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T H R I ~ O N I N E  DANS LES  PROTI~INES 

par 

P. DESNUELLE ~T G. BONJOUR 

Laboratoim de Chimie Biologique - Facult~ des Sciences, Marseille (France) 

L'hydrolyse sp~cifique, ou tout au moins pr~f6rentielle, de certaines liaisons pepti- 
diques au sein des prot6ines repr~sente un vaste probl~me dont l'~tude est ~ peine 
amorc~e. Son int~r~t, cependant, semble consid6rable. Si nous savions, en effet, rompre 
les chalnes peptidiques, non plus au hasard, mais en des points d6termin~s ~ l'avance, 
nous connaitrions mieux la structure de ces cha~mes et nous formerions peut-~tre dans 
certains cas des peptides biologiquement actifs. 

Quand on traite des prot~ines 1 ou des modules simples de ces molecules 2, par une 
solution aqueuse concentr~e d'acide chlorhydrique, on constate que l 'hydrolyse de routes 
les liaisons peptidiques ne progresse pas k la m~me vitesse. CeUe des liaisons s~rine et 
thr~onine* est, de loin, la plus rapide. Or, ces derni~res liaisons ne se diff6rencient des 
autres que par la pr6sence d'une fonction hydroxyle en a. C'est donc dans cette structure 
¢-oxyamide qu'il convient de rechercher l'origine de leur labilitY. 

Les a-oxyamides simples sont, on le sait, susceptibles de se transposer en esters 
~-amin~s 

CH=---CH~[ [ > CH~[ CH t 

OH NH-COR O--COR NH8 + X-  

par l'interm6diaire, semble-t-il, soit d'un sel d'oxazoline 4 [I], soit de leur d~riv~ ¢ chlor~ 5 
[II],  soit, enfin, d'une forme cyclique tautom~re e [III] .  

] ?__? I L + H, O NH H t  
~ C / /  X -  

[ Cl NH-COR 

R 
[ i ]  [ i i ]  

CH=---CHt 1 I I + 
0 NH s 

"-~C~OH X -  

I 
R 

[ I I I ]  

Si, sous l'influence de l'acide chlorhydrique concentr6, une teUe transposition se 
produisait au niveau des "restes" s6rine et thr6onine des prot6ines, les liaisons de ce type, 
primitivement sous la forme amide, seraient transform6es en liaisons ester beaucoup plus 
labiles. On comprendrait alors que leur hydrolyse soit particuli~rement rapide. 

* Nous avons propos6 s, par analogie avec la nomenclature des peptides, d 'appeler liaison sirine 
(par exemple) toute liaison peptidique dans laquelle la s6rine se trouve impliqu6e par  sa fonction 
amine. Toute liaison aboutissant au carboxyle de ce m6me amino-acide est alors d6nomm6e liaison 
s~ryle. 
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Que cette hypoth~se soit exacte ou non, elle sugg~re l'id6e d'6tudier syst6matique- 
ment l'action exerc~e sur les prot6ines par les r6actifs de transposition des a-oxyamides 
simples. Ces r6actifs sont de deux sortes: 

a. Certains acides concentr~s, comme l'acide chlorhydrique aqueux ~, dans l'alcoole, S, s 
ou dans les solvants apolaires 1°, et l'acide sulfurique. L'acide chlorhydrique aqueux 
ayant  d6i~ fait l 'objet d'une 6tude de notre part  et les solvants apolaires ne semblant 
gu~re convenir aux mol6cules prot6iques, il reste donc ~ envisager, pour ce qui concerne 
ce premier groupe, l'acide chlorhydrique dans l'alcool et l'acide sulfurique concentr6. 

b. Le chlorure de thionyle, qui est le plus classique des r6actifs de transposition. 
Grace £ lui, la O-benzoyls6rine 4 et la 0-st6aroyl6thanolamine 11 ont 6t6 pr6par6es avec 
un excellent rendement ~ partir  des oxyamides correspondants. Ce r6actif, d'ailleurs, 
semble d 'autant  plus int~ressant qu'il ne dolt pas, en principe, provoquer d'hydrolyse 
au sein des mol6cules prot6iques*. Si les liaisons s6rine et thr6onine pouvaient ainsi 6tre 
transpos6es avant que les autres liaisons peptidiques aient commenc6 ~ se rompre, la 
sp6cificit6 de leur hydrolyse ult6rieure s'en trouverait, de toute 6vidence, consid6rable- 
ment augment6e. 

