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I1 est bien connu en chimie organique que si les liaisons O- et S-acyl6es sont fort 
sensibles aux agents d'hydrolyse, les liaisons N-acyl~es des amides substitu6s --- parmi 
lesquelles il faut ranger les liaisons peptidiques - -  sont g6n6ralement stables ~ leur con- 
tact. L'hydrolyse des prot6ines est donc un ph6nom~ne lent qui, tt l'6chelle mol6culaire, 
doit ~tre regard6 comme une saite de ruptures 616mentaires 6chelonn6es dans le temps. 
Ces ruptures, on peut en connaitre le nombre ~ chaqlle instant grace aux fonctions amine 
qu'elles font apparaitre. Mais leur succession dans la mol6cule prot6ique est-elle uni- 
qnement r6gl6e par les lois du hasard ou suit-elle au contraire un ordre d6fini? En 
d'autres termes, les liaisons peptidiques d'une prot~ine opposent-elles toutes la m~me 
r&istance ~ l'hydrolyse ou bien certaines c~dent-elles plus vite que d'antres ? Tel est 
le probl~me encore pen ~tlldi6 qu'il nous a paru int~ressant d'aborder. 

Disons tout de suite clue le comportement des peptides vient ~ l 'appui de notre 
deuxi6me hypoth~se. On sait en effet que les dipeptides sont g6n6ralement plus difficiles 
~t hydrolyser que leurs homologues sup6rieurs. Les dipeptides de la valine en particulier 
sont t r& r6sistants et leur p%sence dans des hydrolysats soi-disant totaux a 6t6 maintes 
fois signal6e. La stabilit6 des liaisons peptidiques semble donc ainsi d6pendre des dimen- 
sions de la mol6cule dont elles font partie et, dans certains cas aussi, de la nature des 
amino-acides qu'elles relient. 

Un r~cent travail de GORDON,  MARTIN et SYNGE 1 parait d'ailleurs confirmer cette 
derni6re proposition dans le domaine des prot6ines elles-m6mes. Maintenant k 37 o de la 
laine dans HC1 concentr6, ces auteurs d6terminent k intervalles r6guliers: 

I. L'azote amin6 apparu qui leur indique le hombre total des liaisons rompues donc 
la stabilit6 moyenne de ces liaisons. 

2. L'ammoniaque et l'ac6tald6hyde prenant naissance par oxydation periodique 
d e  l 'hydrolysat. La formation de la base est, comme on le sait, caract6ristique des a oxya- 
mines. Elle permet donc de mestlrer la stabilit6 des liaisons (I) dans lesquelles un amino- 
aeide hydroxyl6 (thr6onine (II) ou s6rine (nI)) se trouve impliqu6 par l'interm6diaire de 
sa fonction amine. La stabilit6 des liaisons de la thr6onine (type II) est donn6 directe- 
inent par le dosage de l'ac6tald6hyde. 
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Les r6sultats exp6rimentaux obtenus semblent alors indiquer que la stabilit6 des 
liaisons (I) et (II) est nettement inf6rieure ~ la stabilit~ moyenne d~s liaisons peptidiques 
de la prot6ine. 

I1 nous a paru tout d'abord utile non seulement d'6tendre cette 6tude k d'autres 
prot6ines que la laine mais d'en pr6ciser aussi quelques c6t6s encore incertains. Les 
courbes 6tablies par les auteurs anglais semblent en effet indiquer que les liaisons ([I) de 
la thr6onine s'hydrolysent plus r i te  que l'ensemble des liaisons ~I). Ce fait, s'il 6tait exact, 
prouverait que les liaisons (III) de la s6rine sont dou6es d'une plus grande stabilit6 que 
celles de la thr6onine. Nous verrons par la suite qu'il n'en est rien. Des techniques allaly- 
tiques pr6cises mises en oeuvre sur des hydrolssats chlolhydriques partiels de cas~ine, 
d'albumine d'oeuf cristallis6e, de fibroine de la sole et d'insuline montrent clairement flue 
les liaisons (II) et (III) se comportent de fagon identique. Le ~oisinage imm6diat d 'une 
fonction hydroxy e apparalt alors comme la seule cause de leur remarquable labilit6. 

I1 est ~ noter 2ependant que l 'attention s'est tout d 'abord port6e sur les liaisons (I) 
des prot6ines non parce qu'un indice quelconque les faisait paraltre a priori sp6cialement 
instables mais bien parce clue l 'oxydation periodique permettait,  de mani~re toute 
fortuite, d'en suivre commod6ment la rupture. Quant aux autres liaisons, nous n'en 
connaissons clue la stabilit6 moyenne. I1 n'est donc pas exclu clue certaines d'entre elles 
s 'hydrolysent aussi vite clue les liaisons (I) et peut-6tre m6me plus r i te  encore. Pour 
fixer ce point important, il est 6videmment n6cessaire de faire appel ~ une technique 
g6n6rale permettant  d'identifier toutes les fonctions - N H  2 d'une prot6ine partieUement 
hydrolys6e, que ces fonctions soient situ6es ou non en a d'un groupe -OH. Aucune ne 
nous a paru meilleure que celle utilis6e r6cemment par SANDER 2 darts son 6tude des 
amino-acides situ~s k l'extr6mit6 amin~e des chaines peptidiques de l'insuline. Que les 
chaines soient en effet pr6form6es dans nne mol6cule prot6ique intacte ou qu'elles appa- 
raissent au d6but de son hydrolyse, le probl~me est le m~me et dolt pouvoir 6tre r6solu 
par des moyens identiques. 

