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LA S T R U C T U R E  D E  LA V A S O P R E S S I N E  D E  B O E U F  

par  

R O G E R  A C H E R  ET J A C Q U E L I N E  CHAUVET 

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

La structure de la vasopressine de boeuf 

CyS'  Tyr .  Phe.  Glu (NH2) • Asp (NHz) - CyS. Pro.  Arg. Gly (NH2) * 
t J 

a 6t6 6tablie ind@endamment par Du VIGNEAUD, LAWLER ET POPENOE 1 et par nous 
m4mes 2. Nous publions ici le d6tail des investigations nous ayant permis de d6montrer 
cette structure. 

PARTIE EXP1~RIMENTALE 

Le produit** que nous avons 6tudi6 a 6t6 purifi6 selon le proc6d6 de FROMAGEOT 
et al. 5. La puret6 a 6t6 contr616e par ionophor~se sur papier (papier Whatman No. 3 
tampon citrate-phosphate 0.05 M ~ pH 4, tension IO volts/cm) et par chromatographie 
clans diff6rents solvants (m61anges butanol-acide formique, pyridine-collidine, ph6nol 
satur6 de tampon ~ pH 4, c[. Tableau II); apr~s hydrolyse par HC1 5.7 N, on identifie 
par chromatographie sur papier (solvants butanol-acide formique, et ph6nol-ammoniac) 
huit acides amin6s: cystine, arginine, acide glutamique, acide aspartique, glycine, 
proline, ph6nylalanine et tyrosine 6. La composition quantitative est d6termin6e par 
chromatographie sur Dowex 50 selon la m6thode de MOORE ET STEIN 8. Les r6sultats 
(Tableau I) sont en parfait accord avec ceux obtenus par TURNER, PIERCE ET DU 
VIGNEAUD 7. 

Nous avons entrepris l'6tude de la structure en nous basant sur le fair que la vaso- 
pressine ne contient par mol6cule qu'un seul r6sidu de chaque acide amin6 constituant. 

D~gradation dirig~e de la molecule 
Oxydation par l'acide per/ormique. La pr6sence de la cystine pouvait sugg6rer 

l'existence de deux chaines peptidiques unies par un pont disulfure, disposition que l'on 
observe dans la mol6cule d'insuline TM. Dans cette 6ventualit6, il devait 4tre facile de 

* Les acides amin6s sont  repr6sent6s ici en uti l isant  les abr6viations de BRAND ET EDSALL s, l 'acide 
cyst6ique 6rant en outre figur6 par  le symbole CySO3H. D 'au t re  pa r t  nous  avons  adopt6 la convent ion 
de SANGER 4 su ivant  laquelle lorsque l 'enchatnement  de deux acides amin6s est  connu, les symboles 
sont  s6par6s par  un point,  l 'acide amin6 qui participe £ la liaison par  son carboxyle 6rant  6crit en 
premier;  lorsque l ' enchatnement  est  inconnu, les symboles sont  plac6s entre parentheses  et s6par6s 
pa r  une virgule. 

* La mati~re premiere nous  a 6t6 a imablement  fournie par  les 6tablissements Roussel que nous  
sommes  heureux de remercier. 
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TABLEAU I 

C O M P O S I T I O N  D E  L A  V A S O P R E S S I N E  D E  B O E U F  

Dosage selon Dosage colorimd- Rdfdre~*ce 
.4tide amind MOORE ~ STE~ s trique spdcifique 

Acide aspartique 0.97 - -  
Acido glutamique i .03 
Proline I . o o  I . o o  ( 8 )  

Glycine i. t 2 - 
Tyrosine o.7 ° o.96 (9) 
Cystine 0.76 0.98 (io) 
Phdnylalanine 0.93 - -  
Arginine ~ .o7 o.97 (I 1) 

Ammoniac 3-3o 

Les rdsultats sont exprim6s en mol6cules par rapport ~ une molecule de proline en raison de la 
fid6lit6 du dosage sp~cifique de CHINARI) s. L'activit6 du produit est d'environ 5oo U.I. par micro- 
mol6cule (activit~ mesur6e sur le rat selon la m6thode de LANDGREBE et al. 12. 

s @ a r e r  l ' un  de l ' au t r e ,  apr~s o x y d a t i o n  pa r  l ' acJde pe r fo rmique ,  d e u x  f r a g m e n t s  d o n t  
un  seul efi t  r e n f e r m 6  un  r~sidu bas ique .  

