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SUMMARY 

Oxytocine and vasopressine of sheep: reconstitution of an active complex 

From sheep posterior hypophysis a complex was obtained containing 9 ° % of the 
oxytocic and vasopressic activity of the gland. The complex is an association of 
oxytocine and vasopressine with a protein, neurophysine. This complex was dis- 
sociated by TCA and the three components were purified by  chromatography. The 
reconstitution of the complex from the elements was realised under specified con- 
ditions. Analogous complexes were obtained from glands of cow, horse and pig. I t  is 
possible to bring about associations between the hormones and neurophysines of 
different species. 

INTRODUCTION 

L'ocytocine et la vasopressine contractent avec une prot6ine de la post-hypophyse, 
la neurophysine, une association particuli~re 1. Cette propri6t6 a 6t6 utilis6e par 
ACHER, LIGHT ET DU VIGNEAUD ~ dans la mise au point d'un proc6d6 de purification 
rapide des deux peptides. La m6thode a permis r6cemment d'isoler les hormones du 
cheval 3 du mouton 4 et de l 'homme 5. Le pr6sent m6moire d'une part apporte des 
informations particuli~res sur la formation du complexe dans l 'extrait de glandes 
de mouton, d'autre part pr6cise les conditions de sa reconstitution k partir de l'ocy- 
tocine, la vasopressine et la neurophysine. 

PARTIE EXP~RIMENTALE 

Techniques utilis~es 

Dosage de l'activit~ ocytocique: L'activit6 ocytocique a 6t6 dos6e en mesurant la 
contraction de l'ut6rus de rate, selon la m6thode de HOLTON 6. 

Dosage de l'activit~ vasopressique: L'activit~ vasopressique a 6t6 d6termin6e 
d'apr~s l'616vation de la pression sanguine chez le rat  anesth6si6 selon le proc~d6 
de LANDGREBE et al. 7. 

Chromatographie sur carboxymethylcellulose, L'6changeur utilis6 poss~de une 
capacit6 de 0.55 mequiv./g et provient d'une cellulose Solka-Floc type 2o (Lot lOO 7- 
Brown C °, Berlin, New Hampshire, USA). La cyclisation est effectu6e suivant 
PETERSON ET SOBER 8. 
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Chromatographie sur Amberlite-IRC 5o (XE-64): L'6changeur est trait6 suivant 
HIRS et al. ~, et tamis6 sous forme de sel de sodium. La fraction passant au tamis 
IOO est utilis6e. 

Preparation du complexe acti! 

Le mat6riel de d6part est une poudre ac6tonique de posthypophyses de mouton*. 
Chez cette espbce, rhypophyse possbde un lobe post6rieur minuscule, repr6sentant 
environ le 1/5o de la glande, et pesant environ IO mg ~ l'6tat sec. 

Le Tableau I indique, ~ titre de comparaison, les teneurs en activit6s ocytocique 
et vasopressique des poudres ac6toniques de post-hypophyses de quatre esp~ces de 
mammif~res. 

T A B L E A U  I 

ACTIVIT~S BIOLOGIQUES DES POUDRES ACI~TONIQUES POST-HYPOPHYSAIRIgS 

Activit~ ocytocique Activitd vasopressique 
Esp~ce unitds/mg uniMs/mg 

Boeuf i .o  i . i  
Porc 1.4 1.4 
Cheval  0.9 0.8 
Mouton  0.8 0.8 

Les pr6parations de complexe actif de mouton ont 6t6 effectu6es sur des lots de 
30 g de poudre ti trant 0.8 unit6s U.S.P. ocytocique ou vasopressique par mg. On 
extrait une premiere fois par I 1 d'acide sulfurique o.oi N (20 h ~ 5 °) puis une deuxi~me 
fois avec 500 ml d'acide. Les extraits sont r6unis (1.3 1) et le p H e s t  ajust6 ~ 3.9 
avec de l'acide sulfurique N. Le complexe actif est alors pr6cipit6 par addition de 
chlorure de sodium ~ raison de IOO g/1 (16 h ~ 5°). Le pr6cipit6 est s6par6 par cen- 
trifugation, remis en suspension dans 15o ml d'eau et dialys6 jusqu'~ 6limination 
totale du chlorure. Le p H e s t  ajust6 ~ 3.9 (solubilisation du complexe) et le volume 
est port6 k 700 ml avec de l'eau. On ajoute alors un volume 6gal de tampon ac6tate 
de sodium M ~ pH 3.9. On effectue ensuite une pr6cipitation fractionn6e ~ l'aide 
de chlorure de sodium. 