Rappelons bri~vement que cette technique consiste ~ condenser les fonctions a m i n e s  
des chalnes peptidiclues avec du dinitrofluorobenz~ne (DNFB). On hydrolyse ensuite le 
produit de condensation et on s6pare les dinitroph6nyl (DNP)-amino-acides form6s, par 
chromatographie de partage sur gel de silice. Malgr6 certaines restrictions que nous 
discuterons plus tard, la m6thode nous a permis de montrer qu'en milieu acide concentr6, 
aucune liaison peptidique lie semble aussi instable clue les liaisons (I). 

I1 en r6sulte que parmi tous les  groupements libres d'une mol6cule prot6ique, les 
groupes - OH exercent seuls un effet labilisateur notable sur les liaisons peptidiques 
situ~es ~ leur proximit6 imm6diate. Le m6canisme chimique de cet effet m6rite donc 
d'6tre 6tudi6, et dans ce domaine encore, la technique de SANDER nous a paru devoir 
jeter quelques lumi~res. 

On pent supposer en effet flue l 'hydrolyse pr6f6rentielle des liaisons (I) rSsulte d'une 
migration pr6alable des chaines acyl6es de l'azote sur l'oxyg~ne, migration analogue k 
ceUes observ6es pour la premiere lois par BERGMANN sur des moldcules plus simples 
comme les aa' ON-diacylaminopropanediols 3, l'acide ~ benzoylamino fl oxybutyriquO, 
Fester m6thylique de la N-benzoyls6rine et la glycyls6rine s. D'apr~s cet auteur, le ph6no- 
m~ne se d6roule en deux temps principaux: 

I. Cyclisation de la mol6cule en une oxazoline substitu6e sous l'influence de sub- 
stances d6hydratantes et chlorurantes comme le pentachlorure de phosphore ou le 
chlorure de thionyle. 
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2. Ouverture par  un acide dilu6 dn noyau oxazoline entre l 'un de ses carbones et l 'azote. 
Ce processus peuL dans le cas de l 'ester m6thylique de la N-benzoyl-s6rine, se for- 

nmler ainsi : 

CH~--CH-COOCH 8 CHI--CH-COOCH 3 CH2--CH-COOH 

I ] - H , O  I ] + H20  [ ] 
OH NH > O N - - - * -  O NH 2-HC1 

C O /  (PC15, SOC12) ~ C / ~  (HC1) ~ C O  

I I I 
C6H5 C6H5 Cells 

ester m6thylique de ester m6thylique de O-benzoyls6rine 
la N-benzoyl-s6rine l'acide 2-ph6nyl oxa- (chlorhydrate) 

zoline 4-carboxylique 

D'un amide substitu6 stable analogue ~ un peptide, il conduit donc ~ un ester facile- 
ment  hydrolysable. Notons cependant qu'il est beaucoup moins simple avec un v6ritable 
peptide comme la glycyl- ou l'alanyl-s6rine. Le d6shydratant produit alors en effet une 
double anhydrisation : l 'une analogue ~ la pr6c6dente, entre la fonction - O H  de la s~rine 
et le groupe CO de la liaison et l 'autre, entre les fonctions NH2et  COOH du peptide. La 
substance ainsi form~e, mise au contact d'HC1 diln6 perd rapidement son azote s6rique 
et se transforme en un produit de condensation de la glycine (ou de l'alanine) et de 
l 'acide pyruvique. I1 n 'est  toutefois pas interdit de penser que le comportement sp6cial 
de cette substance soit dfi ~ sa structure deux fois cyclis6e. 

On pent donc imaginer que la s6lectivit6 d'hydrolyse des liaisons (I) trouve son 
origine dans une s~rie de r6actions analogues aux pr~c6dentes et provoqu6es par  l'acide 
chlorhydrique concentr6 au sein des protNnes. Ces r6actions se d6rouleraient au niveau 
de toutes les liaisons (I) et pourraient se sch6matiser comme suit dans le cas des liaisons 
(III)  de la s6rine: 

R1-CH--CO-NH-CH-CO- 
I I 

NH HO~ZH 2 
t 

Anhydrisation en oxazoline 

Rx-CH-C = N~2H~20 -  
I I I 

NH O -CH 2 
E 

I 
Rupt{~re du cycle 5. la double liaison et migration de l'aeyle sur l'oxyg~ne 

r 
R1-CH--CO CH-CO- 

I 1 I ( iv )  
NH O - - C H  2 
i I 

Hydrolyse de l 'ester ainsi form6 

R1--CH-COOH + NH2-CFI-CO- 
I I 

NH HO-CHa 
I (v)  (v i )  

