o s i n e  : 2 .  a p r è s  hydrolyse  des  c y c l e s  imides  



d,ns lz souCc diluée, le prsduit brut de con&ensution a &tg 

di~lys;. Ln frcctiun ~diulyss5le humogène en ultrucentrifug~tion 

w un poids nîol2cul;ire moyen de S. OOC ('Voir c!&,pitre V) . 
LG c,,msusitica en  mino os ci des &tL dGtcrminGe uprès 

A~ydrolys~ tct :le prWr 1~ msthode des 3lJl-aminoacides (t~bleau B)  . 
LE ~rL.;.;i;iz:~nct- de 12 lysine (3G $) et ;'ce ltocide as3ortique ( 

45%) est très nette et l e  paurcdntage $ o s 4  düns le pptide 

est plus llev6 que lz, 2ro;?ortian d-cs le mLl~nge initial. 

LL pra7ortion de tyn,sine (7,s %) est plus f~ible que celle du 

mZlznge initizl. 

Lt6tudc de lthydrolysct tot:l de lC fricti~n adizlysuble 

dinitroph&nylde, montre que tous es mides amin4s peuvent 

exister en pasition N-tkrmincle et que le pclypeptide formg 

~rsscnte L n s  certLnes rsgians une structure tridimensionnelle 

(2rSs~nce de lysine libre dLns lthydrolysat tot~l). Cependznt 

lu lysine se tronve eng~,g&e essentiellement drns le 2olypeptide 

pzr son grousement L -cminé libre, le r,,-,?port -DNP-lysine 
c* -UfdP-lysine 

Stc+nt <galenent voisin de 2 (fig. 50). 

Sur les 2oly2eptides formis, nous zvons esszyé la rLaction 

des enzymes -;?rotSolytiyues purs.(pepsine, trypsine, chymotryp- 

aucun de ces enzymes n ' a  eu une ~ c t i o n  dgcelable sur ce 

2o?y:e:>tide. Ce 3hénomène peut être exgliqué par le fait que 

1 '?,cide aspartique, la lysine et peut être 1 ';cide glutirnique 

sont eng~g8.s dzns des lizisons peptidiques ~~utres que celles 

qui impliquent les groupes a-cP,rboxylique et a-amin&, les enzy- 

mes prdttolytiques nlagissznt que sur les lieisons peptidiques 

classiques. 

CSlJCL'JSIONU de ltZ'r'PX des 2RODUITS Drl CONJJETJSATION Dd llLCIDE - - ---A--- 
PYRO ;LUT,S,ILTfi , 3e 1 ' AC I D 2  hS21~'i'I ,\TE, du 1 ,ONOC?ZLOR:IPDRC~TE 

de 11fSINE et $ 2  la TYZiOYIPJJ. 

- Etude des Extr6mitLs M-terminale 



II -  AS;? - . . . 
2 - Lys -+. 
3 - i'yr -4 . . . 

S t r u c t u r e  t r id i incns ionne l le  pos s ib l e  en  c e r t j i n e s  

i-m -CO 
-Lz l y s i n e  peu t  ê t r e  eng2gii.e pzr  son "-Na2 OU son 

- 7-7 E -hh2 , rr.,-ort & -DWP-lysine - = 2 ,  ce q u i  ;quivaut un -3NP-lysine 

un r ; - > o r t  1i;ison 
1i:;ison E - 2 

C'où pr6darninancc des  ench:-înemênts de type a 

-L1zcide zsp2,rtique en g o s i t i o n  i n t r a p e p t i d i q u e  peut 

ê t r c  i n 2 l i q u i  d;ns une l i n i s o n  ~ e p t i d i q u e  s u  niveau de s e s  

deux groupements curboxyliques.  

I Q )  LL condenscation thermique de 1 ' ac ide  py rog lu t~~mique  avec 

un umino-acide neu t r e  condui t  à d a s  q r o d u i t s  de s t r u c t u r e  : 

pyrd ,-2 (TC~-C~-IR-CO) -0i-ï n 
Ce t t e  s t r u c t u r e  u &tg dgmontrée pur c h e u f f ~ g e  de 1' 

ac ide  p y r o j l u t  mique ~ v e c  un d i s e p t i d e  e t  un t r i p e 2 t i d e .  

- 9ur  synthèse  du pyroglutamyl-glycine 

- par 116 tude  das  ;;cides raminés en p o s i t i û n  
N-terminsle 

- 2 z r  l l & t u d e  & C S  = i d e s  sminzs en p o s i t i o n  
C-terminale 

L 1  ex i s t ence  e n  f - i l ~ l e  q u u n t i t S  d ' a c ide  g l u t ~ ~ m i q u e  en 
p o s i t i o n  i n t r a p e p t i d i q u e  e t  dlkx.cide glut-mique en p o s i t i o n  

N - t ~ r m i n a l e ,  montre que l ' s c i d e  pyraglutamique en " p o s i t i o n  

PI-tex-min~le" ?eut  se d 4 c y c l i s e r  e t  se  condenser s u r  une chzfne 



dGjà formde : a20 
( I) o =O -Co- (x.;-czR-cG)N- oa , - :;a,.-ca-co (N~-cin-co)  -oz 

L I n 

-4 Glu -+(Na-CZR-CO) -03 
m n . A n >ouvant ê t r e  Sgzl  à zéro .  - 

Cet:e r g a c t i o n  se  f s i t  avec une v i t e s s e  t r è s  f a i b l e ,  c r r  

aux t e m p 2 r ~ t u r e s  u t i l i s G e s ,  1 2  rGact ion ( 1 )  2st t r è s  en fuveur de 

l n  format ion du c y c l e  p y r ~ ~ l ~ t ~ ~ m i q u e .  

2 0 )  L 3  cond-ensation de l l n c i d e  as?ar t i$ue  en  prSsence d'ccide 

pyroglut:mique, coniluit  à &es p r o d u i t s  dc p l u s  hau t  poids  

nia l$culc , i rc ,  de s t r u c t u r e  polyimide,  hydro lysab les  en m i l i z u  

z l c o l i n  en ac idc  po lyaspzr t ique  don t  l e s  ca rboxyles  a e t  $ peuvent  

ê t r z  e n g ~ ~ g g s  dzns une l i s i s o n  pep t id ique  . 
LL f i c i l i t &  zv-c l ~ q u e i l e  s e  condense l ' a c i d e  a s p a r t i q u e  

e s t  mise à ! i r a f i t  pour sy.nth6tiser d e s  püliptzptides de  hsiit 

pai?s molLculwi r~  c ~ n t e n s n t  d ' z u t r e s  a c i d e s  smin4s. 

3 0 )  L a  ccrndensstiûn d e  13 l y s i n e  ( m o n ~ c h l o r h ~ d r a t e ) ,  dondui t  

k des  p r u d u i t s  où IL l y s i n e  p u t  ê t r ~  eng-gée s o i t  p:"r son 

g r .~u+ ,mcn t  c*. -amine s o i t  p r  son groupement E -amin&, m ~ i s  avec 

une 2r6d.minwnce de l i ~ i s o n s  G .  

12rfois neme, li  l y s i n e  peut  ê t r e  engagLe ssr ses 

6 ~ u x  graupements aminGs, ce  q u i  ccnfère au popypeptide une 

s t r u c t ü r e  t r i d imens ionne l l e .  



3)- C0:JCLIJSIONS 

A 1,z s u i t e  de l tGtude  de 1s s t r u c t u r e  d e s  p r o d u i t s  de 

c o n t L n s a t i o n  obtanus pGr chcuf f ~ g e  de 1'  cid de pyrog1ut'-,mique 

c-vec un .mino-scide neu t r e ,  on peu t  av;,ncer une hypothèse s u r  

12 processus  de p o l y ~ u n d e n s ~ t i o n .  

L t  cx ide  pyro2lut-.mique (A) que l ' o n  peut  qu . l i f i e r  

" d t i n i t i ~ t e u r l '  r 4 z g i t  su r  une molécule (E) poür donre r  un 

2 e ~ t i d e  *;-Y. 

Le s e p t i d e  ï,-B posss6. , n t  comme 1 ' s c i d e  py rog lu t  ;-mique 

une f o n c t i o n  cvrboxylique l i b r e  peut  l u i  a u s s i  r g ~ g i r  s u r  

une vutre  mol4cule de 2, pour donner un pep t ide  A-B-B. 

Le praces sus  peut  r i n s i  se  p j u r s u i v r e  j u s q u f 8  

4 2 u i s e m ~ n t  d e s  molScules B. 

I l  f a u t  frdire remqrquer que t o u t e s  c e s  r 4 a c t i o n s  

son t  concur ren tes ,  c ' e s t  à d i r e  qu'une mol6cule B peu t  

r . ;zgi r  soit Lvec une mol6cule A qui  n f u  pas encore r é a g i ,  s o i t  

uvec une rnol<cule 6-(B)i  d é j à  forrnGe, 

Un deuxième processus  de polycmdensizt ion,  mzis 

b e 3 ~ c a u p  p l u s  lent, peu t  a u s s i  e x i s t e r  : 

:i O 
2 -+- A'-@) A- ( i B.-"-m- ou A t  = ac.  glutômique i 



1)- INT3ODVCQION 

I l  nous a sembl; que l ' hypothèse  Cmise zu ch?*pitre 

s r g c t d e n t  den2 ,nd~ i t  une ~ C r i f i c n t i o n  expérimentcle.  L14tude 

c inLt iqu6  de d i s n a r i t i o n  d e s  r L n c t i f s ,  e t  d t ; ;ppar i t ion  d e s  

p r o 2 u i t s  de condensztion VL n3us permet t re  de v 4 r i f i e r  qua l i -  

t u t i v e m î n t  l ' h y ~ o t h è s e  imise .  

3 t  p l u s ,  1, c inLt ique  de d i s p a r i t i o n  du g l y c o c o l l e  

pvur  A i f f t r ~ n t s  mdlr,nges 2 , nous permet t ra  dd c a l c u l e r  l ' o r d r e  
B de 1~ r 6 s c t i o n .  Pour c,:.)recier 12 va lgu r  de ce r 6 s u l t s t L i l  

f e u t  &viden?rLlent t e n i r  compte ds-fr,it que.  1 ' absence de soJv,rnt - 
ne permet pas de , f - , i r e  v c r i e r  independamment l e s  c o n c e n t r c t i o n s  - L- 

des  d ux p:irtanaires, 

Puisque 1:: &ac t ion  de  polycondensation s e  f . ~ i t  sens  

s o l v a n t ,  ndus avons du mesurer l e  volume r6uc t i onne l  des 

m4l?,n3es d '  :"cide pyroglut-mique e t  de  g lycoco l le .  L t  é v s l u a t i o n  de 

ces  v ~ l u m e s  L 4 t L  f . , i t e  pwr mesure d e s  d e n s i t 6 s  de s  mélanges, 

3;r Ir, mGthc>dt: " d i t e  du flr,con7'. 8;us wons c o rn s~ rd  l e s  v a l e u r s  

exn&rimen%-les e t  l e s  v ç l e u r s  c a l c u l 6 e s  à p a r t i r  de l a  d e n s i t d  

du & l y c o c o l l e  e t  Oe c e l l e  de  l ' a c i d e  pyrogluLmique.  Ces 

v a l é u r s  on t  G t i  t r ~ u v d e s  i ç e n t i q u e s  vux e r r e u r s  d lexpCrience  

~ r è s  ( t r b l e u u  C ) .  