Lots de la preparation du complexe actif ~ partir des glandes de boeuf t, de porc 1° 
et de cheval 3, on recueille la fraction pr6cipitant entre 25 et 65 g de NaC1/1. Nous 
avons constat6 qu'une pr6cipitation importante du complexe s'effectue ici avant 
d'atteindre le titre de 25 g de NaC1/1 et nous avons donc recueilli la fraction precipitant 
entre IO et 65 g (une nuit k 5°). Le pr6cipit6 est s6par6, redissous dans 125 ml d'eau 
et apr~s addition d'un volume 6gal de tampon ac6tate M pH 3.9, le complexe est 
nouveau pr6cipit6 par addition de NaC1 (65 g/l). On r6p~te trois fois cette op6ration, 
puis le produit final est dialys6 contre l'eau et lyophilis6. 

Le Tableau II  indique les rendements en complexe actif obtenus k partir de 
poudre ac6tonique de post-hypophyses de quatre esp~ces. Ce rendement est exception- 
nellement bon dans le cas de la poudre post-hypophysaire du mouton (92 % des 
activit6s initiales). 

On constate que si les poudres ac6toniques ont des teneurs en activit6 assez 

* Les g landes  on t  6t6 fournies  p a r  los E t a b l i s s e m e n t s  Choay  que nous  sommes  heu reux  de 
remerc ie r  ici. 
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voisines (c/. Tableau I), les rendements en complexe actif varient d'un tissu k l'autre. 
Ceci est probablement dfi aux diff6rences de solubilit6 des neurophysines car c'est 
cette solubilit6 qui conditionne la pr6cipitation du complexe. D'autre part il est k 
noter que les activit6s sp6cifiques des diff~rents complexes sont du m~me ordre. 

T A B L E A U  I I  

RENDEMENT EN COMPLEXE ACTIF* 

Esp~ce CompLexe ~il A aivi~d ocyto~lUe Aaivi~ ga~ol~eSsique 

Boeuf 1.5 18-20 18-20 
Porc t .5 18 18 
Cheval  0.8 20 io  
Mouton  4.2 18 18 

* Pour  IOO g de poudre  ac6tonique.  

Dissociation du complexa acti/ 

Le complexe est dissous dans l'acide ac6tique o.25 % k une concentration de 1%. 
On ajoute alors un volume convenable d'acide trichlorac6tique ~ IOO % (p/v) de fa~on 

porter la concentration finale de la solution ~ 5 % en acide. La neurophysine est 
pr6cipit6e, mais les peptides demeurent dans le liquide surnageant. On s6pare le 
pr6cipit6 par centrifugation, et le culot est remis en suspension dans un volume 
6gal d'acide ac6tique 0.25 %. On r61~te la pr6cipitation dans les m~mes conditions 
et on s6pare le pr6cipit6 par centrifugation. 

Neuro,physine: Le pr6cipit6 est remis en suspension dans l'eau, et dialys6 plusieurs 
jours contre l'eau pour ~liminer l'acide trichlorac6tique (pH final 4.7). Puis la suspen- 
sion est lyophilis6e. Le rendement est de 75 mg de neurophysine pour IOO mg de 
complexe. 

La neurophysine est chromatographi6e sur carboxymethylcellulose (CM-cellu- 
lose). On utilise une colonne de I × 15 cm initialement 6quilibr6e avec un tampon 
ac6tate de sodium o.I M pH 4. 20 mg de neurophysine, dissous dans 2o ml de 
tampon acGtate sont alors introduits dans la colonne. On 6tablit ensuite un gradient 
de pH k l'aide d'un tampon ac6tate de sodium o.I M pH 5.2 (chambre de m61ange : 
50 ml). On collecte des fractions de I ml (d6bit 60 ml/h) et on d6termine Ia presence 
des prot6ines par la r6action de FOLIN selon LOWRY et al. n. Le r6sultat de la chromato- 
graphie est indiqu6 par la Fig. I. 