8. 5 mg de vasopressine dissous dans o.i ml du mdlange oxydant (i partie de H202 g 3o% pour 
I5 parties de HCOOH 5~ 98 %) sont laissds 5o minutes g la temp6rature du laboratoire. On ajoute 
alors o.i ml d'eau et on ~vapore g sec en dessiccateur sur soude. On ajoute de nouveau o.2 ml d'eau 
et on 4vapore une deuxi~me lois g sec. Les r6sultats de l 'oxydation sont constat6s par hydrolyse 
d'une fraction au moyen de HC1 5-7 N e t  chromatographie sur papier. Pour distinguer l'acide 
cystdique de la cystine on utilise le phdnol tamponn6 5~ pH io suivant Mc FARREN14: l'acide cystdique 
se place au-dessus de l'acide aspartique. On observe ainsi que l 'oxydation de la cystine est totale. 
D'autre part, par chromatographie sur papier dans les solvants habituels (butanol-acide formique 
et ph6nol-ammoniac) on constate que les autres acides amin6s ne sont pas touchds, g l'exception 
de la tyrosine dont une partie s'est transformde en un nouvel acide amin6, tr~s probablement la 
tyrosine X d6crite par SANGER ET TUPPY 15. Cette modification de la tyrosine ne s'observe pas si 
l 'oxydation est effectu~e/~ IO ° et le produit rapidement lyophilis6. 

Le  p r o d u i t  d ' o x y d a t i o n  est  6tudi6 p a r  ionophor~se  sur  pap i e r  et  pa r  c h r o m a t o g r a p h i e  

dans  dif f6rents  so lvan t s .  La  vasopress ine  et  l ' a rg in ine  sont  plac6es c o m m e  t6moins .  Les 

r6v61ations son t  effectu6es avec  la  n inhyd r ine ,  l ' a -n i t roso - f l -naph to l  (r~actif  de la  t y ro -  

sine) e t  l ' a - n a p h t o l  (r6actif  de  l ' a rg in ine)  16. D a n s  tous les cas  on ne  p e u t  m e t t r e  en  

~vidence  dans  le ma t~r i e l  oxyd6  q u ' u n e  seule subs t ance  qui ,  c o m m e  la vasopress ine ,  

r6agi t  ma l  ~t la  n i n h y d r i n e  mais  bien avec  les d e u x  au t re s  r6actifs .  Le  T a b l e a u  I I  i n d i q u e  
les r6su l ta t s  ob t enus  au  cours  de ces essais. 

I1 a p p a r a l t  donc  que  la  mol~cu le  de vasopress ine  est  c o n s t i t u f e  p a r  une  cha lne  
p e p t i d i q u e  un ique .  

E t u d e  de  l ' e n c h a ~ n e m e n t  i n i t i a l .  P o u r  d~ te rmine r  si la  cha lne  p e p t i d i q u e  u n i q u e  est  

cyc l ique  ou ouve r t e ,  nous  avons  uti l is~ la  t e c h n i q u e  de  SANGER et  la t e c h n i q u e  de EDMAN. 
T e c h n i q u e  de  SANGER 17. E n v i r o n  2 m g  de  vasopress ine  oxyd6e  son t  d issous  dans  

0.05 ml  de t r i m 6 t h y l a m i n e  ~ 5 % ; on a j o u t e  o . I  m l  d ' u n e  so lu t ion  de f l uo rod in i t robenz~ne  
~t 2 %  dans  l ' ac6 tone  et  on ag i te  p e n d a n t  3 heures .  L ' exc~s  de r6ac t i f  es t  6 l imin6 pa r  
e x t r a c t i o n  ~ l '6 ther .  On  ~vapore  ~ sec dans  le v ide  sur  ac ide  su l fur ique .  On  r e p r e n d  

p a r  o . I  m l  de HC1 5.7 N e t  h y d r o l y s e  ~t lO5 °, en  t u b e  scell6, p e n d a n t  9 heures .  L ' h y -  
d r o l y s a t  est  e x t r a i t  5~ l ' 6 the r :  la quas i - to t a l i t 6  de la  co lo ra t ion  j a u n e  res te  dans  la phase  
a q u e u s e  acide.  Des  hu i t  d6riv6s d in i t roph6nyl~s  que  p e u v e n t  do rmer  les c o n s t i t u a n t s  
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T A B L E A U  I I  