En outre, une observation r6cente de REITZ et coll. 1~ a retenu notre attention. 
Cherchant un r6actif sp6cifique des hydroxyles prot6iques, les auteurs pr6c6dents ont 
trait6 les prot6ines par SO4H~ anhydre et froid. Ce dernier a bien pour effet d'est6rifier 
tout d 'abord les hydroxyles prot6iques sans provoquer, semble-t-il, d'autres modifi- 
cations. Toutefois, si les prot6ines sont laiss6es longtemps en contact avec l'acide, on 
constate clue les radicaux sulfate ne s'y trouvent plus en liaison ester mais en liaison 
saline. Peut-6tre les esters sulfuriques, form6s dans un premier temps, se sont-ils alors 
transform6s en sulfates d'oxazoline [IV] ou en sulfates de la forme tautom~re de 
l'amide IV], 

_ _ _  C O - - C H _ _ N H  + 

CH,  C - - -  S O i H -  [IV] 

1 
- - -  C O - - C H - - N H  

CH~ CO--- 
\ OSOaH 

_ _ _  C O - - C H - - N H ~ +  ] 

J CH 2 C - -  SO~H- 

6 ~ o / I  
x O H  

[v] 

susceptibles de s'ouvrir ult~rieurement entre le carbone 2 et l 'azote 3. Duns cette hypo- 
th~se, l'acide sulfurique anhydre serait ~ rapprocher du chlorure de thionyle, en ce sens 
que, sans provoquer d'hydrolyse, il serait 6ventuellement capable de placer les liaisons 
s6rine et thr6onine sous une forme instable. 

On trouvera ci-apr~s la description des essais r6alis6s dans ces divers domaines et 
les r~sultats obtenus. 

PARTIE EXP]~RIMENTALE 

I. Hydrolyse par HC1 concentr~ en solution aqueuse 

Nous avons tout d'abord repris quelques lines de nos exp6riences pr6c6dentes 1 afin 

* Tel n 'es t  ~videmment  pus le cas avee les divers acides du groupe (a). 

Bibliographie p. 459. 



VOL. 7 (1951) HYDROLYSE DES LIAISONS S]~RINE ET THREONINE 453 

de pr6ciser ne t tement  l ' index de sp6cificit6* susceptible d 'e t re  obtenu avec HC1 aqueux. 
De la globine de cheval pure** (200 rag), pr6par6e k part i r  de l 'h6moglobine cfistallis6e 
correspondante,  a donc 6t6 trait6e k 20 ° dans HC1 12 N (IO ml) pendant  7, 20 et 41 h. 
L 'acide a ensuite 6t6 chass6 sous vide et les effets de l 'hydrolyse ont  6t6 6tudi6s par  les 
techniques de VAN SLYKE ET SANGER 13 (Tableau I) .  

TABLEAU I 

I N D E X  D E  S P ] ~ C I F I C I T ] ~  D E S  L I A I S O N S  S I ~ R I N E  E T  T H R ] ~ O N I N E  P E N D A N T  

L ~ H Y D R O L Y S E  D E  L A  G L O B I N E  I~AR HCl 1 2  N ~ 2 0  ° 

Dur6e de 
l'hydrolyse 

(h) 

Liaisons Liaisons d~termin6es par la technique de SANG~R Index de sp&ificit6 

totales S6rine Thr6onine Autres** Total Thr~onin~ 
hydrolys6es * S6rine 

Nb % Nb % Nb % (Nb) 

7 59 t17-2 4S 8.4 35 2o 4 45.6 I I2-o t 8.8 

I I I 

114 [ 30.5 85 19.9 83 59-5 12 lO9.9 I 7"1 I 2 0  6.9 
I 1 I 
i i 

4I 151 I 37'0 103 20.6 86 74 15 131.6 6.9 I 5.7 
I 

• Caicul~es ~ partir des r6sultats du dosage VAN SLYKE en leur retranchant 5o% du N-NH 3 
et en leur ajoutant ce qui revient ~t l'hydrolyse des liaisons de la proline. 