Rappelons ici d'ailleurs que la formation possible de cycles oxazoline au niveau 
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des l ia isons (I) pro t6 iques  a d6jk 6t6 envisag6e p a r  BLACKBURN 6 dans  son ~tude de la 
O-m6thy la t ion  de la  la ine p a r  le sulfate  ou le b romure  de m6thyle .  Quoiqu ' i l  en soit,  il 
es t  6vident  que la complex i t6  des mol6cules prot6iques in te rd i t  ~ l 'heure  actuel le  la 
v6rif icat ion di rec te  de l ' hypo th~se  pr6c6dente.  Supposons toutefois  que, comme dans  les 
exp6riences  de BERGMANN, les esters  in term6dia i res  (IV) s ' hyd ro lysen t  moins r i t e  qu ' i ls  
ne se forment .  Leur  presence dans  le mil ieu est alors suscept ible  d ' e t r e  d6cel6e grace 
la fonction amin6e qu ' i l s  por t en t .  D6terminons  en effet sur  une prot6ine pa r t i e l l ement  
hydrolys6e  : 

a. la quan t i t6  d ' a l d 6 h y d e  (formol dans  l ' exemple  choisi) p r enan t  naissance pa r  oxy-  
da t ion  per iodique.  On en d6da i r a  le nombre  de mol6cules (VI) ; 

b. la  quan t i t6  de D N P - h y d r o x y a m i n o a c i d e  (DNP-s6rine dans  l ' exemple  choisi) 
suscept ib le  d 'St re  isol6e p a r  la technique de SANGER. Ce d6riv6 peut  s '6 t re  form6 ~ pa r t i r  
des  esters  (IV) aussi  bien que des mol6cules (VI). La  technique pr6c6dente donnera  donc 
la  somme (IV + VI).  

Si, r appor t6e  ~t la  mSme base,  la seconde de ces d6 te rmina t ions  condui t  ~t un r6sul ta t  
plus fort  que la premiere ,  l ' ex is tence  m6me des esters  (IV) se t rouve  d6montr6e et  la 
val id i t6  de l ' ensemble  du  set i6ma devien t  probable .  

On t rouve ra  dans  la  deuxi~me par t ie  de ce t r ava i l  les r6sul ta ts  exp6r imen taux  
ob tenus  k cet 5gard sur  l ' a l b u m i n e  d 'oeuf,  la  fibroine et  l ' insul ine pa r t i e l l ement  hydro-  
lys6es. 

PARTIE EXPt~RIMENTALE 

I. ]~TUDE PAR OXYDATION PERIODIQUE DE L'HYDROLYSE DES LIAISONS (I) 

L ' o x y d a t i o n  des a o x y a m i n e s  p a r  les ions per iodiques  est  m a i n t e n a n t  bien connud .  
Rappe lons  toutefois  qu 'e l le  a l ieu seu lement  dans  le cas oh les 2 fonct ions - O H  et 
- N H 2  de ces mol6cules sont  d6pourvues  de tou t  subs t i tuan t .  Pour  que les 6difices pro-  
t6iques pr6sentent  une telle s t ruc tu re ,  il faut ,  soit  qu ' i ls  cont iennent  de l ' hydroxy lys ine ,  
soit qu 'une  de leurs  chaines  pep t id iques  por te  ~t son ext r6mi t6  amin6e un reste de s6rine 
ou de thr60nine.  Ces deux  cond i t ions  sont,  comme nous l ' avons  vu  au cours d ' un  r6cent 
t r ava i l  s, r a r e m e n t  r6alis6es dans  les prot6ines in tactes .  Mais, d~s qu 'une  l iaison (I) est  
rompue  p a r  hydro lyse ,  une  chaine  pep t id ique  a oxyamin6e  a p p a r a i t  dans  le milieu.  
L ' o x y d a t i o n  per iodique  de cet te  derni~re donnera  alors naissance ~ des subs tances  
carac t6r i s t iques  ( ammoniaque ,  formol  et  ac6tald6hyde)  suscept ibles  d 'S t re  a is6ment  
dos6es. 

L'hydrolyse de 1:~ cas6ine a dr6 r6alis6e A l'aide soit d'HC1 2. 5 N ~ l'6bullition soit d'HC1 io N 
37 ° ou 3 o°. La fibroine de son c6t6, a 6t6 hydrolys6e dans HC1 IO N ~ 3 o°. Des 6chantillons successifs 

ont 6t6 pr61ev6s dans chaque cas et, apr~s 61imination d'HC1 par 6vaporation rapide ~ froid sous un 
vide pouss6, l'azote amin6 total a 6t6 d6termin6 sur chacun d'eux par la technique de VAN SLYKE 
modifi6e 9. Par ailleurs, nous avons soumis ces 6chantillons A l'oxydation periodique dans nos condi- 
tions habituelles TM et ~tvons d6termin6 l'ammoniaque par microdiffusion suivie de dosage alcalim6tri- 
que n, le formol par colorim6trie TM et l'ac6tald6hyde par colorim6trie 1~ et microdiffusion 13. 

* Ces conditions provoquent, on le sait, l'oxydation totale de la s6rine et de la thr6onine. En 
est-il de m6me avec les longues chatnes peptidiques a oxyamin6es ~ I1 est 6videmment impossible 
de le v6rifier de fa~on directe, mais nous verrons par la suite que rien ne permet jusqu'ici d'en douter. 
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Pour obtenir une image aussi fid~le que possible de la stabilit6 moyenne des liaisons 
peptidiql:es autres que les liaisons (I), nous avons retranch6 chaqne fois des r~sultats 
du dosage VAN SLYKE l'azote amin6 provenant  de la rupture des liaisons (I) et celui 
dfi k la pr6sence d 'ammoniaque dans les hydrolysats. De plus, nous avons cherch6 
tenir compte de l 'hydrolyse des liaisons de la proline clue le dosage VAN SLYKE ne r6v~le 
pas. Dans ce but, nous avons suppos6 en premiere approximation que ces liaisons s 'hy- 
drolysent ~ la m~me vitesse que les autres et avons ajout6 anx r~sultats pr~c6dents nn 
certain facteur calculfi au prorata de la teneur en proline des prot6ines 6tudi~es. Attri-  
buant  alors la valeur IOO aux chiffres fournis par  les techniques prfc6dentes quand elles 
sont appliqu6es ~ des hydrolysats totaux (2o h dans HCl ~ 2o % bouillant), nous avons 
trac6 dans les figures I ~ 4 la cin~tique des divers ph6nom~nes que nous d6sirions suivre. 