COMPORTEMENT DE LA VASOPRESSINE ET DE LA VASOPRESSINE OXYDI~E 
AU COURS DE CHROMATOGRAPHIES ET DE L'IONOPHOR~SE 

Chromatograph ic .  P a p i e r  S V h a t m a n  N o .  i ;  s o l v a n t s :  I ~ n - b u t a n o l  75 - a c i d e  f o r m i q u e  15 - 
e a u  i o ;  II ~ p h 6 n o l  s a t u r 6  de  t a m p o n  c i t r a t e  p h o s p h a t e  0 . 0 6 7  ~V/ A p H  4 (14);  III : p y r i d i n e  6 0  
- co l l i d ine  20 - e a u  20.  L e s  c h i f f r e s  i n d i q u 6 s  r e p r 6 s e n t e n t  les  R F  d e s  s u b s t a n c e s .  

Ionophor~se .  P a p i e r  W h a t m a n  N o .  3;  t a m p o n  c i t r a t e - p h o s p h a t e  0 .o  5 M £ p H  4 ;  t e n s i o n  
i o  v o l t s / c m .  L e s  ch i f f r e s  i n d i q u e n t  les  d i s t a n c e s  e n  c m  p a r c o u r u e s ,  a p r ~ s  7 h e u r e s ,  p a r  les  s u b s t a n c e s  
e n  d i r e c t i o n  d e  l a  c a t h o d e .  

Chromatographic sur papier 

Substance Solvants Ionophor~se 
l I I  I I I  

A r g i n i n c  o .o8  o .27  o .o5  I o  
V a s o p r e s s i n e  o .o  4 o .81 o .8o  5 
V a s o p r e s s i n e  o x y d 6 e  0 .02  0 .90  0 .72  I 

de la vasopressine oxyd6e, seuls celui de l'acide cyst6ique (DNP-acide cyst6ique) et celui 
de l'arginine sont acidosolubles. On peut facilement les identifier en utilisant la chro- 
matographie sur papier dans le m61ange bu tano l -  acide formique-  can: le DNP-acide 
cyst6ique se place au nivean de l'alanine et le DNP-arginine au niveau de la leucine. 
Une fraction de la phase aqueuse acide est 6vapor6e ~t sec et chromatographi6e en pr6- 
sence des d6riv6s DNP synth6tiques. Un seul d6riv6 dinitroph6nyl6 jaune, le DNP-acide 
cyst6ique, est ainsi identifi6. Les autres acides amin6s ne sont pas affect6s par le dinitro- 
fluorobenz~ne ~t l'exception de la tyrosine qui donne la O-DNP-tyrosine. D'autre part, 
la phase 6th6r6e est 6vapor6e k sec et chromatographi6e sur papier dans le m61ange 
ph6nol - -  alcool isoamylique suivant BISERTE ET OSTEUX 18. On n'observe qu'une seule 
tache significafive correspondant au dinitroph6nol, artefact qui se produit souvent au 
cours de la r6action. 

Technique d'ED~tAN TM, 2o. 6 mg de vasopressine oxyd6e ~ basse temp6rature (environ 
5 micromol6cules) sont dissous dans I ml de pyridine ~ 5o% contenant 0.o03% de bleu 
de bromothymol; on ajoute alors o.025 ml de ph6nylisothiocyanate et on amine le pH 

8.5-9.0 avec de la trim6thylamine. On agite pendant 2 heures ~ 3 80 en maintenant 
le pH aux environs de 8.5 par addition convenable de trim6thylamine; l'exc~s de ph6nyl- 
isothiocyanate est alors 61imin6 (3 extractions avec 1. 5 ml de benz~ne). La solution est 
ensuite 6vapor6e ~ sec dans le vide sur acide sulfurique. On reprend par 0.2 ml d'un 
m61ange acide ac6tique glacial-  acide chlorhydrique 11.2 N (5:I  en volumes) et on 
maintient 1 ½ heure ~ 38o afin d'effectuer l 'hydrolyse sp6cifique. Le d6riv6 que donne 
l'acide cyst6ique avec le ph6nylisothiocyanate ne peut ~tre extra.it de la phase acide 
par l'6ther. On le s6pare du peptide restant par ionophor~se dans un appareil ~ 4 com- 
partiments du type d6crit par SYNGE ~1. Le compartiment anodique contient de l'acide 
sulfurique o.I N, le deuxi~me compartiment de l'acide ac6tique o.5%, le troisi~me les 
produits de l'hydrolyse, le quatri~me (compartiment cathodique) de l'eau. Les mem- 
branes sont constitn6es de cellophane; on applique une tension de 22o volts. Apr~s 
6 heures la s6paration est complete. Le produit obtenu dans le compartiment 2 est 
chromatographi6 sur papier Whatman N ° I dans le m61ange butanol - acide formique; 
on chromatographie paralldement le produit obtenu pax action du ph6nylisothiocyanate 
sur l'acide cyst6ique. La r6v61ation est effectu6e ~ l'aide du r6actif iodoplatinique de 
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TOENNIES ET KOLB22: Les ph6nylthiohydantoines apparaissent ell blanc sur fond rose. 
Les deux substances ont le m~me Re (0.60) dans le solvant indiqu6. 

