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CARACT~RISATION DU R]~SIDU 

fi-ASPARTIQUE (-NH-CH(COOH)CH 2.CO-) DANS L'INSULINE* 

pa r  

P I E R R E  JOLLIES ET C L A U DE F R O M A G E O T  

Laboratoire de Chimie biologique de la Facultd des Sciences: Par is  (France) 

La nature des acides aminohydroxybutyriques 6ventuellement form6s par hydrolyse 
d'une prot6ine pr6alablement r6duite par AILiHa permet de d6terminer le mode de 
liaison a (acide a-amino-y-hydroxybutyrique) ou fl (acide fi-amino-y-hydroxybutyrique) 
par lequel l'acide aspartique est engag6 dans la prot6ine 1. Nous avons 6tudi6 ~ ce point 
de vue les acides aminohydroxybutyriques provenant de l'insuline. 

Rdduction de l ' insuline.  Exemple :  335 mg d'insuline (Zn-insuline cristallis6e ~ 25.6 U.I . ]mg,  
lot 488,098, Lilly Research Laboratories) ~t 15. 5 % N total  sont  mis en suspension dans io ml de 
N-6thylmorpholine.  On ajoute 118 mg de LiA1H 4 et on laisse les r6actifs en contact  pendan t  hui t  
heures  ~ 55 °, sous a tmosphere  d 'azote sec, en agi tant  6nergiquement.  On d6truit  ensuite l'exc~s 
d 'hydru re  mdtallique par  une trace d'eau, on filtre le pr6cipit6, on le lave soigneusement  avec de 
l 'dther  sec. Ce pr6cipit6 (8o6 rag) est introduit  dans 5 ° ml de HC1 N;  la plus grande pat t ie  s 'y  dissout. 
On oxyde les groupes SH en faisant  passer  dans la solution un courant  d 'air  pendan t  deux heures, 
puis  l 'ensemble est dialys6 pendan t  24 heures & o °. Apr~s lyophilisation, la prot6ine r6duite (22o mg, 

13 % d 'azote  total) se pr6sente sous la forme d 'une poudre blanche 16g~re. IOO mg de cette substance 
sont  hydrolys6s pendan t  24 heures ~ IiO ° en tube  scell6, sous vide, par  6 ml de HC1 6 N. 

S~paration de l 'hydrolysat en di~drentes ]ractionsL Apr~s avoir ~t~ ~vapor6 ~t sec sous vide ~. 
plusieurs reprises, l 'hydrolysa t  est repris par  io ml d 'eau et neutralis6 par  LiOH (pH 8)**. Un courant  
de vapeur  d 'eau entraine, sous un  vide partiel, N H  3 qui est recueilli darts une solution titr6e de 
SO4H 2 o.oi  N e t  dos6. 

Apr~s dcssalification (15 minutes) 4, on fait passer  le liquide dont  on a 61imin6 N H  a (5 ml, p H  7) 
sur  une colonne de silice (5 g)- On obtient  ainsi d 'une  pa r t  la fraction neutre  et la fraction acide, 
cor respondant  au filtrat A 1 (25 ° m l  d'eau) ct d 'au t re  pa r t  la fraction basique correspondant  ~ l'61uat 
B 1 (ioo ml HC1 o.I  N). Le filtrat A 1 concentr6, est satur6 pa r  H2S. Le liquide, dont  le p H e s t  ramen6 

7, est chromatographi6  sur  une colonne d 'a lumine (5 g)- On obt ient  ainsi un  filtrat A S (7 ° ml d 'eau 
satur~e de H2S ) con tenan t  la fraction neutre,  et  un  61uat 8 3 (3 ° m l  de HC1 2 N ~ 95 °) contenant  
la fraction acide (Tableau I). 

T A B L E A U  I 
N EN ~o DE N TOTAL DANS LES DIVERSES FRACTIONS. TROIS EXP]~RIENCES D I F F ~ R E N T E S  

N I II III  

Ammoniaca l  13.8 14.° 13-9 
Frac t ion  basique 2o.1 18. 9 18.1 
Frac t ion  neut re  42.3 4o.3 44.0 
Fract ion acide 2o.o 19.6 19.o 

Total  96.2 92.8 95.o 

* Ce t ravai l  a fait l 'objet  d 'un  bref exposd lors de la discussion du r appor t  de Dr  GANGER, 
au I I~me Congr~s In te rna t iona l  de Biochimie, Paris, Juillet 1952. 