Le constituant principal repr6sente 70 % du mat6riel chromatographi6. Les frac- 
tions de 14o k 17o ml sont r6unies et la solution est dialys6e contre l'eau. Le pH (5.2) 
est alors ajust6 ~ 4 avec de l'acide ac~tique et on effectue ~ nouveau une chromato- 
graphie sur carboxym6thylcellulose dans les mSmes conditions. Le r6sultat est indiqu6 
par la Fig. 2. 

Ocytocine a vasopressine: Apr~s pr6cipitation de la neurophysine par l'acide 
trichlorac6tique, les deux solutions surnageantes qui contiennent les hormones (80 % 
des activit6s initiales) sont r6unies et l'acide est 61imin6 par passage sur une colonne 
d'Amberlite IR-45 forme ac6tate (1. 5 × IO cm). On lave la colonne k l'eau, et les 
deux hormones sont quantitativement r6cup6r6es dans le filtrat (pH 3.5). La purifi- 
cation de l'ocytocine et de la vasopressine du mouton est r6alis6e par chromato- 
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Fig. I .  I ~ r e  c h r o m a t o g r a p h i e  de la n e u r o p h y s i n e  
sur  ca rboxym6thy lce l lu lose  (colonne de i × 1 5 
cm in i t i a l emen t  ~quilibr~e avec  un  t a m p o n  
ac6ta te  de soude  o. i  M & p H  4. Grad ien t  avec  
un  t a m p o n  ac6 ta te  o. i  M p H  5.2. C h a m b r e  de 

m61ange 5o ml). 
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Fig. 2 . 2  ~me c h r o m a t o g r a p h i e  de la nourophys ine  
su r  ca rboxym6thy lcc l lu lose  (condi t ions  ident i -  
ques  & celles de ]a Fig. I ; d6tai ls  dans  le texte) .  

graphie sur colonne d'Amberlite IRC-5o dans des conditions d6jk d6crites 4. La solution 
est pass6e sur l '6changeur forme H et les hormones demeurent adsorb6es au sommet 
de la colonne. Celle-ci est 6quilibr6e avec un tampon ac6tate d 'ammonium o.I M 

pH 5.0. L'ocytocine est d 'abord 61u6e en ~tablissant un gradient de pH et de force 
ionique avec une solution d'ac6tate d 'ammonium 0.5 M pH 7.7 (chambre de m61ange 
50 ml) puis la vasopressine est 61u6e en 6levant le gradient avec une solution d'ac6tate 
d 'ammonium o.75 M pH 7.7 (c/. Fig. 3). 

Les tubes contenant respectivement les activit6s ocytocique et vasopressique 
sont rassembl6s, et l 'ac6tate d 'ammonium est 61imin6 par 6vaporation sous vide. Les 
peptides ainsi obtenus paraissent chromatographiquement et 61ectrophor6tiquement 
purs 4. 

Les comportements ~lectrophor~tiques des ocytocines du mouton et du cheval 
ainsi que ceux des vasopressines du mouton et du boeuf sont identiques comme 
l'indique le Tableau I I I .  

L'~tude des structures chimiques a montr6 que l'ocytocine et la vasopressine du 
mouton 6taient respectivement identiques k l'ocytocine et ~ la vasopressine du 
boeuf et du cheval 4. 