Les solutions des compartiments 3 et 4 sent r6unies, 6vapor6es ~ sec en dessiccateur 
et on effectue la deuxi~me d6gradation sur le peptide restant. La copulation avec le 
ph6nylisothiocyanate et l 'hydrolyse sp6cifique sent r6p6t6es comme il a 6t6 d6crit. On 
6vapore alors k sec, reprend par 0.2 ml d'eau, et extrait par l'6ther (3 extractions avec 
0.2 ml d'6ther). Les phases ~th6r6e et aqueuse sent 6vapor6es ~ sec. L'hydrolyse d'une 
fraction du produit obtenu de la phase aqueuse (HC1 5.7 N, 20 heures k lO5 °) et la 
chromatographie sur papier indiquent la disparition de la tyrosine. L'hydrolyse baryti- 
que ~9 du produit obtenu de la phase 6th6r~e (0.5 ml de baryte 0.25 N, 48 heures ~ 14 o°) et 
la chromategraphie sur papier permettent d'identifier la tyrosine. Une s6rie d'op6rations 
identiques effectu6es sur le peptide restant permet de caract6riser la ph6nylalanine en 
troisi6me position. L'exp6rience n'a pas 6t6 poursuivie, mais les rendements des d6grada- 
tions successives sent bons, et il semble qu'avec 5 micromol6cules de peptide, on puisse 
d6terminer ainsi l 'enchalnement des quatre ou cinq premiers rdsidus. L'enchalnement 
initial des acides amin6s dans la vasopressine oxyd6e est donc CySO3H.Tyr.  Phe. 

Etude de l 'enchMnement terminal. La trypsine coupant les chalnes peptidiques au 
niveau des carboxyles des bases devait scinder la vasopressine oxyd6e en deux peptides, 
un fragment initial renfermant le r6sidu d'arginine et un fragment terminal. Nous avons 
doric soumis la vasopressine oxyd~e ~ l'action de cet enzyme: environ 6 mg de vaso- 
pressine oxyd6e sent dissous dans o. 4 ml d'une solution de bicarbonate de sonde 
0.025 %. On ajoute alors o.I ml d'une solution de trypsine Worthington contenant o.I mg 
de trypsine (cette trypsine renferme 50% de SO4Mg ). On laisse 18 heures k 37 °. On 
chromatographie l 'hydrolysat sur papier Whatman No. I dans le m61ange b u t an o l -  
acide formique, pendant 24 heures. Apr6s r6v61ation ~ la ninhydrine, on observe une 
tache jaune sous la ligne de d6part, une tache jaune devenant violette situ6e entre 
l'axginine et la glycine, et une faible tache violette au niveau de la glycine. Les trois 
produits sent 61u6s du papier et hydrolys6s. Le premier fournit tousles  acides amin6s 
de la vasopressine oxyd6e, h l'exception de la glycine. Le second et le troisi~me ne 
donnent que de la glycine. Par analogie avec les glycyl-peptides, on peut supposer que 
le produit r6agissant en jaune avec l a  ninhydrine est de la glycine dent le carboxyle 
est bloqu6. La glycinamide a ~t6 synth6tis~e suivant BERGELL ET VON Wf3LFING 23 par 
action de l 'ammoniaque sur la chlorac~tamide. Les cemportements de la glycinamide 
synth6tique et du produit inconnu, par chromatographie sur papier darts les trois 
solvants indiqu6s dans le Tableau II, ainsi que par ionophor~se sur papier ~ pH 4 sent 
identiques. Tous deux r6agissent avec la ninhydrine en donnant une coloration jaune 
qui passe peu ~ peu au violet. La petite quantit6 de glycine libre provient sans doute 
d'une d6samidation par suite du maintien ~ 37 ° pendant 18 heures. On en conclut que 
l 'enchalnement terminal est Arg. Gly (NH~). D'autre part la carboxypeptidase est sans 
action sur la vasopressine oxyd6e, ce qui est en accord avec la pr6sence d'un r6sidu 
terminal amid6. 