Volumes d e s  melanges r 6 z c t i o n n e l s  paur d i f f é r e n t s  

rzp-sor ts  l c o c o l l e  - - ?- D 

- A 
(volumes occupés p a r  

ac .pyroglutamique 
-3 des  mLlanges contenant  chacun I O  mole de g l y c o c o l l e )  



'iTo lurne ] volume i j 2 1  
k : me s u r  6 1 

i I i cL1culg 1 I 

L z  v ~ r i a t i o n  du volume r & . ~ c t i o n n e l  en f o n c t i o n  du tsmps s i t é  

mesurse pour l e  m 4 l ~ n g e  = 1 ; e l l e  ? e u t  ê t r ê  c ~ n s i d é r e e  

csmma n s g l i g e ~ b l e .  (c2.1b16r,u D )  

Le t - b l e z u  ( E )  rassemble  l e s  c o n c e n t r z t i o n s  i n i t i a l e s  

7iLZL&U -2 
v , r i ; t i on  <lu volume r L ~ c t i o n n e 1  e n  f ; n c t i o n  du temps de 

ch:~uff:.ge 170QC p u r  le m4lcnge 2 = 1 
A 

du g l y c ~ c o l l e  (3 ) c ; t  d e  l t L , c i d e  pyroglut-*mique ( A  ) pdur  
O O 

chuuun des rnglcnges g t u d i g s  de r 2 p p o r t  2 =9, 2, 3,5 ,  e t  8. 
A 

TABLE2i.U 3 

7.. 

Temps d e  chauf fage  

O minu tes  
15 
25 

v ~ , l z u r  =;u t e m p s  t = O d e s  c o n c c n t r w t i o n s  e n  g l y c o c o l l e  ( E  ) O 

Volume mesuré 

0,141 cm3 
O, 141 
0,138 
-- 



2 )  - Yd.iIbIC..TIOW --- C I i J S T I .  UJ DB 1 ' JÏOT:idS% ï I i I S g  SUR LE: P.LOCSSoUS -- .." - - -  
Di, IOLYCC;;JE;:S,.TION - -- - 

3ans le ch~~pitre prtcddent nous avons &mis 

l'hypothèse Gue palycandensztion irocbd~it pzr une suite de 

rC:cti~ns cons~cutives et com~étitives du type suivant 

A-U-3 + B ---+ A-I3-B-3 ou a : ccide glutamique 
B : glycocolle 

L e s  courbes cinStiqucs de disparition de 

-. et de 3, et les csurbes cin6ti;ues dV:ipparition de HZ et &i< 

dsivent vLrifier l ~ s  Squations suiv-ntes : 



e t  c e l l e s  d f - , p p ~ , r i t i o n  de A-3 e t  Ge A-B-B on t  Gt6 f r ~ i t e s  p3ur 

l i è r e s )  . L t ~ c i f i z  2yr '~i ; ' lut  dniiqué ( A )  s i n s i  que l e s  l e  î t i d e s  

(,-b) e t  (A-2-3) on t  S t t  3asLs ap rè s  s ip~ , r : : t ion  t i lec t roshor&- 

t i q u e  ou c l r ù m ~ t o g r k ~ l h i q u e  2ur  l a  mgthode que nous svons d é c r i t e  

Lz mc-sure d e  12; pente  fie ch::çlue courbe eu temps t = O 

donne l e s  v i t e s s e s  i n i t i z l e s  de d i s -wr i t i on  d e s  r i a c t i f s  e t  

d l  - , c r i t i o n  .. des  p o d u i t s .  ( v o i r  t eb l eûu  2 ) .  

Valeurs  e x ~ d r i m ~ n t s l e s  de s  v i t e s s e s  de d i s p c r i t i o n  de l ' a c i d e  
~ y r J g l u t , n i q u e  (A) e t  du ~ l y c o c o l l e  (E l ) ,  e t  d e s  v i t e s s e s  d f  

n2;::ùrition de s  p e ~ t i d e s  A-h e t  ,,-B-B. (YempGroture de conden 
s n t i o n  T = I 7 0 Q C ,  r : , j?~ort  = 1 )  

- 
Vitesse  i n i t i a l e  L-- Vcleur expériment,;le 

t 

1 1 J 0,615.10-~rnole/ern3 mn. 

1 0,59. IO-3rnole/crn3 mn. 

1 i O 

Les r g s u l t - t s  exptrirnentL.ux confirment bizn l ' hypo thèse  dmise 

p l u s  h,ut s u r  le Frocessus  de ;~o&yconcêntr :~t ion : l e s  courbes  

d e  c d i s 2 ~ r i t i o n  de e t  d e  B s o n t  b ien  t m g z n t e s  au temps f = O 

( f i g .  51) e t  lc v e l e u r  de 13 v i t e s s e  i n i t i a l e  d ' a p p a r i t i o n  de 



a-? e s t  id.enti3ue aux e r r e u r s  d ' ex- i r i ance  près ,  zux v i t e s s e s  

i n i t i ~ ~ l e s  de d i s ; ~ , r i t i s n  de n e t  dc %. De p l u s  1 û  v i t e s s e  

i n i t i z l e  d f w p p ~ r i t i o n  A-B-E e s t  cjljcle à ztt'ro. 

111)- ZIUDL Tilil;ORI,,Ji3 UA LA CI;IX"2>?JZ Di3 LL 32diACTION 

s u i t  IL s u i t e  d ~ s  n 'cc t ions  s u i v - ~ n t e s  : 

A + w --3 A-B kl 

>&-B + 2 --.- -+ A-B-B k2 

A - B - ~  + + ;311.-.-m- +. A-B-B-5 k3 

où A = ac ide  pyrogluL15ique 
B = glycocol le  

1 9 )  c i né t i que  de d i s y s r i t i o n  du ,gl-ycocolle 

S i  l ' o n  s u a o s e  que l e s  o r d r ~ s  de r i a c t i o n s  son t  i d e n t i q u e s  

peur t o u t z s  l e s  r d c c t i o n s ,  l a  v i t e s s e  de d i s p a r i t i o n  du 

g lycocol le  e s t  6g;le à : 

GtGprès  l ' hypo thèse  de PLORY (17) (*), l e s  cons t an t e s  de 

v i t e s s e  dk chaque r o a c t i o n  sont  ggnles e t  l ' o n  peut  j c r i r e  que 

12 v i t e s s e  de d i s s u i t i o n  du g l y c o c o l l î  e s t  6gale & chaque 

i n s t ~ n t  à : 

(* )  ., 1% s u i t e  Oe se s  t r c v a u x  s2r l e s  c inL t iques  de polycondensation 
d e s  d i ec idos  sur  Iss d i o l s ,  3LOWI z émis l ' hypothèse  que l e s  cons- 

tz,ntes de v i t e s s e  de  Is rUaction son t  l e s  m3mes pour t o u t e s  l e s  
rlcc'c;ans. Cet te  hyi>othèse a & t g  r e p r i s e  pzr  .dLION ( 2 ) .  Au cours  
de  I '  Gtude LG l ~ ,  condensat ion d ~ s  -aminoacides (ac ide  amino- 
1 1 -unclLczncïque). 



Zxs4riment:,lement nûus svons mesur4 la d i s p s r i -  
t i o n  Liu ~EycacoP le  ( 3 )  en f o n c t i a n  du tcmps p,ur d i f f g r d n t s  

rn6l~nges  2 cl-ns l e s q u e l s  l e s  concentrwtions  de A e t  de  B sont  
1 L ~ , ~ r i n , i l s s .  Zt;,nt $.onfi4 que l ' o n  n? ,-eu+, prrs f i A i r e  v L 2 r i e r  ind6pcnL 

G~nr?,el t  l e s  conccntr-,tiens de e t  S e  2,  nous ndus t rouvans  d ~ n s  

l 1 c 5 l i g ~ , t i a n  d e  ::ire une s u p j o s i t i o n  su r  l ' o r d r e  $.e l a  r g a c t i o n  

,zvons p u r  rn$lr,nge 2 quzlconque : 
l' 
ri 

Bo 
S i  m = 1 ,  en exprimcnt gruphiquement Log - B en 

f a n c t i o n  de t ,  on b i t  avo i r  uhe d r o i t e  de pente : 

Y' = k [iio] 

On peut a u s s i  c ~ l c u l e r  1s va leu r  de K peur 

cn ex-rimant g r  ~)hiquunanf logk en f o n c t i o n  de log ho on peut  

dGterminer l 1 a r 2 r e  n  e t  l e  constc,nte k. 

LL c i n t t i q u è  l l n p p a r i t i o n  des  pep t ides  peu t  ê t r e  

s u i v i e  -,r l n  r 4 z c t i o n  d.u b i u r e t .  Les pen tes  au temps t = o des  

ccurbes 2onn5nt 1~ v , r ia t ion  du b i u r e t  en fonc t ion  du temps pour 

6Sf fgrdn- t~  r ~ p z o r t s  B/L,, expriment l e s  v i t e s s e s  i n i t i ~ l e s  Vo 

dlw9-;;,rition a. A du p,v%ide pour c e s  mêmes r r,-s-orts. 



Corn;-e on ne p u t  f i r e  v. , r ier  indepenc-,m~:ent l e s  concen t r a t i ons  

6-e ,,O e t  dc 33 VU 1'zbse c e  i e  solv- .n t ,on  -peut comae ;rScédem- 

 nt S,i,ir= une s u ? - ~ o s i t i a n  s u r  l 'arcir l?  de 1 2  r6 t ic t ion  p a r  

r:,27srt ;u 2lycacûl:e (3) .  

dn s u i ~ ~ s w n t  m = 1 on 2 e u t  ~ - ~ l c u l e r  1 '0 d r e  >sr 
- 

r:.-->~rt it ,,O Zn ef c t  p u r  ck.=q;i.~- in;l,,nge 2 on p u t  c ~ l c u l e r  
E 

'JO (70 t:t-nt l e  -,ente it l ' o r i g i n e  d e s  cour%es e x p i n a n t  l a  - 
9 d i z t i o n  a, b i u r e t  en f o n c t i o n  iru teinYs.) ( f i g .  5 2 ) .  

Zn p c r t û n t  grw2hi;uement l o g  - 70 en f o n c t i o n  de  l o g @ g o n  07 
d o i t  - < v ~ i r  une d ro i t&  de pente  n. 

Lw v , r i s l i ~ n  de l ' i n t c n s i t e  du b i u r ~ t  en f o n c t i o n  du 

Lem-?s c 4 t &  f _ , i t ~  pour 12s m 6 l ~ n g e s  dl . ,c ides pyroglut,,mique ( A )  

e t  d a  g l y c o c o l l e  (I;) &;ïLdpL.ort  3 = I , 2 , 3  e t  5. Pour i n t e r p r 6 t e r  

l e s  donn4es c inCt iques  de 1; v:.& t i o n  Zu b i u r e t ,  il f a u t  que 

1; 2c-as i t6  op t ique  l u  b i u r c t  s o i t a p r i m é e  en  f o n c t i o n  du 

vdluné r:?,ction,el.  