De l 'examen des figures I ~ 4 il ressort que : 
I. Quand on hydrolyse ~ chaud de la cas6ine par  He1 dilu6, les liaisons (I) des hydro- 

xyaminoacides poss~dent bien une stabilit6 moindre que l 'ensemble des autres liaisons 
mais la diff6rence est peu accus6e. 

2. Elle s'affirme par  contre de fa~on remarquablement nette d~s qu'on traite les 
prot6ines par  HC1 concentr6 ~ 37 ° et, mieux encore, ~ 3 o°. An bout  de 36 h ~ 3 o°, par  
exemple, HC1 IO N a rompu 80 % environ des liaisons (I) de la fibroine et 25 % seulement 
des autres liaisons. 

3. Le ph6nom~ne signal6 pour la laine par  GORDON el coll. est donc confirm6 dans 
son ensemble. Toutefois des techniques analytiques plus pr6cises nous montrent  que les 
liaisons (III) (sfrine) se comportent ~ l 'hydrolyse comme les liaisons (II) (thr6onine). 

4. II serait 6videmment int6ressant de savoir si ces liaisons (I) sont 6galement labiles 
en milieu basique. La d6gradation extr6mement rapide des acides hydroxyamin6s 
pendant l 'hydrolyse alcaline nous a cependant interdit d 'entreprendre des essais dans 
ce sens. 

5. Nous avons enfin profit6 de ces exp6:iences pour faire quelqnes observations 
d 'un autre ordre: 

La formation d 'ammoniaque est, comme on le voit, tr~s intense au d6but de l 'hy- 
drolyse, puis elle ralentit brusquement en g6n6ral, mais se poursuit n6anmoins jusqu'~ 
la fin. On pourrait  ~videmment penser que la phase initiale rapide corresponde ~ l 'hy- 
drolyse de la glutamine et de l 'asparagine contenues dans les prot6ines et que la deuxi~me 
phase plus lente traduise une d6samination progressive des amino-acides de l 'hydrolysat.  
Cette d6samination est, on le sait, particuli~rement importante pour les amino-acides fl 
hydroxyl6s et les variations que l 'on observe, suivant les conditions d'hydrolyse, dans 
les quantit6s maxima d'ald6hydes susceptibles d'etre dos6es, confirme bien ce fait. Pour 
en tenir compte, REES 14 a mesur6 la d6samination de la s6rine et de la thr~onine dans 
les conditions m6mes de ses hydrolyses acides et il a corrig6 syst6matiquement tous ses 
r6sultats d'analyse de 11. 7 et 5.5 % respectivement. Mais il convient de se demander si 
l 'ammoniaque qui apparai t  au d6but de l 'hydrolyse ne provient pas elle aussi en partie 
de la d6samination des acides hydroxyl6s au moment  m~me de la rupture des liaisons (I), 
rupture qui se d6roule ~ ce moment  ~ un rythme particuli~rement rapide. Les corrections 
de REES seraient alors insuffisantes et les valeurs attribu6es jusqu'ici aux teneurs des 
prot6ines tant  en hydroxyaminoacides qu'en "N-amide"  devraient 6tre consid6r6es 
comme inexactes. 
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Fig. 3- Hydro ly se  de la cas6ine pa r  HCI xo N ~ 3 °0 
(m6mes conven t ions  qu% la figure I) 
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II.  APPLICATION DE LA TECHNIQUE DE ~ANGER A UN HYDIROLYSAT PROTI~IQUE PARTIEL 

Dans un petit  ballon rod6 de IO ml, on dissout 25 mg (poids sec) d 'albumine d'oenf 
cristallis6e ou de fibro/ne de la soie dans I ml d'HC1 IO N. Apr6s I h h 3 o°, on chasse HC1 
sous vide pouss6 et on leprend le r6sidu sec par I ml d'eau. Si la prot6ine pr6cipite h cet 
instant, les grumeanx sont divis6s anssi bien qne possible ~ l'aide d'nne petite baguette de 
verre. On a]onte alors nn exc6s de NaHCO~ solide, 2 ml d'alcool h 95 ° et 6 gouttes de 
DNFB*. On agite vivement pendant 2 he t ,  apr6s avoir extrai t  h l '6ther l'exc~s de DNFB, 
on hydrolyse 2o h dans HC1 20 % bouillant. Le m61ange des DNP-aminoacides ainsi 
obtenu est alors s6par6 en deux fractions: l 'une 6th6rosoluble et l 'autre h~drosoluble. 
Dans ce but, l 'hydrolysat  une fois 4tendn est extrait  3 fois h l '6ther et cet 6ther est lay6 
2 fois par nn peu d'eau**. La fraction 6th6rosoluble est analys6e suecessivement sur nne 
colonne 1% butanol-chloroforme et une colonne de chloroforme. Quant ~ la fraction 
hydrosoluble, une partie aliquote en est analys6e sur une s6rie de colonnes dont on trou- 
vera le d6tail plus loin. 