• * Le nombre de ces "autres liaisons" a 6t~ d6termin6 en 61uant les DNP-d~riv6s autres que 
la DNP-s6rine et la DNP-thr~onine, en retranchant la DNP-valine initiale puis en appliquant A la 
difference un coefficient de perte "moyen". 

Les r6sultats du Tableau I confirment bien ceux de notre  pr6c6dente publication. 
Au bout  de 20 h, l 'acide chlorhydrique a hydrolys6 85 % des liaisons s6rine et 83 % des 
liaisons thr6onine tandis  qu' i l  n ' a  encore touch6 que 12 % seulement des autres liaisons 
peptidiques. Au d6but  du t rai tement ,  l 'hydrolyse  des liaisons s6fine s'effectue i2 lois 
plus vite que celle des autres liaisons. Puis, comme il est d'ailleurs normal  de le pr6voir, 
la sp6cificit6 tend ~ diminuer. Notons  en outre que l ' index de sp6cificit6 relatif aux 
liaisons thr6onine est toujours 16g~rement inf6rieur k celui des liaisons s6rine. 

2. Hydrolyse par HC1 dan3 le methanol 

L'acide chlorhydrique dans l 'alcool absolu est utilis6 de fa~on courante  pour  trans-  
former les prot6ines en leurs chlorhydrates  d'esters. A l 'heure actuelle, on emploie dans 
ce bu t  des solutions acides tr~s dilu6es (o.o2-o.1 N) 15 car les solutions concentr6es 
provoquent ,  en dehors de l 'est6rification proprement  dite, une d6gradation tr~s notable 
des mol6cules prot6iques le. Peut-~tre cette d~gradation int6resse-t-elle principalement 
les liaisons s6rine et thr6onine puisque, comme nous l 'avons d6jk not6, l 'acide chlor- 
hydrique dans l 'alcool passe pour  transposer ais6ment les oxyamides  simples. Nous 
avons  donc 6tudi6 l 'hydrolyse (ou plut6t  l 'alcoolyse) de la globine par  HC1 en solution 
dans l 'alcool (Tableau II). 

• Rappelons que rindex de Sl~Cificit6 relatii ~ l'hydrolyse d'une liaison d'un certain type e s t  
d~fini 3 comme 6rant le rapport du pourcentage d'hydrolyse des liaisons de ce type sur le pourcentage 
d'hydrolyse des autres liaisons envisag6es globalement. 

• * On trouvera dans une publication pr6c6dente 14 la composition de la globine qui a servi de 
base h nos claculs. Quant ~. l'6destine dont il est fait mention un peu plus loin, nous avons admis 
qu'elle reniermait 3 ° liaisons s6rine, 16 liaisons thr6onine et 43 ° liaisons totales par tool. 
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T A B L E A U  I I  

INDEX DE SP]~CIFICIT]~ DES LIAISONS S]$~RINE ET THRJ~ONINE'PENDANT 
L'HYDROLYSE DES PEOT]~INES PAR HCI DANS LE M]~THANOL 

I. So lu t ion  sa tu r6e  it 20 ° de HC1 dans  le m 6 t h a n o l  absolu.  T e m p 6 r a t u r e  p e n d a n t  l ' hyd ro lyse :  20 ° 
II .  M6me so lu t ion  acide que (I). Temperature p e n d a n t  l ' hyd ro lyse  (en t ube  scell$) : 7 o° 

I I I .  So lu t ion  sa tu r6e  it 2o ° de HC1 darts le m ~ t h a n o l  it 9o0/o. T e m p 6 r a t u r e  p e n d a n t  l ' hyd ro lyse :  2o ° 

H y d r o l y s e  

Type  Dur6e i 
(h) 

3 
I 2 4 

4 8 

ii ~, 

i i i  4 

Liaisons I 
to ta les  

hydrolysSes  _ _  
(VAN SLYKE) 