O r ,  12  OensitG ap t i qüe  D du S i u r e t  a & t é  rnesur&e pJur 

unc s s l ü t i o n  à I mg 36 ? e , > t i d e s  pLr m i l l i l i t r e .  I l  f z u t ,  & 

p r t i r  de C exprim; pour I m g / m l ,  c z l c u l e r  l u  ? e n s i t é  opt ique 

3l q u i  2on:îorrit  un volumc i d e n t i ~ u e  de polypept iEe p a r  
-3 3 

m i l l i l i t r ,  P d  s ~ l u t i 3 n ,  c t o s t  à d i r e  exprimer D' en I O  c m  / m l  
3 

3u mm /ml. 11 s u f f i t  pour  c e l a  de m u l t i l l i e r  D Far  Irr d e n s i t é  

ibG C?:,~>-I? wLlr;nge paur c,vo r D ?  . Les r c ; ' s u l k t s  s o n t  r sp roGu i t s  

d:ms IL t : ,blec;u(l)  e t  1:, f i g u r e  ( 5 2 ) .  





Les courbes  de 13 f i g u r e  ( 52 )  permet ten t  de mesurer 

13 p n t c  au temps t = o ( v i t e s s e  d ' a p p a r i t i o n  des  p e p t i d e s  à 

l l i n s t w n t  i n i t i a l )  s o i t  Vo = & 
dt 

S i  n Ltcit Êgal à 1 ,  o n  s u r s i t  : 

3n e x ? r i r n ~ ~ n t  & en f ~ n c t i o n  de k ~ o  ( t ub l eau  H) on 
Bo 

devr:,it a v o i r  une d r o i t e .  En f a i t ,  exp5rimen-b.. lsment nous avons 

tr. iuv6 une c r u r b e  ( f i g .  53) .  En supposant  n  = quelconque et en 
vo . %\ ex2rimcnt g r iph iquoncn t  102 - = F. ( l o g  iio) (t~blip.u:Z-I 'et  
l30 

f i g u r e  54) on Cb t i en t  une d r o i t e  2on t  l c  pente  "nu e s t  égs le  

à I,85. 

Cet te  v a l e u r  s l s p p - o c h e  de 2. Mais nous a v m s  juge 

u t i l e  de conf i rmer  ce  r g s u l t ~ t  en  Q t u d i a n t  1~ c ing t i que  de 

TJ,BLEAU H 

t a b l e a u  synoptique des  v a l e u r s  2e Vo [BO] e t  pl 
e t  d e s  v a l e u r s  dgdui res  de c e l l e s - c i .  

Y)- CINETIXUE Di3 DISPlAITION JU GLYCOCOLLE - O R D N  -- i)l Lk RdACTION 

LZL c i n g t i q u e  de d i s p a r i t i o n  du g lycoco l l e  a & t é  

f a i t e  2our l e s  mdlanges de  r L s p o r t  = 1 ,  2 ,  3 ,  5 e t  8 ; chaque 
A 



-3 mglange cont~nznt au dépnrt 1.10 mole de glycocolle. Les 
t- csocentr-.tions ;BI sont c::lcul hes en divisant le nombre de moles 

de glycocolle dos6 (NE) p;,r le volume des mglanges rSactionnels 

(tsblecu 1). LLs courbes de variation du glycocolle en fonction 

du temps pour les Jiff grents m6lsnges sont ra2roduites (fig. 55 

et fis;. 56). 

Si l'on supi3ose que l'ordre de la reaction est m = 1 

Par ri,pprt EU glycocolle (voir pi,rc~e;r~.=.3he II, &tude théorique) 

on dait rbtenir des droites de pente R = k$o:in en exprimant 

gr;ghiqucment log - en fonction du temps ( f i g .  57). En fait, (BI 
lcs courbes obtenues n2 sont linGaires que pend'at les 2remiers 

Il semble donc que l'ordrc de 1~ rsaction est m = 1 

p=r r:,p->art au glycocoll:. L'abaissement de la constante de 

vitesse au bout d'un certzin temps de r6action peut être du à 

ce que la rGnction est équilibrge. 

La pente des droites obtenues à la figure 57, est 

c=lg,:,le à : 

K = k [kd 

i o g ~  = logk + n log&] 
Pour chacune des vzleurs de K, correspond une valeur de @O] . 
Si 1' an exprime grophiquement logK en fonction de log ( 

-1 

t~bleau 1)  on peut czlculer n (pente de lo droite) et logK ( 

ordonnée à l'origine) (fig. 58). 

NGUS avons trouvtS : n = 2,04 

logk = 3,27 
2 -1 

k = 1,86.10a3 (mole/cm3) .m 

Donc, dzns le CCAS de ln cinStique de disp~rition 

du glycocolle, nous svans trouva une valeur très proche de 2. 
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TABLLIJJ. J.- 

Valeurs de k calcul6es b partir de la vitesse initiale de 
dis2arition du glycocolle 

Les différentes valeurs de 5 se situ nt aux environs de la 3 -7 valeur de k = 1,86.10 (mole/cm)) minute cslculije précedemment. 
On peut cependant remarquer que la valeur de k augmente un peu evec 
le rapport 

A 



~11)- DISCUSSION 

Le fait que l'ordre de la rSaction de condensation 

d'un smino-acide avec l'acide pyroglut.>mique soit Sgal à deux 

pcr rC%pport à cet acide peut sembler curieux. 

Cependant, les 6tudes cinétiques faites sur la poly- 

condensation thermique des acides w-amines et sur les conden- 

sations des discides sur des diols ou des diamines, en proportions 

moléculzires montrent que lu rSsction est d'ordre 3 quand la 

reâction est cctnlysÉe par un acide (CH~G~PETIER) (12) et 

(FLORY) (17), et que dans ces conditions, on peut 6crire : 

guand la ré~ction n'est pas c,ztalysée, l'expérience montre que 

la reaction est encors d'ordre 3 et la vitesse peut s'exprimer 

par lc relation 

D'après CdM,PETIXR, les groupes terminaux acides 

jouent le rôle de cstL.,lyseur. 

Nous rouvons donc comparer nos rdsultets avec ceux 

de Crl23PETIER et FLORY, à savoir que la r4zction de condensation 

est une r6action d'ordre 3 et que cette rdaction est cafslysde 

par les groupe ents clcides,FOX (20) (LI) et ZLIRADA (29) avaient 

observ; en effet que l'acide phosphorique ajouté à faible dose 

d,:ns le milieu réactionnel favorisait la réaction de conden- 

sation des acides aminés avec l'acide pyroglutamique. 

L'acide pyroglutsmique jaue donc deux rales, un 

rôle d'initiateur et un rôle de cat~lyseur. Nous avons voulu 

vgrifier s'il n'existait sas d'autres scides pouvant jouer 

les mêmes rôles que l'acide pyroglut~mique et favoriser la 

c.,ndensction des amino-acides. Nous avons pu ainsi remarquer 

que d'xtres cornpuses acides dont le point de fusion Gtait 



corrisris elrtre *ZdQ et l ' ( d Q  pouvaient remplacer l'ecide pyro- 

~l~t:~inic~ue.  est le c,s de l'acide :,,<Tpigue, de l'acide saly- 

ciiique, Cies acides acétyl zninoûcides tel pue l'acétyl- 

lilV/tl1io~~i~1c. 'J ous ces composés réagissent avec le GlycocolEe 

ue 1:- même fianière que l'acide pyroglutamique et donnent su 

cours de 1c réaction des series homologues de produits de 

c~nderis~~tion de corriyositioni croissante err glycocolle et que 

1 ' on peut s6psrer facilement en chromato~ra~hie. 
~'anl~ydride ykt'xlicjue seiiiole cependant ne doriuer qu'un seul 

produit de colideiisation ; cette yropriSté a été mise à pro- 

fit dans la synthèse peptidique pour le blocage des ~ r o u -  

pements zninés . 
L'c~utrss acides LU contraire ne réagissent pas avec 

le ,lycocolPe, c'est le cas de l'ocide benzoïque, de l'acide 

rndtui~ilrobenzoïque et de l'acide stéarique. 

~ b i 4 L i .  U~IUP? 

La cinétique de polycondensation de l'acide pyroglu- 

tttrnique et du ilyco~~jlle permet de vérifier que l'acide 

pyroplutamiqae joue un rôle d'initiateur dans la réaction 

de polycondensstion et que la réaction évolua t par ure suite 

de réactions consécutives et compétitives, vérifiant 1' 

hypothèse émise au chapitre 111 sur le procesuus de polycon- 

denskttiori. 

~~,ous avons pu mettre en évidence que la réaction était 

d'ordre 3 ,  l'ordre pLr rapport à l'acide pyroglutamique 

Starit de 2 ,  et qae ces résultats jtaient en zccord avec les 

r4sultats obtenius yzr yolycondensrtion des di~cides avec 

&es cii~nniiies ou des diols. 

Lnfiii, lzous avons remarqus que d'autres acides pouvaient 

jouer le riiême rôle que l'acide yyroglufamique et que d t ~ u t r e s  

acides a'svaient aucune action. 



COiiD~i~SATION THSZf I ~ b 3  DSS ZZ.CIiidS iUzIi$ES BASI ( lysine, ----- 
ornithine, acide diamin,obutyr&ut - -- S L W  LEUR FORPB BASE. 

INTGC3UC I O N  - 
Dans la série des acides aminés acides, les acides 

aspartique et glutamique ont un comportement très différent 

quand ils sont chauffés ; l'acide glutcdmique se deshydrste 

en sa lactame, l'acide lyrogl~te~mique, tandis que l'acide 

assartique se polyco-dense en une polyimide. 

Nous avons , erisé qu'il serait interessant de rechercher 

les -articularités de comportement de la série des acides 

aminés basiques. 

La lysine base, chauffée seule ou en présence d'autres 

acides aminés se polycondense facilement en donnant des 

résines ou des gels de structure tridimensionnelle ( E I U A J  (28) 

Nous avons repris ces travaux pour étudier la structure 

de ces polylysines et comparer en même temps les comportements 

de deux autres acides aminés basiques, l'ornithine et 1' 

acide diaminobutyrique. 

A)- CCWDJ$3JSXTIOir! Dd LX LYSINE BASE 

La lysine base est livrée dans le commerce sous la 

forme d'une solution aqueuse concentrée. Cet-be solution est 

deshydratée lar chauffage au bain d'huile à IOOeC et le 

résidu porté à 1 6 0 - 1 7 0 O C  en vue de la condensation. 

Après un certain temps de chauffage, la résine obtenue 

est aaditionnée d'eau. La majeure sartie est très soluble 

dans lleG,u. Cependant une certaine quantité d'une fraction 

insoluble qui se présente sous la forme de petites pellicules 

geut se déposer. 

La solution est mise en dialyse contre de l'eau 

distillée et les fructions adialysables et dialysables 



sont lyo~~hilisées. Le rasyort adialysable --- 
dialysable + adi~lysable est 

de 47p. I O 0  (en poids) 

La structure de la E~action adialysable a été 

étudiée 2,r la méthode Ge dinitrophénylation de Si;l?GdR (43). 

Après hydrolyse tot~,le du 3NP-peptide, noirs pouvons 

extraire la di-JNP-lysine par l'éther et les dérivés monodini- 

trophénylés de la lysine par le butanol secondaire. Ceux-ci 

sont séparés en électrophorèse à pB 1 1  (fig. 59). 

La friction aqueuse contient encore de la lysine 

libre, non dinitroyhénylée : la structure de la polylysine 

est donc tridimensionnelle. 