Des essais d'orientation nous ont montr4 qu'en pr6sence d 'un m61ange 1% butanol- 
chloroforme, le gel de silice utilis6 permet de s6parer facilement la DNP-s4rine (R = o.15) 
de la DNP-thr6onine (R = 0.25). Par  contre, la DNP-thr4onine ne peut 8tre distingu6e 
de la DNP-oxyproline. Ce fait est de peu d ' importance car les prot6ines 6tudi6es ne 
contiennent pas d'oxyproline. Quant au DNP-acide aspartique (R = 0.05) et ~ la DNP- 
tyrosine (R ~ 0.5), leur vitesse de migration est bien diff6rente de celle des DNP-amino- 
acides hydroxyl6s. Par ailleurs, dans le but de connaitre avec quel rendement s'effectue, 
dans nos conditions exp6rimentales, la r6cup6ration de la DNP-s6rine et de la DNP- 
thr6onine, nous avons trait6 par DNFB un m61ange d'amino-acides contenant des pro- 
portions connues de s6rine et de thr6onine pure. Puis, apr6s avoir extrait  le DNFB en 
exc6s, nous avons ajout6 25 mg d'albumine et soumis le tout ~ une hydrolyse de 20 h 
dans HC1 20 % bouillant. Nous avons pu ainsi retrouver 70 % de la s6rine raise en jeu 
et 82 % de la thr6onine. 

A. Cas de l'albumine d'oeuf cristallis~ 

Le passage de la fraction 6th@osoluble sur une colonne 1% butanol-chloroforme 
permet de s4parer une certaine quantit6 de substances rapides (R > I) et line grosse 
bande lente. Celle-ci se divise bient6t en deux parties d'in4gale importance (R respec- 
t iv tment  6gal ~t o.15 et 0.25). Leur vitesse de migration permet donc d'identifier leur 
contenu ~t la DNP-s6rine et la DNP-th6ronine. A la partie sup4rieure de la colonne, 
reste nne bande ~ peine visible (R = o.05) qui est n6glig6e. 

Les d6riv6s de la s6rine et de la thr6onine sont 61u6s s4par6ment, puis ils sont 
dissous dans NaHCO3 1% et dos6s colorim6triquement: 

Poids  de l ' amino-ac ide  en mg  calcul6 ~. p a r t i r  du poids  corrig6 de DNP-d6r iv6  (p) 

Poids  t o t a l  de l ' amino-ac ide  en mg con tenu  dans  25 mg de la  prot6ine  (P) . . . 

p / P  (%) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

S6rine Thr6onine  

o.533 o.276 

2.132 1.o45 

25.o 26.5 

* Dor~navan t ,  nous  nous  se rv i rons  des ab r6v ia t ions  e t  n o t a t i o n s  ut i l i s6es  pa r  SANGER dans  son 
t r a v a i l  o r ig ina l  2. 

** Nous  avons  en effet r e m a r q u 6  que la  DNP-s6r ine  e t  la D N P - t h r 6 o n i n e  sont  suscep t ib lcs  
d '4 t re  p a r t i e l l e m e n t  e x t r a i t e s  pa r  l ' eau  de l eur  so lu t ion  6th6r6e. 
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Pass6es sur colonne de chloroforme, leg substances rapides pr6c6dentes donnent 
naissance / tune  nouvelle bande rapide (nitraniline) qui est rejet6e et A une large zone 
(R du front sup6rietir o.17; R du front inf6rieur: 0.65). Cette derni~re est 6videmment 
constitu6e par  un m61ange de tolls leG DNP-amino-acides 6th6rosolubles autres que ]a 
DNP-s6rine et la DNP-thr6onine. Aticun des constituants de ce m61ange n'est  toutefois 
en proportions stiflisantes pour former une bande nette. Apr~s 61tition, l 'ensemble de la 
zone d6veloppe dang CO3 HNa 1 %  une coloration moins intense que la DNP-thr6onine 
pr6c6demment isol6e. 

La fraction hydrosoluble de son c6t6 est analys6e successivement sur des colonnes 
de chloroforme, 66 % m6thyl6thylc6tone-6ther et 17 % btitanol-chloroforme. Elle ren- 
ferme, comme on dolt s 'y  attendre, de 1' e mono DNP-lysine mais des traces seulement 
de DNP-arginine et de DNP-histidine. 

Enfm, une op6ration t6moin identique effectti6e sur 300 mg d'albumine d 'oeuf 
intacte ne nous a pas permis d'isoler un seul DNP-amino-acide en quantit6s notables, 
satif 6videmment 1' r mono DNP-lysine. 

B. Cas de la fibro~ne de la soie ct de l'insuline 

Des exp6riences analogues A la pr6c6dente ont 6t6 conduites stir 25 mg (poios sec) 
de fibroine et d'insuline; elles ont donn6, en ce qui concerne les hydroxyamino-acides, 
leG r6sultats suivants:  

* Essai perdu. 

p 
P 
piP (%) 

Fibroi'ne 

S6rine I Thr6onine 

0.636 o.II9 
3.313 0.502 

19.2 I 23"7 

Insuline 

S6rine ] Thr6onine 

0"276 [ - -  
1.3oo 

21.2 

LeG DNP-s6rine et DNP-thr6onine une fois s6par~es, le reste de la fraction 6th6ro- 
soltible et la fraction hydrosoluble out 6t6 analys~s comme pr6c~demment. DanG le cas 
de l'insuline, nous avons retrouv6 uniquement leg bandes d6crites par  GANGER au cours 
de son 6tude de la prot6ine intacte. Quant ~ la fibroine, sa fraction 6th~rosoluble donne 
sur colonne de chloroforme une large zone analogue ~ celle trouv6e danG le cas de 
l 'albumine. Mais en plus, on peut observer une ou deux bandes assez bien individualis6es. 
Nous n 'avons pas d'ailleurs entrepris encore une 6rude pr6cise de ces bandes. 