Liaisons d6termin6es par la technique de SANGER 

54 
141 
I75 

S6rine 

lO. 7 3 ° 
18.3 51 
26-5 74 

164 20.2 

65 8.3 

56 

23 

Thr6on ine  

Nb 1% 

5.8 2 4 
12.8 53 
16.5 69 

14-5 60 

5.4 22 

Autres 

Nb ] ~/o 

13. 9 2.8 
62.0 I2. 5 
89.O 17.9 

96.0 19.3 

17.4 3-5 

To ta l  

(Nb) 

30.4 
93.1 

132.o 

13o.7 

31.1 

I n d e x  de sp~cificit6 

S6rine Thr6onine  

lO. 7 8.6 
4.1 4.2 
4.1 3.8 

2.9 [ 3.1 

6.5 6.3 

L'examen des chiffres du Tableau II montre que l'alcoolyse ne pr6sente pas vis 
vis des liaisons s6rine et thr6onine une sp6cificit6 plus grande clue l'hydrolyse par HC1 

aqueux. Dans les meilleures conditions, en effet, l'index ne dSpasse pas II pour les 
premieres et 9 pour les secondes. 

3. Traitement des prot~ines par SOCI~ suivi d'une hydrolyse acide 

De la globine bien anhydre (200 mg) est trait6e par SOCI 8 fralchement distill6 (5 ml), 
soit k la temp6rature ordinaire, soit k 5 o°. Apr~s ce traitement, au cours duquel la 
prot6ine ne se dissout d'ailleurs pas de mani~re sensible, on chasse soigneusement le 
r6actif sous vide puis on hydrolyse le r6sidu par HC1 dilu6 (Tableau III). 

Les chiffres du Tableau III montrent que le chlorate de thionyle n'exerce pas une 

T A B L E A U  I I I  

I N D E X  DE SP]~CIFICIT]~ DES LIAISONS S]~RINE ET THR]~ONINE DANS LA GLOBINE 
PR]~ALABLEMENT TRAIT]~E AU CHLORURE DE T H I O N Y L E  

S6rine 

z h dans  SOC12 it 20 ° pu i s  I h 
darts HCI 0.2 N bouillant 

z h d a n s  SOC12 h 5 °o pu i s  I h 
darts HCI 0.2 N bouillant 

I h darts HC1 0.2 N bouillant 
(it t i t r e  de  comparaison) 
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Nb I 

12 .9  

I 3 . 2  

5.4 

L ia i sons  rompues 

15.O 

Autres 

% 

35.8 

36.8 

13-5 

Nb  

25.5 

27.o 

Traitement de la pro t6 ine  
I n d e x  de 

sp6cificit6 des 
liaisons s6rine 

% 

2.6 

4 .8 7.4 

5.1 7.1 

5.I 
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action bien notable sur les liaisons s6rine et thr6onine des prot~ines. Cet 6chec nous 
semble d~ principalement au fait que les prot6ines sont insolubles dans le r~actif tandis 
clue les oxyamides simples, ~tudi~es jusqu'~ maintenant, s 'y dissolvent instantan6ment. 
I1 ne faut pas oublier, de plus, que la structure rigide des chaines peptidiques peut 
~galement interdire certains remaniements dont la r~alisation est ais6e au sein de mole- 
cules plus simples: 

4. Hydrolyse de la globine par SO4H l 1o N 

L'acide chlorhydrique concentr6 el1 solution aqueuse nous ayant, somme toute, 
donn6 de bons r6sultats, nous avons r6solu d'6tudier, k titre de comparaison, l 'hydrolyse 
des liaisons s6rine et thr6onine par l'acide sulfurique concentr6. Une solution de globine 
(200 mg) dans SO4H~ IO N (5 ml) a doric 6t6 conserv6e 24 h ~ 20 °, neutralis6e avec 
pr6caution puis trait6e selon nos m6thodes habituelles. Le pourcentage d'hydrolyse des 
liaisons s&ine et thr6onine atteignait respectivement, 22.6 et 2I.O, tandis que celui 
relatif aux autres liaisons ne d6passait pas 2.6. La sp6cificit6 (index: 8.7 et 7.8), toutefois, 
n'6tait pas meilleure qu'en pr6sence d'HCI concentr6. 