Le dosage respectif de la Di-DNP lysine, 
de 11 - a'DIJP lysine 
de 1 l ~ - ~ ~ ~ - i y s i n é ,  
de la lysine libre 

a donné les résult-ts suivants : 

a -DNP Lys 
& -DNP Lys = 9 , 3  

Lysine 
*- - = 2,87 

Di-DNP-Lysine 

a-DNP-Lys + ê-DNP-Lys = 9 ,  a-DNP-lysine + E - D N P - l y ~ i n e = ~ , ~ ~  
Bi -3i:P-Lys Lysine 

Les c ommentsires des résultats obtenus sont assez 
délicats, parce que nous avons l'impossibilité de savoir si 

la dinitrophénylation du septide est complète (*) .  Dans ces 

conditions, le dosage de la lysine libre (après hydrolyse) est 

(*) Dans la série des protéines et au cours des réactions de 
dinitrophénylation, il est classique de sarler de groupements 
aminés masqués, inaccessible au dinitrofluorobenzène. Ces 
observations de Si!>dGSR sur Les groupements "non réactifs" de 
diverses protéines sont significetives. 



surestimé, Néanmoins, l'existence d'une sttructure tridimensionnel- 

le ne fait aucun doute parce que la quantité de di-DNP-lysine 

trouvde est très nettement supérieure à celle que l'on devrait 

théoriquement troaver en admettant une structure strictement 

linGaire et en prenant en considérstion le poids moléc~laire 

de ce peptide adialysable. 

La prédominance des liaisons peytidiques inpliquant 

le groupe €-aminé de la lysine est très marquée. La -proportion 

des liaisons du typeé Étant sensiblement dix fois supérieure 

à celle des liaisons peptidiques du typea . 
Cette constatation. est évidemment en feveur d'un 

mut-nisme de condensation qui s'amorcerait aux dépens de la 

lactame de lysine 

NH2 
I 

NB2 -- Lys --3 Lys -3 Lys --3 Lys + Lys ( --+ Lys - ),OH 
a 

i 
i 

An? RH 2 LYS - PJHS 11732 
$ 
i N32 

Lys - NH2 
4 
i 
i 

Lys - Lys -- NN2 

Lys - Ni2 
4 
i 

LYS --- NI32 

B) - COIVDXI~SI:TION --- de 1 ' ORNITEINE "BhSE" 
Nous avons présaré de l'ornithine base à partir du 

dichlorhydrate de L-ornithine. 

Technique de Préparation --- 
A une solution aq-:euse de dichlorhydrate d'ornithine 

on ajoate un léger excès de carbon~te d'argent fr~~îchernent 
1 



:)récipité. Après ur_e demi-heure ci'~gi+u;-,tion à tempér,tiire ordi- 

naire, Ict solution est sél3arée du pricigité par filtration. 

Une certhine quantité d'zrgent, qui s'est complexé à l'ornithine 

est ?récipité -.Cr berbot5,ge de 13,s exempt d' acide chlorhydrique. 
L 

&près iiltra ion, la solution d'ornithine b a s e  est chauffée 

70OC paur éliminer l'hydrogène sulfüré. 

La solution d'ornithiile :ase est concerit~da B un petit 

volume, p&r ébullition à I O O Q C ,  Le ;>rcd.lit o?>tzrr. e s b  Péte'ro- 

rpène en électrophorèse ( 5  p H  3 , 9 )  ef en chrorct,;gz; ?hie. En a 

effet, en plus de ltornithine,cs sépa.re en f c i ib l e  quantité, 

un conyosg revélsble par lh ninhyd~ine et 9;: la résction 

2, ?,llî\r et ISUTC-IdR qui a un com2ortemen-k plus b~sixue en 

électro2horèse et un 3P 21x1s grcnd que l'ornithinz (fig. 61). 

La solution concentrée d'ornithine base a été chsuffée 

120 minutes à 1 3 0 O C .  Nous nvnn; rcna~qué que l'ornithine base se 

tr~~nsforr~~nit dwns ces conditions, et nyec un essez  bon 

rendement, en ün déï*ivé d ~ n t  le comyortemefi-b ét;it comparable 

à celui Zéconvert duns la solution cozcer-bzée d?ornithine base. 

Zn vue de la dé%erminntion 8-e sa  structure, cc produit de 

condensation de ltoznithine 2" été rgcupSr6 aa iès  sé~aration 

chromntogr~~hiq~e. Après hydrolyse t o t a l e  c c i d e  (361 S,.9 

I05QC - 24 heures) ltriydrolysat contient de lfo:nithine, Ce 

coniposé s ét6 dinitrophénylé "ar la rnélhude de SAJ\~Gr3R et ex- 

trait du milieu r&rcction c el ar le butsi?o: secondaire, Après 

hydrolyse tot&le de ce dériv6 Cinitrophénylé, on extrait pir 

le butanol secocd~ire un dérivé monodinitroph6nylé Ce 1' 

ornithine, qui a 6 t r '  i6-eritifié jar électrophorèse à pi3 9,1 ( 

tampon bar-te) comme étant l'a-DNP-ornithine (fig. 60). 

Il s ét6 v&rifié que la phase aqueuse de l'hydrolysat 

ne contenait pas d'ornithine libre, Le produit de condensation 

de l'ornithine bcse a donc les propriétés gSnér~les suiv~ntes : 

- révéluble par lu ninhydrine 



- ne contient quc de ltornithine 

- ne donne qu'un seul dérivé dinitrophénylé de 
1 ornithine : 1 F(:-DNY ornithine 

- ne possède pas diornithine dont les deux fonctions 
aminées sont bloruées. 

il s'agit donc de 1s lachne de lfornitn<.ne, 

17'" 1 C ) - CQi.?n~i i j , - ,  . "i; DL L:,, ,- &, D I J - P ~ I I J C ) S ~ ~  jCIC)m, ijgjiSS" -.. ---..-Lm *-- - -\ --. W..- . -- - - %&?-"--".= -- - -., - * - 
LFacide diaminobutyl-lque dichlorhÿlrate s été 

préparé à partir de llacidn L-glutamique par la méthode de 

IJ)kl~ISOW (1  ) . 
L'acide diaminob~~tyrique "base" a été préparé à 

partir du dichlorhydrate par une -Leck.aique comparable à celle 

que nous avions utilisée -CUI 1 orniJth!-ne (voir plus haut). 

La solution de diaminobutyriqu~ concentrée 

à petit volume a été chauffée à 170eC pendant 4-5 minutes. 

Après électrophorèse du résidu ob lenu ,  on sépare en plus de 

liacide diaminobutyrique lin conipcfsé plus basique en électro- 

phorèse qui possède le même corn-ortement que la lactame de 

lsornithine. (F ig .  61). 

Par chauffage on obtient , la lactame de l'acide 

àianinobutyrique: 

dn conclusion générale de ce chapitre, il est 

important d'opposer les comportements de la lysine et de 

deux autres acides aminés basiques de la même série, 1' 



o rn i t l l i ne  e t  1 l u i d e  c t , y -d i zminobu t~~r i+ue .  Tou t e fo i s ,  1' 

i d e i , t i f i c ù t i o n  de l a  lactame de l ' o r n i t h i n e  e t  de c e l l e  de 

l l , c i d e  a ,y -~ t i r~minobutyr ique  a;;rès c"lufff;ge e s t  en faveur  

d u  n 6 c ~ n i s m c  i jroposé p l u s  huut  pour 13 format ion des  

2 o l y l y s i n e s  d p d r t i r  de l a  l a c t ~ m e .  



A)- C A S  CTERE de SùLüBILITE 

Tous les *>olyyeptides synthétiques sont solubles 

dsns I'zcide fornique, dacs l'hydr~te de phénol et dans 1' 

urQe IO Pi. 

Cependant, leur solubilité dans l'eau est influen- 

cSe per leur c~r~ctère acide et elle varie suiv-nt la natura 

des acides aminls constitutifs : 

- Les solyalanines sont entièrement solubles 
dans l'eau ; 

- Les ~olyglycocolles deviennent insolubles dans 
l'eau dès que le nombre de r6sidus de glycocolle devient 

su-érieur à IO. 

- Les polyphénylalanines se répartissent en 
plusieurs fractions l'une insoluble, possédant 6,9 mol6cules 

de phénylalanine pour 1 mol4cule d'zcide glutmique, l'autre 

soluhle d;ns 1z soude Cilude, une partie de cette dernière 

étant insoluble en milieu mide et poss6dant en moyenne 

3,1 molécules de phénylalanine pour I molécule d'acide 

glutemique. 

- Les polylysines sont très solubles dans l'eau. 
- Les polypeptides contenant de l'acide aspartique 

sont insolubles dans l'eau, mcis solubles en milieu alcalin. 

Le trC:itement alczlin trrnsforme la structure polyimide du 

polymère brut en une structure "poly-acide aspartique1'. 

S Z C E E  df~BSGBI?TION des R&;,CTIONS PIU B I W T  23 DIPFZRL2i 
POLYi ,SZZS. 

;.fin d'avoir une idse de lc t-ille des peptides 

synthélisés, noLs avons étudié le spectre d'absorption de la 

color~tion du biuret de dilférents polymères. 



Le maximum d'ebsorption de la coloration du biuret des 

protéines (sérum ~lbumioe, caséine) se situe vers 550 my ( 

X06Sd et SUGIURA) (33). D'après KOdER ( 3 4 ) ,  les oligopeptides 

donnent un complexe semi-biuret dont les ziaxima d'absorption 

se &?l~cent vzrs les gr-ndes longueurs d'ondes, le com?lexe 

des tripeptides donnant un maximum d'absorption à 581 m a l  ( ' . 
P J ~ ~ , C ~ I L L O W  $ 5  et coll.) (23). 

Nous avons =produit sur la figure (62), les spectres 

d'absorption 2u biuret de différents polymères obtenus par 

chsuzfnge de l'aczde pyroglut-mique et du glycocolle. Nous 

avons n0t;smnien-b c omprré les proc?~~its dialyssbles et adialy- 

sables. 

On peut remerquer que les polymères dialysables ont un 

maximum d'sbsor~tion au delà ne 550 mi? .et que les frictions 

sdialysubles ant un maximum d'absorption se r~p2rochant de 

550 m& , qui est Zonc voisin de celui que l'on obtient avec 
des prot6ines "vrCt,ies1'. 

CI -  POIDS A 0LdCULr;IdE 

Dans les chc.pitres précédents, nous avons particulièrement 

étudié la structure de plusieurs oligopeptides obtenus par 

condecsation de 1 'acide pyroglutamique avec d'autres amino- 

acides. Nous svons même détermind pzr une méthode chimique le 

poids mol6culaire moyen de certains d'entre eux : par exemple 

la fraction insoluble des polyglycocolles a un poids mol&culsire 

moyen de 8aO, ce qui correspond en moyenne B un tridécapeptide. 

Nous avons également signalé que la condensation de 1' 

acide pyroglutnmiyue avec d'autres acides ~,minés, en presence 

d'acide aspartique, conduisait B des produits de condensation 
de haut poids moléculaire. Nous nous sommes donc attachés à 

d6terminer d'une fwçon precise le poids moléculaire de 

ces produits particuliers. 



Trois séries de ddrivés ont ét4 étudiées. Ils 

correspondent à trois mSlanges différents dont 1s composition 

?r&cise est rassenblee dans le O-;,blesu h. 

Dans ce même tableau, la composition de l'adialy- 

sable obtenu est &g.~lernent donné. Les proportions observées sont 

très différentes de celles du mélange initial. 

