
204 Br~ves communications - Kurze Mitteilungen EXPERIENT~A XX/4 

3.0 

2~ 
E 

~ 1 . 0  

Fig. l .  Electron micrograph of.rat tai l  tendon collagen (RTTC) from 
the experimental  animal t reated with gold sodium thiosulfate 

(Sanocrysin) in vivo. 

.... 

o Control 

5 10 15 2,0 ?,5 30 3,5 ~0 .~5 

7(min) 

Fig. 4. Swelling of RTTC after 4 weeks of t reatment.  
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Fig. g. Temperature of shrinkage of RTTC after 4 weeks of t reatment  
with gold sodium thiosulfate. 
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Fig. 3. Contraction-relaxation of the same specimen. 

tanning of collagen with some heavy metals (Zr, Cr) in 
vitro. 

From the biological point of view, most interesting 
seems to be the fact that  gold reacts with collagen in vivo 
when compounds of gold are administered to the experi- 
mental  animal. The application of gold results in an in- 
crease of the number of cross linkages leading to higher 
structural stability or, according to the biological termi- 
nology, to a specific type of the ageing of collagenous 
structures. I t  may be assumed tha t  an increased structural 
stability and decreased swelling ability favourably influ- 
ence the course of some inflammatory processes of connec- 
tive tissue. 

Zusammen]assung. M/~nnliche Rat ten  wurden wSchent- 
lich mit  Nat r iumauroth iosu l fa t ,  Sanocrysin,> 2 mg/100 g 
K6rpergewicht i.m. behandelt.  Es wird eine elektronen- 
mikroskopische <~An~/~rbung,~ und erh6hte hydrothermale 
Stabilit/it des Rattenschwanzkollagens beschrieben, was 
zur ErklArung der Wirkungsweise der Goldbehandlung 
bei Polyarthritis beitragen k6nnte. 

M. ADAM, P. BARTL, 
Z. DEYL and J.  RosMus 

Research Institute for Rheumatic Diseases, Prague, 
Institute o[ Organic Chemistry and Biochemistry, 
Czechoslovak Academy o/Sciences, Prague and 
Central Research Institute o] Food Industry, Prague 
(Czechoslovakia), December 5, 1963. 

Sur l'identffication des r~sidus C-terminaux 
d'une prot6ine apr~s hydrazinolyse  

En voulant  aborder l '6tude des r6sidus C-terminaux de 
l 'hirudine 1 au moyen d'une hydrazinolyse ~, nous nous 
sommes apergus que les m6thodes existantes ne permet- 
taient  pas d'identifier certains r6sidus susceptibles de se 
t rouver en position C-terminale. Si, en effet, le t ra i tement  
par des ald6hydes ~-4 permet de s6parer les hydrazides des 
acides amin6s C-terminaux lib6r6s par hydrazinolyse, les 
r6sidus de glutamine et  d'asparagine qui se t rouvent  en 
position C-terminale 6chappent ~ ce proc6d6. I1 se produit,  

partir  de ces deux derniers acides amin6s, des hydra- 
zides qui r6agissent 6galement avec les groupes carbonyles. 

La dinitroph~nylation du m~lange r~actionnel, obtenu 
apr~s une hydrazinolyse s, ne r~sout pas plus ce probl~me. 
Cette m~thode permet  certes de r6cup~rer les d~riv6s 
correspondant aux r~sidus C-terminaux d'asparagine e t  
de glutamine, mais ils sont accompagn~s le plus souvent 
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de ceux correspondant aux acides aspartique et gluta- 
mique intramolCculaires. La sCparation de tous ces iso- 
m~res pose des probl~mes'qui n 'on t  pas encore 6t~ rCsolus. 

Nous avons recherch6 un procCd6 gSnCral permettant  
d'identifier, apr~s une hydrazinolyse, t o u s l e s  produits 
correspondant aux r~sidus C-terminaux d 'une  protCine, y 
compris ceux d'asparagine et de glutamine. Le mClange 
rCa~tionnel (1 £ 10 mg de protCine) est chromatographic 
sur une colonne d'Amberlite IRC-50 forme H+ suivant  le 
procCd6 de LAY et POL~LASE ~. En  lavant  la colonne 
l 'eau (environ 50 ml), on rCcup~re les a'cides amines libres 
acides et neutres. Nous avons constat6 que les hydrazides, 
provenant  des rCsidus C-terminaux d'asparagine et de 
glutamine (asparthydrazide-4 et glutamhydrazide-5), 
*taient 6galement ~luCs dans ces conditions. Par centre, 
l 'asparthydrazide-1 et le glutamhydrazide-1 restent sur 
la colonne. Le lavage par une solution d'acCtate d 'am- 
monium O, I M ,  pH 7 (15 ml) permet d'~luer les acides 
amines basiques. L'asparthydrazide-1 et le glutarnhydra- 
zide-1, s'ils sent  prSsents dans le milieu, sent 6galement 
61u*s par l 'ac~tate d 'ammonium, mais ils ne g~nent pas 
pour l ' identification des acides amines basiques par chro- 
matographie sur papier (voir ci-dessous). 