Reconstitution du complexe acE/ 
On utilise une solution (2. 4 ml) contenant 25 unit6s de vasopressine et 2o unit6s 

d'ocytocine/ml. Le pH est amen~ & 3.9 avec de la soude o.I  N, et le volume est ajust6 
3 ml avec un tampon ac6tate de sodium M k pH 3.9. On dissout ensuite la neuro- 

physine de pr6cipitation & raison de I mg/ml: les proportions des activit6s vasopressi- 
que et ocytocique sont alors respectivement de 20 unit6s et 17 unit6s/mg de prot6ine. 
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On ajoute ensuite IOO mg de NaC1/ml et on laisse la pr6cipitation s'effectuer pendant 
I I  h k o °. 80 k 90 % des activit@s se trouvent dans le pr@cipit@. Celui-ci est s@par@ 
par centrifugation et dialys6 contre l'eau pendant une nuit pour 61iminer le chlorure 
de sodium. On constate alors que 75 & 80 % des activit6s initiales ont 6t6 fix@es par la 
prot6ine pr6cipit6e et ne sont pas dialysables. Le complexe reform@ poss~de une activit@ 
vasopressique de 15 nnit6s/mg et une activit@ ocytocique de 13 unit@s/mg alors que 
le complexe initial titrait 18 unit@s vasopressiqne ou ocytocique/mg. 

. . . . .  coloroi'ion Folin 

x - - x  ocf iv i te ocytocique 

o - - o  ac}ivit@ vesopressique ! 

0 700 i , i 
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Fig.  3. C h r o m a t o g r a p h i e  de l ' ocy toc ine  e t  de la vasopres s ine  su r  Amber l i t e  IRC-5  o. (Colonne de 
0.9 × io  c m  ~quilibr~e a v e c  u n  t a m p o n  ace t a t e  d ' a m m o n i u m  o.i  M p H  5.0. Grad ien t  avee  une  
so lu t ion  d ' ac6 ta t e  d ' a m m o n i u m  0.5 M p H  7.7, pu i s  o.75 M p H  7.7. C h a m b r e  de m61ange: 5 ° ml).  

T A B L E A U  I I I  

ELECTROPHOR~SE DE L'OCYTOCINE ET DE LA VASOPRESSINE DU MOUTON 

Electrophor~se sur bandes de papier Whatman No. I (io × 5 ° cm) sous une tension de io V/cm. 
Dur6e 5 h (pH 4: dur~e 4 h). Tampons: pH 4 (citrate-phosphate o.o 5 M); pH 5 (ac6tate d'am- 
monium o.o5 M) ; pH 6.5 (ac6tate de pyridine o.o6 M) ; pH 8.6 (v6ronal-soude o.o6 M). Chomine- 

ments en mm vers la cathode, mesur6s pax rapport & la dinitroph6nyl 6thanolamine. 

t, t t  4 P~ 5 pH 6.5 p ~  8.6 

Ocytoc ine  du  m o u t o n  71 81 26 2 
Ocy toc ine  du  cheva l  7I 78 25 3 
Vasopress ine  du m o u t o n  lO 3 123 71 65 
Vasopress ine  du  boeuf  i o i  I23 71 60 

DISCUSSION 

Deux arguments plaident en faveur de la sp6cificit6 de l'adsorption de l'ocytocine 
et de la vasopressine sur la neurophysine: (a) L'absence de peptides 6trangers adsorb6s 
sur cette prot6ine lorsque le complexe a 6t6 purifi@ par plusieurs repr@cipitations au 
moyen de chlorure de sodium. En effet la vasopressine et l'ocytocine apparaissent 
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comme les seuls peptides pr6sents dans le liquide surnageant lorsque le complexe a 
6t6 dissoci6 par l'acide trichlorac6tique, et la neurophysine 6limin6e (c]. Fig. 3)- 
(b) La reconstitution de l'association k partir des deux hormones et de la neurophysine. 

En g6n6ral, le complexe reform6 poss~de des activit6s sp6cifiques un pen plus 
faibles que celles du complexe initial. Les peptides semblent moins fortement li6es 

la prot6ine dans le premier cas: le rendement en activit6s du complexe reform6 
(75-80 %) est plus faible que celui constat6 lors de la pr6paration du complexe actif 
d'origine (92 %). La diff6rence est significative, et va dans le m~me sens pour les 
deux activit6s. I1 est vraisemblable que la neurophysine r6sultant de la pr6cipitation 
par l'acide trichlorac6tique n'est pas absolument identique ~ la neurophysine d'ex- 
traction, et un certain type de d6naturation a pu se produire entratnant une diminu- 
tion de l 'aptitude ~ fixer les deux peptides. Le traitement par l'acide trichlorac6tique 
ne semble toutefois pas produire des modifications profondes si on en juge par la 
solubilit6 de la neurophysine. 