Les trois polype2tidas ont 6té étudiés en 

électrophorèse de zone sur papier à pH 3 , 9  et à pH 8,9 : après 

rgvglation de ltnmidoscbwasz, qui est un colorant spécifique 

des potéines, on decèle sur l'électrophorQgr,;rnme de chaque 

produit, une seule bande précise et bien délimitee. Ces 

procuits d.e condensation présentent donc une c e r t a . .  

homoz6néité 6lectroph~réti~ue. Cette 2ropriété peut s'expliquer 

?sr le fcVit que 1s condensation des acides aminés dans un 

mdlange se fcit au hasard, de telle sorte que les molécules 

de nolygeptides composés d'acides amin4s répartis dans un 

ordre quelconque, peuvent avoir en moyenne des propriétés 

physiques comparables. 



2oids moléculaire moyen et composition en amino acides 

,,cides amin4s 
polycon?ensSs  cide des aminés 

constitutifs 

bu. pyroglut imique Ac. glutamique 

Ac. aspartique 

,c. yyroglutimique .,c . glut .,.mique 
kc  . as!?artiqne Ac. aspartique 

AC. aspartique 

des polygeptides obtenus par condensation de plusieurs amino acides. 

I0,B 

- 
Composition de 
1 ' adialysable 
(en p. 100) 

-- - 

19 

3S ,6  

4 5 , 4  

I 6 , 7  

4 5 , I  

3 0 , 3 0  

799 -. 
I 5 , 6 5  

40,35 

3 3 , 2  

-- 

Condition 
de 

condensetion 

24  h .  I65OC 

----- - . 

24 h.  I65QC 

a- 

18 h. I70QC 

-W.-- -- 
1 

poids I 

molécu1,;tires 

.-- .- - -"-. 

5 . 6 0 0  
l 

."--.* " 

5.000 

---- ." 
i 

4 . 6 0 0  



La détermination du poids moléculaire des fractions 

adizlysables s été effectuée par ultracentrifugation (*). Les 

valeurs obtenues sont rassemblées dans le tableau K : elles 

sont de l'ordre de 5.030 (5.600, 5.000, et 4.600). 

( * )  Les déterminctions ont &té elfectuées à la Station Centrale 
d'ultracentrifugation du C.N.R.S. Nous tenons à remercier 
tout particulièrement Plsdame S. PILLITI - WURfiiSi3R* 

La masse mol4culzire mesurée par ultracentrifugation 
a pour expression : 

7 R = 8,313.10 erg. mole - 1 
m 1 - - Temperature absolue 
V = volume spécifique du peptide 
-a = densité du solvant 
S = coefficient de sédimentation 
D = coefficient de diffusion 

S La mesure du rzpgort - a &té effectuée pendant D 1 ' u,>yroche de 1 ' équilibre de Sédimentation par la méthode 
ii1~&Cd13~LD modifiée par Ehi3ZTuiERGo 

où y = distance de la ligne de base à l'intersection 
de 1c courbe et du menisque 

= vitesse angulaire 
r = distcnce du ménisque à l'axe de rotetion 
1: = inverse de l'agrandissement de l'image de la cellule 
A = surface comprise entre la courbe, le ménisque et la 

ligne de hase 
-"is = surfzce comprise entre 1s courbe et la ligne de 

base sjrès avoir formé une frontière entre le 
solvant et 13 solution. 



S 
Pour chaque yolypeptide, 1% mesure du rapport - est D 

faite à ;liffér.nts intervalles de temps. La diminution du 
X rz,->port - en fonction du temps, indique une certzine hétérogé- D 

S néité (tsbleau L et tsbleau l i ) .  Lu valeur de - prise pour le D 
czlcul de la masse moléculcire est 12 valeur extragolee au 

temps t = o. 

'il.,"iBL ;AU L : 
S Vzriation de - en fonction du temps pour le polypep- D 

tide dé poids moléculaire moyen 5.600 

Temps 
en seconde 

s Variation de - en fonction du temps pour le 
D 

polypeptide de poids moléculaire moyen 5.000 

en seconde 



A partir de ces résult2ts, on peut conclure que ces 

polypeptides sont composés de molécules ayant des masses molé- 

culaires diffdrentês et que l'ultracentrifugwtion ne donne 

q u ~  la m2sse molSculsire moyenne. 

i~ucune 6t:-.de pour 1s détermination de 1s distribution 

2 n<P&r<,le des macromolScules n' a été entreprise. 

D) - PGINT XSOEL~CT3IdUE 
L1;iomogén4it& électrophorétique des polypeptides de haut 

~3oids nol&culaire, nous a permis de déterminer expérimen- 

talement le ?oint isoélectrique d'un polypeptide. 

L16tude a 6ti f ~ i t e  sur un palypeptide de P.14. 4 .600  dont 

1s comsosition en amino-acides est donnée dans le tablesu K. 

Ce polypeptide est soluble dans l'eau distillée, mais 

il -ricipite snr adsition de fzibles quantités d'acide. Le 

sr6cij)ité so redissout p5r addition importante d'acide, le 

msxinum de précipitation ayant lieu vers pi3 3 .  Nous avons 

voulu prgciser cette notion en ddterminsnt expérimentalement 

le point isoélectriq~e. 

En utilisant la technique d'électrophorèse sur papier, 

la 46tarmination bu ?oint isoélectrique d'une protéine peut se 

fzire psr mesure du dédlscement électrophorétique à diffSrents 

p3,  dans des tampons de même force ionique à condition de tenir 

cornpt~ de la relation suivcnte : (*)  

V = E + t +  e 

où V = vitesse apparente d'un ion protsiqce 

E = vitesse de la profSine 
* 
t = courant d l  électroendosc ose 

e = courL-int dl&vnporstion 

( * )  Pour ln thdorie, voir F2iC43BOEUF ( 3 8 ) ,  K-WEL ( 3 6 )  
TISELIUS (52) i.bTZ)UBEiT et DE ESblDE ( 3 )  



Exp&rimentzlenent, nous avons mesuré le déplacement 

du peptide à différents pH dsns des tmnpons de force ionique 

constante, par ruilport au déplacement d'une molécule neutre ( 

3ar exemple : le glucose) dwns les mêmes conditions exsérimen- 

t d e s  (2,35 volts par cm pend~nt 4 heures). Le déplwement du 

peytide ??sr r&~port zu glucose est porté gra~hiquement en 

fonc5ion du pH. Le point où lu courbe coupe l'axe des abscisses, 

donne le point isoélectrique (fig. 63). 

i3xpériment:lement nous avons trouve : Pi 2,75 - 
Le point isoélectrique de ce polypeptide est situé 

dans une zone très side, ce qui est normal étant donné sa 

composition où l'on trouve 40,35 % d'acide aspartique et 
I5,65 $ d'acide glut~,mique. 

Nous Lvons voulu comparer Les slectres I.R. de nos 

polypeptides zvec ceux Ses  protéines et des peptides linéaires 

synthétisés Tar d'autres méthodes.@)(~our l'application de la 

s;~ectogr,phie infr~-rouge aux peptides et protéines, voir 

ELLIOT (14) (15) ( 1 6 ) ,  BLOUT (II), BAMFORG (4) 

Lorsqu'on exbmine l'absorption infrw-rouge d'une 

protgine, on const~te l'existence de deux zones de longueur, 

d'onde intaressantes, la zone de 3.000 cm-' et ln zone de 
- 1 I .700 cm-'. Cepend-nt, 1s zone de 650 cm à 1.250 cm-' est 

également im?ort~nte, mais difficilement interprétable. 

le) - La "zone de 3.000 cm-',. 
Il existe deux bandes car~~ct6ristiques dsns le cas de peptides 

linécires, dues aux fonctions -NH-, 

l'une à 3333 cm-', très forte, 

( * )  Les spectres 1.2. ont été réalisés par Nonsieur le Professeur 
GUY de 1s Faculté de Phz~rm~cie de Paris, que nous tenons à 
remercier tout particulièrement, l 

-- - - -- 

- - 



l ' a u t r e  à 3090 cm-', a s s ez  f o r t e  

I l  a é t 6  dLmontré que c e s  deux bandes é t a i e n t  dues 

à 3 3  presence d e  l i a i s o n s  hydrogène i n t e r m o l ~ c u l a i r e s .  
P .  -1 11 
~ 9 )  - &a- "zone de  1.700 cm . 

Dans c e t t e  zone e x i s t e  1s bande du groupement C = O appar tenan t  

à un aldehyde,  à une cgtone,  ou & un acide  (1.720 c m y ' ) .  

Ce t t e  bande ne s e  r e t r o u v e  s a s  dans l e s  po lypep t ides  ou l e s  

p r o t é i n e s ,  c ~ r  il e x i s t e  ?eu de groupements -COOH par r appo r t  

aux groupements amide C - Si1 - d o r t  l e s  b&ndes c a r z c t é r i s -  
: 1 
O 

t i q u e s  s o n t  à 1.666 cm-' e t  1.560 cm-'. 

Dans l e s  cyc lopep t ide s ,  l e  bande à 1.550 cm-' 

n ' e x i s t e  ?as : c ' e s t  donc l a  bende spéc i f i que  de s  p e p t i d e s  

l i n e a i r e s .  

Les s p e c t r e s  de d i f f é r e n t s  pep t i de s  é t u d i é s  on t  é t 4  

r e p r o d u i t s  dans l e s  f i g u r e s  ( 6 4 ) ,  ( 6 5 ) ,  ( 6 5 ) ,  ( 6 9 ) ,  (70) .  

L e  comparaison du s p e c t r e  de l l e c i d e  pyroglutamique 

( f i g .  64), dé c e l u i  du pyroglutamyl g lyc ine  de synthèse  ( f i g .  

65)  e t  de c  e l u i  du po lyg lycoco l le  i n so lub l e  ( f i g ,  6 6 ) ,  semble 

v é r i f i e r  l u ,  s t r u c t u r e  des po lype2 t ides  de G? t ype ,  

La bande à 3.090 cm-' i n e x i s t z n t e  dsns 1 ' ac ide  

pyroglutnmique ( f i g .  64) c p p r a î t  dans  l e  pep t i de  syroglutamyl  

g lyc ine  de synthèse  ( f i g .  65) e t  dans  l e  po lyg lycoco l le  

( f i g .  6 6 ) .  

La bande à 1.720 cm-' du groupement COOB l i b r e  

que l ' o n  t rouve  d s n s  l e  s p e c t r e  de l ' a c i d e  >yroglutsmique 

( f i g ,  64) diminue dcns c e l u i  du pyroglutnmyl g lyc ine  de synthèse  

( f i g .  65) e t  d i s p a r a î t  presque compléternent dans  c e l u i  du 

po lyg lycoco l le  ( f i g .  66) .  D e  même 1s brnde à 1.560 cm-', s$ci- 

f i que  de s  p e 2 t i d e s  l i n é a i r e s ,  e s t  i n e x i s t a n t e  dans l e  s p e c t r e  

de l ' a c i d e  pyroglutamique ( f i g .  64) e t  a - p a r a î t  dsns  c e l u i  du 

pyroglutsrnyl g lyc ine  ( f i g .  65)  e t  du po ïyg lycoco l le  ( f i g .  6 6 ) .  

a f a u t r e  p a r t ,  nous evons comparé l e s  s p e c t r e s  
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obtenus 2:vec nos polyglycocolles à ceux des polyglycocolles 

7ré?srés pcr d'autres méthodes par dLLIOTT (fig. 67) et à ceux 

obt-nus qar condensation thermique sar diiRxDB et FOX (fig. 68). 

La correspondance entre toutes les séries de spectres est 

très srtisfeisante. 