LeG %sultats exp6rimentatix pr6c~dents prig dang leur ensemble permettent  de tirer 
leg conclusions suivantes : 

I. En parfait  accord avec l 'oxydation periodique, la technique de GANGER met 
directement en 6vidence l'instabilit6 des liaisons (I) danG HC1 concentr6. 

2. Elle nous apprend de plus que la plupart  des autres liaisons sont beaucoup plus 
stables que leG liaisons (I). L'6tude d6taill6e que nous avons entreprise sur l 'albumine 
d'oeuf est ~t cet 6gard particuli~rement instructive. La fraction 6th6rosoluble des D N P  
aminoacides fournie par  cette prot6ine est en effet susceptible en principe de contenir 
quatorze d6riv6s diff6rents. En fait, elle ne contient clue la DNP-s6rine et la DNP-  
thr~onine en quantit6s notables et leG douze autres constituants ne s 'y  trouvent qu 'k 
l '6tat  de traces. Quoiqu'ils proviennent d'aminoacides formant  65 % de la prot6ine en- 
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viron, leur quantit6 totale est inf6rieure ~ ceile de la DNP-thr6onine (teneur d~ la pro- 
t6ine en thr6onine: 4 %). Par  ailleurs, l 'analyse de la fraction hydrosoluble confirme 
pleinement ces r6sultats. 

3. I1 faut se rappeler toutefois clue la DNP-glycine et surtout la DNP-proline sont 
rapidement hydrolys6es par HC1 20 % ~ l'6bullition. Toute conclusion concernant ces 
acides dolt donc ~tre provisoirement r6serv6e. La vitesse d'hydrolyse des liaisons de la 
proline devra en particulier faire l 'objet de nouvelles recherches. 

4. Le destin des liaisons de la cyst6ine n 'a  pas non plus 6t6 6clairci. Les NS-diDNP- 
cyst6ine et N-monoDNP-cyst6ine n 'ont  pas en effet 6t6 pr6par6es jusqu'ici et leur com- 
portement ~ la chromatographie de partage n 'est  pas connu. I1 n 'est  pas interdit de 
penser toutefois que la fonction -SH souvent si semblable & la fonction -OH,  labilise 
comme cette derni6re les liaisons peptidiques. 

5. Nos exp6riences, quoiqu'elles n 'aient pas 6t6 sp6cialement dirig6es dans ce sens, 
fournissent enfin quelques renseignements pr61iminaires sur les groupements amin6s 
libres de l 'albumine d'oeuf cristallis6e et de la fibroine de la soie intactes. Dans les limites 
impos6es par les remarques 3 et 4, il est permis de dire qu'elles n 'ont  pas d~cel6es la 
pr6sence de bouts de chaines peptidiques dans l 'albumine d'ceuf. Ce fair nous paralt  
assez remarquable car, d'une part,  l 'albumine livre au dosage VAN SLYKE plus d'azote 
amin6 que sa teneur en lysine ne peut laisser pr6voir 15 et, d 'autre  part,  son spectre de 
rayons-X r6v61e ]a pr4sence de quatre plans superpos6s TM. I1 faudrait alors supposer que 
le polysaccharide de cette prot6ine ~7 soit le vecteur des fonctions NH 2 suppl6mentaires 
et que les chaines peptidiques, si elles existent, n 'en poss6dent point, 

Quant & la fibrolne, sa structure si particuli6re rendrait  int6ressante toute 6tude 
pr6cise de ses gronpes amin6s 6ventuels. 

n i .  SUR LE MI~CANISME DE LABILISATION DES LIAISONS DE TYPE (I) 

Les exp6riences d6crites jusqu'ici montrent  que la proximit6 d'une fonction hydro- 
xyle diminue consid6rablement la r6sistance des liaisons peptidiques envers HCl con- 
centr6. Pour tenter d'expliquer cet effet labilisateur, nous avons propos6 au d~but de ce 
travail  un sch6ma pr6voyant la formation interm6diaire d'esters (IV). Cette formation 
deviendrait probable, avons-nous indiqu6, si l 'on pouvait  montrer  que les prot6ines 
partiellement hydrolys6es contiennent plus de groupes -NH~ s6riques qu'elles ne livrent 
de mol6cules de formol ~ l 'oxydation periodique. 

Le premier terme de cette comparaison est d@jk connu grt~ce ~ nos experiences 
pr6c6dentes. Afin de d6terminer le deuxi@me, nous avons maintenu I h dans HC1 
IO N ~ 3 o°, de l 'albumine d'oeuf cristallis6e, de la fibroine et de l'insuline. Apr~s 6vapo- 
ration ou neutralisation de l'acide ~ froid, nous avons oxyd6 le milieu par  le periodate 
de Na. I1 faut d'ailleurs signaler ici que l"albumine d'oeuf ainsi trait6e n 'est  pas soluble 
en milieu neutre. On pourra~t alors craindre que l 'oxydation qui dolt @tre conduite sur 
une suspension h la machine ~ agiter, ne soit pas quanti tat ive darts ces conditions. I1 
n'en est probablement rien cependant car nous avons v6rifi6 que les quantit6s de formol 
lib@r6es sont les m~mes apr~s une agitation de 2o, 3o ou 6o minutes. 

