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Les w —-aminoacides dans lesquels les f nctions amine
et acide sont suffisamment éloignées donnent tres facilement
par chauffage une réaction de polycondensation qu- conduit &
des polyamides de haut poids moléculaire ; la fab-ication des
fibres synthétiques a partir de l'acide ¢ ~aminoc:proique ou
de 1'acide 11-amino undécanoique en sont de remar uables

exemples.

Les acides a—aminés naturels ont un ccwportement treés
différent. Par chauffage & sec, ils subissent de: réactions
complexes de désamination, de décarboxylation, d¢ deshydratation,
etc... Leur chauffage dans des solvants tels que la glycérine
ou l'éthylene glycol, permet la synthése de dicé opipérazines
(SANWIE) (45). Cependant le comportement thermiq:e de deux
acides aminés dicarboxyliques, l'acide aspartiqu: et l'acide
glutamique, est particulier. L'acide aspartique chauffé vers
2009C se condense en une polyimide qui s'hydrolyvse en milieu
alcalin, en un acide poly-aspartique (KOVACS)(35),(VEGOTSKY) (
28)(29) et(FOX) (20)(2I). L'acide glutamique au contraire se
cyclise par chauffage a I709C en sa lactame : l'acide o -pyr-
rolidone carboxylique ou acide pyroglutamique (point de fusion

16I-1629C) (BEECHAM) (5) (WILSON et CANNAM)(55).

Toutefois HARADA et FOX ont montré . écémment que
le chauffage (& des températures supérieures & I502C) de 1!
acide pyroglutamique en présence d'autres acidzs o -aminés
permet d'obtenir des produits de condensation jui donnent une
réaction “u biuret positive., Ce biuret n'appar:it pas quand on
remplace l'acide aminé par sa dicétopipérazine (EARADA et al.)

(27).

Le chauffage entre 1602 et I902C d un nélange

finement pulvérisé d'acide pyroglutamique et d2 giycocolle (

acide pyroglutamique , : _
glycocolle égal & I,2 ov 3) conduit a

la synthese de produits insolubles et adialyszble- dont le poids

rapport
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moléculaire varie entre II1.000 et 20.0.:C (HARADA et al.) (27).

En faisant réagir dans les mémes conditions un exces
d'acide pyroglutamique et d'acide aspartique avee un mélange
complexe d'acides aminés neutres et basiques, on obtient des
produits de condensation qui contiennent tous les acides
aminés utilisés. Ils correspondent aux "proténoides" de
synthése de FOX et HaRADA (I8),(I9),(20).

La réaction peut &tre également catalysée par de 1'
acide phosphorique qui augmente la vitesse de réaction et
gqui permet d'abaisser la température de condensation (FOX)
(20),(21) et(HARADA) (28).

En utilisant le 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 (HARADA) (28)

au cours de notre travail, nous nous sommes proposé
d'étudier 1z nature et la structure des produits formés au cours &
la réaction de polycondensation proprement dite, et les
propriétés générales des polypeptides synthétisés par cette
méthode.

Ainsi, la structure détaillée de plusieurs peptides
a été déterminée par 1l'analyse et virifiée par la synthése.
L'influence d'un certcin nombre de facteurs (température,
temps, rapports mol.ires des différents réactifs) sur le degré
d'avancement de la réaction a été précisé. Un processus de
polycondensation est proposé et les ordres de réaction par

rapport aux réactifs ont $té déterminés.

Le plan de ce travail est le suivant :
-~ CHaPITRE I
- CHAPITRE II

e

techniques générales

ae

Influence d'un certain nombre de facteurs
sur la condensation de l'acide wvyr.ogluta-
migque et des amino acides

- CHAPITRE III
- CHAPITRE IV
~ CHAPITRE V

~ CHAPITRE VI

oo

Structure des produits de condensation

Cinétique

Condensation thermique des acides aminés basiques

a0

Propriétés physiques. chimiaues et hinlnsinnas



CHAPITRE I
TECHNI ,UES GENERALES

Les acides aminés utilisés sont des formes racémigues
ou des formes naturelles (série L) (*).
A) 2nLPARATION DE 1'ACIDE 2YROGLULATICUE
L'acide pyroglutamique est préparé simplement par

chauffase de 1l'acide L-glutamigue (BEECAalM) (5) au bain d°
huile a I7092C pendant 2 heures

NH,, ?n-0ﬁ2-0«12 ~COOI ———> 0=Cf-000H+ H,0
COCH N

L'acide pyro:lutimique ainsi préparé (point de fusion I479C)
donce une légere réaction du biuret. La purification de 1l'acide
pyroglutamique est obtenue par cristallisation dans 1'éthanol.
Apreés une premiére cristallisation, le point de fusion du
produit est de 1562C. Apres une deuxiéme cristallisation,
celui-ci est de I59-1609C. La liqueur mére brunétre contient
des produits de condensation de 1l'acide glutamique que 1l'on
peut séparer par un couplage des méthodes électrophorétique
(2 pd 3,9) et chromatographique (dans le butanol/acide acétique/
eau). Outre l'ccide pyroglutamique, quatre (ou cing) dérivés
peuvent 8tre révélés par la réaction de PAN et DUTCHER (4I) (

voir plus loin). Toutes les tiAches sont ninhydrine négative

(Fig.I)

Le chauffage prolongé (Z4d. & IT70°C de 1l'acide
pyroglutamique purifié ne fait plus apparaitre de substances
donvant la réaction du biuret. L'acide pyroglutamique ne se

condense donc pas avec lui-méme.

(*) - Les D,L- aminoacides synthétiques (lysine base, monochlo-
rhydrate de lysine, phénylalanine, thréonine, méthionine, leucine
et tryptoohwnne)nous ont été fournis par 1l'Alimentation
Zquilibrée de Commentry. L'acide L-glutamique nous a été géné-
reusement srocuré par les Etablissements FOULD-SPRINGER (
Laison-:ilfort, Seine).



B)

Les peptides obtenus au cours de la préparation se
forment uniquement au cours de la deshydratation de l'acide
glutamique.

METHODES DE CONDENSATION
Deux méthodes peuvent 8tre employées.
12) - Procéddé de FOL et HiRADA :

Un mélange d'acide pyroglutumique et d'un ou plu-

sieurs autres acides aminés est finement pulvérisé au mortier.

Ce mélange est ensuite introduit darns un tube & es.ai que 1l'on
plonge dans un bain d'huile maintenu & température constante et
comprise entre 16592 et I902C. Treés rupidement 1'acide pyroglu-
tamique fond et les autres acides aminés entrent en rdéaction (*).
Au bout d'un certauin temps de chauffage, on obtient & chaud un
produit sirupeux qui, par refroidissement, donre une résine

friable, hygroscopigque et de coloration générzlement ambrée.
acide aminé .
_acl - faibles (
acide pyroglutamique
inférieurs & 2 ou 3 mais variables avec les acides aminés) et

Pour des rapports

apres un temps de chauffage plus ou moins long, on obtient une
masse visqueuse et homogéne. Certains acides aminés se décompo-~
sent trés rapidement au cours du chauffage et don:ent naissance
a des goudrons, c'est le cas de la cystine, de la cystéine, de
a2 méthionine, de la sérine et de la thréonine ; d'autres

amino-acides au contraire ne semblent pas se décomposer, méme
-u cours d'un chauffage prolongé & I7T02C : c'est le cas de 1!
acide aspartique, de la tyrosine, de la leucine et du monochlo-

rhydrate de lysine.

29) -~ Technigue pecsonnelle :(Condensation au départ d'une
solution aqueuse).

Afin d'homogénéiser le plus possible le mélange
initial, nous avons essayé de polycondenser 1l'acide pyroglu-

tamique avec les zutres acides aminés, aprés les avoir préala-

(*¥) La réaction est accompagnée d'un lent dégagement de vapeur
d'eau a réaction basique.



blement dissous dans le minimum d'eau bouillante. L'eau est
ensuite ¢vaporée lentement par chauffage & I059-II02C et le

mélange est porté a4 la température de condensation.
X

acide aminé

— - inférieurs
acide pyrozlutemique

a 2 ou 3 pour les acides aminés trés solubles dans 1l'eau (

4Lvec des rapports

glycocolle, thréonine, lysine, etc...) , on n'observe pas de
recristallisation. Pour les acides aminés peu solubles dans 1!
eau (acide aspartique, t,rosine, leucine, etc.) cette technique
ne présente pas d'avantage quant & 1'homogénéité du milieu
réactionnel ; 1l'addition d'acide chlorhydrique qui facilite 1la
solubilisation n'est pas favorable car la réaction de conden-
sation se fait avec des rendements trés faibles.,

Pour des températures supérieures a 1602C, les deux
méthodes de condensation présentent les mémes avantages et
donnent des renderents identiques.

Par contre, la deuxiéme méthode permet d'obtenir des
produits de polycondensation & des températures inférieures a
I609C (point de fusion de l'acide pyroglutamique). Nous avons
ainsi révélé la présence de peptides, par chauffage prolongé (
24 heures) a I309°C de la masse obtenue & partir de solutions
aqueuses contenant de 1l'acide pyroglutamique et 1'un des amino
acides suivants : glycocolle, méthionine, tryptophanne, thréonine.
Cette variante de technique permet donc d'envisager la conden-
sation des acides aminés qui sont peu stables a la chaleur et
qui se décomposent trés rapidement & des températures supérieu-
res & I609C. Mais cet abaissement de la température de conden-
sation de 20 a 309C au dessous du point de fusion de l'acide
pyroglutamique doit &tre compensée par une augmentation impor-
tante du temps de chauffage afin d'obtenir des rendements

\

valables. Apres un chauffage & I302C d'un mélange d'acide pyro-
glycocolle

pyroglutamique

pondéral de I8,2 % en polypeptides insolubles est obtenu au

glutemique et de glycocolle( = 3) un rendement

bout de 24 heures de réaction.



c)

-

TECHNTIYUES ANALYTICUES

12) Péthode de séparation des scides aminés et des peptides

a) Chromatographie sur papier Whatman 1 ou Whatman 3 avec
les systémes classiques n-butanol/acide acétique/eau (4 : I :5)
et phénol/eau

b) Zlectrophorése sur papier dans des cuves en toit du
type Durrum.

~slectrophorése sur papier ) pH 3,9 dans le tampon acide
acétique/pyridine/eau (IO0 : 30 : 4370) décrit par BISERTE et
al (I0), qui permet la séparation des acides aminés en plusieurs
groupes (acide aspartique, acide glutamique, acides aminés
"neutres" et les acides aminés "basiques". (Fig. 3).

-Electrophoresc & pH 2,4 dans l'acide acétique N qui
permet la séparation des acides aminés neutres. (Fig. 5).

\

~Electrophorése & pH II dans l'ammoniaque N qui perret
la séparation des acides aminés basiques. (Fig.6).

Le couplage bidimensionnel de 1'électrophorese et de
la chromatographie dans le systéme n-butanol/acide acétique/
eau est également fréquemment utilisé. (Fig. 4 et 5).

c) Récupération des peptides aprés chromatographie ou
électrophorése sur papier : apreés séparation d'un mélange de
peptides, et révélation de témoins latéraux (fig.7), les
bzndelettes de papier contenant les peptides sont éluées par
1'eau dans 1l'appareil d'élution automatique proposé par
BISERTE (7) ou par un dispositif simplifié (fig.8). La solu-

tion de peptides récupérés est évaporée sous vide.

29) Méthodes de révélations spéeifigues

a) iAcides aminés et peptides : Leur révélation sur

papier se fait par pulvérisation d'une solution de ninhydrine
& Ip. I0O00 dans le n-butanol, suivie d'un chauffage dans une
étuve & I00°C pendant 5 & IO minutes.

b) Peptides : La révélation des liaisons peptidique et



i .

amide se fait par la réaction de RYDON et SMITH (42) modifide
par Pi¥ =t DUTCHER (4I). Par pulvérisation d'une solution
diluée d'hypochlorite (292 chlor.métrique) on transforme les
amides en chloramides, Aprés élimination de 1'excés d'hypochlo-
rite par ventilation cu pulvérisation d'éthanol, on pulvérise
une solution & Ip. I00C d'iodure de potassium et d'amidon
soluble; le chlore de la chlor:mide déplace 1l'iode qui colore
1l'amidon.

c) Tyrosine : La révélation spécifique de la tyrosine et
des peptides & tyrosine se fait par 1' a-nitroso- B-naphtol :
pulvérisation d'une solution alcoolique & Ip. 100 d'a-nitroso-

f -naphtol, séchage a 1'étuve & I009C puis pulvérisation d'une
solution aqueuse 3 IOp. I00 d'acide nitrique et séchage & 1!
étuve & I002C pendant 5 minutes. La tyrosine se révéle en rose
rouge sur fond vert.

a) Argininé : Révélation spécifique par la réaction de
SAKAGUCIII, par pulvérisation d'une solution acétonique & Ip.I000
de 8-hydroxy-quinoléine puis d'une solution d'hypobromite.
L'arginine se révele en rouge.

e) Dicétopipérazine : les dicétopipérazings en solution

sont mises en évidence par la réaction de SASAKI (46). Aprés
2 minutes d'ébullition en présence de picrate de sodium, les

solutions contenant des dicétopipérazines se colorent en brun.

32) Dosages
a) Te¢hniques classiques

I2) Hydrolyse des peptides

L'hydrolyse totzle des peptides est e ffectude dans 1l'acide
chlorhydrique 5,6 N en tube scellé pendant 24 heures & 1002°C,

29) Dosage chromatographique : Aprés séparation chroma-

tographique ou électrophorétique, les feuilles de papier sont
révélées par la ninhydrine & Ip. IO00 dans 1'acétone tamponnée

a pH. 7. Les taches violettes sont éluées dans un mélange 4!
acétone et d'eau (60 : 40) (v/v) et ls mesure spectrophotométrique

est pratiqudée a 570 my.« Des courbes témoins sont construites



pour chaque acide aminé particulier. (technigue de BISERTE et
al) (I0)

32) Dosage par ls méthode des dinitrophéaylaminoacides (
méthode de Lévy) (37) L'hydrolysat est traité & pH 9 par le

2,4 dinitro~ 1 =fluorobenzéne., La dinitrophénylation est effec-

by

tuée a pH constant et & 372C (fig.9). La courbe de consomma-
tion de soude diluée sui e¢st construite automatiquement permet
de saisir facilement la fin de la réaction de condensation.
(fig. I0). Les DNP-aminoacides sont fractionnés en deux groupes
dont lc plus important, le groupe des &théro-soluble est séparé
en chromatographie bidimensionnelle suivant la méthode de
BISERTE et al. (9). Les DNP-amino acides sont dosés spectro-
photométriquement & 360 mp apres ¢lution des taches par une
solution de bicarbonate a 1p. I00. Le dispositif chromato-~
graphique de la premidre dimension (chromatographie ascendante)
est schématisé sur le figure II et la cwrte chromatographique

des DNP-~acides aminés éthérosolubles sur la figure 12,

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

la réaction du biuret. Cette réaction a été effectuée en
dissolvant un échantillon de peptide dans 2 ml de NaOH N ;
aprées dilution avec 4 ml d'eau, on ajoute 0,8 ml de CuSO4 a

2p. 100 (p/v). Au bout de 30 minutes on centrifuge et on 1lit

la densité optique a 550 mp contre un blanc. Nous avons vérifié
Gue, dans les zones de concentration wutilisdée, les conditions
d'application de la loi de BEER-LAMBERT étcient remplies.

b) Techniques oarticulieres

12) Dosage du_glycocolle : le dosage du glyco-

colle sur des quantités de l'ordre de IO_3 mole a été

effectué par titrage potentiométrique en milieu non aqueux (
acide acétique, acide formique) VIGNERON(54). Le mélange &
doser est dissout dans I ml d'acide formique et dilué avec

40 ml d'acide acétique. Le dosage est fait avec une solution
d'acide perchlorique 0,I N dans l'acide acétique sur un poten-
tiométre muni d'um électrode de Vverre et d'une électrode au

calomel (Fig. 2).



22) Dosage de l'acide pyrogzlutamique : L'acide pyro-

glutomique est dosé apres séparation chromatogra phique ou élec-~
trophorétique aprés hydrolyse. La méthode utilisée peut étre
schématisée de la f..con suivante : ,

- séparation : apr:s la réaction de condensation, le mélange

de peptides contenant de 1l'acide pyroglutimique est dissout
dans un certain volume d'eau ; une partie aliquote de cette
solution est déposée sur du papier Whatman en vue d'une sé-
paration par électrophorese a pH 3,9 ou par chromatogruphie dans
le butanol acide acétique.

~ hydrolyse : aprés la séparation, les produits & doser sont
repérés, grice a des témoins latéraux et les bandes corres-
pondantes sont découpées et ¢luées par 1l'eau. Les solutions
sont évuporées et les résidus repris dans 0,2 ml de NaOH 6N

sont portés a 802C pendant I50 minutes. Le type d'hydrolyse

choisi est recommandépour 1'acide pyroglutamique.

-=Dosage : 1z solution hydrolysée est neutralisée par 1l'acide
acétique et diluée avec de l'eau afin d'obtenir des solutions
sensiblement 0,5 10_3 molaires en amino-acides. Celles-ci sont
ensuite dosées en série a 1'aide d'un analyseur automatique qui
enregistre les densités optiques de la coloration donnée avec
l2 ninhydrine (¥). La détermination qu:ntitative est faite avec
des solutions témoins d'acide pyroglut.mique qui ont ét¢é soumises
aux mémes traitements. Le dosage a l'aide 'un analyseur auto-
matique peut également &tre utilisépour les autres amino-acides
(glycocolle par exemple). Dans ces cas, il suffit d'utiliser
des solutions témoins de 1l'acide aminé correspondant. Le dosage
de qut lques olygopeptides possédant 1'acide DPyn@glutamique

en position N-terminale peut également &tre réalisé par ce

procédé apreés hydrolyse alcaline.