La figure (69) représente le spectre I.R. d'un 

polymère d'acide aspartique et d'acide pyroglutamique. Les 
-1 bmdes carzct6ristiques des CO-X:i (1.666 cm et 1.560 cm-' 

) 
p'existent ;>ratiquement pas, tandis que 18 bande du C = O ( 

1.730 c m  est très importante. De même les bandes du groupement 

;Ji< 2eptidiques (3.333 cm-' et 3.090 cm-') sont très f ûibles. 

Ces résultzts confirment le structure spéciale des produits 

de condensation de l'acide aspartique (voir chapitre IV). F3X ( 

20) attribue l'existence des liaisons imides, à 12 présence 

des bandes à 1.720 et 1.780 cm-'. 

Enfin, m u s  avons reproduit sur la figure (70) le 

s~ectrc d'un polypeptide complexe de poids moléculaire 4.600 ( 

voir tc,bleau K) . Nous r etrouvons toutes les bandes caracté- 
ristiques 6es peptides lingaires. - 

3 ) -  COi,PO-*:TikE:JT DZS PQLY?dPTIDES VIS A VIS DZS ENZYPiES 

L ' R O T d O L P T I ~  

1Jous avons Gtudié l'ection des enzymes protéolytiques 

vis à vis d'un polypé~tice Ze poids moléculzire moyen de 4.600, 

composé &';cide glut-niique, d'ucide aspartique, de tyrosine 

et de lysine (pour ln composition, voir t.d,bleau (K). Etant 

donné 1% coniposition de ce polypeptide, plusieurs enzymes 

~rot6olytigues étaient susceptibles d'hydrolyser ce peptide : 

ln trypsine, la chymotrypsine, 1~ papaïne, la pepsine, la 

ctzrboxy:~o~tidase et le leucine- amino-peptidase ont donc 

ess2yées. (*) Les ess-.is ont B t é  f..its selon les mbthodes 

( * )  LF- s2écificité d'action des endopeptidases et des exo~3ep- 
tic2ases est actuellement bien yr6cisée à la suite des 

trvv.s,ux de nombreux chercheurs sur lastructure primaire des 
peptides et des protdines : la trypsine coupe spécifiquement . . ./. 

- 



c l a s s i q u e s  d 'hydro lyses  enzymatiques. 

Les techniques d ' znz lyse  que nous s v  tns u t i l i s g e s  n ' o n t  

pas  g t i  c ~ i > s b l e s  de met t re  en 6vidence l ' hyd ro lyse  du pep t ide  

c h û i s i .  Ce~enCt~lnt FJX (20) cz pu déterminer s a r  dosages 

s u c c e s s i f s  une c,ction t r è s  l égè re  de 1% p 2 s i n c  e t  ds l a  

chymotrypsine sur  (16s 7olypept ides  du même type ; il a 

t v a l u e  a:)?roximutivement q u ' i l  y  n n i t  en  moyenne une cousure 

c2e l i 3 i s o n  2ept idique pnr nol6cule  de 2 o l y p q t i d e  au b.ut de 

7  j ou r s  d ' i ncubc t ion ,  en ~ r 4 s e n c e  de 2epsine.  

L ' a c t i o n  enzymatique s u r  l e s  polypept ides  que nous 

syn th6 t i sons  e s t  o b l i g ~ t o i r e m è n t  r l 8 u i t e  du f a i t  que l e s  

nc idcs  nrnin6s c o n s t i t u t i f s  son t  à l a  f o i s  de l n  s d r i e  L e t  de 

1 z  s 4 r i e  D, l e s  enzymes ne souvant hydrolyser  que l e s  l i a i s o n s  

pe- t id iques  formées à p ~ r t i r  d.';cidés aminés de l a  s é r i e  L. 

K ~ ~ " s J , I ~ ~ ' L " z  (56)  s montrS réceciment, en f u i s a n t  ing4rer  

à un rs t ,  un ?o lysap t ide  marqué au souf re  5-35 e t  v n t h é t i s é  

;>ar c h a u f i ~ g e ,  pue ce polypcyt ide  é t A t  a t t aqué  pa r  l e s  enzymes 

du tube  d i g ~ s t i f  ; il t rouve que 40 pour c e n t  de l a  r a d i o a c t i v i t é  

du pcy~t ide  i n i t i a l  e s t  u t i l i s é e  par l e  r a t .  

da,,2elons que 1~~ c ~ ~ r b o x y p t p t i d ~ : s e  s ' e s t  r évé l ée  t r è s  

a c t i v e  su r  l e s  p p t i d e s  obtenus par condensat ion de l ' a c i d e  

pyroglut-mique nvLc l ' a l c n i n e  ou avec 1s ph6nyls lsnine (Voir 

c h ~ p i t r e  I I I ) .   TOUS avons ;lu dgterminer que 2,57 pour ceux du 

poids  t o t : l  de  1s polys$niiine 6 tAi t  l i b g r é  sous forme d f  

a l a n i n e  ( f i g .  71) .  Uous avons ?otL.,rrmênt p r é c i s é  l a  c iné t ique  

( * )  .../. l e s  l i a i s o n s  lysyl-YI, l a  chymotrypsine, 1; l i a i s o n  
tyros:/l-X, 12 pepsine peut  a g i r  sur  l e s  l i a i s o n s  glutamyl- 
t y r o s i n e ,  l u  pspelne peu t  hydrolyser  de nombreuses l i z i s o n s  
~ > c ? t i 3 i q u e s  imsl iqucnt  l ' a c i d e  &lut-mique ( é tudes  f c i t e s  
sur  l ' i n s u l i n e ) .  Les i exope2tidases ( ~ ~ z r b o x y p e p t i d z s e  
c t  laucine-,nino-i)ë-tidcse or,t une s l 6 c i f i c i t é  également b ien  
2 r4c i sée  ( v o i r  c h s 2 i t r e  III). 



d'action de la cùrboxype~tid~se, sur les peptides à slsnine 

en dosant par un sroc6dé automatique (voir chapitre techniques) 

l'dsnine lib6rée en fonction du temps. Cette étude s été faite 

à Geux températures différentes : 2OQC et 39OC : pendant 4 heures 

et à ph 8,5 (pig. 71) 

L1expSrience montre que la liberation d'alanine en 

fonction du temps suit dne loi logarithmique. Ces courbes 

montrent 4galement que l'action enzymatique commence dès 1' 

ad2ition de ~~rboxypepti9ase d ~ n s  le mélange. 

3 )  - W G I Z  EiXTZRICIDE des POLYLZSIWES 

Ki:TC&&SKI et coll. (32) ont dtudié dès 1 9 5 5  

ll~ctivit& nntibiotique des polymères de D, L-ornithine et de 

CO-polymgres contenant de llornithine. Le solymère dtornithine 

possède une cctivitt comsarzble à celle de la grainicidine. 

dtzutre s u t ,  on connuît des cyclopeptides riches 

en acide a , y  -diaminobutyrique qui sont doués également d'une 

~ctivité antibiotique (pwr exemple, 1s polymyxine B dont la 

structure a été déterminée par _.?L~USE,A.IW (30) et pzr l ISERTE et 

T V  (8 )  . 
Eous nous somrsies demandé si les polylysines que 

nous avions synthétis6es à partir de la lysine base, ne 

poss6daient pes un pouvoir bactéricide. Ces recherches ont été 

fzites pour les deux fractions dialyszble et adialysable de 

1% polylysine, en utilisant plusieurs souches bactériennes, (*) 

( * )  Nous tenons à remercier Fionsieur J. GUILLAIME, haître de 
Fiecherche au CiJRS et honsieur le i3rofesseur R. OSTdüX, ainsi 
que le Service de Chimie b,xtérienne de l'Institut Pasteur de 
Lille (Directeur, Professeur C. J.;R~;EZ-RIZU;I) d'avoir bien 
voulu proc6dar à ces d2terminctions. Ces rSsult?ts feront 1' 
objet d 'une publication ultérieure d-~ns des journaux de 
bact4riologie, et seront repris dcns la thèse de Doctox-t ès  
Sciences de J. GUILL,.G.GLTf'E. 



Le t a b l e s u  N rûssemble l e s  r é s u l t i . t s  obtenus  pour l e s  
deux f r ~ c t i o n s  cornpurativement à 13 polymyxine, aux h i s t o n e s  

r L c h e s  en a r g i n i n e  e t  aux protamines.  

Le pouvoir b a c t é r i c i d e  de s  deux f r a c t i o n s  de c e s  poly- 

l y s i n e s  e s t  donc - l u s  gr,nd que c e l u i  de s  h i s t o n e s  e t  d e s  

protamines,  e t  se  rapproche de c e l u i  de l a  polyxyxine.  C e t t e  

c o n s t a t a t i o n  e s t  évidemment t r è s  i n t e r e s s s n t e ,  

POUVOIR HiLTT'IGEiVIijUTr: DdS POLYTdPTIDES 

C e r t s i n s  a u t e u r s  ont  é t u d i é  l e  pouvoir an t i gén ique  

des  ; ~ o l y p e z t i d e s  syn thé t i ques  obtenus par  1s méthode d e s  

N-carboxysnhydrides (PhiIEitPii,l' ( 2 2 ) ,  (ÛILL) ( 2 4 ) ,  ( 2 5 ) ,  ( 2 6 )  

( I , ~ A U ? ~ R )  (39) , ( X I ' ~ L ; ~ T ~ ~ ~ & J ~ )  (51). I ls  on t  pu o b t e n i r  des  

immunsérums s p é c i f i q u e s  de ce s  go lypen t ides  par  i n j e c t i o n  à 

des  wnimaux. 

iqous avons e s a y é  de g r é p e r e r  d e s  immunsérums s i é c i f  i- 

yucs &c n o t r e  polype?ti.de de 1 . R .  5.00C, en l ' i n j c c t d n t  au 

l c p i n  en prFsence d ' ad juvan t  de  FREUND. Aucun a n t i c o r p s  p r é c i p i t a n t  

n ' a  pu ê t r e  d4celG en u t i l i s a n t  l a  mgthode de double  d i f f u s i o n  

en gé lose  d i c r i t e  p ~ l r  OJCYTZRLONY. On ne peut  ce2endant  pas  

conclure  à p a r t i r  de s  r 6 s u l t a t s  de c e t t e  expér ience  à l ' ab sence  

de pouvoir antigénique .? de n o t r e  polypept ide ,  c a r  l a  réponse 

imnunit,,ire de 1'z.nimal peu t  en e f f e t  échzpper à c e s  méthodes 

de c a r u c t é r i s n t i o n  d ~ s  a n t i c o r p s  e t  n é c e s s i t e  a l o r s  l ' u t i l i s a -  

t i o n  de s  ixdtho~lcs séro1ogis:ies. FOX (20)  n ' a  pas  pu d é c e l e r  

aucun pouvoir  an t igén i4ua  de s  po lypep t ides  du même genre ,  en 

l e s  inject<:nt à l a p i n s  e t  à d e s  porcs .  I l  a t t r i b u e  ce 

manque d l a n t i g é n S i t é  au f a i b l e  po ids  molécula i re  de  c e s  

po lype ;~ t ides .  



concentrations minima büctéricides exprimees en t g  par ml. Les sussensimr 
rctériennes lavées (!jd00/ml) sont mises en contact durant 1 heure à 37OC svzc les solutions d' 
ntib~ct6riens dans un tsmpon feible à pz 7 , 2  obtenu par une solution de 2 0  i g  de PO4 +2H-P0 iiar pc.r ml/ 
n étale sur géloses coulées en boite de PÉtri et l'on numère après 18 heures d'btuve a 379 40 nombre 
2 colonies (=bactéries surviv , i , t q s ) .  