I1 est int~ressant de noter ~ ce sujet que SCHWERT 12 a montr~ que la s~rumalbu- 
mine de boeuf pr6cipit6e par l'acide trichlorac6tique paraissait identique k la s6rum- 
albumine initiale lorsque les deux produits 6taient compar6s par ultracentrifugation, 
61ectrophor~se, par les courbes de solubilit6 et l 'aptitude k cfistalliser. 

L'examen du Tableau II  indique que les diff6rents complexes obtenus ~ partir 
des post-hypophyses de diff6rentes esp~ces poss~dent des activit6s ocytocique et 
vasopressique 6gales, et constantes d'un produit k l 'autre k l'exception du complexe 
obtenu k partir de glandes de cheval. Au lieu de poss6der les deux activit6s avec une 
teneur de l'ordre de 18 unit6s/mg, ce produit a une activit6 ocytoeique de 20 unit~s/mg 
et une activit6 vasopressique de IO unit6s/mg. Chez le boeuf, le cheval et le mouton, 
on trouve la mSme ocytocine et la mSme vasopressine. La diff6rence doit donc porter 
sur la neurophysine qui chez le cheval paralt particuli~re. Pour 61ucider cette question, 
nous avons effectu6 la reconstitution du complexe, en utilisant la neurophysine du 
cheval. L'exp6rience a 6t6 conduite dans les conditions d6crites ci-dessus, mais en 
utilisant I m g  de prot6ine de cheval par ml au lieu de I mg de prot6ine de boeuf. Le 
complexe reform6 poss~de une activit6 ocytocique de 18 unit6s/mg et une activit6 
vasopressique de I I  unit6s/mg soit pratiquement les activit6s sp6cifiques du com- 
plexe d'origine, avec le m~me rapport. D'autre part, au cours de la chromatographie 
sur CM-cellulose, la neurophysine du cheval a un comportement diff6rent des neuro- 
physines du boeuf et du mouton qui paraissent semblables ~ ce point de vue. L'6tude 
des diff6rentes neurophysines est actuellement en cours. 

Rt~SUMt~ 

A partir de post-hypophyses de mouton a 6t6 obtenu un complexe actif renfermant 
90 % des activit~s ocytocique et vasopressique de la glande et form6 par l'association 
de l'ocytocine et de la vasopressine avec une prot6ine, la neurophysine. Le complexe 
a 6t6 dissoci6 par l'acide trichlorac6tique et les trois substances ont 6t6 purifi6es par 
chromatographie. La reconstitution du complexe ~t partir de ses 616ments a 6t6 
assur6e en respectant les conditions de formation. Des complexes analogues ont 
6t6 obtenus ~ partir de glandes de boeuf, de cheval et de porc; il est possible de r6aliser 
des associations intersp6cifiques entre hormones et neurophysines d'origines diff6- 
rentes. 
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S U M M A R Y  

Two DPN-requiring vic glycol dehydrogenases can be isolated from extracts of a 
variant of A. aerogenes. Deamino DPN can replace the DPN requirement of enzyme A 
(obtained from cells grown on a glycerol-salts medium) and the 3-acetylpyridine 
analogue of DPN can replace the DPN requirement of enzyme B (obtained from 
cells grown on a glucose-salts media). Deamino DPN cannot replace the DPN require- 
ment of enzyme B nor can the 3-acetylpyridine analogue substitute for DPN with 
enzyme A. 

Enzymes A and B can be distinguished by properties other than pyridine 
nucleotide specificity. For example, they can be identified by differences in stability 
and in pH optima. Finally, enzyme A was found to be inducible. 

Though enzymes A and B are physically inseparable, they are immunologically 
unrelated since no cross reactions take place. 

Several closely related strains of bacteria were found to differ widely in their 
ability to carry out DPN (and DPN analogue) mediated oxidations of vic glycols. 
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