(*) Le dispositif utilisé est un équipement Technicon" adap-~
té au dosage des acides aminés., L'adaptation a été réalisée au
Laboratoire de Chimie Biologique par les soins du Professeur

Agrégé DAUTREVAUX.
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CHAPITRE 11

INFLUENUCE_DE DIFFERENTS FACTEURS SUR LA CONDENSATION DE 1'ACIDE
PYROGLUTAMIQUE uT DES ALINO-ACIDES

Au cours de cette étude, nous étudierons successi-

vement l'influence de la température, du temps de chauffage et
acide cminé
wcide pyroglutamique

du repport initial

A) Influence de lo température. Energic d'activation de 1la
réaction

Une augmentation de la température de condensation
accelére notebl: :ment 1as vitesse de la réaction : 1'étude de la
variation de l'intensité de le réaction du biuret en fonction
du temps illustre bien cette action sur la vitesse de réaction
(Fig.13).

La loi d'ARRIBNIUS a été vérifiée en portant
graphiquement le logorithme des vitesses initiales (pentes au
temps t=o) en fonction de 1 (fig. I4). La droite ainsi obtenue
prouve gque lz constante deTvitesse de la réaction obéit a la
loi A'ARRHENIUS :

Lo mesure de la pente de cette droite donne 1'énergie

d'activation ®.

L : E _ _E
Pente #& 5,1 # —§j§~§ = ng?

L'influence de la température se manifeste aussi
sur les rendements en produits insolubles obtenus par conden-
sation du glycocolle (fig. IS5).

Cependant, 1'utilisation de températures trop élevées
n'est pas favorable, car elle facilite les réactions de décom~
position des amino acides et conduit a 1'obtention des produits
dégradés (courbe pointillée de la figure I5).

Pour les amino-acides peu stobles 3 1la chaleur (
comme la thréonine et la sérine) il est d'ailleurs préférable

d'opérer & I40 #C et sous ztmosphére inerte.



B) Influence de lg durée de condensstion

La durée de condensation o une treés grande importance
sur le rendement final en polypeptides. La figure I6 montre que
le rendement en produits insolubles dans l2 condensation du
glycocolle, croit linéairement avec le temps (dans des limites

e vemps qui n'uxcédent pas 4 heures).

o

De plus, les courbes représentant la variation du
biuret en forction du temps pour différents milanges, montrent

que lo réaction atiteint son degré d'avancement maximum, beaucoup
acide zminé .
- - faible
acide pyroglutamique
(fig. I7). Le prolongation de la durée de la réaction en vue

plus r ~pidement pour un rapport

d'obtenir des rendements maxima dépend donc du rap.ort initial
acide aminé

acide pyroglutamigue’

sation de la lysine (rapport

La séparstion des produits de conden-

lysine vy s
acide pyroglutamique 1) illustre

bien ce phénoméne (fig. I8). Au bout de 48 heures de rdaction,

il reste bezucoup de lysine qui n'a pes réagi, et le couple
de peptides 4 et 3 (dipeptides) apparu tout au début de 1la
réaction est toujours en quantité équivclente.

Pour certzins smino-acides, le temps de condensation
ne peut &tre prolongé trop longtemps, car on arrive & des
produits dégradés. (courbe pointilide de la figure 16).

Nous avons &également vérifié que la quantité de
dicétopipérazine formée su cours de la réaction zsugmentait

avec la durée de chauifage.

acide aminé
- 2C1CC on - ( =rapport B)*
acide pyroglutamique Iy

c) Influence du rsvnort initial

Toute cette étude a &té faite avec des mélanges 4!

acide pyroglutumigue et de glycocolle dans des rapports molai-

res - ngCO?OII? - (B/A)* variables, chauffés a 168-I702C
acide pyroglut-migue

et préalablement pulvérisés au mortier.

I2) Zvaluation quontitative des produits de condensation

apparus au bout de deux temps de chauffage.

Des mélanges d'acide pyroglutamique et de glycocolle

¥ Pour simplifier la présentation de 1'eXposé nous adapterons la no-
menclatwe suivante pour désigner le rapport acide aminé B
acide pyroglutamique A
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dans des rapports 2 variant de 0,5 & 8 ont €té chauffés pendant
deux temps difiérefits : 75 et I50 minutes. Sur chacun des produits
de coniensstion, 1'évalustion quantitetive des polypeptides a été
mesurée var le méthodce du biuret et por les rendements en

produits adialysables,

L'étude de la voriation de l'intensité de la réaction
du biuret en fonction des rupports B, donnée par les produits de
condensation obtenus su bout de 75 %inutes (figure I9) montre
un maximum pour le ropport B = 3. L'allure de cette courbe
s'explique par le fait gue fe temps au bout duguel le degré 4!
avuencement de la réaction est maximum, dépend du ropjrort
initial B/A (fig. I7). C'est ainsi qu'au bout de 75 minutes, la

réaction est terminée pour le m.lange B .
) YA €% 2 = 1, tandis qu'elle se

continue encore pour les mélanges 3 _ 3

A

La méme explication est wvalable pour 1l'interprétation
des courbes donnant le rendement pondérel en produits adialy-
sables en fonction du rspvort B (fig. 21).

Les courbes des figu%es I9 et 2I montrent que le
rapport 3 & une tres grande importence sur les rendements en
polypept%des, meis elles ne font pas ressortir le rdle de 1!
acide pyroglutemique, car tous les résultats sont donnés en

fonction du rapport B.

A
La

A partir dcs courbes des figures I9 et 2I, on peut
construire d'autres courbes dans lesquelles les résultats sont
donnés en fonction de la quantité de glycocolle contenue au
départ dans des mélanges ayant la méme quantité 4'zcide pyro-~
glutzmique (fig.20; (fig.22).

Cette deuxieme interprétation des résultets montre
que ce rendement en polypeptides, pour un temps de réaction
‘donné dépend de la quantité de glycocolle.

Or, 1'acide pyrozlut:mique ne se condense pas sur
lui méme. Le glycocolle possédant deux fonctions susceptibles de

réagir l'une avec l'autre, ne se condense pas qu.nd il est
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chauffé seul dons les mémes conditions, meis il se condense
en présence d'acide pyroglut.mique et les rendements en
polypeptides est d'autunt plus gr-nd gu'il y a moins d'acide
pyroglutimique. Ce phénoméne ne peut s'expliquer que si 1!
acidc pyroglut .mique joue un réle d'initiateur dans cette
réaction.

2-) Influence du facteur temps sur 1'étot d'avancement

de la réaction pnour différents rapports B.
A
£

Les courbes exprimant les variations de 1l'intensité

du biuret cn fonction <¢u temps pour différents mélanges B (fig.I7)
présentent rapidement un palier pour des rupports B f&ibées,
tandis qu'elles continuent & croiftre pour des rappérts 2 plus
grands, A

Le calcul des rendements en produits adialysables
en fonction du rupsort B , pour deux temps de chiuffage diffé-
rents (75 minutes etISOAminites) (fig. 22) montre & la fois
l'influence du rapport B pour un temps de chauffoge donné et

. rd A - ™y 4
1'influence de lz durde”de condensation pour un repport B donn€.

&

Ces résult.ts mettent bien en évidence le fait que

plus le rapport B est grand, plus le temps de condensation doit

&tre prolongé pour que le degré d'avoncement de la récction soit
maXimum.

32) Composition en amino-acides des produits de condensa-

tion insolubles.

Les frzctions insolubles obtenues aprés 75 ou I50

minutes de cheuffage & I659C (ranport B variant de 0,5 & 8) ont
A
€t¢ soumises & 1l'hydrolysc acide. Apres dinitrophénylation des

hydrolysats, les DKP-amino acides (acides DNP-glut.mique et
DNP-glycocolle) ont ¢té séparés en chromatogr.phie unidimen-

sionnelle et dosés par spectrophotométrie.

Les résultots de 1'étude de le composition en
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_amino-acides _de ces frictions sont aussi_en faveur du

role d'initisteur de 1'acide pyroslutazmique (tableau 4)

TABLEAU A

1
Rapports molaires
glycocolle
ac. glutamique

de 1'insoluble-

Raprorts molaires
glycocolle
ac. zlutomique
de 1'insoluble

Rapport
glycocolle
'ac.pyroglutamique
du mélange

!

!

! ! !

! ! !

! ! !

! f !

! ! !

initizl ' (75 minutes de ! (I50 minutes de !

! ! réaction). ! réaction). !
SO — P F— - SE—
’ ! ! !
! 1,5 ! 7,3 ! non dosé !
, 2 ! 9 ! 8,9 !
' 3 ! 11 ! 9,3 !
' 4 ! 9,5 ! 10 '
, 5 ! 10,6 ! 9,3 !
' 6 ! 9 ! 9,7 !
! 8 ! 9 ! 12 !
! ! !

Composition en aminoacides des fractions insolubles
obtenues aprés 75 ou I50 minutes de chauffage par condensation
a I68-I709C de l'acide pyroglutamique et du glycocolle en
proportions veriables.
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CHAPITRE III

STRUCTURE D&S PRODUITS DE COuJENSATION

La structure et la composition des produits de condensation
ont été étudiés soigneusement afin de pouvoir confirmer les
structures peptidiques des produits formés et proposer éventuel-

lement un processus de polycondensation.

A)~ STRUCTURE ET COMPOSITION DES_PRODUITS DE CENDENSATION DU

GLYCOCOLLE

Aprés condensation d'un mélange d'acide pyroglutamique
et de glycocolle, on peut séparer une fraction soluble dans
1'eau et une fraction insoluble que 1l'on soumet & une dialyse
contre de l'eau distillée afin d'éliminer les petites molécules.

Les fractions solubles et dialysables sont eunsuite mélangdes.

192)- Etude de la fraction soluble

a) séparation des produits de condensation

Les constituants de la frzction soluble sont trés facilement

séparés par un couplage bidimension:iel électrophoreése a pH 3,9

et choomatographie dans le systéme butanol/acide acétique (fig.23).
La ninhydrine ne révele que les taches B (glycocolie) et
C (Glycyl-Glycine). Les autres produits sont révélés par la
réaction de PAN et DUTCHER (4I). Les taches AO’ A1’et A7 font
partie d'une série homologue de veptides dont les comportements
¢lectrophorétiques et chromatographiques sont gr_.duellement
différents. La tache & correspond & la dicétopivnérazine du
glycocollie,

b) Composition et structure chimigue des pnroduits
A1’ A2,‘.‘A7‘

En dosant par la ninhydrine et la méthode des DNP-amino-

acides les hydrolysats de ces fractions, ncus avons démontré
que chacun de ces produits de condensation posséde une molécule

d'acide glutamique pour plusieurs de glycocolle. Le nombre de
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moléculesde glycocolle augmente un fonction imvarse dw
RF des dérivés. Or, tous ces produits gui ont un comportement
acide en électrophorése donnent la réaction du biuret, mais ne
se révelent pas par la ninhydrine ; il faut donc considérer
qu'ils ne possédent pas de groupes a-aminé terminal libre par
suite de la formation d'un cycle pyroglutumique. La structure

générale de es produits est donc la suivante

OB

o=l | ~co-(nia-cH. -co) -oH
hﬁ 2 n

l'existence de peptides de ce type est reconnue ; en
effet, deux peptides naturels possédant l'acide pyroglutamique
en début de chafne ont été isolés ; il s'agit du pyroglutamyl-
glutaminyl-glutomine (DEK.ER)(I3) et de 1l'eisénine ou
pyroglutamyl-glutaminyl-alanine (OHIRA)(40).

Pour vérifier cette structure, nous avons entrepris
labiynthése du dipeptide pyroglutamyl-glycine (
0= '\;} ~CO-NH-CH,,
électrophorétiques et chromatographiques que le peptide A1
(fig. 28 et 29)

Ue plus, le dipeptide glycyl-glycine (diglycine) et le

-COOH) qui posséde les mémes comportements

tripeptide diglycyglycine (ou triglycine) ont été chauffés

avec de l'acide pyrogluteomique. La séparstion des produits de
condensation par le méme couplage bidimens onnel (électrophoreésc
4 pH 3,9 et chromatographie dans le butanol/acide acétique)

révele également la présence des peptides Az, 4, et A6 pour

la diglycine (fig. 24) et des peptides Ay et A64pour la triglycine
(fig. 25). De la méme manidre le peptide pyroglutamyl-glycine

de s nthése (A1) a ét$ chauffé lui aussi avec de 1la"diglycine"

et de la "triglycine" et la séparation des produits de conden-

sation révele la présence des peptides A3 et A5 pour la digly-

cine (fig. 26) et 4, pour la triglycine (fig. 27).

Tous ces résultats sont donc en faveur de l'existence

d'une série homologue de peptides répondant & la structure

générale.

{
o= 5. -CO~ (NH-CH

\ﬁi 2—COLfOH
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Synthese dii vpeptide. pyroglutamyl-Glycine

Cette synthese a été faite a partir de l'acide pyro-
glutamique et du glycocolle par la méthode & 1ls N,H'-dicyclo-
hexyl-carbodiimide (SHEEHAN et coll.)(47)(48), que nous avons
adaptée & ce cas particulier. On dissout 0,02 mole d'acide
pyroglutamique dans le minimum d'éthanol absolu et on y ajoute
une solution éthérochloroformique de glycinaote d'<éthyle (0,02
mole). aprés refroidissement & 59C, on ajoute 0,022 mole de
N,N'-dicyclohexyl-carbodiimide. Au bout de 45 minutes un
précipité de N,N' dicyclohexylurée commence & apparzitre.
On laisse sous agitation pendant I5 heures et on lave la
phase organique par une solution 4'dACl & 3,5 %, puis par une
solution de NaZCO3 & 3,5 %. Les fractions aqueuses sont mélan-
gées, amenées a pH.6, éveporées a sec et reprises par 1!
acétone pour éliminer lc chlorure de sodium. La solution
acétonique additionnée d'un peu d'eau est mise a évuporer,
I1 se dispose de petits cristaux bluncs de pyroglutamyl-gly-
cinate d'éthyle ('TF :65-702C). Celui-ci est saponifié en
milieu acétonigue par la guantité stoe chiométrique de NaOH puis
acidifié au bout d'une heure. On évapore a sec et on dissout le
peptide dans le minimum d'éthanol bouillant. Par cristal-
lisation on recueille le peptide (TF : I49°C) (rendement 52 %).
22)- Etude de la fraction insoluble

a) composition en amino-acides : la détermination du

rapport gly des fractions insolubles a ¢té abordée apres
hydrolysg %otale par la méthode des DNP-amino acides. Ce
rapport est envirom de I0 pour toutes les fractions inso-
lubles quels que soient le temps de réaction et le rupport
initial 2 (voir tableau 4 du chapitre ID.

A
b) dosage des CQOOH terminaux : la détermination quanti-

tative des groujements carboxyles libres a été faite en
mesurant la gquantité de NaOH que peut fixer cetie fraction
polypeptidique & pH. 7. Cetie mesure a été réalisée a l'aide

d'un titrateur automatique.
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Pour salifier 50mg de polipeptide nous avons utilisé

6,25.10-5 mole de NaOH. Le poids moléculaire moyen de ce poly-
peptide est donc de : ¥ = 9,03 5 = 300

6,25.10
Si le polypeptide a pour formule

pyroglutamyl -(gly)-gly-0d

n-1
. ., 30C -I29 .
n est donc égal a 5 C 18 soit II,8

Nous retrouvons approximativement par cette mithode 1la
composition en amino-acides donnée par le dosage (tableau 4 du
chapitre II). Ces résult.ts sont en désaccord avec ceux de
HARADA et FOX (27) qui trouvent - un poids moléculaire plus
important de 1'ordre de II.000 a 20.00C. Dans leur article,
la détermination de ce poids moléculeaire a été réalisée par le
dosage des acides aminés en position N-terminale. Etant donné
que nous avons démontré que ces groupes aminés pouveient &tre
blogu¢s, il n'est pas étonnant que JARADA et FOX trouvent des
valeurs trop fortes.

c)Détermination des xides aminés en position N-terminale

La leucine~amino peptidase préparée a pertir du rein de
porc par la méthode de STACKMAN (49) modifide par AILL et
SMITH (3I), n'a aucune action sur ces polypeptides, ce qui
prouve que leur groupement o -aminé terminal est bloqué (*).

Cependant, la dinitrophénylation de ces polypeptides
donne apreés hydrolyse totcle des trouces d'acide LRNP-glutomigue
et de‘! DNP-glycocolle.

d) Détermination des acides aminés en position C-terminale

La carboxypeptidase (**) n'a aucune action sur ces

polipeptides, mais c'est un fait d'observation classique que

(*¥) La leucine-aminopeptidase est en réalité une aminopeptidase
du type des exopeptidases qui libére dons une chaine peptidique
les acides aminés porteurs d'un groupe o -aminé libre.