T;LBLL~?U N 
Pouvoir bzctéricide des Polylysines 

Souches bnct6riennes 

E. Coli 71.062 

E. Coli 57.707 

Sclmonslla p r a  B 

---- m --- 
Polylysine --- . Y - -  

di:-,lysable 3rotcmine Sulfzte 
(3offman L d  Roche) 

5 

5 

IO 

5 

1 2 , s  

25 

- 

1 %di-ilysable distones 
(frwction riche 
en crginine 

Klebsiella zérogène ) 50 
Shigells Sonnei l 5  

9olymyxine 

2 

-l 
2 

5 

IO 

2,5 
! I 

15 

L -  ---- I 

70 

~,lcûlescens 

Iroteus morgnnii 

2seudomonas &rugi- 
nosa 

st~phy~ococcus ~~ureuz 
Oxford 

- C --- 
2 5  

30 

60 

15 

7 9 5  

--- - "- - 1 
5 

IO 

50 

5 

I O  

IO0 

5 2 

5 ' 25 

5 

5 

5 

5 

I O  

50 

295  
IO 

I L  

15 

30 

50 

5  

25 

I O  
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CONCLUS l ON 

Dans notre tr::v~,il, nous svons repris l'idée initiale 

d ~ s  travaux de diiiZ;;Di, et FOX sur lu polycondensation thtrmique 

dt.s a c i d ~ s  ?rninGs, en orient&nt principalement nos recherches 

vers l'étude cinétique de la reuction et 1~ structure des com- 

posSs form6s. Nous avons étudié les diffirents fwteurs qui 

peuvent influencer la ré~ction de condensation des acides 

aminés en présence d'ncide ~yroglutmique (température, temps, 

rzs-orts molaires des diff4rents réactifs) et nous avons 

précis; les conditions optima de daction, en tenant compte 

de 12, stabilité thermique des acides eminés. 

La structure des produits de condensation e été étudiée 

en détsil, en ysrticulier les 1;roduits de condensstion du 

glycocolle, de l'alunine, de 1s lysine, de la phSnylalsnine 

et dé le tyrosine. Dans chacun de ces cas, les résultats sont 

en faveur d'une structure polypeptidique commençant par 1' 

acide pyroglut~mique. Le groupe ccrbonyle de l'acide pyroglu- 

txique est impliqué dans une liaison peptidique avec le 

groupe a-aminé d'un autre acide aminé. La séquence totale 

est composée de 2 unitgs, n étant variable. dans les produits 

de condensstion du glycocolle par exemple, on peut séparer 

fscilement les polypeptides de ce type jusqu'à n = 7. ( 

yyroglutamyl -glycocolle, pyroglutsmyl-glycyl-glycocolle, etc ...) 

Cepcncsnt, d'autres réactions impliquant l'ouverture du cycle 

pyroglut~mique sont possibles. On peut en effet separer 

a p è s  hydrolyse partielle acide des peptides composés d'acide 

glut-mique, ct de l'ccide aminé utilisé au cours de la 

golyconde2sation, ce derni~r se trouvsnt en position W-termi- 

nale. En effet, des peptides du type alanyl-glutsmique ont 

&té mis en évidence, prouv,-nt ainsi l'existence d'enchaînements 

-Alsnyl-Glut~myl- dans les produits de condensation. Ces 

rSsultsts montrent que l'acide pyroglut~mique peut se décycliser 

cours de 1s r6action pour se condenser sur une chaîne 



déjk formée. Des conclusions en sont tirées sur l'hypothèse 

d'un ?rocessus de polycondensstion évoluant par une suite de 

rgactions consécutives et compétitives. 

L'Etude cingtique de la polycondensation du glycocolle 

avec l'acide pyroglutarnique (cindtique de disparition des 

rGactifs et cinétique d'apparition &es iroduits) vérifie 1' 

hypothèse Cmise sur le processus de polycondensstion, L'ordre 

de 1 û  r6nction est de I pnr r~pport au glycocol3e et de 2 

sar r,?:?ort à l'acide pyroglut,mique. Ces rssultats montrent 1' 

an~logie de cette réaction avec celles de 1s polycondensation 

dds diacides svec les diamines et les Giols. L'ordre de la 

r6zction é t a t  de I par r ~ ~ p ~ o r t  aux diamines et diols et de 

2 iar ra7;lor-t aux discides. Ces rsections sont cstalysées 2ar 

les zcides. L'acide p-yroglut~~mique a donc un doublerôXe, un 

rôle d'initiateur per sa présence, et un rôle de catalyseur 

?ar la prgsence de son groupement c~rboxylique. 

Les -produits de condensation de llecide aspartique 

sont d'un type 2crticulier ; en effet, l'acide aspartique 

qui se condense facilement seul, donne dcs 2roduits de conden- 

sition de poids moléculaire plus élevé et dont la structure est 

cclle d'une >olyirnide qui s'hydrolyse fzcilement en milieu 

clcalin en acide polyaspartique. 

Par comparaison avec les acides aminés acides ( 

acide glut:*mique et acide aspartique) qui ont des comportements 

très différents quand ils sont chauffés, nous avons voulu 

pr4ciser le comportement thermique des acides aminés basiques, 

sous leur forme base. Le lysine bzse se polycondense facilement 

pour donner une polylysine de dructure tridimensionrielle, 

svec des ench~~inements peptidiques impliquant le groupement E-aminé 

de 13 lysine en ,rédominance sur les enchainements impliquant 

le groupement cxiwmind. L'ornithine base et lfacidea,Y-diamino- 



butyrique base se cyclisent pcr chauffage en leur lcctame. Cvs 

constatations sont cn f~veur d'un mécnnisme Ce polycondensa&ion 

de la lysine bcse qui '.morcerait aux dspens de lu l~ctane de 

Ir lysine. 

Les sropriétés physiques et chimiques des polype2tides 

dont le 9oids mol6culc-ire est le plus élevé (de l'ordre de 

T.OLIG)  sont à la fois celles des yrotdines vrsies (rr'nction 

du b i ~ r ~ t  typique, existence de bzndes dl&bsorption en infra- 

rouges pro;>res à la liaison peptidique, existence d'un point 

isoélectrique) et celles de ~olyconàensats *préparés pcr voies 

chimiques (hétérogénéit6 en ultraccntrifugution due à une 

certaine distribution pondérale des macromolécules, enchaîne- 

nents nu hasard des acides uminés), 

Les propriétés biologiques au contraire sont assez inatten- 

dues. Les enzymes -rot&olytiques de 1s série des endopestidases 

n'ont izucune action décelable sur les pe2tides les plus 

im-3ortonts ; seule une exopeptidsse comme la ~,~rboxypuptidsse 

yeut cgir sur les peptides à slznine et à yhenylalanine. Ce 

risultat confirme le structure des :>estides du type Pyroglu-( 

~ l c )  n -OH et du type i?yr~~lu-(?hhé)~-~~~. 

Aucun ?ouvoir antiggnique de nos polypeptides 

n ' ~  pu être mis en évidence par les mdthodes d'immunisation 

et de d6tection que nous avons utilisées. 

Cesen&?nt nous avons pu déterminer le pouvoir bzc-Léricide 

de 1s polylysine sur plusieurs souches microbiennes. Cette 

action s'aypxente aux qropriétés b-.ctéricides des entibiotiques 

naturels de t y p  de 1s polymyxine ou synthétiques du type de 

la polyornithine. 
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FIGUBE 1.- 

Séparation 6lectrochromatogr&phique ( p ~  3,9-%utanol/ 

ac6tiy-ce) des produits de condensation thermique 

de l'acide glut-mique sur lui-même, formés au cours 

de la synthèse de l'acide pyroglut~mique. 

FIGURE 2 . -  

Courbe expérimentale de titration du Glycocolle par 

potentiom6trie en milieu non aqueux, au moyen d'une 

solution acétique d'acide perchlorique décinormale. 





FIGURE 3. -  

Séparation électrophorétique à pH 3 , 9  des acides 

aminés : acide aspartique, acide glutamique, 

acides aminés "neutres", acides aminés "basiques". 

FIGUZE 4.- 

Couplage bidimensionnel de ltélectrophorèse à 

p7 3 , 9  et de la chromatographie dans le système 

FIGUrZE 5.- 

Couplage bidimensionnel de l'électrophorèse à pH S,4 

et de la chromatographie dans le système o-butiznol/ 

acide acétiqze/eau : 4 : 1 : 5 .  

FIGURE 6 . -  

Sépsration électrophorétique & pH 11 ( 

nmmoniaque N) des acides aminés basiques. 

FIGURE 7 . -  

Repèrage de peptides après 6lectrophorèse à pH 3 , 9  

à l'aide de témoins latéraux. 

FIS-URE 8.- 

Système dtélution des bandelettes de papier 

contenant les peptides. 
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Appereillage ulilisé pour la synthèse des 

Dinitrophényl-amino-acides (DMP-Amino-acides). 

Courbe cinétique de consommation de soude au cours 

de la dinitrophénylation. Cette courbe qui est 

construite automatiquement permet de voir la fin 

de la rgaction. 

Schéma de 1% cuve utilisée pour la chromatographie 

ascendante des DNP amino acides. 

Solvant utilisé : ~oluène/Pyridine/monochlo- 

rhydrine du glycol/ammoniaque : 30 : 9 : 18 : 18. 

FIGURE 12.- 

Carte chromatographique bidimensionnelle des DNP 

amino acides éth6rosolubles dans les deux solvants 

suivants : 

- première dimension : chromatographie ascendante 
dans le système ~oluène/p~ridine/monochlorhydrine 

du glycol/ammoniaque : 30 : 9 : 18 : 18.  

- Deuxième dimension : tampon phosphate I,5 M de pH6 



f l m m n j a  served a //-- 
saturer /a cuve 

a 

DfïPffUZ 0 cys O/. UIS 

FIGURE f2 , .- 



PIGUtE 13.- 

Variation de la densitS optique du biuret en fonction 

du temps, pour 3 températures diffdrentes : 150WC, 

170eC, I90OC. ( ~ a  densité optique est donnée pour une 

concentration de 1 mg de peptide par ml). 

FISUR2 14.- 

VariaLion de - l o g  Vo en fonction de 1 
T 

Vo = pente au temps to des courbes de la figure 13 ; 

Yo exprime la vitesse initiale dts?parition des 

peptides, 

T = Temperature absolue à laquelle la réaction 

s &té faite. 





F I G W  1 5 . -  

Variation du rendement ( * )  en fonction de la 

Température, des produits insolubles obtenus par 

chauffage pendant 75 minutes d'un mélange d'acide 

pyroglutamique et de glycocolle ( glycocolle = 3 )  
ac.pyroglutamique 

FIGURE 16.- 

Variation du rendement en fonction du temps, des 

produits insolubles obtenus par chauffage à I65QC 

d'un mélange d'acide pyroglutamique et de glycocolle 

FIGURE 17.- 

Variation de la densité optique du biuret en 

fonction du temps, pour différents mélanges d'acide 

pyroglutamique et de glycocolle 

( glycocolle = 1 , 2 , 3 , 5 ) .  
ac . pyroglutamique 

La densitd optique est donnée pour une concentra- 

tion de 1 mg de peptide par ml. 