5. Traitement de la prot~ine par SO4H~ anhydre suivi d'une hydrolyse acide 

Nous avons d6jk signal6 au d6but de ce travail que l'est6rification des fonctions 
hydroxyle prot6iques par SO4H 2 anhydre est suivie d'un deuxi~me ph6nom~ne, de nature 
encore inconnue, au cours duquel les esters sulfuriques primitifs c6dent la place k des 
sulfates salins. Si ce deuxi~me ph6nom~ne consiste, comme nous l'avons suppos6, en 
la formation de cycles instables, il est peut-~tre susceptible de nous fournir le moyen, 
vainement recherch6 avec le chlorure de thionyle, de labiliser les liaisons s6rine et 
thr6onine avant que la prot6ine ne commence ~ s'hydrolyser. 

La prot~ine (I g), bien anhydre et r6duite en poudre fine, est humect6e par l'alcool 
absolu (3 ml)* darts un petit  r6cipient rod6. Le m61ange est refroidi k -20  ° puis il est 
additionn6 d'acide sulfurique (20 ml) fralchement distill6 et refroidi au pr6alable k -25 °. 
Le r6cipient est herm6tiquement bouch6, il est agit6 vivement et il est enfin plac6 darts 
un dessiccateur k la temp6rature ordinaire. La prot6ine forme quelquefois une phase 
g61ifi6e qui flotte k la surface de l'acide, n e s t  alors n6cessaire d'agiter le tube plusieurs 
lois par jour jusqu'~t solubilisation complete. 

Apr~s un d61ai variable, atteignant g6n6ralement une semaine, le contenu du tube, 
qui se pr6sente k ce moment comme un liquide homog~ne, visqueux et 16g~rement ambr6, 
est vers6, sous violente agitation, dans un large exc~s d'6ther anhydre k o °. Le pr6cipit6 
form6 est centrifug6 puis il est lay6 ~ l'~tber et k l'ac6tone anhydre jusqu'k 61imination 
complete de l'acide. Un s6chage sous vide donne une poudre fine presqu'incolore. 

Avant d 'entamer l'6tude de cette poudre et de son hydrolyse, signalons que nous 
avons trait6 par SO4H ~ anhydre soit de la s6rine pure soit un m61ange d'amino-acides 
contenant une quantit6 connue de s6rine. La precipitation ult6rieure ~ l'6ther est 6videm- 
ment impossible darts ce cas. Les solutions 12 ont donc 6t6 vers6es doucement sur de la 
glace pil6e puis neutralis6es avec soin. Apr~s traitement au FDNB et hydrolyse par 
HCI 6 N bouillant pendant 18 h, nous avons dans les deux cas retrouv6 la quantit6 
attendue de DNP-s~rine. Ce fait montre que l'acide sulfurique anhydre ne d6truit pas 
la s6rine et qu'il ne  forme pas non plus, ~ partir  d'autres amino-acides, des artefacts 
susceptibles d'etre confondus avec la s6rine sur les colonnes chromatographiques. 

* Afin de faciliter le mouillage ult~rieur par SO4HI tl. 
Bibliographie p. 459. 

3 ° 



45 6 1". DESNUELLE, G. BONJOUR VOL. 7 (I95I) 

Cette remarque pr61iminaire 6tant faite, ~tudions l'hydrolyse acide de la poudre 
(Tableau IV). 

L'examen des r~sultats rassernbl6s dans le Tableau IV sugg~re les quelques corn- 
rnentaires suivants: 

I. Le long s~jour dans SO4H 2 anhydre a consid~rablernent augrnent~ la labilit6 des 
liaisons s~rine et thr6onine. I1 est d'ailleurs difficile de se faire une idle absolument 
exacte de cette augmentation, car, inalgr~ les precautions prises, les prot~ines subissent 
d~j~ une 16g~re d6gradation pendant le traitement sulfurique. Nos chiffres traduisent 
donc l'effet cornbin6 de ce traitement et de l 'hydrolyse qui lui fait suite*. 