(**) La carboxypeptidase est une exopeptidase qui libere dans
une chaine peptidique les acides aminds porteurs d'un groupe

a ~carboxylique libre. Son action peut &tre limitée par certains
résidus d'acides 2minés, la proline par exemple.



que la carboxypeptidase n'agit pas sur les peptides a glycocolle
(STAHMANN) (50).

e) Etude de 1l'hydrolysat partiel acide

L'hydrolyse partielle acide des polypeptides permet,
grice a des coupures faites su hasard, de déterminer certuines
séquences d'amino-acides. L'hydrolyse partielle a <té faite
dans 1'acide chlorhydrique pur a 379.. iAu bout de 4 & 5 jours,
1'hydrolyse est pratiquement compléte. (Fig. 30). L'étude de
quelques séquences a été réalisée sur l'hydrolysat de 24 heures.

Apres hydrolyse, la solution est évaporée rapidement
sous vide pour éliminer 1l'acide chlorhydrique. Les peptides sont
séparés par le couplage bidimensionnel ¢électrophorése a pH 3,9-
chromatographie Butanol/acide acétique (fig. 3I). ipres
révélation le chromatogramme présente 7 taches importantes et
différentes. Chacune d'elle a ¢té 1l'objet d'une ¢tude structu-
rale.

19) Identification desacides aminés libres :

D'aprés leur comportement électrophorétique et
chromatographique, l'acide glutoimique a ét¢ identifié comme
étant la tache G3 et le glycocolle comme étant la tache G
(Fig. 31I).

Les autres taches correspondent a des peptides gui ont

6

été récupérés apres <¢lectrophorése puis purifiés par chromato-
graphie. Chacun de ces peptides a ¢té 1l'objet d'une étude
structurale précise.

22) Structure du peptide G4

Composition en amino acides

~-Hydrolyse totale acide suivie d'un dosage par la ninhydrine apreés
séparation en électrophorese (pH 3,9).
- Valeur expérimentale glu - _ I,I . 11 s'agit donc d'un

gly
dipeptide.

Détermination de 1l'acide aminé en position

N-terminale

- apres dinitrophénylation par le DNFB dans un tampon de pH 9,3

(4 heures & t9 ambiante), l'exceés de DNFE est enlevé par



extraction en milieu acide par 1'éther.

- le DNP-peptide est «trait par le butanol secondaire et hydrolysé
24 heures par dCl 5,6 N en tube scellé (I105¢C).

- le DNP-aminoacide est extrait par 1'éther et identifié par
chromatogr:ophie bidimensionnelle dans les systémes "toluéne" et

phosphate : il s'agit de 1'acide DNP-glutimigue (fig. 33).

Dans la_phase aqueuse de 1'hydrolysat du DNP-

peptide, on identifie le glycocolle. (fig. 37).
Structure

(Pour les abréviztions et les régles de nomencla-
ture, voir les indications données par 1'IUPAC)

en tenant compte des résultats expérimentaux décrits, deux
structures sont possibles

H-Glu 2 Gly-OH ou H-Glu

(1) (11) Y $1y-o1

La structure (I) a été retenue comme &étant ceclle du
peptide G4 car il a les mémes propriétés que le peptide obtenu
par hydrolyse partiélle du pyroglutemyl-glycine se synthése.

En effet, l'acide pyrozlutamyl-glycine de syntheése,
scumis aux mémes conditions d'hydrolyse (24H. ) 379C dans HC1 pur)
donne, en plus du glycocolle et de 1l'acide zgluteamique libérés,
un peptide qui a le méme comportement électrophorétique et
chromatographique que le peptide G4 et qui ne peut &tre que le

produit d'hydrolyse du cycle pyro:lutamique.

hydrolyse;pgrtiel%g NH

0 =(:j-co-NH—CH2—CQOH e ~CH-CO-NH-CH ,-COOH
NA act CERY

COOH
+ glycocolle + acide glutamique

En conclusion le peptide G, correspond au dipeptide de
¥

structure H~Glu ——= Gly - OH
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32) -~ Structure du peptide G1

composition en amino acides
- hydrolyse totale acide (HC1 5,6 N) en tube scellé & I05°C (24H.)
~ Dosage de 1'acide glutimique et du glycocolle par la ninhydrine
aprés séparation électrophorétique a pH 3,9.

- Valeur expérimentale Gly _ 5.2
Glu 7’

Détermination de l'acide aminé porteur du groupement

azminé terminal libre

- Dinitrophénylation du peptide dens un tampon carbonate/
bicarbonate & pd 9,3 par le 2-4 dinitrofluorobenzéne (DHFB)
- aprés réaction (4 heures & température ambiante), 1'exces
de DNFB est enlevé par extraction & 1'éther en milieu alcalin,
- Le dinitropaénol (DNP-CH) est éliminé par extraction & 1!
éther en milieu acide.
- Le dinitrophénylpeptide (DIiP-peptide) est extrait par le
butanol secondsaire.
- Détermination du DiP-aminoacide constitutif du DNP-peptide.
- Hydrolyse totzle acide (HC1 5,6 N) en tube scellé )
1052C (24 heures)
~ extraction du DNP-amino-acide par 1'éther

- Identification du DNP-aminoacide : par_ chromatographie

bidimensionnelle ("Toluéne"-phosphate), on identifie 1'acide
DNP-glutamique (fig. 34).

Détermination des amino~acides non dinitrophénylés

- la phase aqueuse qui contient les acides aminés du peptide,
non porteur d'un groupement aminé libre, est ¢vaporée et mise
en électrophorése & pH 3,9. On identifie le glycocolle (fig. 37).

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

molécule d'acide glutamique et de deux de glycocolle, l'acide
glutamique se trouvant en position N-terminale. Des résultats
expérimentoux décrits, on peut déduire trois formules
différentes
I H-Glu > Gly > Gly-OH NHZ—?H—CO-NH-CHZ—CO-NH—CHZ—COOH
s
COOH

ou
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1I)H~Glu NHZ—-CH—COOH

H

v | c,

Gly —— Gly-04 éy
)
i
CO-NH-CH,,~CO-NH~C:1,~COCH
11I) &1y e Gly-OH NH,, ~CH~C0-NH~Ci,,~CO0H

v ﬁély—OH CH2

CO-NH~CH,.-COCH

2

Il est difficile de se faire une opinion sur la structure
la plus vraisemblable. Ces trois types peuvent en effet exister.
Toutefois, l'existenced'un enchainement de type Y (formules II
et III) prouverait l'ouverture du cycle pyroglutamique au cours
de la condensation.

49) Structure du peptide &

7

composition en amino acides

apres hydrolyse totzle acide, on met en évidence que du
glycocolle

structure
La fraction GT mise en électrophorése & pH 2,4 avec des témoins
latéraux de peptides de glycocolle (dislycine et triglycine)
montre la présence dans cette fruction d'un mélange de peptides
de plycocolle : diplycine, triglvcine et vraisemblablement
tétraglycine (Fig. 38) Ces digjopeptides ne sont pas séparables
en ¢lectrophorése a pd 3,9.
52) structure des peptides G. et G

2 5
leur structure n'a pu 8tre déterminée avec précision. Il faut

tout d'abord signaler que les taches Gz et G5 sont en fait
hétérogeénes en chromatographie dans le butanol/acide acétique.
D'autre part, ils existent en petite quantité dans le produit
brut de condensation. Leur isolement est donc relativement
difficile. Toutefois, apres dinitrophénylation, on peut

isoler de l'hydrolysat et identifier de 1'acide DNP-glutamique.

Le_phase acueuse de l'hydrolysat contient encore de




B)-

1'acide glutamique (fig. 37).

I1 est utile de roppeler que le DNP-glycocolle est treés
sensible & 1'hydrolys¢ en milieu chlorhydrique 5,6 N & IO5¢9C.

Il n'est donc pas impossible de penser que le DNP-gl¥cocolle
éventuellement présent soit de ce fauit complétement détruit. Nous
reviendrons sur ce probleme ultérieurement & propos de la
structure des peptides a alanine.

La seule conclusion que nous pouvons tirer de ces
résultats est que l'acide glutsumique peut &tre placé en position
intr ;peptidique dans les produits de condensation :

oo o tmtmGlu-i-X. ..

CONCLUSION sur L#£S PROUUITS Di COHDENSATION DU GLYCOCOLLE :

Les séguences suivantes peuvent étre discutées
- A-51lu ez Gly~-0H provenant de Pyro —=Gly-OH
~ Diglycine, triglycine, tétraglycine
- d-Glu ~ o Gly e 2 Gly-OH ou H-Glu
¥ ély —= Gly-OH
ou H-Glu ——— Gly-OH

v i
Gly-0H

L'acide glutamique peut £ trouver en position intrapeptidique :

.. oX—X—(}lu—X—X. ° o

ETUDSE DS PRODUITS DE CONDENSATION DE 1'ALANINE
De 1'alanine a ¢té chauffée avec de 1l'acide pyroglutamique
(r-pport B =5) pendant 230 minutes & I702C sous atmosphére de
co., .

2
Le couplage (électrophorése & pi 3,9 et chromatographie

dens le butanol/acide acétique) sépare, comme dans le cas du

glycocolle une série de peptides acides non révélables par la
ninhydrine mais décelables par la réaction de PAN et DUTCHER,
de l'alanine libre, une certaine quwntité du peptide alanyl-

alznine et 1z dicétopipérazine de l'alanine.

I1?2) amino acides en position C-terminale

La détermination des acides aminés en position
C-terminale a été faite par la carboxypcptidase. Le produit

brut de la réaction, entiérement soluble dans l'eau, a été
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purifi¢ de 1'ananine libre e¢n excés Por passage sur une résine
type -polystyreéne sulfconée (imberlite IR 120, forme hydrogéne).

La fr=ction non retcnue contient de l'acide pyroglutomigue et
tous les peptides acides. Elle a ¢té soumise & 1'hydrolyse par la
corboxypeptidase & pH 8,5 et & 372C (concentration enzyme/
substrat : I/50). au bout de I5 heures de réaction & 372C, 1la
chromatogr:phie de¢s produits d'hydrolyse révéle la présence d4'
alenine libre. Par contre, il n'y a sucune trace d'acide gluta-
nique libéré.

29) Btude de 1'hydrolysat partiel acide.

La fruction peptidique purifiée (voir plus haut) a été
soumise a 1l'hydrolyse particlle acide dans les mémes conditions
que les peptides a glycocolle. Aprés ¢&limination de l'acide
chlosrhydrique, on sépare par le couplage bidimensionnel (
électrophorédse a pH 3,9 et chromatographie dans le butanol/acide
acétique) & peu prés autant de peptides que dans 1'hydrolysat
partiel du"polyglycocolle! Ces peptides ont des comportements
trés comparables aux peptides obtenus & partir du polyglycocolle.
(Fig. 32).

Les acides aminés 1libérés par hydrolyse ont été identi-
fiés comme étant hy ( acide glutumique) et Ag (alanine). A7
a ¢%¢é identifié comme étant le dipeptide alanyl-zlanine.

Par analogie avec l'hydrolysat partiel des peptides a
glycocolle (fig. 3I) le peptide A1 peut &tre comparé au peptide

G1 et le peptide A4 4°

Ce qui a retenu grincipalement notre attention dans

au peptide G

cet hydrolysat se sont les fractions A, et A analogues sux

- ’
fractions G2 et G5 de 1'hydrolysat pariiel dZs peptides &
glycocolle. En effet, lors de 1'étude précédente concernant
les peptides G2 et GS’ nous n'avions pas pu aboutir & des
conclusions précises. Les fractions AZ et AS ont été dinitro-
phénylées et, apres extraction du DNP-OH et ¢limination des
DiP-amino acides €éthérosolubles souillant chacune de ces
fractions, les DNP peptides ont été extraits par le butanol

secondaire, et hydrolysés totalement.




ipreées hydrolyse les Di{P-aminoacides ont été extraits par
1'¢ther. La chromatogr .phie bidimcnsionnelle ("Toluéne" et

phosphate) dc 1la phase éthérde, sipare l'uacide DNP-glut-mique

La DNP-2l nine 2 J{té identifiée dans les deux fructions
Ay oY AS : ce gul prouve qu'il existe dons ‘ces fractions, des

pentides wycnt i'=lanine en position H-terminale. La phase aqueu-
se de l'hydrolysat mise en électrophorese & »H 3,9 contient
aussi de l'acide glut .mique libre.

Ces ¥sultuts nous permettent de conclure a 1l'existence
d'un »neptide du type Ala-Glu dens l'hydrolysat partiel et d!
enchainement du type.sle-Glu-dons les produits de condensation.
.als les taches A2 et AS sont hétérogénes et contiennent
également des peptides ou 1l'acide glutamigque est en position
N-terminale.

C NCLUSION SUL LS P2C0DUITS D3 C NDSENSATION DE 1'ALANING @

Les conclusions suivantes peuvent &tre tirées en ce qui
concerne les sdéguences :

- présence d'alanyl-alenine

- sésuence —-hAla-3lu-

- la carboxypepntidase détache de 1'alonine en position
C-terminale & partir des produits bruts de condensation.

~ 1'existence du peptide Glu —= ila n'est Svidemment

pas discut-ble (peptide A4 correspondant a G4).
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STRUCTURS DS PRODUIWS DE CONDENSATION DU MONOCHLORHYDRATE
Dz LYSINZ

Zuelques peptides séparés du mélange complexe obtenu

nar chauffage de l'acide pyroglutemique et du monochlorhydrate
de lysine (rapport 3 = I) ont été étudiés en détail.

La sépar;tign électrochromatographique (fig. 39 et 40)
du produit brut de¢ condcensation montre 1'hétérogénéité des
peptides formés. Outre quelques oligopeptides bien définis, il
existe une grande zone contenant des peptides de structure
complexe. Les acides cminés libres ont été identifiés comme
étant B, (acide glutzmique) et Cy (1ysine).

Les peptides ont &été séparés d'abord en chromatographie
dans le butanol/acide .cétique en trois groupes (A4,B et C) et
chacune de ces fractions mise en électrophordse (2 pH 3,9) afin
de séparer chaque constituant.

I12) Structure de L,

- Composition en smino acides : elle a ¢été déterminée
aprés hydrolyse totale (HCL Z4Heures & I052C)et électrophorese
a pd 3,9 (fig. 4I) par dosage & la ninhydrine. Valeur

expérimentale Glu
T

uys
I1 s'agit donc d'un tripeptide contenant deux molécules

= 1,96 - 2,02

d'acide glut:mique et une de lysine.
A1 ne se révele pas par la ninhydrine ; il ne posséde

donc pas de groupement aminé. Aprés hydrolyse, il posséde deux

moléct les d'acide glutamique pour une molécule de lysine, et

e un caractére acide. Sa structure ne peut étre que la

suivante 3
PYTO memmensimn Ly s~0H
eq
Pyro
22) Structure de Aq
L'hydrolyse totzle de ag ¢4C1 5,6 N ~ 24 heures &

1C52) ne donne que de la lysine.Cependant la structure de

b n'a pu &tre déterminée par la méthode des DNP-amino acides,
car le dérivé dinitrophénylé de AO’ qui est éthérosoluble,

s'est retrouvé intact, aprés hydrolyse. Nous avons vérifié
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qu'il ne s'agissait pas du produit de dlcarboxylation de la

lysine (cadavérine).

3¢) Structure de B

2
a) composition en omino-acides

hydrolyse totile ccide (HCl 5,6 1i) en tube scelld & 105°C

pend:ant 24 heures.

Josaze de 1'acide glut mique et de la lysine par la ninhydrine

aprés séparation électrophorétique a pd 3,9 (fig. 42)

Veleur expérimentale : Lysine

zlutemique 0,86 - 1,04

_§2 est un dipeptide

b) Détermination de 1l'acide aminé porteur d'un groupement

o -aminé terminal libre

Dinitrophénylation du peptide dans la tridéthylaumine a Ip.IO00
par la méthode de SANGER. (43)
axtraction du FDNZ en milieu basique par 1'éther
Ixtraction du DNP-O0H en milieu scide par 1'éther
gxtraction du DNP-peptide en milieu acide per le butanol
secondaire.
dydrolyse totale du DNP-peptide 3 (24 heures a I059C en
tube scellé par HC1 5,6 N)

Gxtraction par 1'éther : pas de DNP-aminoacide éthéroso-

7

luble

Extraction par le butanol secondaire : présence d'un

DNP-amino acide d<érivé de la lysine.

Identification du DiP-aminoacide
Le DNP-aminoacide ne peut &tre qu'un dérivé monodinitro-
phénylé de 1la lysine, cer l'ceide DHP-zlutimique et la di DWNP-
Lysine qui pourraient &tre ¢ventuellement présents par suite
de la composition du dipeptide, sont éthérosolubles.
Le DNP-mminoacide est mis en électrophorése a pH 11 (
ammoniaque N) avec des témoins latéraux d' o -DNP-et d'E-DNP-

lysine : le produit isolé de 1l'hydrolysat pocssede le compor-



tement de 1' o~DNP lysine (fig. 46).

c) Détermination de 1':minoacide non dinitrophénylé.

spres extrzction du DNP-aminocacide par le butanol
second tire, l'hydrolysat est concentré et mis en Slectrophoredse

a pi 3,9. Seul 1'ccide zlut .mique est identifié (fig. 42)

d) Structure du peptide 32
Zn tenant compte des résultats rassemblés, trois

structures sont possibles :

P

(i) o =l\/i ~CO-17-(CH,) ,~CH-COOH ou  Pyro ~£ . Lys-0H (*)
N MH,
N NE

(@) (on,) dag=0 ) (ca ) baco

/ i 2 4 ke v— / Fy 2 4 I‘.

i NH NA

~ c:&zz_—qag—%‘H ~ CO-CH~iiH

cood (Ci,) ,~CGOH

La structure lz plus vrnisemblzable est la structure (I)
Pyro -£ > Lys-0i
4) Structure de B3

Lz déterminatisn de la structure de B3 a été menée de

la méme maniere que celle de 32 (fig. 43)
Le dosage 2 donné les résultats suivants : rapport

lysine = _ 0,96 - 0,98

glut.migue I1 s'agit donc d'un dipeptide.