(*) Le rendement est calculé en faisant le rapport du poids de 
la fraction insoluble dans l'eau sur le poids du mélange 
initial. 





FIGURE 18.- 

Séparation en électrophorèse à pH 3 , 9  des produits 

de condensation de l'acide pyroglutamique et du 

monochlorhydrate de lysine ( lysine = 1 )  
ac. pyroglutamique 

obtenus à I659C, après différents temps de 

chauffage (1 heure, Ih., IOh., et 48h.). 4 





a I T  wff T9, -  

Variation de la densité optique du biuret en fonc- 

tion du r~pgort e B ( s )  après 75 minutes de réaction 
a 

La densit? optique est exprimie pour une concentra- 

tion de 1 mg de peptide par ml. 

Variation de la densité optique du biuret en fonc- 

tion du rspxort ( * )  après 75 minutes de réaction. 
A 

La densité o~tique est exlrimée pour une c~ncentration 

identique en acide syroglutzmique pour chaque mé- 
-- 5 lk~nge (IO mole par ml). 

Variation du rendement (**) en peptides insolubles 

en fonction du rcpport initial 2 (*)  pour deux 
A 

temps de ch~uffage différents : 75 minutes et 150 

minutes (~em~érature Çe chuffage : 1689-I70QC). 

Variation du poids de la fraction peptidique inso- 

luble (exyrimée en g) en fonction du rapport 

initial $ (*)  pour d ~ s  mélanges contenant la même 
A -2 quantité d'acide pyroglut~mique (IO mole). 

(*) - Le rapport est égal au rasport molaire 
A 

Blyc oco lle -- 
ac. pyroglut~mique 

(**) - Le rendement est exprimé en fais.ant le rapport 
du poids de 1s fraction insoluale sur le poids 
du mklange initial, 





F I G U 3 3  2 3 . -  

Séparntion Slectrochromatographique des produits de 

condensation du glycocolle et de l'acide pyroglu- 

tamique.(*) 

FI3URI: 24,- 

Séparation é l e c t r o c h r o m a t o g r ~ ~ p h i ~ u e  des produits de 

condensation de l'acide pyroglutamique et du 

dipeptide glycyl-glycine. (*)  

FIGURZ 25 . -  

Sgparstion é1ectrochromatogr:~phique des produits 

de condensation de l'acide pyroglutamique et du 

tripeptide glycyl-glycyl-glycine.(*) 

FIJUX3 26.- 

Séparation électrochromato rephique des produits de 

condensetion du pyroglutamyl-glycine de synthèse avec 

le dipeptide glycyl-glycine.(*) 

FI3URZ 27.- 

Séparation électrochromatogreghique des pr-duits de 

condensstion du oyroglutamyl-glycine de synthèse 

avec le tripeptide glycyl-glycyl-glycine.(*) 

(*)  3évGlation par la réaction de T M  et DUTCi-iZR. 





FISURS 28.- 

Identification par électrophorèse du pyroglutamyl- 

glycine de synthèse 

A = pyroglutumyl-glycinate d'éthyle 

B = pyroglutamyl-glycine 

C = produits de condensation de l'acide pyroglu- 

tamique et du glycocolle 

Révglation par la reaction de PAN et DUTCBER. 

Identification par chromatographie du pyroglufamyl- 

glycine de synthèse 

A = pyroglutamyl-glycinate d'éthyle 

B = pyroglutamyl-glycine 

C = produits de condensation de l'acide pyroglu- 

tamique et du glycocolle 

FIGURE 30 . -  

Cinétique d'hydrolyse partielle acide des produits 

de condensation du glycocolle (fraction insoluble 

dans 1 'eau). 

Séparation par Electrophorèse à pH 3,9 

Revélation par la ninhydrine. 





FIGURd 31.-  

Sépsr~tion é l ec t roch roma tog r~~ph ique  de lthydrolysat 

partiel acide des produits de condensation du 

glycocolle (fraction insoluble dans l'eau). 

Rév6lation par la ninhydrine. 

PIZCSRE 32.- 

Séparation électrochromatographique de llhydrolysat 

partiel acide des produits de condensation de 

1 alanine. 

Hév6lation par la ninhydrine . 





FISmX 33.-  

Identific~tion de l'acide aminé en position 

N-terminale du peptide G 4  

FIYURd 34.-  

Identification de l'acide aminé en position 

N-terminde du peptide 61 

Identification des acides aminés en position 

N-terminale des peptides 82  

FI-SURE 36.-  

Identification des acides aminés en position 

N-terminale des peptides AS 

FIGUXd 37.-  

Identification des acides aminés non dinitrophé- 

nyl&s des peptides G4, 61, G2 et G 3 .  

Révélation par la ninhydrine. 

PI'JIJR3 38.- 

Identification des peptides à glycocolle obtenus 

par hydrolyse partielle acide des polyglycocolles. 

Séparation par 6lectrophorèse à pH 2,4 

26vélation par la ninhydrine. 



FIGURE 57 



Séparation électrochromatographique des produits 

de condensation de l'acide pyroglutamique et 

du monochlorhydrate de lysine (rapport 1 ) 
Rév4lation par la ninhydrine. 1 

Séparation électrochromatographique des 

produits de condensation de l'acide pyroglu- 

tamique et du monochlorhydrate de lysine 

(rapport 1 ) 
1 

Révblation par la réaction de PAH et DUTCHER. 





total du peptide Al 

F1C;"JRX 42.- 

Sép2,ration 4lectrophorStique de lyhydrolysst 

totsl du peptide B2, avant dinitrophénylation 

et après dinitrophSnylstion. 

L I Û L ? Z  43.- 

Séparation électrophorétique de l'hydrolysat 

totzl du 2eptide B3, avent dinitrophénylation 

et cprès dinitrophénylation. 

FPXrfZZ 44.- 

Sépar%tion 6lectrophor6tique de llhydrolysat 

tot~l du peptide 54 avsnt dinitrophénylation 

et après dinitrophénylation. 

FI"IUi2'd 45.- 

Identificetion de l'acide amin6 constitutif 

au peptide C l  

Sé2arztion Glectrophor6tique des mono-DKP-lysines 

obtenus après hydrolyse totale des DNP-peptides 

B2, 33, 94 et C l .  
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Sépar~tion électrophorétique des produits de 

condensation de l'acide pyroglut~~rnique et de la 

tyrosine (rap20rt 1/1 ) 

E L )  r&vélstion par le ninhydrine 

b) r2vélation par 1' a-nitroso- P-naphtol 

FISURE 48.- 

Séparation 6lectrophor6tique des produits de 

condensation de l'acide pyroglut~~mique, de 1' 

acide aspartique et de 1s tyrosine (rapports 

2/1/1) 

a) révdlation por la ninhydrine 

b) révélation par 1' a-nitroso- p-naphtol, 

Cin6tique d'hydrolyse alcaline (pa 8,5) d'un 

échantillon de 20 mg de polyaspartique (structure 

polyimide) dissout dans 20 ml d'urée IOPV;. 

(1) courbe expérimentale 

(2) consommstion de soude par la solution d' 

urée IOM, à pK 3,5 

(3) cinétique d'hydrolyse de l'acide polyaspar- 

tique (déduite des courbes (1) et de (2). 

(a) salification des groupements carboxyliques 

libres 

(b) hydrolyse des cycles imides. 

PIUURF: 50.- 

Sépar~tion électrophorétique des dérivSs monodini- 

trophénylés de la lysine, obtenus après hydrolyse 

acide des DWP-polypeptides dans lesquels la lysine 

s dté condens6e à partir de son monochlorhydrate. 





CinGtiques de disparition de l'acide pyroglu- 

tamique (A) et du glycocolle (B), et cinétiques 

d'apparition des peptides pyroglutamyl-glycine ( 

A-13) et pyroglutamyl-glycyl-glycine (A-B-B) 

Te de réaction : 1'7OeC 

rapport glycocolle - = 1 ac . pyroglutamique 





FIGURZ 52.- 

Variation de la densité optique du biuret en 

fonction du temps, pour diffgrents m4langes d l  

acide pyroglutamique (A) et de glycocolle (B) 

La densitd optique est exprimée pour une concen- 

tration de 1 mm3 de polypeptide par ml de 

solution. 

FIGURi3 53.- 

Variation du rapport en fonction de la 
CE3 O] 

concentration de l'acide pyroglutamique. (A) 

Vo = pente au temps t =O des courbes de la figure 

52 

[3o]=  concentration du glycocolle au temps t =a. 

vo Variation de log,---en fonction de -log[~oj ~ 3 .  J 





Cinetique de disparition du glycocolle en 

fonction du temps, pour différents mélanges 8 
A 

B = acide glycocolle 

A = acide pyroglutamique 

NB est exprime en nombre de mole. 

FIGURd 5 6 , -  

Cinétique de disparition du glycocolle en fonc- 

tion du temps pour différents mélanges 
A 

[BI est exprimé en concentration 
Les courbes de la figure 56 sont déduites des 

courbes de la figure 55, en divisant N par le B 
volume du mglange r6actionnel. 
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Variation du logfJ en fonction du temps pour 
Cl 

différents rapports 2 
A 

r " 
,BO\ C A = concentration en glycocolle au temps t=o 

B = glycocolle 

A = acide pyroglutamique 

FISURE 58.- 

Variation de -1ogk en fonction de -lo&o] 

k = pente des courbes de la figure 57. 
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FIûUR% 59.- 

Séparation dlectrophor4tique des dgrivés monodini- 

trophénylés de la lysine, obtenus après hydrolyse 

totale acide de la DN2-polylysine. 

FIGURE 60.- 

Identificwtion &lectropQor&tique du dérivé mono- 

dinitroph8nylé de l'ornithine obtenu par hydro- 

lyse du produit de condensation dinitrophénylé 

de l'ornithine base. 

FIGURZ 61.- 

Sgpcration électrophorétique des produits de 

condensation de l'ornithine base et de l'acide 

a ,  ydiaminobutyrique base. 

FIGUiZS 62 

Spectre dtubsorption du biuret de diff6rents 

polypeptides : 

A : polyglycocolle (frc,ction soluble dans l'eau) 

3 : polypeptide adialysable 

C : triglycine 

FIGURE 63.- 

Variation de la vitesse 6lectrophorStique sur 

papier, du polypeptide de poids moléculaire 4600, 

en fonction du pH. 

V exprime la distance pzrcourue par rapport au 

glucose, par le polypeptide pend~nt 4 heures sous 

2,35 volts par cm. 
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FIGUBE 64.- 

Spectre I.R. de l'acide pyroglutamique 

FIGURE 65.- 

Spectre IoRm du pyroglutûrnyl-glycine de ssnthèse 

FIGURE. 66,- 

Spectre I.R. du polyglycocolle insoluble 

Spectre 1.R. d'un polyglycocolle synthétisé 

par une zutre m6thode (ELLIOTT) (15) 

FISURE 68.- 

Spectre 1.R. du polyglycocolle de HARKDA et 

FOX (27) 





FIGURE 69.- 

Spectre I.R. de l'acide polyaspartique (forme 

polyimide) 

Spectre I.R. du polypeptide de poids mol6culaire 

4.600. 

Cin4tique d'hydrolyse B deux températures 

différentes de la polyalanine, per la carboxy- 

peptidase. 

Ep ordonnée : pourcentage en poidsde l'alanine 

libér&par rapport au poids initial de peptide. 



F I G U R E  71 


