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Isolement de I'ocytocine du poulet 

L'ocytocine a ~t~ isol~e k partir  de la post-hypophyse de diff~rentes esp~ces de mammi- 
f~res: boeufl, 2, porc 3, cheval 4, mouton 5 et homme 6. Dans tous les cas, l 'hormone 
obtenue poss6dait la m6me composition chimique. Ii nous a paru int~ressant de 
d6terminer si la composition observ6e est particuli~re ~ l 'ocytocine des mammif~res, 
ou au contraire se rencontre chez l 'ocytocine d'esp~ces appartenant  ~ d'autres classes 
de vert6br6s. 

Le d6pouillement de 6,000 t6tes de poulet* a fourni 4 g de poudre ac6tonique de 
post-hypophyses t i t rant  environ 0.4 unit6 U.S.P. ocytocique ou vasopressique/mg. 
Deux pr6parations ont pu 6tre effectu6es, en utilisant chaque fois environ 2 g de 
mati6re premi6re. Le proc6d6 de purification employ6 est celui de ACHER,  LIGHT ET 
DU VIGNEAUD 7 qui met  en jeu l 'adsorption de l'ocytocine et de ]a vasopressine sur 
une prot6ine post-hypophysaire, la neurophysine: Le premier stade est une pr6cipita- 
tion sp6cifique du complexe k partir  de l 'extrait  par le chlorure de sodium, le deuxi~me 
une 61imination de la prot~ine-support par l'acide trichlorac6tique et le troisiSme 
une s6paration chromatographique de l 'ocytocine et de la vasopressine. Les essais 
pr61iminaires ont montr6 que la pr6cipitation du complexe par le chlorure de sodium 
s'effectuait ici avec un mauvais rendement, soit que la neurophysine du poulet ait 
une solubilit6 particuli&re, soit qu'elle ait subi une d6gradation, les glandes n 'ayant  
pas 6t6 pr61ev6es d~s la mort  des animaux. Cependant le proc6d6 a pu 6tre mis en 
oeuvre en effectuant un apport  de neurophysine 6trang~re. En effet il est possible de 
reconstituer le complexe k partir  de ses trois 616ments, en utilisant des neurophysines 
d '  origines vari6es s. 

2 g de poudre ac6tonique post-hypophysaire (94o unit6s ocytocique et 840 unit6s 
vasopressique) sont extraits k 5 ° deux fois par 60 ml H2SO 4 o.oi N. Apr~s 6limination 
des substances insolubles, l 'extrait  (lO6 ml, pH 5.1) est ajust6 k pH 3.9 avec de 
H 2SO4 N, et on ajoute 168 mg de neurophysine de cheval. Apr~s solubflisation de la 
prot6ine, on ajoute du NaC1 de fa~on k avoir une teneur en sel de IO % : le complexe 
pr6cipite et on laisse ~ 5 ° pendant une nuit. Le pr6cipit6 form6 est s6par6 par centrifu- 
gation et redissous dans 18 ml d'acide ac6tique 0.03 %. On dialyse contre l 'eau jusqu'k 
61imination totale des chlorures (rendement des deux activit6s 90-95 %). Le dialys6 
est acidifi6 avec de l'acide ac6tique (volume final 20 ml d'acide ac6tique k 0.25 %) 
et la neurophysine est pr6cipit6e au moyen de l'acide trichlorac6tique k 5 % dans les 
conditions ant6rieurement d6crites 7. Le liquide surnageant qui contient l 'ocytocine 
et la vasopressine est d6barrass6 de l'acide trichlorac6tique par passage sur une 
colonne d 'Amberl i te-IR 45 (solution finale : 62 ml k pH 4 contenant 82 % de l 'activit6 
ocytocique et 74 % de l'activit6 vasopressique). La s6paration de l 'ocytocine et de 
]a vasopressine est effectu6e par chromatographie de gradient au moyen d'ac6tate 
d ' ammonium sur une colonne d'Amberli te-IRC 50 dans les conditions d6jk d6crites 4-7. 
La r6cupfration de l'ocytocine est quanti tat ive (770 unitfs). Les tubes contenant 
] 'activit6 sont r6unis et l 'ac6tate d 'ammonium est chass6 par  6vaporation sous vide. 

L'ocytocine du poulet se comporte comme l'ocytocine des mammif~res au cours 
de la chromatographie sur colonne d 'Amberl i te-IRC 50 et all cours de la chromato- 
graphie sur papier dans les solvants n-butanol-acide ac6tique-eau (40 :IO :5o) et 

* Nous  so rnmes  h e u r e u x  de remerc ie r  ici la  Soci6t6 Indus t r i e l l e  de T r a n s f o r m a t i o n  de P rodu i t s  
Agricoles (Auxonne)  qui  nous  a tr~s aimablemenIc fourni  les ±~tes de poule t .  
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n-butanol-acide ac6tique-eau-pyridine (3o :6:24:2o) .  Les comportements au cours 
de l'61ectrophor~se sur papier ~ pH 3.5, 6.5 et 8.6 sont 6galement identiques. L'hydro- 
lyse du produit fournit les acides amin6s constituants de l'ocytocine des mammif~res 
avec en plus de faibles quantit6s d'alanine, de s6rine et d'arginine. Une purification 
plus pouss6e a 6t6 obtenue par chromatographie pr6parative sur papier: l 'ocytocine 
du poulet (18o unit6s), purifi6e sur Amberlite IRC-5o et d6barrass6e de l'ac6tate 
d'ammonium, est chromatographi6e dans le solvant n-butanol-acide ac6tique-eau, 
l 'ocytocine du cheval 6tant utilis6e comme t6moin. Apr~s r6v61ation de la bande 
t6moin, on 61ue le mat6riel correspondant K l'ocytocine, et on hydrolyse par HC1 
6 N, ~ IiO ° pendant 20 h. La composition en acides amin6s du produit, 6tablie par 
chromatographie semi-quantitative sur papier, est la suivante: (Cys),, Tyr, Ileu,Asp,- 
Glu,Pro,Leu,Gly, composition identique ~ celle de l'ocytocine des mammif~res. 
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Studies of D P N H  oxidase: on the mechanism of reaction 

Previously 1, we have shown that purified DPNH oxidase contains bound diphos- 
phopyridine nucleotide in a fluorescent form, suggesting that it is bound to the 
enzyme in a reduced state. DPN containing [8-14C]adenine was used to study the 
mode of binding of the pyridine nucleotide to DPNH oxidase and the relation of the 
binding to enzymic catalysis. Labeled DPN was obtained from Schwarz Laboratories, 
Mt. Vernon, New York. Concentrations of DPN and protein were determined as 
described previously 1. [z4C]DPN was converted to [14C]DPNH by reduction with 
Na,S204, excess dithionite being removed by aeration. DPNH oxidase was incubated 
at room temperature with either E14C]DPNH or [14C]DPN for 20 min and was 
then washed repeatedly by centrifugation until the wash fluid was free of 14C activity. 
The washed DPNH oxidase was analysed for total pyridine nucleotide and for 
14C-labeled pyridine nucleotide. Table I shows the exchange of [z4C]DPN and [I4C]- 
DPNH, at varying concentrations of labeled pyridine nucleotide, with the pyridine 
nucleotide originally bound to the DPNH oxidase. Only in Expt.  6, after incubation 

Abbrev ia t ions :  DPN, DPNI-[,  oxidized a n d  reduced d iphosphopyr id ine  nucleot ide.  
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