L'hydrolyse totcle du DNP-peptide donne un DNP-aminoacide
hydroscluble, extrait par le butanol secondaire, et gui est

identifié comme étant 1' £ -DNP lysine par une électrophorése &

(*¥)Les rézles de nomenclature internationzles n'ont pas été

précisées dans le cas particulier ol le groupe aminé impligqué

aens le lisnison peptidique n'était pas un groupe q-aminé. Nous
avons donc rotenu cette abréviation analogue avec la régle for-
mulée pour 1l'origine du groupoment carboxylique impliqué dans

une¢ liaison peptidigue. Dans ce cas particulier, ceci signifie

que c'est le groupe £ ~aminé de la lysine qui est 1ié au groupement
« —carboxylique de 1l'zucide pyroglutamique tandis que le groupe o

-aminé du résidu de lysine reste libre. , S
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pH 11 (fig. 46).

Lz phase aqucuse de l'hydrolysat a été mise en électro-
phorese a pd 3,9. Seul 1l'acide glut:-migue a ét$ identifié
(fiz. 43).

Structure de 33 : En tenant compte des résultats

réssemblés, trois structures sont possibles :

<
(1) —
0 =:gy/§-co-uﬂ-gﬁ—coca ou Pyro ——> Lys-OH
IR (?n2)4
e
<
(2) _ CO-NH )
COCH~CH.,~CH . ~CH cH-(CH,) ,~N4.,
% N\j-co” 24 e
(3)
CH,,~COo=-HH
2 AN
o ci-(cH,) ,~NH
\\24 P 2°4 2
"CH- NH-CO
§
COTH

La structurc la plus vrazisemblable est la structure (1)

59) - Structure de B4

Composition en aminoacides détermindée par le ninhydrine

epres hydrolyse totale :(fig. 44) rapvort lysine = o
glutomique
apres dinitrophénylation, le DNP-peptide a été extrait

par le butanol secondaire puis hydrolysé.

L'hydrolysat donne un DNP-amino acide hydrosoluble que
1'on extrait par le butanol secondaire, et qui est identifié
comme <tont 1' £ -DHNP-lysine par électrophorese a pd 11 (fig.46).

Lo phase cqueuse de l'hydrolysat ne contient que de
l'acide glutamique, identifié par électrophorese a pHd 3,9
(fig. 44).

Comme pour le peptide B2 et 33, le composé B4 ne
contient paos d'extrémité o -aminé terminale libre. Comme pour
le peptide 53, le lysine est engugée dans la liaison peptidique

par son groupe a-aminé. Les comportements électrochromatographi
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ques de B3 et de £, sont différents : B, étant notoamment plus
"basique'" que 33. Cette remarque s'explique par la composition
du peptide (2 résidus de lysine au lieu d'un). La structure
proposée est donc :

2yro —m» LysS ——3 Lys-OH

62) Structure de C
oy

ne donne que de l= lysine. C'est donc un produit de condensation

1 ,
est un composé tres "basique'". Par hydrolyse totale, il

de la lysine. (fig.45)

Apres dinitrophénylation, le dérivé dinitrophénylé de C1
extrait par le butanol secondaire est hydrolysé. L'hydrolysat
ne contient pas de DNP-amino-acide éthérosoluble, mais un
ONP-amino-acide hydrosoluble, extroit par le butanol secon-
deire et identifié comme étant 1' & -DNP-lysine.

La phase aqucuse ne contient aucun amino acide. Le
composé C1 est donc 1ls dicétopipérazine de la lysine.

_-CO-NH

Wg.,-(cH,) -CH CH-—(CHZ) 4—NH

N1H-C0” 2

CONCLUGIGNS SURE LES 2ROJUINS L CONDENSATION DULONOCILORAYDRATE

D LYSINS

Les séquences suivontes ont été proposées :

- Pyro~.€z£ys - 0d
Pyro

>¢-Lys ~ OH

Pyro
Pyro —sLys ~ 0

~ Pyro =—>» Lys —alys - OH
- La dicétopipérazine de la lysine existe également

dens les produits bruts de condensation.
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STRUCTURY Do§ 2R0LTITS DA CONDAINS..TION 05 L TIXCSINS

utimique et de la tyrosine ont été
52C (ropoort B = 1). Le sroduit brut

Le 1'ocide pyrog
-
kS

O\l—'

chenffés 24 heures a

-Li

de conaensction a €t€ mis en électropharése a pi 3,9 (fig. 47).

Lz révélation & 1o ninhydrine permet de loc-liser la tyrcosine,
gui n'a pas réagi un peu d'zecide glutemique et des traces de
nentides. Au contraire, la rivélation & 1' a-nitroso-—f -naphtol
(voir chopitre I, Technigqued révele une série de peptides
~.cides Cont la structure peut corrcspondre & la formule
géniér.le suivonte : Pyro - (Tyr)n—OH

Le nombre(n) variant progressivement en fonction du

comportement €lectrophordticue.

STRUCTURE D.38 2ODUITS D& COWJINS. TION Di Li PiBNYLAL.NINS

Un mélange d'acide pyroglut.mique et de phénylzlanine
(8/4 = 5) a €t chauffd 3 heures & I709, La fr ction soluble
du milieu alcwlin et insoluble en milieu acide dont la

composition est Phé iz .
* 5 3,1 a été soumise & l'hydrolyse p.r la

carboxypeptidase, dans un tumpon phosphate ¥/I5 de pd 3,7 (

repport enzyme X A ‘ s
substrat 50). Au bout de I5 heures de rdlaction, les

chromatogrammes révélent la présence exclusive de phénylalanine.

En conclusion, 1l phénylalanine existe en position

C-terminale. C'est d'zilleurs un fait d'observation classique

que la curboxypeptidase détache ficilement ls phénylalanine en
position C-terminale., Ces résult.ts sont ¢videmment en faveur
d

[es)

1z gructure générale Pyro-(phé)n—OH

SIIYCTURE DuS "RODUILS DE COHLWNSATION de 1'ACIDE ASPARTILUS
19

} Condensation de 1'ecide aspartique avec 1l'acide pyroglu-
timique

Les produits de condensation de 1l'i.cide aspartique avec

1'acide pyrogluti mique sont d'un type particulier. Les produits

de condensation, insolubles duns 1l'eau, sont solubles dans la
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soude diluée et donrne une fiitle réaction du biuret. Le
traitement 2lc.lin modifie leur structurce, car en revenant

en milicu zcecide, ils ne repricipitent plus. Les rendements en
produits ~diclyscbles sont trés gronds. Ces phénomeénes ont
déja &t¢ expliquis par XOVACS (35), VEGOTSXY (53) “.iRiba (23)
(29) et PCL (20)(21). L'ecide aspartigue par chauffage

by

2002C se condense en une polyimide de s$ructure (1)

S N=-Cd-CO,
| >N'Cﬁ"co\“ No6Y  ~Nd-CHi-COONa
ci -co” | i= L ‘
- 032—064 Cit ,~CO-NH~CH~CO-1H -
( 11 ) Ccd 2—0 OOL‘IEL

(1)
qui, por traitement en milieu basique s'hydrolyse en un acide

polyaspartique. Dans 1la structure de ce -~Iynmdre
pulyasp q LY ' les deux

groupes cerboxyliques de l'ccide aspartique peuvent &tre
impliqués dans la formation des liaisons peptidiques.

licus avons suivi la cinétique d'hydrolyse des cycles
polyimides sur un ¢chantilion comportant 1 molécule d'acide
Zlutemique pour 9,75 molécules d'acide aspartigue (tebleau B).
L'exnérience a <¢t<¢ mende & pd 3,5 sur un titrateur automatique
apres ovoir sclubilisé le produit dains une solution d'urée
I0 Ii. (fig.49). Comme nous pouvcens le remarquer sur les figure
la réaction est asscz lente.

L'acide aspartique se condense sur lui-méme quind il
est chauffé seul vers 2002C. L'adcdition d'ccide pyrozlutcomique
permet d'sbaisser la température de condensation de 1'.cide
aspartique : 1l'acide pyroglutomigque joue c¢n efiet le rble de
solvunt et d'initiateur. Cette facilité de polycondensation
de 1'zcide aspartique neut expliquer les eendements importants

de la réaction. Cette propriété a ¢€té mise & profit également

-

pour synthétiser des polyaminoacides de poids moléculaires

plus ¢levis.

29) Condensation de l'acide aspartique et de la tyrosine en

présence d'acide pyrogzlutomigue
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Ces trois acides aminds ont ét¢ chauffés pendant 24 heures
a 1559C duins les proporticns moléculaires suivantes : ac.
pyroglut .micue : 2 ; acide aspartique : 1 ;3 tyrosine : 1.

Le produit de condensction dissout dans la soude diluéde
a ité séparé en <lectrophoreésc & pi 3,9 (fig.483). Lz nynhydrine
ne révele que l'acide glut migque et la tyrosine libres, mais la
révélation & 1' a -nitroso f-naphtol permet de déceler de
nombreux produits de condensation de la tyrosine.

I1 est important de signaler que comparativement
aux produits de conéensatibh de 1'zcide pyroglut.miqgue et de
la tyrosine (fig. 47), ceux qui proviennent du mélange chauffé
d'acide pyroslut..mique, d'acide aspartique et de tyrosine sont

nettement plus "acides".

TABLEAU B
Composition cn amino-acides constitutifs des peptides de haut
poids mcléculaires obienus par cond.ensation de quelques
mélanges d'amino-acides.
4L : composition en amino-acides des mélanges initicux

B : Composition en amino-acides des fractions ¢tudides,

Dins la premiére colonne du tasbleau, le¢ premier nombre
(en f.ce de A) correspond zu pourcentage d'azcide pyroglutamigue
dens le mélonge initial, le second (en fice de B) au pourcentage
d'scide glutamigque dosé dans le polypeptide. Il est entendu que,
dans le popypeptide, on peut trouver soit de 1'acide

pyroglutumigue, soit de 1'acide glutimique.
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Ce coructére acide est dd & la présence de résidus d'acide
aspartique dont certiins groupes carboxyliques sont libres.

La composition en acides aminés de la frauction adislysable
est nettement différente de le composition initiale (tableau D).
Il y & zugmentcotion du pourcentoge en acide aspartique et

boisse de celui en acide glut:omique.

3%) Condensation de 1l'acide as. artigue et du monochlorhydrate de

lysine en présence d'wcide pyrorlutamique

Lz condensation o ¢€t€ réalisde pcndant 24 heures & I1659C
a partir ¢ 'un mélange dons les proportions molaires suivontes
acide pyroglutiomigue : 1 ; acide aspartique : 1 ; monochlorhy-
drate de lysine : 2,

Le produit brut de concnsation a été dissout dazns de le
soude diluée afin d'hydrolyser les cycles imides, puis dialysé.
La fraction adi.elysable o &té hydrolysée par ICl 5,6 N (24h. A
I05°C) afin de doser les xides aminés constitutifs. (tableau B).
Lz prédominance de 1l'zcide aspartique (35p. I00) et de la lysine
(45p. I00) est trés morquée. Les acides aminés en position
H-terminale ont été dlterminés par lo méthode des dinitrophényl-
aminoacides de SAWGER (43): aprés Stude chromntograuphique les
trois acides aminés utilisés pour la réaction de polyconden-
st.tion peuvent se trouver en position N-terminale.

De plus, apres hydrolyse totazle de la fraction adialysable
dinitrophdnylée, on peut déceler p.r chromztogrw.phie de la

lysine libre. Ces résultats permettent d'attribuer & certaines

rézgions du polypeptide, une structure tridimensionnelle.

Anfin, les deux d€rivés monodinitrophénylés de la lysine
qul se trouvent dans la phase hydroscluble de 1'hydrolyset
sont séparés sur une colonne de talc (©..7734%) (44). apres
électrophorese sur papier & pH 11 (fig. 50), on peut réaliser
1o séparztion de 1' o -mono-DNP-lysine et de 1' € -mono-DNP-lysin
ne. Les <lusts des deux taches sont dosés afin d'étublir 1la

proportion de deux dérivés. La prédominance de 1' € -DNP-lysine
€ -DNP-1lysine _ 2)
o« -DHP-lysine ~ “°°

sur 1' « -DilP-lysine est fcible (rapport

Ce risultat nous permet de conclure que la lysine se condense

princinalement par son groupement oa-aminé. Le poids
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moléculaire moyen de la fruction adialysable mesuré par

ultro-centrifugation o ét& trouvé voisin de 5.500 (voir

chopitre V).
CONCLUSIQﬁS DE L'3TUDZ D28 PRCOUTUITS DB COu WUSHSLTION de 1!
£0100 PTAC-LUT.IT Ui, de 1'ACIDS ASTARTILUE et du 1.OHOCHLORIY-

Dot de LYSING
— Btude des extrimités N-terminales :

He Glu —— .,
2. Lys

m‘}..l
H. 4sp =—> ,

~ Structure tridimensionnelle possible

> Lys 3> e..C0 —>HKd-Ci-CC6 —=> Nd ...

‘ l
6’? (;332)4
NH «-CO...
— HBxistence de 1' £ -~mono-DiP-lysine
et de 1' ¢ -mono-DHP-Lysine
rap.ort €& = 2, d'ou prédominance des enchaf-
nement de type a
. e .CO "‘"'"‘"} NH"‘CH"‘CO “““"9' N}:{l o
l
(cH
!

HH

2)4
2
sur ceux de type
...CO-f>rNH—(CH2)4- Ci-CO —> RH ...

Nﬂz

49) Condensation de 1'acide aspartique, du monochlorhydrate de

lysine et de la tyrosine en présence d'acide pyroglutamique

La condensation a ¢té effectude pendant 24 heures & I1659C
a partir d'un mélange dans les proportions moleasires suivantes :
acides pyroglutamique : 4 ; ccide aspartique : 4 ; monochlorhydrate

de lysine : 3 ; tyrosine : 2. 4iprés hydrolyse des cycles imides
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dans le soude diluée, le produit brut de condensation a été
diclysé. La froction adizlysable homogéne en ultracentrifugction
& un poids moléculazire moyen de 5.00C (Voir chopitre V).

La cempesition en aminoacides o ¢t¢ déterminée apreés
aydrolyse totzile par le méthode des DiP-aminoacides (tableau B).
Le prédominance de la lysine (30 %) et de 1'acide aspartique (
45%) est treés nette et le pourcentege dosé dzns le peptide
est plus élevé que la proportion d.ns le mélonge initial.,

Lo proportion de tyrasine (7,5 %) est plus faible que celle d%
mélange initicl.,

L'étude de 1l'hydrolysat tot:l de la froetion adialysable
dinitrophénylée, montre que tous es acides aminés peuvent
exister en position N-terminazle et que le pelypeptide formé
nrésente douns certiines régions une structure tridimensionnelle
(présence de lysine libre dons 1'hydrolysat totzl). Cependant
lo lysine se trouve engegée essentiellement dens le polypeptide

par son groupement « —zminé libre, le r.pport _&€ ~DNP-lysine
¢ -DNP-lysine

étont €galement voisin de 2 (fig. 50).

Sur les polypeptides formés, nous avons essayé la rdlaction
des enzymes protéolytigues purs.(pepsine, trypsine, chymotryp-
sine, papaine, carboxypeptidase, leucine-aminopeptidase).

Aucun de ces cenzymes n'a eu une action décelable sur ce
popy=entide. Ce phénomeéne peut &tre expliqué par le fait que
l'acide aspartique, la lysine et peut &tre 1l'acide glutomique
sont engagds dens des liaisons peptidiques sutres que celles
qui impliguent les groupes « -carboxyligue et o -aminé, les enzy-
mes protéolytiques n'agissant que sur les liaisons peptidiques
classiques.

COKCLUSIONS de 1'ETUDZ des PRODUITS DE CONDENSATION Di 1'ACIDE
STROFLUT.ILUR , de 1'aCIDE ASRARTIUUE, du ONOCHLORIYDRATE
de LYSINE et de 1a TYROSIHG.

~ Etude des Extrémitis N-terminale
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H - Glu“““"‘“"‘?’...
£ = 4sp —> .,

iy

~ Lys ——>» ...
d - dyr —>» ..
Structure tridimensionnelle possible en certaines
rigions

—3 LyS —s» (ou) ... CO —» NI-CH~CO0 —s HH...
' !
gT (?32)4
HH —>CO

~La lysine peut &tre engigée par son a—NHZ ou son
&€ -NE, , ropport _€ -DiWP-lysine C ..
2 * = 2, ce gul €quivaut un

o —DNP-lysine

un ranyort lizison .
T -——'_-__'——C 2
lisison & =
d'ou prédominance des enchainements de type «

-L'acide aspartique en position intrapeptidique peut
étrc impliqué dins une liaison peptidique au niveau de ses

dcux groupements carboxyliques.