2. Quoi qu'il en soit, on ne peut inanquer d'etre frapp~ par les valeurs 61ev~es 
prises, dans ces nouvelles conditions, par les index de sp~cificit& Au cours de l 'un de nos 
essais avec l'~destine, par exemple, les liaisons s~rine s'hydrolysent 7 ° fois plus vite que les 
autres liaisons. La sp~cificit6 est donc, pour ces liaisons, am61ior~e d'environ 7 fois par 
rapport ~ nos pr~c~dentes experiences. Les index relatifs aux liaisons thr~onine, bien qu'ils 
soient ~galement auglnent~s par le traitement, n'atteiguent cependant pas des valeurs 
aussi fortes. Tout semble se passer comme si la pr6sence d'un In~thyl~ne suppl6mentaire 
dans la chaine lat~rale des "restes" thr~onine ralentissait le processus activateur. 

I1 est ~ noter, d'ailleurs, que le b6n~fice susceptible d'etre tir~ du traitement sul- 
furique varie suivant la nature de la prot6ine en jeu. L'albumine d'oeuf, par exemple, 
dont la d~gradation pr61iminaire est irnportante, s'hydrolyse ult~rieurement de fa~on 
moins sp6cifique que l'~destine. 

3- Avec cette derni~re prot~ine, nous avons effectu~ de tr~s nombreux essais. Ils 
montrent que les conditions de l 'hydrolyse ult~rieure exercent une grande influence sur 
la specificitY. Celle-ci est beaucoup moins bonne, par exemple, en milieu peu acide qu'en 
milieu tr~s acide. Le fait n'est d'ailleurs pas surprenant car on sait que les acides faibles 
manifestent une sp~cificit~ qui leur est propre, dirig6e vers les liaisons de l'acide as- 
partique 17. Mais, mn~me avec les acides forts, la temperature et la concentration de l'acide 
jouent un r61e d~terlninant. HC1 6 N ~ 3o ° donne de tr~s bons r6sultats. 

4- Toutes les liaisons s~rine et thr~onine ne semblent pas pouvoir ~tre activ6es par 
le traitement sulfurique. On constate en effet que la vitesse de leur hydrolyse tend, au 
moment off sont rornpus 6o-75 % des premieres et 2o-3o% des secondes, ~ se rapprocher 
de la norrnale. 

5- La rupture des liaisons s~rine et thr~onine, suivie jusqu'ici par condensation avec 
FDNB, peut aussi, rappelons-le, ~tre ~tudi~e par oxydation periodique. Dans le premier 
travail de cette s~rie l, nous avions d~j~ utilis~ comparativement les deux techniques 
et nous avions trouv6 que la premiere donne g~n6ralement des r~sultats un peu plus 
~lev6s que la seconde. Ce fait, d'ailleurs, peut ~tre consid~r~ comme un argument en 
faveur de l'hypoth~se de la transposition. Si, en effet, la transposition n'est pas toujours 
suivie de l 'hydrolyse ilnln~diate de l'ester auquel elle donne naissance, il doit exister, 
au nivean de certains "restes" s6rine ou thr6onine, des NH 2 libres susceptibles de se 

* L'6tat de la prot6ine simplement trait6e ~ l'acide sulfurique et non-encore hydrolys6e est 
diflficile ~ pr6ciser car il varie selon les pr6parations. I1 varie, de plus, par une sorte de processus 
"d'autolyse", en fonction du temps. On peut dire toutefois que le traitement ~ l'acide sulfurique 
anhydre, m~me prolong6 pendant une semaine, ne provoque pas g6n6ralement une d6gradation bien 
sensible des liaisons peptidiques. Parmi les prot6ines que nous avons 6tudi6es, l'6destine et la fibroine 
semblent subir une hydrolyse d'environ 2-3~/o. I~ d6gradation de la globine de chev~l et de l'albumine 
d'oeuf, par contre, semble ~tre plus importante. Notons d'ailleurs que l'on retrouve, au cours de ce 
processus pr61iminaire, les caract6ristiques de l'hydrolyse par SO4H ~ concentr6, avec un index de 
sp6ciflcit6 pour les liaisons s6rine et thr6onine de io environ. 
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condenser avec FDNB (donc de fournir ult6rieurement de la DNP-s6rine ou de la DNP- 
thr6onine) mais d6pourvus de ces hydroxyles en a dont la pr6sence conditionne l 'oxy- 
dation periodique. Que, dans le cas pr6sent, les deux techniques fournissent des r6sultats 
notablement diff6rents (2o-30% environ), n'est pas pour nous surprendre; certains 
hydroxyles, d'une part, peuvent 6tre sulfat6s. D'autre part, l'effet principal du traite- 
ment sulfurique est, pensons-nous, de favoriser la transposition amide-ester. La pro- 
babilit6 pour qu'on rencontre dans les chalnes peptidiques des formes d6jk transpos6es 
mais non encore hydrolys6es, est donc plus forte que d'habitude*. 