D~gradation non dirig~e de la molecule 

L'acide chlorhydrique concentr6 agissant ~ temp6rature peu 61ev6e, hydrolyse les 
mol6cules prot6iques en peptides courts d'une fa~on peu sp6cifiqueZ4: en associant ces 
peptides courts ~. la mani~re d'un jeu de dominos, il est possible de reconstituer Pen- 
chainement initial des acides amin6s. 
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8 k IO mg de vasopressine oxyd6e sont dissous dans I ml d'acide chlorhydrique I 1.2 N 
et hydrolys6s ~ 37 ° en tube scell6 pendant 3 ou 4 jours. On dilue alors avec 4 ml d'eau 
et l'acide chlorhydrique eu exc~s est 61imin6 par 6vaporations r6p6t6es sous vide; 
l 'hydrolysat est repris par l'eau afiu d'effectuer les fractionnements. Au cours des 
premieres recherches, les peptides basiques ont 6t6 s6par6s par chromatographie sur 
silice 25. Par la suite, les s6parations par ionophor~se ont 6t6 pr6f6r6es, car il est possible 
d'obtenir en une seule operation, trois fractious, acide, neutre et basique. 

S~paration des peptides en groupes 

S~paration par ionophor~se. On utilise le dispositif adopt6 par SANGER ET TUPPY 15 
comprenant un appareil ~ quatre compartiments s6par6s par des membranes de g61atine 
formolis6e. Le compartiment anodique contient de l'acide sulfurique o.I N (55 ml), le 
deuxi~me compartiment de l'acide ac6tique k o.5% (35 ml), le troisi~me, l 'hydrolysat 
(35 ml) maintenu ~ pH 7 pendant toute l'op6ration par addition d'ammoniaque, le 
quatri~me (cathodique) de l 'ammoniaque 0. 5 N (55 ml). On applique une tension de 
220 volts. L'intensit6 du courant est de 4 ° mA au d6but, baisse peu k peu jusqu'k 8 mA 
au bout de 5 heures puis se stabilise. On obtient ainsi une fraction acide darts le com- 
partiment 2, une fraction neutre dans le compartiment 3, et une fraction basique dans 
le compartiment cathodique. Ces fractions sont r6duites k tr~s petit volume par 6vapo- 
ration sous vide ~ 4 o°. 

S~paration sur charbon. Les fractions acide et neutre sont pass6es sur charbon afin 
de s6parer les produits aromatiques des non-aromatiques. On utilise des colonnes de 
5 ° mg de charbon Activit 50 XP (diam~tre 2 ram, hauteur 2 cm). La colonne est lav6e 
d'abord avec 2 ml d'eau puis avec 2.5 ml d'acide ac~tique ~ 5%. La fraction (2 ml) 
est alors pass6e, puis on lave avec 6 ml d'acide ac6tique h 5 %, pour extraire les produits 
non adsorb6s. L'61ution des substances aromatiques est effectu6e avec 15 ml d'un 
m61ange constitu6 par 20 parties d'acide ac6tique glacial, 15 parties d'ac6tate d'6thyle 
et 65 parties d'eau 2~. Filtrats et 61uats sont 6vapor6s ~ sec. L'hydrolysat est ainsi divis6 
en 5 fractions: une fraction basique B, une fraction neutre aromatique Na, une fraction 
neutre non aromatique Nil, une fraction acide aromatique Aa et une fraction acide non 

aromatique Aft. AciCes 

Caract~risation des l~eptides de chaque [faction 

Peptides basiques. La fraction B est Icysl~ • 
chromatographi~e sur papier Whatman No. i ~g • 
dans le m61ange bu tano l -  acide formique. 