~ RUCAPITULATICN

192) La condensction thermique de 1'acide pyroglutamique avee
un amino-acide neutre conduit & des produits de structure :
PYro ——> (NH—CHR-CO)n—OH
Cette structure o été démontrée par chauffage de 1!
acide pyroczlut migue avee un dipeptide et un tripeptide.
- par synthese du pyroglutamyl-glycine

- par 1'étude des acides cminés en position
N-terminale

- par 1'étude des xides aminés en position
C-terminale

L'existence en faible quantité d'acide glutomique en
position intrapeptidique et d'acide glutomique en position

N-tcrminale, montre que 1l'acide pyroglutamique en "position

H-terminale" peut se décycliser et se condenser sur une chaine
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déja formce : 1.0

. 2 N e o
(1) 0 ={_ /f ~CO- (H~CHR-CO) - 01 4 = —» N -C3-CO (NH-CHI-CO) -0d

b ¢,) ,~CO0H
ou H-Glu-_ey(EH-CdR—CO)n-OE
(i)
0 :Lv}—CO-NH—CXi—CO)m-Cﬂ + d-31lu —— (W4 C&i-CO)n-OH

G

—pp O kj-co-(m_ CER-C0) ——> Glu —>(NH-CHAR-CO) -0d

n pouvant étre égal a zéro.
Cette riaction se fait avec une vitesse tres faible, car

aux températures utilisées, la réaction (I) est trés en faveur de

la formation du cycle pyroglutgzmique.

29) La condensation de 1'acide aspartique en présence d'acide
pyroglut:mique, conduit & des produits de plus haut poids
moléculi.ire, de structure polyimide, hydrolysables en milieun
alcalin en acidc polyaspartique dont les carboxyles a et § peuvent
étre engagés dans une liaison peptidique.

Lz facilité avee laquelle se condense lfacide aspartique
est mise a nrofit pour synthétiser des polipeptides de haut

poids moléculaire contenant d'autres acides aminés.

32) Lo condensation de la lysine (monochlorhydrate), donduit
4 des produits ol 1z lysine peut &tre engagde soit par son
groupement ¢ -aminé soit par son groupement £ -aminé, mais avec
une prédiminence de licisons a.

Parfois méme, lo lysine peut &tre engagée par ses
deux groupements amindés, ce gui confere au popypeptide une

structure tridimensionnelle.



H)- CONCLUSIONS

A

A 1z suite de 1'étude de la structure des produits de
condensation obtenus par chauffage de 1'acide pyroglutz=miqgue
cvec un . .mino-ascide peutre, on peut avancer une hypothése sur
le processus de polycondensation,

L'acide pyrozlutamique (4) que 1'on peut qu.lifier
"d'initiateur" réazit sur une molécule (B) pour donrer un
peptide A-E.

Le peptide A-E possélunt comme l'acide pyroglutamique
une fonction curboxylique libre peut lui cussi réagir sur
une asutre molécule de B pour donner un peptide A-B-B.

Le preocessus peut sinsi se poursuivre jusqu'a

éouisement des molécules B.

A+ DB —3p 4-B
A-B + et 4=B-B
4-B-B + B —— 4i-B-B-B
4~(B)

o4]

n-1+ B m-w4§~A—Bn

I1 fout feire remgrquer que toutes ces réactions
sont concurrentes, c'est & dire qu'une molécule B peut
riagir soit avec une molécule A gui n'a pas encore réagi, scit
avec une molécule A~(B)i déja formée.
Un deuxieme processus de polycondensation, mais
beuvcoup plus lent, peut aussi exister :
4,0

A—(B)ié, ‘-043'-(3)1 ou A' = ac. glutamique

A-(B)‘_j + A'-(B), —& A-(B)j—A'—(B)i
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CHAAPITRE IV

CINZTI_UZ

INTRODUCLION

I1 nous o semblé que 1l'hypothése ¢mise au chapitre
précédent demandoit une vérification expérimentsle. L'étude
einétiqué de dispariticn des riactifs, et d'cpparition des
produits de condensation va nous permettre de vérifier quali-
tativement 1'hypothese émise.

De plus, 1. cinétique de disparition du glycocolle
pour différents mélanges B , nous permettra dé calculer 1'ordre

A
e . A . ’ .
de laz rcaction. Pour anoreécier la valeur de ce résultat, il

feut_¢videmment tenir compte du fait _gue l'absence de _solvant

ne permet pas de foire verier indépendamment les concentrations

des d.ux vnartenaires,

Puisque la réaction de polycondensation se fuit sens
solvant, nous ovons du mesurer le volume rézactionnel des
mélanges d'acide pyroglutomique et de glycocolle. L'évaluation de
ces volumes & été fuite par mesure des densités des mélunges,
par la méthode "dite du flacon". Hous awons comparé les valeurs
expérimentiles et les valeurs calculées & partir de la densité
du glycocolle et de celle de 1'acide pyroglutumique. Ces
valeurs ont été trouvées identiques zsux erreurs d'expérience

pres (tableau C).
TABLEAU C

Volumes des mélanges rdéactionnels pour différents

rapports zlycocolle

: (volumes occupés par
ac.pyroglutamique

[
= ol

des mllanges contenant chacun 1072 mole de glycocolle)



TiBLsalU C

| ! 1
‘ < ' Volumne ! Volume

i A me suré i celeulé

t e} e

, ]

i I 0,141 cm3 0,140 cm3

‘ 2 0,094 i 0,053

\ 3 0,076 ' 0,077 {
{5 0,068 0,055

‘ 8 0,050 0,058

La. variation du volume ré¢actionnel en fonction du temps a &été

9

mesur<e pour le mélange B = 1 ; elle peut &tre considérde
au )

[

]

comme négligeable. (T.blé
TADLSAU D
variation du volume réxctionnel en fonction du temps de

choauffage I702C pour le mélange B = 1

E3Y

Temps de chauffage Volume mesuré
O minutes 0,141 cm3
I5 0,141
25 0,138

Le t<bleau (E) rassemble les concentrations initiales
du glycccolle (BO) ¢t de 1';.cide pyroglutamigue (AO) pour
chauun des melanges <tudiés de rapport B =1, 2, 3,5, et 8.

A
TABLEAU 5

veleur au temps t = o des concentrations en glycocolle (BO)
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et ¢n acide pyroglutemicue (i,.) pur différents mélanges B
pyrog 0 4 =

i
TABLEAT E ¢

3 5 A

A 0 0

I 7,143.1075 mole/em3 | 7,143.1003 mole/cm3

2 16,75 1075 5,375.1073

3 12,99 .107 4,33 .1073

5 15,38 .I07) 3,076.1073

8 17,24 .10 2,155.10

VuIFICTION CIMETI US DE 1'JYPOTIESE ZMISE SUR_LE PROCESoUS
D3 POLYCCHLENS.TION

Dans le chapitre précédent nous avons émis
1'hypothese que la polycondensation procédeit par une suite de

récctions consdécutives et compétitives du trpe suivant

e, =D

L

A+
AB +

ALA=-B-B +

> A=B-B

W

ey 4=B-B-3 ou 4 : acide glutamigue
B : glycocolle

Les courbes cinétiques de disparition de
Loet de B, et les ccurbes cinétigues d'anparition de AT et ABB

doivent vérifier les Squations suivantes :

“L dt } t =0 - T dt /} t =0 (1)
o (s
L dt } t=o0 {ddt—Bj t = o (11)

f a [A—B-B}) =0 (111)
*



b

Les courbes cinétiques de disparition de 4 et de B
et celles d'uppariticn de A-D et de A-B-B ont ét¢ fuites pour
le mélenge 2 = 1, & I7092C (fig. 5I). Le glycocolle (B) a &t¢

i

dlosé par notentiométrie (veoir chepitre I, Techniques particu-
litres). L'acide pyroglut-.migue (A) ainsi que les pestides
(a=B) et (4-2-B) ont Jt¢é dosés apres séparntion électrophord-
tique ou chromatogredhigque par la méthode que ncus avons décrite
u chanitre I.

Lo mesure de la pente de chacue courbe au temps t
donne les vitesses initicles de disnarition des rlactifs et

d' sperition des yroduits. (voir tableau F).

TABLSAU F
Valeurs expérimentales des vitesses de disporition de 1'acide
pyraglutwmlque (4) et du zlycocolle (B), et des vitesses 4

aprarition des peptides A-B et 4A-B-D. (Tempur,ture de conden
sation T = I7T09C, rapport & = 1)

oS

Vitesse initiale Valeur expérimentcle

i
m——
[aF)
\'.‘_.J
e

o
o
1]
o

. 0,615.10_3m01e/cm3 mn.

0,59. IO-3mole/cm3 mn.

(

\

Y

{d (a~p-5]
\at b

Y
Q

Les résult-ts expériment.ux confirment bien 1'hypothése <mise
plus haut sur le nrocessus de polyconcentrztion : les courbes
de disperition de 4 et de B sont bien tangentes au temps t

(fig. 5I) et lz valeur de la vitesse initiale d'apparition de
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4=2 est identigue aux erreurs d'expérience preés, aux vitesses
initiales de disporition de 4 et de E. De plus la vitesse

initiale d'apparition A-B-E est égcle & zéro.

I11)~- _ETUDE TAEBORILUE Du La CIN3IPILUE D& LA REACTION

soit lo suite des Xactions suivantes @

A+ 3B e » A-B k1
LA-B + B~ A-B-B k2
A-B-B 4+ B3 — > A-B-B-5 k3
A-—BX+1 +o A-Tx kx
ou A = acide pyroglutuidigue

B = glycocolle

12) cinétique de disparition du glycocolle

Si 1'on suppose que les ordres de rfactions sont identiques
poeur toutes les réactions, la vitesse de disparition du

glycocolle est égule a :

V=-a® =x1{@"B" + k28 "E" + ...+ ket fa-Bx) 8] "
at

/
=(3]" (k1 [a]" + x2{a-B]" + ...+ kx+1 [a-Bx]"
i

1

e

I'aprés 1l'hypothése de FLORY (I7) (*), les constantes de
vitesse de chaque r {action sont égales et l'on peut écrire que
la vitesse de disparition du glycocolle est égale & chaque
instant & :

Ve=-4l le]m(%[A]n +a-) ™+ a2y “)
k[3)" fao) ®

(*) 4 1= suite dc ses trovaux sur les cindtiques de polyxcondensation
des diacides sur les diols, FLORY a émis l'hypothéese que les cons-
tentes de vitesse de la rfaction sont les mémes pour toutes les
réactions. Cette hypothése a été reprise par AZLION (2). Au cours
de 1'8tude de la condensation des -aminoacides (acide amino-
11-undécancique).

i

It
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L3 Al H

et su temps t = o Vo = —(%{Ei]‘!t . =k [Bo]m[ﬂo n
at /t=

fxpériment=lement nous avons mesuré la dispari-
v1ycocolle (3) en fonction du temps pour différents

=

tion du
mélanges E dons lesguels les concentrations de A et de B sont

i

. - £ - 3 ’ . . ” ’ -
veriables, Etant donné que 1'on ne peut pas fuire virier indépen~

domment les concentrations de 4 et de B, nous nous trouvons dans
1'cbligation de foire une supposition sur 1'ordre de la réaction
par ropwort su glycocolle. Supposons cet ordre m = 1 5 nous

’ K
zvons Dour meloange 2 quelcongue

-
T | dB‘,
V= kB8] [ag] ® = - -—gf

al] _ x [40] ™ at

Si m= 1, en exprimant graphiquement Log en

wlg)

fonction de t, on doit avoir uhe droite de pente :
K = kﬂﬁd}n
On t aussi calculer 1z valeur de K pour

difiérents mélonges

=

e

e

e [o5]

K k[ho‘n
logK = logk = n logt&ﬂ
en exprimant gr:. vhiquement logk en fonction de log AO on peut
déterminer 1l'ordre n et la constante k.

Lo cinétique d'apparition des peptides peut étre
suivie par la réaction du biuret. Les pentes au temps t = ¢ des
courbes donnant ls variation du biuret en fonction du temps pour
aifférents rapports B/i, expriment les vitesses initicles Vo

d'eoparition du peptide &4-B pour ces mémes rapports.

Eu

Vo = dias (&“@ = k [a0) " [B9) "
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Comme on ne peut £ ire vorier indepencdumment les concentrations

de .o et de Bo vu l'abse ce (e solvint,on peut comme précédem-

rd

ment feire une supposition sur 1l'ordre de 1a réaction par
repport v glycocolle (2).

#Zn sunposont m = 1 on peut culculer 1'ovdre par

ronport & Ae En efiet pour chogue mélonge E on peut calculer

A.
Vo (Vo étznt la —ente & 1l'origine des courbes e¢xprimant la

3
B9l istion du biuret en fonction du temps.) (fig. 52).

v
Gor = kB”
Vo A
log [EET. = log k + n log (AO]

-

. ) Vo . ,
En nortont granhisuement log .= en fonction de logliol on
X [+ & i [B O]

deit avoir une droite de pente n.

IV)~ CINSTI UZ 4':PPARITION D3S POLYPAPTIDES : VsRIATION de 1!

INTANSITS DU SIUALT BN FCHCTION LU TJIiPS.

Lo variztion de l'intensité du biuret en fonction du

temns & ét€ foite pour los mélanges dlucides roglutzmique (A4)
j2 p 3 Yy

et de glycocolle (B) derwpport 3 = I,2,3 et 5. Pour interpréter

les données cinétiques de 1lo vef§ tion cu biuret, il faut que

la densité opticue du biuret soit xprimée en fonction du

volunme rinctionnel.

’

Or, la densité optique D du biuret a ¢té mesurdée pour

une sclution & I mg de peptides par millilitre. I1 faut, 2

partir de D exprimé pour I mg/ml, calculer las cdensité optique

D' qui donnersit un volume identigue de polypeptide par

. . . . \ . . -3 3
millilitre d¢e¢ solution, clest a dire exprimer D' en I0 “cm™ /ml
b

ou mmB/ml. I1 suffit pour cela de¢ multiplier D per la densité

d¢ chogue mélange pour avo r D', Les résultets sont reproduits

dans le toblecu(l) et 1la figure (52).
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Les courbes de 1z figure (52) permetitent de mesurer
1o pente au temps t = o (vitesse d'apparition des peptides 3
1'instont initial) scit Vo = 4D

dt
Si n était égal a 1, on surzit
Yo
(Bo)
En exprimznt Vo en fonction de 4o (tcobleau H) on

Bo
devroit avoir une droite. En fait, expériment. lement nous avons

n
=k AO]

trouvé une courbe (fig. 53). En supposant n = quelconque et en

expriment grophiguement log %% = F,. (log Ao} (tzbleau H et

figure 54) on cbtient une droite dont la pente "n" est égale

a I,85.

Cette valeur s'approche de 2. Mais nous avons jugé
utile de confirmer ce résultz:t en étudiant lo cinétique de

disparition du glycocolle.

T.BLEAU H

tableau synoptique des valeurs de Vo Eij et[}d}
et des valeurs déduires de celles-ci. B

oo

° ° ° °
- ° ° - e

:Bi Vo LBO} %_3_6} %log [%%ﬁ [Ao] E—log LAo]i
P1iz,14107% F 7,143.7070 1 3 Y o0,477 Fo7,143.107; 2,146
L2 iLer.om2 (I0,75 .10 1 1,557 0,190 | 5,375.107 | 2,270 |
3 %1,29.107% f12,99 .107° ' 0,994°-0,002 © 4,33. 107> % 2,363 °
. 5 :0,99.1072 :15,38. 107> : 0,644:=0,191 : 3,076.107> : 2,512 :

o . .
o - °

.0

CINETI.UE Di DISPARITION »U GLYCOCOLLE - ORDRE DE LA RSACTION

La cinétique de disparition du glycocolle a été

faite pour les mélanges de rapport B =1, 2, 3, 5 et 8 ; chaque
A
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mélange contenant au départ I.IO-Bmole de glycocolle. Les
concentrgtions{B]sont cclculées en divisant le nombre de moles
de glycocolle dosé (NB) par le volume des mélanges réactionnels
(tableau I). Les courbes de variation du glycocolle en fonction
du temps pour les diffdérents mélanges sont reproduites (fig.55
et fig. 56).

Si 1'on suppose que l'ordre de la réaction est m = 1

par rupport eau glycocolle (voir paragrzphe II, étude théorique)

R

kg

on doit cbtenir digo$roites de pente X = k{Ad}n en exprimant
graBhiquement 1ogi§r en fonction du temps (fig. 57). En fait,
les courbes obtenues ne sont linéaires que pendant les premiers
temps de réaction.

I1 semble donc que l'ordrc de la réaction est m = 1
par ropnort au glycoccolll. L'abaissement de la constante de
vitesse au bout d'un certzin temps de réaction peut &tre du a
ce que la réaction est équilibrée.

La pente des droites obtenues & la figure 57, est
égale a ¢

K = k [a0]
logK = logk + n log 4o ]
Pour chacune des valeurs de K, correspond une valeur de EAQ?.
Si 1'un exprime graphiguement logK en fonction de 10g{§0] (
tableau I) on peut czlculer n (pente de la droite) et logK (
ordonnée & 1l'origine) (fig. 58).
Ncus avons trouvé : n = 2,04
logk = 3,27
k = 1,86.10"3 (mole/cm3)2.mn-

Donc, dans le cas de la cinétique de disparition

1

du glycoccolle, nous avons trouvé une valeur trés proche de 2,
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VI)- VERIFICATION DE LA COWST.NCE DU RAPPORT k =

Tt{BL a0 J « =

Valeurs de k calculées a partir de la vitesse initiale de
disparition du glycocolle

e —— L c—

3 Vo 4a)® . "Bo (40) 2 Taoh, k :

= - / 7 — Z 4 =3 - -P=3\ 3 -3} 2

A |mole.em™ 3 (mole.cm mole.cm (mole.cnl ) (molu.cg1 )
mn : ' mne.