Voici d'aillenrs nos r4sultats exp6rimentaux (Tableau I). 
Malgr6 des incertitudes exp6rimentales dont nous ne nous dissimulons pas l ' impor- 

tance, les r6sultats du tableau I s 'inscrivent net tement  en faveur de l 'existence des esters 
interm6diaires (IV). Les courbes des fig. I ~ 4 relatives k l 'ammoniaque,  au formol et 
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l 'ac6taldehyde seraient alors la representation graphique en fonction du temps de 
l 'hydrolyse de ces esters. Les courbes relatives k l'azote amin~ repr~senteraieut par contre 
l 'hydrolyse des liaisons rest6es sous la forme amide. 

TABLEAU I 
APPLICATION COMPAR]~E DE LA T E C H N I Q U E  DE SANGER ET D E  L*OXYDATION PERIODIQUI~ A DES 

HYDROLYSATS PROT]~I~UES PARTIELS 

Les quantit6s de ,,s6rine totale"  et de ,,1orlnol total"  ont 6t6 d6termin6es apr~s une 6bullition de 
20 h des prot~ines dans HC1 20 % 

Prot6ines 

Albumine d'oeuf 
~J 

Fibroine de la soie 
J, 

Insuline 

Dur6e de l 'hydrolyse 
en heures 

(HC1 I o N A 3  °0 ) 

S6rine poss6dant un 
NH2 libre (en % de 

la ,,s6rine totale" 

2 5.o 

19.2 

21.2 

Formol dos6 apr6s oxy- 
dation periodique 

(en % du ,,formol total") 

9.7 
18. 5 
34.3 

1o.9 
23.3 

lO. 4 

La pr6sence possible de cycles oxazoline et thiazoline a 6t6 quelquefois envisag6e 
dans les prot~ines intactes. En ce qui concerne les cycles oxazoline, cette suggestion est 
int6ressante car on ignore ~ l'heure actuelle l'6tat dans lequel se trouvent les groupes 
-OH prot6iques. On sait 6videmment qu'ils sont susceptibles d 'entrer quelquefois en 
r~action avec des agents m6thylants is, x9 sulfatants20 ou phosphorylants 21, 22, ~, mais 
par suite de la faible r6activit6 chimique pr6sent6e par ces groupes, les conditions op6ra- 
toires sont toujours brutales et peuvent provoquer la rupture pr6alable de liaisons labiles. 
I1 faut remarquer toutefois qne si les prot6ines natives contenaient de tels cycles, on 
pourrait s 'attendre ~ les voir manifester, dans une certaine mesure tout au moins, les 
propri6t6s caract6risfiques des oxazolines substitu6es. En particulier, un simple chauffage 
mod6r6 dans un acide dilu6 devrait entralner la rupture des cycles et l 'hydrolyse sp6ci- 
fique des liaisons (I). Rappelons qu'aucun des r6sultats exp6rimentaux contenus dans le 
pr6sent travail, ne permet de confirmer ce point. 

Quant aux cycles thiazoline, on a tent6 d'attr ibuer k leur pr6sence l'6tat de , ,non 
r6activit6" de certains groupes -SH prot6iques ~t. Dans ce domaine encore, des renseigne 
ments nouveaux pourront 6tre acquis par la technique de SANDER des que l'on connattra 
les propri6t6s des DNP d6riv6s de la cyst6ine. 

Remarquons enfin pour terminer que si les prot6ines se comportaient comme les 
mol6cules simples 6tudi6es par BERDMANN, un  traitement au chlorure de thionyle suivi 
d'une hydrolyse tr~..s douce dans HC1 dilu6 devrait permettre de scinder ces substances 
de fagon tout ~ fait sp6cifiqne au niveau de leurs liaisons (I). Une exp6rience pr61iminaire 
effectu~e sur l 'albumine d'oeuf semble malheureusement montrer qu'il n'en est rien. 

Une partie de ce travail a 6t6 effectu6e ~ la School of Biochemistry de l'Universit6 de 
Cambridge grace ~ la large hospitalit6 offerte ~ l'un de nous par Prof. CHIBNALL. I1 nous 
est agr6able de l'en remercier ici tr~s vivement et d 'exprimer notre amicale gratitude 

Dr SANDER et Mr PORTER pour les excellents conseils qu'ils nous ont prodign~s. 
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R]~SUM~ 

Au cours du pr6sent t ravai l  nous avons appliqu6 ~ des hydrolysats  chlorhydriques partiels de 
diverses prot6ines la technique d 'oxydat ion periodique et la technique de SANGER au dinitrofluoro- 
benz6ne. Ces aeux  techniques permet ten t  d 'obtenir  des renseignements quali tat ifs  et quant i ta t i f s  
sur les amino-acides situ6s ~ l 'extr6mit6 amin6e des chaines peptidiques. Mais tandis  que la premi6re 
est 6troi tement  limit6e au domaine des acides /5 hydroxyl6s, la seconde, plus g6n6rale, embrasse 
presque tous les acides. 

Nous avons alors pu montrer  que : 
I. la stabilit6 A l 'hydrolyse acide des liaisons peptidiques o~ un acide fl hydroxyl6 se trouve 

impliqu6 par sa fonction amine (liaisons[I]), est bien inf6rieure A la stabilit6 moyenne des aut res  
liaisons; 

2. les diff6rences observ6es sont  d ' au t an t  plus impor tan tes  que l 'acide est plus concentr~ et la 
tempera ture  d 'hydrolyse plus basse. 