61y+Asp • 
On r~partit le produit (0. 5 ml) sur 3 bandes atu o 
de 20 points distants de 0.5 cm, chaque 
bande ~tant encadr~e de deux points t6moins, ryr 
Apr~s chromatographie pendant 48 heures, 

Phe O 
on d6coupe les t6moins et on effectue la 
r6v61ation au r6actif de SAKAGUCHI le, 

la ninhydrine et ~ l'isatine 27. Le r6actif de 
SAKAGUCHI permet de distinguer deux sub- 
stances BI et B2 (Fig. I). La ninhydrine ne 

B Nf l  A a  Aft 

- : ~ ; -  - 
~c~,so~ 

~,*Arg o 
8,~o 

O•otf 
* Awt 

Oa~ 

oA~o 
o6/u 

Fig. i. Sch6ma des chromatographies  des 
fractions sur  papier  W h a t m a n  No. i darts le 

m61ange butanol  - acide formique. 

met en 6vidence que l'arginine libre, alors que l'isatine r6v~le en bleu deux prolyl- 
peptides 2s correspondant ~ BI et B2. Les deux produits sont 61u6s du papier. Le produit 
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B2 parait pur par chromatographic dams les m~lamges pyridine-  collidine et ph6nol 
tamponn6 k pH 4, ainsi que par ionophor~se sur papier ~ pH 4~5; k l'hydrolyse, il fournit 
de la proline et de l'arginine. Le produit BI, chromatographi6 dans le m61ange pyridine 
-co l l id ine  apparait comme un m61ange d'arginine libre et d'un peptide qui fournit 

l'hydrolyse de la proline, de l'arginine et de la glycine. 
La pr6sence de la proline en position initiale darts le dipeptide B2 a 6t6 confirm6e 

par les m6thodes de SANGER et d'EDX~AN. La copulation du peptide avec le dinitro- 
fluorobenz~ne a 6t6 r6alisde dans les conditions d6jk 6crites. Le dinitroph6nylpeptide 
a 6t6 hydrolys6 4 heures ~ Io5 ° dams HC1 I1.2 N puisqne la dinitroph6nylproline (DNP- 
proline) est plus r6sistante dams l'acide concentr629. L'hydrolysat est extrait k l'6ther. 
La chromatographic sur papier de la phase 6th6r6e is permet d'identifier une gramde 
quantit6 de dinitroph6nol et un peu de DNP-proline. La chromatographie de la phase 
acide permet d'identifier l'arginine et une quantit6 moindre de proline. En effet apr6s 
4 heures dans HC1 11.2 N h lO5 °, 50% de la DNP-proline sont hydrolys6s en dinitro- 
ph6nol et proline 3°. 

D'autre part, lorsque le peptide B2 est copul6 avec le ph6nylisothiocyanate, hy- 
drolys6 par le m61ange acide ac6tique- acide chlorhydrique, et l 'hydrolysat extrait 
k l'6ther, on ne trouve dans la phase acide que de l'arginine libre. En cons6quence, la 
structure du peptide B2 est Pro.Arg. Puisque la proline est en position initiale dams 
le tripeptide BI (coloration bleue ~ l'isatine), on peut d6duire d'aprbs sa composition 
que sa structure est Pro.Arg.Gly. Nous avons confirm6 cette structure en effectuamt 
une hydrolyse partielle de 4 jours dams HC1 11.2 N k 37 °. Apr6s chromatographic sur 
papier de l 'hydrolysat dans le m61ange butanol - -  acide formique, on peut caract6riser 

c6t6 de l'arginine, de la proline et de la glycine libre, le dipeptide Pro. Arg. Les peptides 
basiques permettent donc d'6tablir l'enchainement Pro. Arg. Gly. dams la vasopressine. 

D a n s  une  des premieres  p r6para t ions  de vasopress ine  ava i en t  ~t~ observes,  mais  en faibles 
quan t i t6s ,  deux  pro ly lpept ides  fou rn i s san t  tous  deux  /~ l ' hydro lyse  de Ia proline, de l 'arginine,  de la 
glycine et  de l 'acide glutamique2S; toutefois  ces pept ides  n ' o n t  pas  6t6 re t rouv6s  dans  les au t r e s  
p r @ a r a t i o n s .  