1 |o,616.107° | 51,02.107%|7,143.107| 365.107° 1,69.10;

2 10,550.1072 | 28,8.10° | 10,75.107°| 310.1707° 1,78.10.3

3 {0,428.1072 | 18,8.107% |12,99.107%| 244,2.107° 1,75.107

510,285.10° | 9,45.107° | 15,38.107° 145,2.10': 1,96.107

8 |0,182.102 | 4,65.107® | 17,24.707°1 80,2.10" 2,27.10
Les différentes, valeurs de se situent aux environs de la

valeur de k = I1,86.I0° (mole/cm3)“ minute ' calculée précédemment.
On peut cependant remarquer que la valeur de k augmente un peu avec
le rapport B

A

B £
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DISCUSSION

Le fait que l'ordre de la réaction de condensation
d'un amino-acide avec l'acide pyroglutamique soit égal & deux
par rapport & cet acide peut sembler curieux.

Cependant, les études cinétiques faites sur la poly-
condensation thermique des acides w-aminés et sur les conden-
sations des diacides sur des diols ou des diamines, en proportions
moléculaires montrent que la réaction est d'ordre 3 quand la
réaction est catalysée par un acide (CHAMPETIER) (I2) et

(FLORY) (I7), et que dans ces conditions, on peut dcrire :

-dc 2
dt ~ k’Ccat.C

Quand la réaction n'est pas catalysée, l'expérience montre que
la réaction est encore dordre 3 et la vitesse peut s'exprimer
par la relation

~ag 3

dt

D'apres CHAMPETIER, les groupes terminaux acides

=k C

jouent le rdle de catelyseur.

Nous pouvons donc comparer nos résultets avec ceux
de CHAMPETIER et FLORY, & savoir que le réaction de condensation
est une réaction d'ordre 3 et que cette réaction est catalysée
par les groupe ents acides.FOX (20)(2I) et HARsDA (29) avaient
observé en effet que 1'acide phosphorique ajouté & faible dose
dans le milieu réactionnel favorisait la réaction de conden-

sation des acides aminés avec l'acide pyroglutamique.

L'acide pyroglutamique joue donc deux rdles, un
réle d'initiateur et un réle de catalyseur. Nous avons voulu
vérifier s'il n'existait pas d'autres acides pouvant jouer
les mémes r8les que l'acide pyroglutamique et favoriser la
condensation des amino-acides. Nous avons pu ainsi remarquer

que d'zutres composés acides dont le point de fusion était
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compris entre i2u? et 17VU? pouvaient remplacer l'acide pyro-
glutamigue. U'est le cas de l'acide alipique, de l'acide saly-
ciiique, des acides acétyl aminoacides tel que l'acétyl-
méthiokine. Yous ces composés réagissent avec le zlycocolle
de lo méme maniére gue l'acide pyroglutamigue et donnent su
cours de la réaction des séries liomologues de produits de
condensation de composition croissante en glycocolle et que
1'on peut séparer focilement en chromatographie.
u'anhydride pktalique semble cependant ne donner gqu'un seul
produit de coundensation ; cette propridté a été mise & pro-
fit dans la synthése peptidique pour le blocage des grou-~
pements aminés.

L'autres acides au contraire ne réagissent pas avec
le _lycocolle, c'est le cas de l'acide benzoique, de 1l'acide

métanitrobenzoique et de 1l'acide stéarique.

CUNUL.UD LU

La cinétique de polycondensation de l'acide pyroglu-
tamique et du glycocolle permet de vérifier que 1'acide
pyroglutamique joue ua rdle d'initiateur dans la réaction
de polycondensation et que la réaction évolua t par une suite
de réactions consécutives et compétitives, vérifiant 1
hypothése émise au chapitre iii sur le procesuus de polycon-
densatioun.

dous avons pu mettre en évidence que la réaction était
d'ordre 3, l'ordre par rapport a l'acide pyroglutamique
étant de 2, et gue ces résultats dtaient en accord avec les
résultats obtenus par polycondensation des diacides avec
des diamines ou des diols.

Lnfin, nous avons remarqué que d'autres acides pouvaient
Jjouer le méme rdle que l'acide pyroglutamique et que d'zutres

acides n'avaient aucune action.
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CAsPITRE V

CONDENSATION THERMTILUE DES :CIDES AMINES BASILUES (lysine,
ornithine, acide diaminobutyrique) S{US LEUR FORME BASE.

INTRODUC . ION

Dans la série des acides aminés acides, les acides
aspartique et glutamique ont un comportement trés différent
quand ils sont chauffés ; l'acide glutamique se deshydrate
en sa lactame, l'acide »yroglutamique, tandis que 1l'acide
aspartique se polycondense en une polyimide.

Nous avons .ensé qu'il serait interessant de rechercher
les varticularités 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 (HARADA)(28)

Nous avons repris ces travaux pour étudier la structure
de ces polylysines et comparer en méme temps les comportements
de deux autres acides aminés basiques, l'ornithine et 1!

acide diaminobutyrique.

CCNDuNSATION D Lia LYSINE BASE

La lysine base est livrée dans le commerce sous la

forme d'une solution aqueuse concentrée. Cette solution est
deshydratée par chauffage au bain d'huile a I00°C et 1le

~

résidu porté & I60-I702C en vue de la condensation.

Aprés un certain temps de chauffage, la résine obtenue
est additionnée d'eau. La majeure partie est trés soluble
dans 1'ecu. Cependant une certaine quantité d'une fraction
insoluble qui se présente sous la forme de petites pellicules
peut se déposer.

La solution est mise en dialyse contre de 1l'eau

distillée et les fructions adialysables et dialysables
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sont lyophilisées. Le rapvort adialysable

dialysable + adizlysable est

de 47p. I0C (en poids)

La structure de la fraction adialysable a été
étudiée par la méthode de dinitrophénylation de SANGZR (43).

Apres hydrolyse tot=le du DNP-peptide, nous pouvons
extraire la di-DONP-lysine par 1'éther et les dérivés monodini-
trophénylés de la lysine par le butanol secondaire. Ceux-ci
sont séparés en électrophorése & pH 11 (fig. 59).

La frzction aqueuse contient encore de la lysine
libre, non dinitrophénylée : la structure de la polylysine
est donc tridimensionnelle,

Le dosage respectif de la Di-DNP lysine,
de 1! ;CI-'-‘DN_P lysine
de 1'€-DNP-lysine,
de la lysine 1libre

a donné les résultats suivants :

a_-DNP Lys _ Lysine _
€ -DNP Lys =93 Di-DNP-Lysine = 2,87

oa=DNP-lysine + £ ~DNP-lysine
Lysine

a-DNP-Lys + £-DNP-Lys
Di-DiP-Lys

= 9,05 =3,15

CONIENT..IRE

Les commentaires des résultats obtenus sont assez
délicats, parce que nous avons l'impossibilité de savoir si

la dinitrophénylation du peptide est compléte (*). Dans ces

conditions, le dosage de la lysine libre (aprés hydrolyse) est

(*) Dans la série des protéines et au cours des réactions de
dinitrophénylation, il est classique de parler de groupements
aminés masqués, inaccessible au dinitrofluorobenzéne. Ces
observations de SANGER sur les groupements "non réactifs" de
diverses protéines sont significetives.



surestimé. Néanmoins, l'existence d'une structure tridimensionnel-

le ne fait aucun doute parce que la quantité de di~DNP-lysine
trouvée est trés nettement supérieure & celle que 1'on devrait
théoriquement trouver en admettant une structure strictement
linéaire et en prenant en considération le poids moléculaire
de ce peptide adialysable.

La prédominance des liaisons peptidiques inpliquant
le groupe £ -aminé de la lysine est trés marquée. La proportion
des liaisons du type ¢ étant sensiblement dix fois supérieure
a celle des liaisons peptidigues du typea .

Cette constatation- est évidemment en faveur d'un
mécznisme de condensation qui s'amorcerait aux dépens de la

lactame de lysine

NHZ2
t
NH2 -— Lys --» Lys —-» Lys ~-> Lys > Lys ( —> Lys - )n0H
i i 3 i
NHZ NHZ2 Lys - NH2 : NH2
NH2
Lys - NH2
M
Lys - Lys -—- NHZ
0 NH2
Lys - NH2
A
Lys ——— NH2
NH2

B)- CONDEZHSATION de 1'ORNITHINE "B4ASE"

Nous avons préparé de l'ornithine base & partir du
dichlorhydrate de L-ornithine.

Technique de Préparation

4 une solution aqueuse de dichlorhydrate d'ornithine

on ajoute un léger exceés de carbonate d'argent fraichement
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nrécipité. Apreés ure demi-heure d'agitation & température ordi-
nzire, la solution est séparée du pricinité par filtration.

Une certaine quantité d'argent, qui s'est complexé & 1l'ornithine
est précipité »ar barbotage de 328 exempt d'acide chlorhydrique.
apres filtra’'ion, la solution d'ornithine base est cheuffée

& 709C pour éliminer 1l'hydrogeéne sulfuré.

La solution d'ornithine hase est concentiée & un petit
volume, par ébullition & I002C. Le prodait odlderu est hétéro
géne en électrophordse (& pH 3,9) et en chromatogriphie. En
effet, en plus de l'ornithine,cn sépare en feible guantité,
un composé révélable par la ninhydrine et par la réaction
de PAN et DUTCIER cqui a un comportement plus basigue en
électrophoreése et un RF plus grand que l'eornithine (fig. 6I).

La solution concentrée d'ornithine base a été chauffde
120 minutes & I309°C. Nous avons remarqué gque l'ornithine base se
transformait dans ces conditions, et avec un assez bon
rendement, en un dérivé dont le comvortement étuit comparable
a celui découvert dens la solution concenitrée d'ornithine base.
Bn vue de la détermination de sa structure, ce produit de
condensation de 1l'ornithine a ¢é+té récupéré aprés séparation

chromatographique. Aprés hydrelyse tot:le acide (4C1 5,6 N
1052C - 24 heures) 1'hydrolysat contient de 1'ornithine. Ce
composé a été dinitrophénylé var la méthode de SaNGER et ex-
trait du milieu re¢actionzel =ar le butanol secondaire. Aprés
hydrolyse totule de ce dérivé dinitrophénylé, on extrait par
le butanol secondzire un dérivé monodinitrophénylé de 1!
ornithine, qui a ét¢ identifié par électrophorese & »pd 9,1 (
tampon borute) comme étant 1'a-DNP-ornithine (fig. 60).
Il 2 été vérifié gque la phase agueuse de l'hydrolysat
ne contenait paes d'ornithine libre. Le produit de condensation
de l'ornithine buse a donc les propriétés générales suivantes :
- révélable par ls ninhydrine

- révélable par la réaction de PaN et DUTCHIER
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~ mne contient que de l'ornithine

- ne donne quiun seul dérivé dinitrophénylé de
ltornithine : 1'¢.-DHP ornithine

- ne possede pas d'ornithine dont les deux fonctions
aninées sont blogudes.

11 s‘agit donc de la lactame de l'ornithine.

_Ch2 ——CH2
_' \\ o
L%i% w/Nﬂ
o) G Co
NH2

C)~ COMDuss...t oW D Ll DU DIAMINOBUTIRIQUE "BASH"

. A . .

Liacide diaminobutyrique dichlorhydrate a été
préparé & partir de l'acide L-glutamique par la méihode de
ADAMSON (1).

L'acide diaminobutyrique "base" a été préparé a

).

partir du dichlorhydrate par une technique comparable & celle
que nous avions utilisée pcur l'ornithine (veir plus haut).
La solution de diaminobutyrique base concentrée
a petit volume a é+é chauffée & I702C pendant 45 minutes.
hpres électrophorese du résidu obtenu, on sépare en plus de
ltacide diaminobutyrique un composé plus basique en électro-
phorese qui posséde le méme comportement que la lactame de
l'ornithine. (Fig. 6I).
Par chauffage on obtient .. la lactame de 1l'acide

diaminobutyrique:

o

Ni2 - Ch “NH
”"‘w»..‘, o

e

vvvvv

rn conclusion générale de ce chapitre, il est
important d'opposer les comportements de la lysine et de

deux autres acides aminés basiques de la méme série, 1!
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ornithine et l'acide o,y-dizminobutyrijzue. Toutefois, 1'
identification de la lactame de l'ornithine et de celle de
1'ucide o,y-diaminobutyrique aprés chauffage est en faveur
du mécunisme proposé plus hout pour la formation des

polylysines a partir de la lactame.
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Cd/PITRE VI

PROPRIATES PAYSILUES, CHIMI_UZS ET BIOLOGIJUES

A)- C.ik.CTERE de SOLUBILITE
Tous les polypeptides synthétiques sont solubles

dans l1l'acide formique, darns l'hydrate de phénol et dans 1!
urée I0 M,

Cependant, leur solubilité dans 1l'eau est influen-
cée par leur caractére acide et elle varie suivunt la nature
des acides aminés constitutifs :

- Les polyalanines sont entiérement solubles
dans l'eau ;

- Les polyglycocolles deviennent insolubles dans
l'eau des que le nombre de résidus de glycocolle devient
supérieur a IO,

- Les polyphénylalanines se répartissent en
plusicurs fractions 1'une insoluble, possédant 6,9 molécules
de phénylalanine pour I molécule d'acide glutumique, l'autre
soluble duns la soude diluée, une partie de cette dernieére
étunt insoluble en milieu acide et possédant en moyenne
3,1 molécules de phénylalanine pour I molécule d'acide
glutamique.

- Les polylysines sont trés solubles dans 1l'eau.

~ Les polypeptides contenant de 1l'acide aspartique
sont insolubles dans l'eau, mais solubles en milieu alcalin.
Le traitement alcalin trensforme la structure polyimide du
polyméere brut en une structure "poly-acide aspartique".

B)- SIPECTRE d'aBSCRPTION des RELCTIONS DU BIURET DE DIFFER&NTS
POLYIHERES.

4Afin d'avoir une idée de le tcuille des peptides

synthétisés, nous avons étudié le spectre d'absorption de 1la

™

coloration du biuret de différents polyméres.
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Le maximum d'absorption de la coloration du biuret des
protéines (sérum albumine, caséine) se situe vers 550 my (
KOBEd et SUIIURA) (33). D'aprés KOBER (34), les oligopeptides
donnent un complexe semi-biuret dont les maxima d'ebsorption
se &placent vers les grandes longueurs d'ondes, le complexe
des tripeptides donnant un maximum d'absorption & 58~- m (
GAWRILLOW et coll.) (23).

Nous avons mproduit sur le figure (62), les spectres
d'absorption du biuret de différents polyméres obtenus par
chauffage de 1l'ac:ide pyroglut:mique et du glycocolle. Nous
avons notamment comparé les produits dialysables et adialy-
sables,

On peut remarquer que les polyméres dialysables ont un

maximum d'absorption au deld de 550 my.et que les fractions
¥ #

adialysables ont un maximum d'absorption se rzporochant de
550 my , qui est donc voisin de celui que 1l'on obtient avec

des protéines "vraies".

POIDS . OLECULLIRE

Dans les chepitres précédents, nous avons particuliérement

€étudié la structure de plusieurs oligopeptides obtenus par

condernsation de l'acide pyroglutamique avec d'autres amino-

acides. Nous avons méme déterminé per une méthode chimique le

poids moléculeire moyen de certains d'entre eux : par exemple

la fraction insoluble des polyglycocolles a un poids moléculaire

moyen de 800, ce qui correspond en moyenne a un tridécapeptide.
Nous avons également signalé que la condensation de 1

acide pyroglutamique avec d'autres acides ocminés, en présence

d'acide aspartique, conduisait 3 des produits de condensation
de haut poids moléculaire. Nous nous sommes donc attachés a
déterminer d'une fagon précise le poids moléculaire de

ces produits particuliers.
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Trois séries de dérivés ont été étudiédes. Ils
correspondent & trois mélanges différents dont la composition
nrécise est rassemblée dans le t.bleau K.

Dans ce méme tableau, la composition de 1l'adialy-
sable obtenu est égulement donné. Les proportions observées sont
tres différentes de celles du mélange initial.

Les trois polypeptides ont ¢té étudiés en
électrophorése de zone sur papier & pH 3,9 et & pH 8,9 : apres
révélation de 1l'amidoschwarz, qui est un colorant spécifique
des protéines, on décéle sur 1'électrophorégr-.mme de chaque
produit, une seule bande précise et bien délimitde. Ces

procuits de condensation nrésentent donc une certaine

homogénéité ¢lectrophordtigue. Cette propriété peut s'expliquer

par le fzit gque la condensation des acides aminés dans un
mélange se feit au hesard, de telle sorte que les molécules
de polypeptides composés d'acides aminés répartis dans un
ordre quelconque, peuvent avoir en moyenne des propriétés

physiques comparables.



TABLEAU K

icides aminés Composition Composition de - .
polycondensés du mélange iscides aminés l'adialysable Congltlon poids
du mélange initial constitutifs (en p. I00) , e . moléculaires
initial (en p. I0G) condensation .
Av. pyroglutaomigue 28,6 Ac. glutamique 19
Le. aspartique 28,6 Ac. aspartique 35,6 24 k., I65%C 5.600
Lysine (&C1) 42,8 Lysine 45,4
4e. pyroglutamique 30,76 ice glutumique 16,7
hLc. aspartique 30,76 Ac. aspartique 45,1 24 h. 165°C 5.000
Lysine (2C1) 23,1 Lysine 30,30
Tyrosine 15,38 Tyrosine 7,9
Ac. pyroglutumigue 14,3 Ac. glutamique 15,65
Le. aspartique 23,6 Ac. aspartique 40,35 I8 h. I709C 4.600
Lysine (#C1) 28,6 Lysine 33,2
Tyrosine 8,6 Tyrosine 10,8

Poids moléculaire moyen et composition en amino acides

des polyreptides obtenus par condensation de plusieurs

amino acides.
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La détermination du poids moléculaire des fractions
adialysables a été effectuée par ultracentrifugation (*). Les
valeurs obtenues sont rassemblées dans le tableau K : elles
sont de 1'ordre de 5.000 (5.600, 5.000, et 4.600).