Nous sommes heureux de remercier  la Fondat ion  Rockefeller de l 'aide matdrielle qu'elle a 
apport6e ~ l 'ex6cution de ce travail ,  et  les Etabl i ssements  Eli Lilly & C ° Indianapolis ,  de l '~chantillon 
d' insuline qu'i ls nous  ont  a imablement  offert. 

* * Dans  ces conditions, les lactones formdes au cours de l 'hydrolyse acide s 'ouvren t  en r6g6n6rant 
les acides aminohydroxybu ty r iques  correspondants  3. 
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Caractdrisation du rdsidu fl-aspartique. La fraction neutre (filtrat As) est dessalifi6e 
et concentr4e sous vide ~ 2 ml. On fait une premiere chromatographie pr@arative sur 
papier I (Whatman n ° I ;  solvant: butanol 75 + acide formique 15 + eau IO). On 
d4coupe la bande comprise entre RF = 0.25 et Ri, = 0.30, c'est-~-dire entre l'acide 
aspartique (RF = 0.24) et l'aspartidiol (RF = o.31) ; on 61ue par 3 ml d'eau (41uat Ba). 
Cet 41uat contient ainsi le glycocolle, la thr6onine et l 'un ou l'antre, ou l 'un et l 'autre 
des acides aminohydroxybutyriques. Une deuxi~me chromatographie pr@arative faite 

partir de l'41uat B a sur papier (Whatman n ° I ;  solvant: ph6nol 80 + eau 20) permet 
de s@arer d'une part le glycocolle et la thrfonine, et d 'antre part les acides amino- 
hydroxybutyrique. On obtient ces derniers en solution par ~lution ~ l'eau (61uat B4). 
Dans la solution B 4, on d6termine, d'une part la totalit4 des acides aminohydroxy- 
butyriques par dosage de N total (micro-Kjeldahl, m6thode CONWAY), et d 'autre parl 
l'acide fl-amino-y-hydroxybutyrique par l'acide periodique (microdosage, m4thode 
Conway) en tenant compte de l 'azote 6ventuellement apport6 par le papier. Pour tenir 
compte 4galement des pertes subies au cours des diverses op6rations (61utions, etc.): 
nous avons d4termin6 le rendement de ces op6rations, en dosant par les m~mes proc4d6s, 
la thr4onine, dont on sait qu'il existe 2 r~sidus par 12,ooo g environ d'insuline a (Tableau II). 

TABLEAU II 

NOMBRE DE R~SIDUS DE THR~ONINE ET D'ACIDE AMINOHYDROXYBUTYRIQUE, 
POUR 12,OO0 G D'INSULINE, CALCUL]~S D'APRt~S N TOTAL ET N "PERIODIQUE" 

N total N periodique 

Thrdonine Ac. aminohydroxy- Thrdonine Ac. fl-amino-y- 
butyriql~e hydroxybutyrique 

1. 7 1.8 0. 7 I.o 
I. 7 1. 5 0.8 0. 7 

Les r6sultats du Tableau I I  montrent que: I. dans le cas de la thr6onine, consid4r6e 
comme t4moin, les quantit4s de N total et de N "periodique" retrouv4, ne sont respec- 
tivement que de 8o h 9o% et de 4o% des quantit4s th4oriques; 2. les chiffres fournis 
par N "periodique" correspondant ~ l'acide fl-amino-~-hydroxybutyrique 4tant tr~s 
voisins de ceux correspondant h la thr4onine, et les valeurs de N total 6tant sensiblement 
les m6mes dans le cas des acides aminohydroxybutyriques et dans le cas de la thr6onine, 
on peut en conclure d'une part qu'il ne s'est pas form6 d'acide a-amino-~,-hydroxy- 
butyrique, et d 'autre part que la quantit4 d'acide fl-amino-y-hydroxybutyrique est 
voisine de celle de la thr4onine, ~ savoir de 2 r4sidus par i2,ooo g environ d'insuline. 