6. Une discussion analogue peut 6tre ouverte pour ce qui concerne la d6termination 
du degr6 d'hydrolyse, c'est-k-dire du nombre total des liaisons peptidiques rompues au 
sein de la prot6ine. Deux techniques sont ici utilisables, dont les r6sultats sont g6n6rale- 
ment concordants 3,14: soit calculer ce nombre k partir des donn6es du dosage VAN SLYKE, 
soit faire la somme, apr~s une correction convenable, des a DNP-amino-acides trouv6s 
au cours de la technique SANGER. Dans le cas p%sent, les %sultats VAN SLYKE sont 
syst6matiquement plus forts que les r6sultats SANGER. Ce nouveau d6saccord semble 
pouvoir 6galement s'expliquer, en grande partie tout-au-moins, par les modifications 
de structure provoqu6es par le traitement sulfurique au niveau des "restes" s6rine et 
.thr6onine. La forme interm6diaire de la transposition, en effet, peut fort bien donner 
naissance (en milieu ac6tique) k une fonction NH~ titrable pendant le dosage VAN SLYKE 
et n'en pas donner (en milieu alcalin) pendant la condensation avec FDNB. 

Cette interp%tation est rendue vraisemblable par l'exp6rience suivante: De la N- 
benzoyls6rine cristallis6e est trait6e par SO4H,~ anhydre pendant 8 jours. Apr~s dilution 
et neutralisation k une temp6rature n'exc6dant pas o °, les deux techniques sont ap- 
pliqu6es au milieu. Celui-ci renferme 16% de son azote sous une forme titrable par 
VAN SLYKE mais il ne donne naissance k aucune trace de DNP-s6rine. 

7. Nous avons cherch6 ~ 6viter la d6gradation pr61iminaire subie par les prot6ines 
pendant le traitement sulfurique. Pensant que ce ph6nom~ne 6tait dfl, malgr6 les pr6- 
cautions prises, ~ la pr6sence de traces d'eau, nous avons remplac6 l'acide sulfurique 
anhydre par l'ol6um ~ 5 % d'anhydride. Les chiffres du Tableau V montrent  clue les 
r6sultats n'en sont notablement pas modifi6s. 

L'alcool, d 'autre part, avec lequel nous humectons la prot6ine, provoque un im- 

TABLEAU V 
ETUDES DES PROT~INES TRAIT~ES PAR L'OL]~UM 

Prot6ine 
Hydrolyse ult6rieure 

Dur6e Conditions (h) 

Edes t ine  - -  o 9-4 31.4 ] 1. 4 8.8 

/ 

HC16 N ~ I8 ° 6 I3-3 44.4 [ 3 .o 18.7 

Albumine HC16 2V ~ i8  ° 6 
d'ceuf 

7 
Liaisons rompues (M6thode SANGER) ] Index  de 

S 6 - - - ~ i n ~ - - ~ - -  Autre~ l/ 
N-~-- % - - I "  N b ~ o  ~ 1  S 6 r i n e  

sp6cificit6 

Thr6onim 

31 o61 5 4.4 i.i 4 ° 
15 
I7 

15 

*Dans cet te  hypoth~se ,  les  index  de spGcificit6 pr6c6demment  indiqu6s seraient  un peu trop 
forts puisqu' i l s  correspondraient  A la  transpos i t ion des  l ia isons  s6rine ou thr6onine,  et  non A leur 
rupture. L'essent ie l  de nos  conclus ions  resterait  toutefo is  parfa i tement  valable.  