(¥) Les déterminations ont été erffectuées & la Station Centrale
d'ultracentrifugation du C.N.R.S. Nous tenons & remercier
tout particuliérement Madame S. FILLITI - WURKSER.

La masse¢ moléculaire mesurée par ultracentrifugation
pour expression :

o

s  RT
M=9 T-va

8,313.107 erg. mole™!
Température absolue

volume spécifique du peptide
densité du solvant
coefficient de sédimentation
coefficient de diffusion

(SR ON+ I RSN,
[T T T £ I T O |

La mesure du rapgort S a ¢été effectuée pendant
1'approche de 1'équilibre de Sédimentation par la méthode
a'ARCHIBALD modifiée par EHRENBERG.

s _ Y
D T wér K (4s=A)

ol y = distance de la ligne de base & 1l'intersection

de la courbe et du ménisque

® vitesse angulaire

r = distance du ménisque & l'axe de rotaetion

K inverse de 1l'agrandissement de 1l'image de la cellule

A surface comprise entre la courbe, le ménisque et la
ligne de base

4s = surface comprise entre la courbe et la ligne de
base apres avoir formé une frontiere entre le

solvant et la solution.

(L T I |
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Pour chaque polypeptide, la mesure du rapport % est
faite & différeunts intervalles de ®mps. La diminution du
ranport % en fonction du temps, indique une certazine hétérogé-
néité (tablecau L et tableau M). La veleur de % prise pour le
calcul de la masse moléculaire est la valeur extrapoléde au

temps t = o.
T4BLuAU L o
Variation de % en fonction du temps pour le polypep-

tide de¢ poids moléculaire moyen 5.600

Temps S 7
en seconde D° 10
918 0,819
2238 0,807
5718 0,707

TABLEAU M :

Variation de % en fonction du temps pour le

polypeptide de poids moléculaire moyen 5.000

Temps S 7
en seconde D* 10
994 0,7956
2914 0,7494
4114 0,6778
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A partir de ces résultats, on peut conclure que ces
polypeptides sont composés de molécules ayant des masses molé-
culaires différentes et que l'ultracentrifugztion ne donne
que la masse moléculaire moyenne.

Aucune étude pour la détermination de 1la distribution

p.ndérale des macromolécules n' a été entreprise.

POINT ISOELECTRICUE

L'hiomogénéité électrophorétique des polypeptides de haut

poids moléculaire, nous a permis de déterminer expérimen-
talement le point isoélectrique d'un polypeptide.
L'étude a ét€ faite sur un polypeptide de P.M. 4.600 dont
la compnosition en amino-acides est donnée dans le tableau K.
Ce polypeptide est soluble dans 1l'eau distillée, mais
il précipite par addition de faibles quantités d'acide. Le
précipité se redissout par addition importante d'acide, le
maximum de précipitation ayant lieu vers pH 3. Nous avons
voulu préciser cette notion en déterminant expérimentalement
le point isoélectrique.
En utilisant la technique d'électrophorése sur papier,
la détermination du point isoélectrique d'une protéine peut se
faire par mesure du déplacement électrophorétique a différents
pid, dans des tampons de méme force ionique & condition de tenir
compte de la relation suivente : (¥)
V=E+E+ e
ou V = vitesse apparente d'un ion protéique
E = vitesse de la protéine
£ = courant d'électroendosrm ose

e = courant d'évaporation

(*¥) Pour la théorie, voir MACHEBOEUF (38), KUNKEL (36)
TISELIUS (52) LUDUBEAT et DE MENDE (3)
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Expérimentalement, nous avons mesuré le déplacenment
du peptide & différents pH dans des tempons de force ionique
constante, par rupport au déplacement d'une molécule neutre (
par exemple : le glucose) dans les mémes conditions expérimen-
tales (2,35 volts par cm pendant 4 heures). Le déplacement du
peptide par raepport au glucose est porté graphiquement en
fonction du pH. Le point ol la courbe coupe l'axe des abscisses,
donne le point isoélectrique (fig. 63).

Expériment:lement nous avons trouvé : Pi ~ 2,75

Le point isoélectrique de ce polypeptide est situé
dans une zone tres ecide, ce qui est normal étant donné sa
composition ol 1'on trouve 40,35 % d'acide aspartique et

15,65 % d'acide glutamique.

SPECTRE INFR.-ROUGE

Nous avons voulu comparer les spectres I.R. de nos
polypeptides avec ceux des protéines et des peptides linéaires
synthétisés par d'autres méthodes.)(Pour 1'application de la
snectogruphie infrau-rouge aux peptides et protéines, voir
ELLIOT (I4) (I5) (I6), BLOUT (II), BAMFORD (4)

Lorsqu'on examine l'absorption infra-rouge d'une
protéine, on constute l'existence de deux zones de longueur.
d'onde interessantes, la zone de 3.000 cm'_1 et la zone de
I.700 cm™ !, Cependant, la zone de 850 em™ ! & 1.250 cm”! est
également importante, mais difficilement interprétable.

12) - La "zone de 3.000 cm” \",

I1 existe deux bandes caractéristiques dans le cas de peptides

linéaires, dues aux fonctions -NH-,

1'une a 3333 cm_1, tres forte,

(*) Les spectres I.R. ont été réalisés par Monsieur le Professeur
GUY de la Faculté de Pharmacie de Paris, que nous tenons &
remercier tout particuliérement.
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N "‘1
l'autre a 3090 cm ', assez forte
I1 a2 été démontré que ces deux bandes étaient dues
& la présence de liaisons hydrogéne intermoléculaires.

Z?) - La "zone de I.700 cm_1".

Dans cette zone existe la bande du groupement C = O appartencnt
a un aldehyde, & une cétone, ou & un acide (I.720 cm ).

Cette bande ne se retrouve pas dans les polypeptides ou les
protéines, cur il existe peu de groupements -COO0H par rapport
aux groupements amide g -~ Nf - dornt les bandes caractéris-

0
tiques sont a I1.666 em~ ! et 1.560 cm™ .

Dans les cyclopeptides, la bande & I.560 —
n'existe pas : c'est donc la bande spécifique des peptides
linéaires.

Les spectres de différents peptides étudiés ont été
reproduits dans les figures (64), (65), (66), (69), (70).

La comparaison du spectre de l'acide pyroglutamique
(fig. 64), de celui du pyroglutamyl glycine de synthese (fig.
65) et de celui du polyglycocolle insoluble (fig. 66), semble
vérifier la structure des polypeptides de ez type.

La bande & 3.090 cm_1, inexistante dans l'acide
pyroglutamique (fig. 64) zpparait dans le peptide pyroglutamyl
glycine de synthése (fig. 65) et dans le polyglycocolle
(fig. 66).

La bande & 1.720 cm-1 du groupement COOH libre
que l'on trouve dans le spectre de l'acide pyroglutamique
(fig. 64) diminue dans celui du pyroglutamyl glycine de synthése
(fig. 65) et disparailt presque complétement dans celui du
polyglycocolle (fig. 66). De méme la bande & I.560 cm—1, spéci-
fique des pepntides linéaires, est inexistante dans le spectre
de 1l'acide pyroglutamigque (fig. 64) et apparait dans celui du
pyroglutamyl glycine (fig. 65) et du polyglycocolle (fig. 66).

D'autre part, nous avons comparé les spectres



-HQ =
obtcnus avec rnos polyglycocolles & ceux des polyglycocolles
prénarés par d'autres méthodes par ELLIOTT (fig. 67) et & ceux
obt-nus par condensation thermique par JARADA et FOX (fig. 68).
La correspondance entre toutes les séries de spectres est
tres satisfaisante.

La figure (69) représente le spectre I.R. d'un
polymere d'acide aspartique et d'acide pyroglutamique. Les
bzndes caractéristiques des CO-Nd (I.666 em™ ! et 1.560 cm-1)
p'existent pratiquement pas, tandis que la bande du C = 0 (
I.730 cm-1) est trés importante. De méme les bandes du groupement
1 et 3.090 cm-1) sont treées faibles,

Ces résultats confirment le structure spéciale des produits

Nd peptidiques (3.333 cm”

de condensation de 1l'acide aspartique (voir chapitre IV). FOX (

20) attribue l'existence des liaisons imides, & la présence

des bandes & I1.720 et I.780 cm ..
Enfin, nous avons reproduit sur la figure (70) le

spectre d'un polypeptide complexe de poids moléculaire 4.600 (

voir tcbleau K). Nous retrouvons toutes les bandes caracté-

ristiques des peptides lindaires.

COLPO:TsMENT DS PCLYPEPTIDES VIS A VIS DES ENZYMES

SRCTHOLYTIUKS

Nous avons €étudié l'action des enzymes protéolytiques

vis a vis d'un polypepntide de poids moléculeire moyen de 4.600,
composé d'acide glutamique, d'acide aspartique, de tyrosine

et de lysine (pour la composition, voir tubleau (K). Etant
donné la composition de ce polypeptide, plusieurs enzymes
protéolyticues étaient susceptibles d'hydrolyser ce peptide :
la trypsine, la chymotrypsine, le papaine, la pepsine, la

carboxyeptidase et la leucine-amino-peptidase ont donc

ité essayées. (%) Les essnis ont été f.its selon les méthodes

(*¥) Le spécificité d'action des endopeptidases et des exopep-
tidases est actuellement bien précisée a la suite des

travaux de nombreux chercheurs sur la structure primaire des

peptides et des protéines : la trypsine coupe spécifiquement

VS
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classiques d'hydrolyses enzymatiques.

Les techniques d'znalyse que nous av as utilisées n'ont
pas ¢été capables de mettre en ¢vidence 1l'hydrolyse du peptide
choisi. Cenendant FJX (20) a pu déterminer par dosages
successifs une sction trés légére de la pepsine et de la
chymotrypsine sur des polypeptides du méme type ; il a
€valué apvroximativement qu'il y avait en moyenne une coupure
de liaison peptidique par molécule de polypeptide au buout de
7 jours d'incubation, en présence de pepsine.

L'action enzymatique sur les polypeptides qgue nous
synthétisons est obligatoirement réduite du fait que les
acides aminés constitutifs sont & la fois de la série L et de
la série D, les enzymes ne pouvant hydrolyser que les liaisons
veptidiques formées a partir d'ucides aminés de la série L.

KRAPiITZ (56) a montré récemment, en faisant ingérer
& un rat, un volypertide marqué au soufre S-35 et synthétisé
par chaufifage, que ce polypentide ét.it attagqué par les enzymes
du tube digestif ; il trouve que 40 pour cent de la radioactivité
du peptide initial est utilisée par le rat.

Rappelons que 1o carboxypeptidase s'est révélée tres
active sur les peptides obtenus par condensation de 1l'acide
pyroglutimigue avec 1l'alenine ou avec la phénylalanine (Voir
chapitre III). llous avons pu déterminer que 2,57 pour ceux du
poids totzl de 1l polyatsmine étiit libéré sous forme d!

alanine (fig. 7I). Nous avons not.wment précisé la cinétique

(*).../. les liaisons lysyl-X, la chymotrypsine, lu liaison
tyrosyl-i, la pepsine peut agir sur les liaisons glutamyl-
tyrosine, la papaine peut hydrolyser de nombreuses lizisons
peptidiques impliquant 1'acide glutomique (dtudes foites

sur l'insuline). Les ¢ cux exopeptidases (carboxypeptidase

et leucine-imino-pentidese ont une spécificité également bien
srécisée (Voir chapitre III),
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d'action de la carboxypeptidise, sur les peptides & alanine
en dosant par un procédé automatique (voir chapitre techniques)

1'alenine 1libérée en fonction du temps. Cette dtude a été faite

a deux températures différentes : 209C et 399C : pendant 4 heures

et & pH 8,5 (Pig. 7I)

L'ex.périence montre que la libération d'alanine en
fonction du temps suit une loi logarithmique. Ces courbes
montrent également que 1l'action enzymatique commence dés 1!

addiition de carboxypeptidase dans le mélange.

POUVOIR BACTERICIDE des POLYLYSINES
KATCHALSKI et coll., (32) ont ¢tudié des I955

l'activité antibiotique des polyméres de D, L-ornithine et de

co-polyméres contenant de l'ornithine. Le polymére d'ornithine
possede une activité comparable & celle de la gramicidine,

b'autre part, on conanait des cyclopeptides riches
en acide o,y ~diaminobutyrique qui sont doués également d'une
activité antibiotique (par exemple, la polymyxine B dont la
structure a été déterminée par HAUSHANN (30) et par RISERTE et
D/UTREV.UX (8).

Nous nous sommes demandé si les polylysines que
nous avions synthétisdes & partir de la lysine base, ne
possédaient pas un pouvoir bactéricide. Ces recherches ont été
fzites pour les deux fractions dialysable et adialysable de

la polylysine, en utilisant plusieurs souches bactériennes, (¥*)

(*) Nous tenons & remercier Monsieur J. GUILLAUME, Maitre de
Kecherche au CHRS et Monsieur le Professeur R. OSTEUX, ainsi
que le Service de Chimie buctérienne de 1'Institut Pasteur de
Lille (Directeur, Professeur C. GIRKEZ-RIEUX) d'avoir bien
voulu procéder a ces déterminations. Ces résultats feront 1!
objet d'une publication ultérieure dans des journaux de
bactériologie, et seront repris dans la thiése de Doctorct &s
Sciences de J. GUILLAULE.
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Le tableau N rassemble les résultw.ts obtenus pour les
deux frzctions comparativement a la polymyxine, aux histones

r:iches en arginine et aux protamines.

Le pouvoir bactéricide des deux fractions de ces poly-
lysines est donc plus grand que celui des histones et des
protamines, et se rapproche de celui de la polyxyxine. Cette

constatation est évidemment tres interessante.

POUVOIR ANTIGENIJUE DiS POLYPEPTIDES

Certains auteurs ont étudié le pouvoir antigénique
des polypeptides synthétiques obtenus par la méthode des
N-carboxyanhydrides (FRIEDMIN (22), (GILL) (24), (25), (26)
(1:4URER) (39) , (ST4dMaNN) (5I). Ils ont pu obtenir des
immunsérums spécifiques de ces polypeptides par injection &
des =znimaux.

Nous avons essayé de préparer des immunsérums spécifi~

ques de notre polypeptide de P.M. 5.00C, en l'injectant au

lapin en présence d'adjuvant de FREUND. Aucun anticorps précipitant

n'a pu étre décelé en utilisant la méthode de double diffusion
en gélose décrite par OUCHTERLONY. On ne peut cependant pas
conclure a partir des résultats de cette expérience 3 1l'absence
de pouvoir antigénique ~ de notre polypeptide, car la réponse
imrunitaire de 1l'animal peut en effet échapper & ces méthodes
de caractérisation des anticorps et nécessite alors l'utilisa-
tion des méthodes sérologigues. FOX (20) n'a pas pu déceler
aucun pouvoir antigénidue - des polypeptides du méme genre, en
les injectant a des lapins et & des porcs. Il attribue ce
manque d'antigénéité au faible poids moléculaire de ces

polypeptides.
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Pouvoir bactéricide des Polylysines
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Polylysine | !
Souches bactériennes
dinlysable adialysable distones Protemine Sulfate Colymyxine
(froction riche (Hoffman La Koche)
en arginine
E. Coli 7I.C62 5 5 I5 5 5
E. Coli 57.707 I0 I0 30 I0 5
Selmonella para B 50 50 50 100 5
Klebsiella =zérogene 50 i0 25 5 2
Shigella Sonnei 5 5 2 5 2
slcalescens 30 5 25 10 5
Proteus morganii 60 2,5 5 5 I0
Pseudomonas adrugi- 15 10 25 12,5 2,5
nosa

Staphylococcus aureus 7,5 16 10 25 15

0xford

Concentrations minima bactéricides exprimées en yg par ml. Les suspension:
asctériennes lavées (500/ml) sont mises en contact durant I heure & 379C avec les solutions 4!
ntibactériens dans un tampon faible & pd 7,2 obtenu par une solution de 20 ~»g de PO, ¥ H-PO KH,A par mll
n étule sur géloses coulées en boite de Pétri et 1'on numdre aprés I8 heures d'étuve 2372 Te fiombre
¢ colonies (=bactéries survivintgs).
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CONCLUSIiON

Dans notre troveil, nous avons repris 1'idée initiale
des travaux de HARADA et FOX sur la pol yondensation thermique
des acides aminés, en orientant principalement nos recherches
vers 1'étude cinétique de la réaction et la structure des com-
posés formés. Nous avons étudié les différents facteurs qui
peuvent influencer la réaction de condensation des acides
aminés en présence d'acide pyroglutamique (température, temps,
rapports molaires des différents réactifs) et nous avons

précisé les conditions optima de réaction, en tenant compte
la

o

e stabilité thermique des acides aminés.