Pepticles neutres. La fraction Na (61uat du charbon) ne contient pas de peptides en 
quantit6 significative, mais contient de la ph6nylalanine fibre. La fraction Nfl (filtrat 
du charbon) est plac6e sur papier Whatmam N ° I sur une bamde de 15 points. Apr~s 
chromatographie dams le m61ange bu tano l -  acide formique pendant 3o heures, on 
effectue la r~v61ation des t~moins k la ninhydrine: on peut distinguer un peptide r6agis- 
sant faiblement en brun (Nil1, Fig. I), la glycine et la proline. Le peptide r6agit avec 
le r6actif de Sakaguchi. Elu~ du papier et chromatographi~ dams divers solvants, il 
parait pur. Par hydrolyse, il fournit de l'acide cyst6ique, de la proline et de l'arginine. 
Apr~s copulation avec le dinitrofluorobenz~ne, le DNP-peptide est hydrolys~ 6 heures 
par HC1 5.7 N; on extrait alors k l'6ther mais la coloration jaune reste dams la phase 
acide. Par chromatographie sur papier de la phase acide dams le m6lange bu tano l -  
acide formique, on caract6rise le DNP-acide cyst6ique, la proline et l'arginine. La 
structure du peptide est done CySOaH (Pro, Arg). 

Peptides acides. Les deux fractions acides (An et Aft) sont chromatographi6es sur 
papier dans le m6lange butanol - acide formique pendant 3o heures, chaque fraction 
6tant r~partie sur 15 points. Apr~s r~v61ation des t~moins k la ninhydrine, on distingue 
deux taches significatives dans l'6luat du charbon (An) et quatre dams le filtrat (Aft) 
(Fig. I). 
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Peptides de l'dluat. Les produits Aa 1 et Aa,. 61u6s du papier sont rechromatographi6s 
dans le m6lange p y r i d i n e -  collidine. Le produit Aa 1 r6v~le deux constituants: Aa' 1 
qui se place au niveau de l'acide glutamique, et Aa~ qui se place au niveau de la tyrosine. 
Le produit Aa 2 parait pur. On d6termine la composition des 3 peptides par hydrolyse 
et chromatographie sur papier: Aa~ contient Phe, Glu, Asp; Aa2 contient CySO3H 
Tyr; Aa 2 contient Phe, Glu. Par la technique de Sanger on d6termine les structures: 
Phe.Glu;  Phe (Glu, Asp) et CySOaH.Tyr. 

Peptides du filtrat. Le filtrat contient de l'acide cystfiique, de l'acide aspartique et 
de l'acide glutamique libres ainsi qu'un peptide Aft1 r~agissant en jaune-brun ~t la nin- 
hydrine (Fig. I) et qui ~t l 'hydrolyse fournit Glu, Asp, et CySO3H. Par la technique du 
fluorodinitrobenz~ne on dftermine la structure Glu(Asp, CySO3H ). Un dipeptide 
(Glu, Asp) a fit6 ~galement observ6 au cours de reeherches sur un hydrolysat de vaso- 
pressine non oxyd~e. Les peptides acides identifi6s permettent d'~tablir les enchaine- 
ments CySOaH'Tyr et Phe.Glu.Asp.CySO3H duns la vasopressine, et les peptides 
neutres et basiques l 'enchainement CySO3H. Pro. Arg. Gly. 

DISCUSSION 

Les r6sultats de l'hydrolyse partielle acide permettent d'6tablir les trois enchalne- 
ments CySO3 H.Tyr ,  Phe.Glu.Asp.  CySO3H, et CySO3 H.  Pro.Arg.  Gly. D'autre part, 
la technique d'EDMAN ayant permis de montrer que l'enchainement initial est CySO3H. 
Tyr .  Phe, on en d6duit l 'enchainement CySO3H .Tyr.  Phe. Glu. Asp. CySO3 H- Pro. Arg. 
Gly. L'hydrolyse trypsique confirme la liaison Arg. Gly et iudique que la glycine est 
amid6e, puisqu'il y a lib6ration de glycinamide. En outre, l 'hydrolyse totale fournissant 
3 mol6cules d'ammoniac, il est tr~s probable que les r6sidus d'acides aspartique et 
glutamique sont amid6s. Comme les deux r6sidus d'acide cyst6ique proviennent de 
l'oxydatiolx de la cystine, on peut attribuer ~ la vasopressine de boeuf la structure 
suivante: 

CyS .Tyr- Phe- Glu (NH2) - Asp (NH2)' CyS' Pro. Arg- Gly (NH2) 
l I 

Ces r6sultats appellent plusieurs remarques, les unes eoncernant les m6thodes 
utilis6es, les autres la structure elle-m~me. 