I1 apparait ainsi que, sur les 6 r6sidus d'acide aspartique que contiennent ces 
12,ooo g d'insuline, 4 ont leurs 2 groupes carboxyliques prot4g4s contre toute r6duction ~ ; 
2 ont leurs groupes carboxyliques en a libres, donc r6ductibles, alors que leurs groupes 
carboxyliques en fi sont prot4g6s. Ces r4sidus participent ainsi ~t la structure: R. CO- 
NH.  CH(COOH). CH2" CO-NH. R'.  Ce r4sultat est en excellent accord avec les donn~es 
r6centes de SANGERT, s, d'apr~s lequel l 'asparagine est en position terminale dans la 
chaine A de l'insuline, R '  repr6sentant dans ce cas H. 

Remarque.  L a  m6thode  de ca rac t4 r i sa t ion  des acides  aminds  en bou t  de chaine,  ~ groupes  
c a r b o x y l i q u e s  libres,  sous la  forme ut i l is6e p r4c 4de m m e n t  ~, ne p e r m e t t a i t  pas  de d4celer l ' a s p a r a g i n e  
c o m m e  groupe  t e r m i n a l .  E n  effet, la  s6pa ra t ion  des aminoa lcools  r 4 s u l t a n t  de la  r4duc t ion  des amino-  
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acides  en  ques t ion ,  reposa i t  sur  le carac t~re  bas ique  de ces subs t ances .  Or, le corps  ob t enu  dans  le 
eas  ac tue l  es t  neut re ,  e t  su i t  pa r  consdquen t  les au t r e s  aeides amin6s  neu t r e s  au  t o u r s  des  f rae t ionne-  
m e n t s .  

RI~SUM]~ 

De l ' insul ine  a 6t~ r6dui te  pa r  A1LiH4, et  apr~s 61imination des acides amin6s  acides et bas iques ,  
l ' ensemble  des  acides  a m i n o h y d r o x y b u t y r i q u e s  a 6t~ s6par6 des au t res  acides amin6s  neu t res  pa r  
c h r o m a t o g r a p h i c  sur  papier .  Des  mie rodosages  de N to ta l  et de N "pe r iod ique"  on t  pe rmis  de conclure 

l ' ex is tence ,  d a n s  12,ooo g env i ron  d ' insul ine ,  de 4 r6sidus  d 'ac ide  a spa r t i que  don t  les deux  groupes  
ca rboxy l iques  son t  prot6gds con t re  t o u t e  r6duct ion,  et  de 2 r6sidus  a y a n t  c h a e u n  son groupe carbo- 
xy l ique  en a libre e t  son  g roupe  ca rboxy l ique  en/~ subs t i tu6 .  

S U M M A R Y  

Insu l i n  h a s  been  reduced  by  A1LiH4, and,  a f te r  e l imina t ion  of t he  acidic and  bas ic  amino  acids, 
t he  m i x t u r e  of a m i n o h y d r o x y b u t y r i c  acids  ha s  been sepa ra t ed  f rom the  o the r  neu t r a l  amino  acids  
by  p a p e r  c h r o m a t o g r a p h y .  Mic rode t e rmina t ions  of to ta l  N and  of "per iod ic"  N have  shown  the  
exis tence ,  in a b o u t  i2 ,ooo g insulin,  of 4 res idues  of aspar t i c  acid in which  t he  2 carboxyl ic  g roups  
are  p ro tec ted  aga ins t  reduct ion,  and  2 res idues  each h a v i n g  its a carboxyl ic  group free and  i ts  
fl ca rboxyl ic  g roup  subs t i t u t ed .  

Z U S A M M E N F A S S U N G  

Insu l in  w u r d e  mi t  LiA1H 4 reduz ier t ;  n a c h  E l imin ie rung  der  s au ren  u n d  bas i schen  Aminos~uren ,  
w u r d e n  die Aminooxybu t t e r s~ tu ren  yon  den  ande ren  neu t r a l en  AminosAuren  du rch  Pap i e r eh roma to -  
g raph ic  ge t r enn t .  M i c r o s t i c k s t o f f b e s t i m m u n g e n  (Kje ldah l  uud  Per iodsXureverfahren)  h a b e n  bewiesen 
dass  sich, in je 12,0oo g Insul in ,  4 Aspa rag ins~ure res t e  bef inden,  deren  2 Ca rboxy lg ruppen  gegen 
jede R e d u k t i o n  geschi i tz t  sind, u n d  2 Aspa rag ins~ure re s t e  deren Ca rboxy lg ruppe  in a -S te l lung  frei, 
und  in ¢/-Stellung s u b s t i t u i e r t  ist. 
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