La structure des produits de condensation a été étudiéde

en détail, en particulier les produits de condensation du
glycocolle, de 1l'alanine, de la lysine, de la phénylalanine

¢t de la tyrosine. Dans chacun de ces cas, les résultats sont
en faveur d'une structure polypeptidique commengant par 1!
acide pyroglutamique. Le groupe carbonyle de l'acide pyroglu-
tamique est impliqué dans une liaison peptidique avec le

groupe a-aminé d'un autre acide aminé. La séquence totale

est composée de n wunités, n étant variable. vans les produits
de condensation du glycocolle par exemple, on peut séparer
facilement les polypeptides de ce type jusqu'a n = 7. (
pyroglutamyl -glycocolle, pyroglutamyl-glycyl-glycocolle, etc...)
Cependant, d'autres réactions impliquant 1'ouverture du cycle
pyroglutomique sont possibles. On peut en effet séparer

apres hydrolyse partielle acide des peptides composés d'acide
glutimique, ¢t de 1l'acide aminé utilisé au cours de la
polycondensation, ce dernier se trouvant ¢n position N-termi-
nale. En effet, des peptides du type alanyl-glutamique ont

été mis en évidence, prouvint ainsi 1l'existence d'enchainements
-Ahlanyl-Glutumyl- dans les produits de condensstion. Ces
résultats montrent que l'acide pyroglutamique peut se décycliser

au cours de la réaction pour se condenser sur une chaine
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déja formée. Des conclusions en sont tirées sur 1'hypothése
d'un processus de polycondensation évoluant par une suite de
réactions consécutives et compétitives,

L'étude cinétique de la polycondensation du glycocolle
avec l'acide pyroglutamique (cinétique de disparition des
réactifs et cinétique d'apparition des sHroduits) vérifie 1!
hypothése Imise sur le processus de polycondensation. L'ordre

de la réaction est de I par raupport au glycocolle et de 2

par ropport & l'acide pyroglutumique. Ces résultats montrent 1!

analogie de cette réaction avec celles de la polycondensation
des diacides avec les diamines et les diols. L'ordre de la
réaction étant de I par rapport aux diamines et diols et de
2 par rapvort aux diacides. Ces réactions sont catalysées par

les acides. L'acide pyroglutamique a donc un double r8le, un

r8le d'initiateur par sa présence, et un rdle de catalyseur

nar la présence de son groupement carboxylique,

Les produits de condensation de l'acide aspartique
sont d'un type particulier ; en effet, l'acide aspartique

qui se condense facilement seul, donne d¢s produits de conden-

sation de poids moléculaire plus élevé et dont la structure est

cclle d'une polyimide gui s'hydrolyse facilement en milieu

alcalin en acide polyaspartique.

Par comparaison avec les acides aminés acides (

acide glutamique et acide aspartique) qui ont des comportements

trés différents quand ils sont chauffés, nous avons voulu

préciser le comportement thermique des acides aminés basiques,

sous leur forme base. Lz lysine base se polycondense facilement

pour donuner une polylysine de sructure tridimensionnelle,

avec des enchuainements peptidiques impliquant le groupement € -aminé

de la lysine en prédominance sur les enchainements impliquant

le groupement aaminé. L'ornithine base et l'acide &y,y-diamino-
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butyrique base se cyclisent par chauffage en leur lactame. Ces
constatations sont en faveur d'un mécanisme de polycondensation
de la lysine base qui ' .morcerait azux dépens de la lactame de

la lysine.

Les propriétés physiques et chimiques des polypeptides
dont le poids moléculeire est le plus élevé (de l'ordre de
5.00C) sont & la fois celles des protéines vraies (rdaction
du biuret typique, existence de bandes d'absorption en infra-
rouges propres a la liaison peptidique, existence d'un point
isoélectrigue) et celles de polycondensats -préparés par voies
chimiques (hétérogénédité en ultracentrifugation due & une
certaine distribution pondérule des macromolécules, enchaine-

ments au hasard des acides aminés).

Les propriétés biologiques au contraire sont assez inatten-
dues. Les enzymes protéolytiques de la série des endopeptidases
n'ont aucune action décelable sur les peptides les plus
imzortants ; seule unc exopeptidase comme la carboxypeptidase
peut agir sur les peptides a alznine et & nhénylalanine. Ce
résultat confirme le structure des peptides du type Pyroglu-—(
Ala)n-OH et du type Pyroglu—(?hé)n—OH.

Aucun pouvoir antigénique de nos polypeptides
n's pu étre mis en évidence par les méthodes d'immunisation
et de détection gue nous avons utilisées.

Cependant nous avons pu déterminer le pouvoir bactéricide
de la polylysine sur plusieurs souches microbiennes. Cette
action s'apparente aux propriétés buctéricides des antibiotiques
naturels de type de la polymyxine ou synthétiques du type de

la polyornithine.
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FIGURE I.-

Séparation électrochromatogrephique (pH 3,9-Butanol/
acétique) des produits de condensation thermigue
de 1'acide glutumique sur lui-méme, formés au cours

de la synthése de l'acide pyroglutamique.

FIGURE 2.~

Courbe expérimentale de titration du Glycocolle par
potentiométrie en milieu non agueux, au moyen d'une

solution acétique d'acide perchlorique décinormale.
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FPIGURE 3.~

Séparation électrophorétique & pH 3,9 des acides
aminés : acide aspartique, acide glutamique,

acides aminés "neutres", acides aminés "basiques".

FIGURE 4.-
Couplage bidimensionnel de 1l'électrophorése &
pd 3,9 et de 1la chromatographie dans le systéme

n-butanol/acide acétiquefeau : 4 : 1 : 5.

FIGURE 5.-

Couplage bidimensionnel de 1'électrophorése & pH 2,4
et de la chromatographie dans le systéme g—butanol/

acide acétique/eau : 4 : 1 : 5.

Séparation électrophorétique & pd 11 (
ammoniaque N) des acides aminés basiques.
FIGIJRE 7 o ™
Reperage de peptides aprés électrophordse a pH 3,9
& 1'aide de témoins latéraux.
FIGURE 8.~

Systeme d'élution des bandelettes de papier

contenant les peptides.
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FIGURE

9.~

Appareillage utilisé pour la syntheése des

Dinitrophényl-amino-acides (DNP-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 réaction.

II."‘

FIGURE

Schéma de la cuve utilisée pour la chromatographie
ascendante des DNP amino acides.
Solvant utilisé : Toludne/Pyridine/monochlo-

rhydrine du glycol/ammoniaque : 30 : 9 : I8 : IS8.

FIGURE

12-"

Carte chromatographique bidimensionnelle des DNP
amino acides éthérosolubles dans les deux solvants
suivants :

- premiere dimension : chromatographie ascendante
dans le systéme Toluéne/pyridine/monochlorhydrine
du glycol/ammoniaque : 30 : 9 : I8 : 18,

- Deuxiéme dimension : tampon phosphate I,5 M de pH6
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Variation de la densité optique du biuret en fonction
du temps, pour 3 températures différentes : 1502C,
1702C, 1909C. (La densité optique est donnée pour une

concentration de I mg de peptide par ml).

FIGURE I4.-~

Variation de -log Vo en fonction de 1

T
Vo = pente au temps to des courbes de la figure I3 ;

Vo exprime la vitesse initiale d'apparition des
peptides.
T = Température absolue & laquelle la réaction

a été faite.
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FIGURE I5.-

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 =
ac .pyroglutamique

FIGURE I6.-

Variation du rendement en fonction du temps, des
produits insolubles obtenus par chauffage & 1652C
d'un mélange d'acide pyroglutamique et de glycocolle

(glycocolle = 3).
ac.pyroglutamigque

FIGURE I7.-

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 densité optique est donnée pour une concentra-

tion de I 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.

3)
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FIGURE 18.-~

Séparation en électrophorese a pH 3,9 des produits
de condensation de l'acide pyroglutamique et du

monochlorhydrate de lysine ( lysine = 1)
ac. pyroglutamique

obtenus & I652C, aprés différents temps de
chauffage (L'-; heure, Ih., I0h., et 48h.).
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T AT

.-

Variation de la densité optique du biuret en fonc-

tion du rapport B (*) aprés 75 minutes de réaction
A
La densité optique est exprimée pour une concentra-

tion de I mg de peptide par ml.

FIJURZ 20.-

Variation de la densité optique du biuret en fonc-

tion du rap-ort B (¥*) aprés 75 minutes de réaction.
A
La densité optique est exprimée pour une concentration

identique en acide pyroglutamique pour chague mé-

lange (IO"5 mole par ml).

FIGURE 2I.-~

Variation du rendement (**) en peptides insolubles

en fonction du rapport initial B (*) pour deux
A
temps de chauffage différents : 75 minutes et I50

minutes (Température de chauffage : 1689-1702C).

FIGURE 22.~

Variztion du poids de la fraction peptidique inso-~
luble (exprimée en g) en fonction du rapport

initial B (*) pour des mélanges contenant la méme
A
quantité d'acide pyroglutamique (IO-'2 mole).

(*¥) - Le rapport B est égal au rapport molaire
A
Glycocolle
ac. pyroglutumique

(¥*) — Le rendement est exprimé en faisant le rapport
du poids de la fraction insolu®le sur le poids
du mélange initial.






Séparation électrochromatographique des produits de
condensation du glycocolle et de l'acide pyroglu-~

tamique. (¥*)

FIGURE

240"'

Séparation électrochromatographique des produits de
condensation de 1l'acide pyroglutemique et du

dipeptide glycyl—-glycine. (*)

FIGURS

e

25."‘
Séparation électrochromatographique des produits
de condensation de 1'acide pyroglutamique et du

tripeptide glycyl-glycyl-glycine.(*)

26."'

Séparation électrochromato raphique des produits de
condenssztion du pyroglutamyl-glycine de synthése avec

le dipeptide glycyl-glycine. (%)

FISURS

270“

Séparation électrochromatographique des pr. .duits de
condensation du pyroglutamyl-glycine de syntheése

avec le tripeptide glycyl-glycyl-glycine. (%)

(¥) Révélation per la réaction de PAN et DUTCHER.
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FIGURE 28,.-
Identification par électrophorése du pyroglutamyl-
glycine de syntheése
A = pyroglutamyl-glycinate d'éthyle
B = pyroglutamyl-glycine
C = produits de condensation de l'acide pyroglu-
tamique et du glycocolle
Révélation par la réaction de PAN et DUTCHER.

FIGURE 29.-

Identification par chromatographie du pyroglutamyl-
glycine de syntheése

4L = pyroglutamyl-glycinate d'éthyle

B = pyroglutamyl-glycine

C = produits de condensation de l'acide pyroglu-

tamigue et du glycocolle

FIGURE 30e~

Cinétique d'hydrolyse partielle acide des produits
de condensation du glycocolle (fraction insoluble
dans 1l'eau).

Séparation par électrophoreése a pH 3,9

Révélation par la ninhydrine.
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FIGURS 31~

Séparation électrochromatographique de 1l'hydrolysat
partiel acide des produits de condensation du
glycocolle (fraction insoluble dans l'eau).

Révélation par la ninhydrine.

Séparation électrochromatographique de 1'hydrolysat
partiel acide des produits de condensation de
l'alanine.

Révélation par la ninhydrine.
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FIGURE _33.-
Identificotion de l'acide aminé en position
N-terminale du peptide G4

FIGURS 34.-
Identification de l'acide aminé en position
N~terminusle du peptide G1

FIGURD 35.-

Identification des acides aminés en position

N-terminale des peptides A2

FIGURE 36.~
Identification des acides aminés en position
N—terminale des peptides A5

FIGURE 37.-

Identification des acides aminés non dinitrophé-
nylés des peptides G4, G1, G2 et G3.

Révélation par la ninhydrine.

FIGURE 38.~

Identification des peptides & glycocolle obtenus
par hydrolyse partielle acide des polyglycocolles,
Séparation par Slectrophorése a pH 2,4

Révélation par la ninhydrine.
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FIGURE 39.-~
Séparation électrochromatographique des produits
de condensation de l'acide pyroglutamique et
du monochlorhydrate de lysine (rapport 1 )

Révélation par la ninhydrine, L

FIGURS 40.-

Séparation électrochromatographique des
produits de condensation de l'acide pyroglu-

tamique et du monochlorhydrate de lysine

(rapport 1)
1
Révélation par la réaction de PAN et DUTCHER.
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FPIGURE 4I.~
Séparation Slecirophorétique de 1'hydrolysat
total du peptide Al

FIGURE 42.~

Séparation ¢lectrophordtigue de 1l'hydrolysat
total du peptide B2, avant dinitrophénylation

et aprés dinitrophénylation.

Séparation électrophorétique de l'hydrolysat
total du peptide B3, avant dinitrophénylation

et aprés dinitrophénylation.

FISURS 44.~-

Séparation électrophorétique de 1l'hydrolysat
totnl du peptide B4 avant dinitrophénylation

et apreés dinitrophénylation.

FISGURE 45,.~
Identification de l'acide aminé constitutif
au peptide C1

FISURE 46.~

Séparation électrophorétique des mono-DNP-lysines
obtenus aprés hydrolyse totale des DNP~peptides
B2, B3, B4 et C1.
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Séparation électrophorétique des produits de
condensation de l'acide pyroglutamique et de la
tyrosine (rapport 1/1)

2) révélation par la ninhydrine

b) révélation par 1' a-nitroso- §-naphtol

FIGURE 48.~
Séparation électrophorétique des produits de
condensation de l'acide pyroglutamique, de 1!
acide aspartique et de la tyrosine (rapports
2/1/1)
a) révélation par la ninhydrine

b) révélation par 1! a -nitroso- §-naphtol.
FIGURE 49.-

Cinétique d 'hydrolyse alcaline (pd 8,5) d'un
échantillon de 20 mg de polyaspartique (structure
polyimide) dissout dans 20 ml d'urée IONM.
(1) courbe expérimentale
(2) consommation de soude par la solution 4!
urée IOM. a pH 8,5
(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.

FIGURE 50.-
Séparation électrophorétique des dérivés monodini-
trophénylés de la lysine, obtenus apres hydrolyse
acide des DNP-polypeptides dans lesquels la lysine

a ¢été condensée a partir de son monochlorhydrate.
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FIGURE 5T.-

Cinétiques de disparition de l'acide pyroglu-
temique (A) et du glycocolle (B), et cinétiques
d'apparition des peptides pyroglutamyl-glycine (
A-B) et pyroglutamyl-glycyl-glycine (A-B-~B)

T2 de réaction : I702C

rapport glycocolle 1
ac. pyroglutamique

Il
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FIGURE 52.-~

Variation de la densité optique du biuret en
fonction du temps, pour différents mélanges a'
acide pyroglutamique (4) et de glycocolle (B)

La densité optique est exprimée pour une concen-
tration de I mm3 de polypeptide par ml de

solution.

Variation du rapport Vo en fonction de la
(Bo)
concentration de 1'acide pyroglutamique. (4)

Vo = pente au temps t =o des courbes de la figure
52

[So}: concentration du glycocolle au temps t =o.

FIGURE 54.~

Variation de log,.‘-Y-(2

LBG-Jen fonction de —10g£ﬁo}
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FIGURE 55.~

Cinétique de disparition du glycocolle en

fonction du temps, pour différents mélanges B

A
B = acide glycocolle
A = acide pyroglutamique
NB est exprimé en nombre de mole.

FIGURI 56.-
Cinétique de disparition du glycocolle en fonc-

tion du temps pour différents mélanges B
i A
{Bjest exprimé en concentration

Les courbes de la figure 56 sont déduites des
courbes de la figure 55, en divisant NB par le

volume du mélange réactionnel.
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FIGURE 57.-

Variation du 10gE§Q} en fonction du temps pour
B}
différents rapports B
A
iﬁq}z concentration en glycocolle au temps t=o

B = glycocolle
A = acide pyroglutamique

FIG’URE 58 a ™
Variation de =logk en fonction de —10§A@)

k = pente des courbes de la figure 57.
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FIGURE 59.-
Séparation électrophorétique des dérivés monodini-
trophénylés de la lysine, obtenus aprés hydrolyse
totale acide de la DNP-polylysine.

FIGURE 60.~

Identification €lectropliorétique du dérivé mono-—
dinitrophénylé de l'ornithine obtenu par hydro-
lyse du produit de condensation dinitrophénylé

de 1l'ornithine base.

FIGURE 6I.~

Séparation électrophorétique des produits de
condensation de l'ornithine base et de 1l'acide

c , ydiaminobutyrique base.

FIGURE 62

Spectre d'absorption du biuret de différents
polypeptides :
A : polyglycocolle (frzction soluble dans 1'eau)
B : polypeptide adialysable
C : triglycine

FIGURE 63.~
Variation de la vitesse électrophorétique sur
papier, du polypeptide de poids moléculaire 4600,
en fonction du pH.
V exprime la distance parcourue par rapport au

glucose, par le polypeptide pendant 4 heures sous

2,35 volts par cm,
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Spectre
FOX (27)

I.R, de 1l'acide pyroglutamique

I.R. du pyroglutamyl-glycine de synthese

I.R. du polyglycocolle insoluble

I.R. d'un polyglycocolle synthétisé
autre méthode (ELLIOTT) (I5)

I.R. du polyglycocolle de HARADA et
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FIGURE 69.~

Spectre I.R., de 1'acide polyaspartique (forme

polyimide)

FIGUR: 70.-
Spectre I.R. du polypeptide de poids moléculaire
4.600.

FIGURE TI.-
Cinétique d'hydrolyse a deux températures
différentes de le polyalanine, per la carboxy-
peptidase.
En ordonnée : pourcentage en poids de l'alanine

libérée par rapport au poids initial de peptide,
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