La m~thode d'EDMAN s'est r6v616e tr~s efficace dans l'~tude des peptides: elle exige 
moins de mat6riel qu'une hydrolyse partielle acide qui d6grade d'une fa~on non sp6cifique 
la mol6cule en nombreux fragments, d'otl la n~eessit6 de purifications longues et labori- 
euses des produits. Elle convient particuli~rement k l'6tude des t6tra- ou pentapeptides 
que l'on peut obtenir des chatnes peptidiques par hydrolyse enzymatique. En contre- 
partie, l 'hydrolyse aeide permet d'6tablir ~ peu pros tousles enchatnements d'un peptide 
plus long, alors que la m6thode d'EDMAN est limit~e aux premieres liaisons. Dans ce cas, 
les deux m6thodes se compl&tent et se confirment. 

La trypsine a montr~ la sp6cificit6 d'hydrolyse observ6e par BERGMANN et ses 
collaborateurs31, 3~ sur des substrats synth6tiques puisque la seule liaison coup6e est celle 
00 participe le carboxyle d'une base. Cette sp6cificit6, qui a 6t6 6galement constat6e 
sur l'insuline 33 et sur le lysozyme 34 parait donc assez rigoureuse. 

Au cours de recherches effectu6es sur une pr@aration de vasopressine, deux 
peptides ayant la proline en position initiale, et contenant en outre l'arginine, la glycine 
et l'acide glutamique, ont 6t6 observ6s. Par suite de l'existence de l 'enchalnement 
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Pro .Arg.Gly,  l 'enchalnement Pro .Arg .Gly .Glu  en avait 6t6 dfduit 2s. I1 est possible 
que ces peptides traduisent l'union du peptide vasopressine ~ une prot6ine-m~re telle 
que celle d~crite par VAN DYKE et ses collaborateurs 35, la lib6ration du peptide se faisant 
par rupture d'une liaison particuliSre au niveau de la glycine. Mais comme ces peptides 
n'ont pas 6t6 retrouv~s dans les autres pr@arations, cette interpr6tation reste hypo- 
thftique. 

I1 est int6ressant de noter que la structure de la vasopressine pr6sente de frappantes 
analogies avec celle de l'ocytocine telle qu'elle a fit6 ind6pendamment 6tablie par TuPPY ~ 
et par Du VIGNEAUD, RESSLER ET TRIPPETT37: la ph6nylalanine et l'arginine sont 
respectivement remplac6es dans l'ocytocine par l'isoleucine et la leucine. Cette obser- 
vation est k rapprocher du fait que la vasopressine pure poss~de une petite activit6 
ocytocique 38. 

Nous sommes heureux de remercier ici Mme OLIVR¥ dont la collaboration technique 
a 6t6 tr~s pr6cieuse dans la r6alisation de ce travail. 

RI~SUMt~ 

Le pr6scnt travail donne les d6tails des investigations ayant permis d'attribuer ~ la vasopressine 
de boeuf la structure suivante 

CyS" Tyr. Phe.  Glu (NH2). Asp (NH2). Cys. Pro. Arg. Gly(NH 2) 
t l 

(z)  

Cette structure a 6t6 6tudi6e en met tant  en oeuvre soit des m6thodes de d6gradation dirig6e 
comme l 'oxydation performique, l 'hydrolyse r6currente d'EDMAN et l 'hydrolyse trypsique, soit des 
m6thodes de d6gradation non sp6cifique comme l'hydrolyse partielle acide. 

SUMMARY 

The present work gives the details of the investigations that  led to attributing to ox vasopressin 
the following structure: 

Cys-Tyr. Phe.  Glu(NH2) • Asp(NH~) • Cys- Pro. Arg. Gly(NH~) 
[ J 

(2) 

This structure has been studied using either the methods of conducted degradation such as 
performic oxidation, the recurrent hydrolysis of EDMAN, and trypsic hydrolysis, or the methods of 
non-specific degradation, such as partial acid hydrolysis. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Die vorliegende Arbeit gibt die Einzelheiten der Untersuchungen, die es erlauben, ffir Rinder- 
Vasopressin folgende Struktur anzugeben: 

Cys .Tyr. Phe- Glu(NH~) • Asp(NH2) • Cys- Pro. Arg. Gly(NH~) (2) 
I I 

Diese Struktur wurde gefunden sowohl mit Hilfe der Methoden des gerichteten Abbaues wie 
der Oxydation durch Perameisens~ure als auch der Hydrolyse nach EDMAN und der Trypsinhydrolyse 
oder mit unspezifischen Abbaumethoden wie partieller S~urehydrolyse. 
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