Bibliographie p. 459. 
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p o r t a n t  d 6 g a g e m e n t  de  c h a l e u r  au  m o m e n t  de  l ' a d d i t i o n  de  l ' a c ide  su l fu r ique .  N o u s  

l ' a v o n s  r e m p l a c 6  p a r  l ' a c 6 t o n e  qu i  ne  p r ~ s e n t e  p a s  ce t  i n c o n v 6 n i e n t .  A u c u n  b6n6fice 

p a r t i c u l i e r  n ' e n  a 6t6 re t i r6 .  

8. N o t o n s  enf in  q u ' u n  t r a i t e m e n t  s u l f u r i q u e  auss i  p ro l o n g 6  p r o v o q u e  c e r t a i n e m e n t ,  

au se in  des  mol6cu le  p ro t6 iques ,  b i e n  d ' a u t r e s  m o d i f i c a t i o n s  q u e  celles env i sag6es  ici. Les  

" t e s t e s "  a r o m a t i q u e s ,  p a r  e x e m p l e ,  d o i v e n t  se su l foner .  Ces a u t r e s  mod i f i ca t i ons ,  s o r t a n t  

du  c a d r e  q u e  n o u s  n o u s  6 t ions  t rack ,  n ' o n t  p a s  fa i t  l ' o b j e t  d ' u n e  ~ tude  par t i cu l i~re .  

R~SUMI~ 
Au cours du pr6sent travail, nous avons cherch6 A augmenter la SlX~cificit6 de l 'hydrolyse des 

liaisons s6rine et thr6onine, sp6cificit6 dont nous avions d6jA constat61'existence pendant  le t rai tement 
des prot*ines par HCI concentr6 en solution aqueuse. L'emploi de HCI en solution alcoolique ou de 
SO4H z io N, un trai tement pr61iminaire des prot6ines par SOCIa, ne nous ont pas permis d'am61iorer 
de fa~on sensible les r~sultats d6jA acquis. Par contre, un trai tement prolong6 par SOIH 2 anhydre 
modifie la structure des liaisons s6rine et, dans une moindre mesure, la structure des liaisons thr6onine 
de fa~on telle que l 'hydrolyse ult6rieure de ces liaisons devient beaucoup plus sp~cifique. Dans 
l'6destine ainsi trait~e, par exemple, HCI 6 N A 18 ° hydrolyse (jusqu'A concurrence de 75%) les 
liaisons s6rine 7 ° lois plus r i te  que les autres liaisons. 

SUMMARY 
In the course of the present work an a t tempt  has been made to augment the specificity of the 

hydrolysis of serine and threonine bonds. The existence of this specificity was previously established 
during the t reatment  of the proteins with concentrated HCI in aqueous solution, l~either the use 
of HCI in alcoholic solution nor of io N HzSO4, nor a preliminary t reatment  of the proteins with 
SOC12, improved the results already obtained in any detectable way. In contrast, prolonged t reatment  
with anhydrous HISO 4 modifies the structure of the serine bonds and, to a lesser extent, tha t  of the 
threonine bonds in such a way tha t  the further hydrolysis of these bonds becomes much more specific. 
For example, in edestin so treated 6 N HCI at  18 ° C hydrolyses (to the extent of 75%) serine bonds 
7 o times more rapidly than other bonds. 

ZUSAMMENFASSUNG 
In dieser Arbeit wurde der Versuch gemacht, die Spezifit~t der Hydrolyse der Serin- und 

Threoninbindungen zu erhShen. Diese Spezifiti~t war bereits bei der Behandlung der Proteine mit  
konz. Salzstkure in w~Lssriger LOsung festgestellt worden. Weder durch Anwendung von HCI in alko- 
holischer L6sung oder yon IO N HsSO4, noch dutch Vorbehandlung der Proteine mit  SOCIz konnten 
die bereits erzielten Resultate nachweisbar verbessert werden. Dagegen vergndert eine 1Angere 
Behandlung mit  wasserfreier HzSO 4 die Struktur der Serinbindungen und in gewissem Masse auch 
die Struktur der Threoninbindungen und zwar so, dass die darauf folgende Hydrolyse dieser Bin- 
dungen viel spezifischer wird. So werden z.B. im Edestin nach dieser Behandlung die Serinbindungen 
7omal schneller mit  6 N HCI bei 18 ° (his 75%) hydrolysiert als die anderen Bindungen. 
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