3. de t o u s l e s  groupements  libres prot6iques, les groupements  - O H  sont les seuls, dans nos 
conditions exp~rimentales, ~ exercer un effet labilisateur notable sur  les liaisons peptidiques situSes 

leur voisinage imm~diat .  L'influence des groupes - S H  et la vitesse d 'hydrolyse des liaisons de la 
proline n 'on t  pu toutefois ~tre 6tudi~es. 

Nous pr~sentons alors une hypoth~se bas6e sur certains r~sultats exp6rimentaux,  t endan t  
expliquer l ' instabilit6 particuli~re des liaisons (I) par la formation ~ leur niveau d 'un  cycle oxazoline 
provoquant  le t ransfer t  de la chaine acyl~e de l 'azote sur l 'oxygSne. 

Certains points concernant, d 'une part ,  la formation d ' ammonlaque  dans les hydrolysats  pro- 
t6iques et, d ' au t re  part,  l 'existence de bouts de chaines peptidiques dans l 'a lbumine d'ceuf et la 
fibroine de la sole ont  6t~ enfin subsidiairement  6voqufis. 

SUMMARY 

In the present  work we have applied to hydrochloric part ial  hydrolysates  of various proteins 
the periodic oxidation technique and SANGER'S dinitrofluorobenzene technique. These two techniques 
give qualitative and quant i ta t ive  information on the amino acids a t  the amino extremit ies  of peptide 
chains; bu t  while the first is s tr ict ly limited to the fl-hydroxy-acids, the second, and more general, 
method applies to almost  all acids. 

We have thus  been able to show tha t :  
I. The stabili ty to acid hydrolysis of peptide linkages where a fl-hydroxy-acid is involved as an 

amine (linkages (I)) is much  less t han  the average stabil i ty of other linkages. 
2. The observed differences become more impor tan t  as the concentrat ion of the acid is raised 

and the tempera ture  of hydrolysis is lowered. 
3- Of all the free groups present  in proteins, only the OH groups, in our experiments,  are found 

to exercise any  appreciable effect of labilisation on peptide linkages s i tuated in their immediate  
neighbourhood. I t  has not, however, been possible to s tudy  the in fuence  of SH groups and the speed 
of hydrolysis of the  proline linkages. 

We put  forward a hypothesis,  based on certain experimental  results, with the view of explaining 
the particular instabili ty of linkages (I) by the formation a t  their level of an oxazoline ring by the 
t ransfer  of the acylated chain from the nitrogen to the oxygen. 

Finally, certain points have also been considered tha t  have to do with the formation of ammonia  
in protein hydrolysates on the one hand, and on the other, with the existence of chain-endings in 
egg a lbumin and silk fibroin. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Im Laufe der vorliegenden Arbeit haben wir auf partielle Salzs~urehydrolysate verschiedener 
Eiweissk6rper die ]Yfethode der Perjodtoxydat ion und die Methode yon SA~GER mit  Dinitrofluor- 
benzen angewandt.  Diese beiden Methoden erm6glichen es, qual i tat ive und quant i ta t ive  Aufschl/isse 
fiber die am aminierten Ende der Pept idket ten  gelegenen Aminosiiuren zu erhalten. Wiiahrend aber 
die erste Methode eng auf das Gebiet yon fl-Hydroxys~uren beschr~nkt ist, umfass t  die zweite, all- 
gemeinere, beinahe alle S~uren. 

Wir konnten zeigen, dass:  
I. bei Siiurehydrolyse die Stabilit~t der Peptidbindungen,  an denen eine fl-Hydroxys~Lure mi t  

ihrer Aminfunktion beteiligt ist ((I) Bindungen), deutlich geringer ist als die durchschnitt l iche Stabili- 
t a t  anderer Bindungen;  

2. die Beobachteten Unterschiede desto deutlicher sind, je konzentrierter  die Si~ure und je nie- 
driger die Hydrolysetemperatur  ist; 

3. unter  unseren experimentellen Bedingungen, yon allen freien Gruppen in Eiweissk6rpern die 
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- O H - G r u p p e n  die e inzigen sind,  die e inen  deu t l i chen  Labi l i sa tor -e t tekt  au f  P e p t i d b i n d u n g e n  in ih re r  
u n m i t t e l b a r e n  N~ihe ausi iben.  Der  Einf luss  von  - S H - G r u p p e n  und  die Hydro lysegeschwind igke i t  yon  
P r o l i n b i n d u n g e n  k o n n t e n  noch  n i ch t  u n t e r s u c h t  werden .  

Wi r  s te l len a u c h  eine a u f  gewissen expe r imen te l l en  R e s u l t a t e n  b e r u h e n d e  H y p o t h e s e  auf, die die 
besondere  Ins tab i l i t~ t  der  ( I ) -Bindungen du rch  die B i ldung  eines Oxazol inr inges ,  der  die l~be r t r agung  
der  azy l i e r t en  K e t t e  v o m  Stickstoff  a u f  den  Sauers toff  he rvor ru f t ,  e rk l~ren  so i l  

Einige  P u n k t e ,  d ie  e inerse i t s  die B i ldung  yon  A m l n o n i a k  in E iwe i s shydro lysa ten ,  und  andere r -  
se i t s  die E x i s t e n z  yon  E n d e n  yon P e p t i d k e t t e n  bei E i - a lbumin  u n d  Seidefibroin betreffen,  werden  
schl iess l ich auch  erwiil~nt. 
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