La rCsine peut  ~tre r~.gCnCr~e par lavage ~. la soude 
O,2N, A l 'eau et ~ l 'acide chtorhydrique 0,2N. 

Pour identifier les aminoacides et les hydrazides pro- 
venant  de l'extrCmit6 C-terminale d 'une protCine nous 
avons utilis6 la chromatographie soit sur papier, soit en 
couche mince. Sur papier, deux syst~mes de solvants 
peuvent  ~tre employCs avantageusement,  l 'un dfl 
MIZELL et SIMPSON ~ et l 'autre g AMBE et TAPPEL s. Le 
premier consiste en un  mClange de n-butanol-acide acC- 
tique-eau (25:6:25 v/v) pour la premiere direction 
(l 'asparthydrazide-4 et le glutamhydrazide-5 migrent 
entre l 'histidine et la s~rine), et en n-butanol-mCthyMthyl- 
c~tone (MEC)-eau (2 : 2 : 1 v/v), en presence de vapeurs de 
cyclohexylamine, pour la seconde direction (les Rf des 
hydrazides en question sent  16g~rement infCrieurs g cetui 
de la valine). Un rCsultat sensiblement analogue est ob- 
tenu dans le deuxi~me syst~me s. R~v~lCs ~ la ninhydrine, 
l 'asparthydrazide-4 donne une tache rose brun, et le 
glutamhydrazide-5, une tache pourpre. 

En  chromatographie en couche mince de cellulose 0, un 
ben  r~sultat est obtenu en uti l isant le syst~me x° MEC- 
pyridine-acide acCtique-eau (70:15: 2:15 v]v) pour la 
premiere direction (Rf: Val 0,27, Glu (NH-NH~)-5 0,24, 
Asp (NH-NH,)-4 0,20, Pro 0,16) et le solvant mCthanol- 
eau-pyridine (80 : 20:4 v/v) pour la seconde direction (Rf: 
Gly 0,39, Glu (NH-NH,)-5 0,24, Asp (NH-NH,)-4 0,187. 

.Afin d'Cprouver l'efficacit~ de la mCthode dCcrite, nous 
l 'avons appliqu~e successivement A l 'insuline de boeuf 
cristallis~e (Insuline Organon A 24,6 U/rag) n,  au lyso- 

zyme (Armour, 3 lois cristaltis6) et aux peptides provenant  
de l 'hydrolyse trypsique de l 'insuline. Dans ce dernier cas, 
connaissant la sp6cificit6 de cet enzyme, nous esp6rions 
trouver, apr~s une hydrazinolyse, ~ c6t6 des acides amines 
C-terminaux de l 'insuline, les r6sidus d'arginine (d~grad6e 
en ornithine) et de lysine. 

Dans l 'hydrazinolysat de I'insuline, nous avons iden- 
tifi6, conform6ment aux pr6visions 1~-x4, l 'alanine, l 'as- 
parthydrazide-4 et l'acide aspartique. Ce dernier provient, 
ainsi que nous l 'avons constat6, de la d6composition par- 
tielle de l 'asparthydrazide-4 en solution. Cette d~compo- 
sition en solution at teint  ~galement, mais A un  degr$ 
moindre, le glutamhydrazide-5. 

Dans le cas du lysozyme, un  senl acide amin6 fibre a 6t6 
identifi6, la leucine (voir 14~ 16). 

L'hydrazinolyse du prot~olysat de l ' insuline (la trypsine 
exempte de MgSO, a 6t~ utilis6e a fin d'6viter la presence 
de sel dans le milieu) a. donn6 naissance d 'une  par t  
l 'alanine, A l 'asparthydrazide-4 et ~ l 'acide aspartique, 
identifies dans l'61uat g l 'eau de Ia cotonne d'Amberlite, 
et d 'autre part  g la lysine et un pen d'ornithine, raises en 
6vidence dans l'61uat A l'ac6tate &ammonium 0,1M. 

Summary. Description of a general procedure for identi- 
fication of C-terminal residues liberated by  protein hydra- 
zinolysis. All free amino acids (C-terminal), and the 
hydrazides corresponding to the C-terminal residues of 
asparagine and glutamine, can be identified by chromato- 
graphy of a hydrazinolysate on a column of Amberlite 
IRC-50 followed by paper or thin layer chromatography. 
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H i s t i d i n e  D e c a r b o x y l a s e  in  the  B o n e  M a r r o w  of 
the  Rat  

From the investigations of KAHLSON et al., i t  has ap- 
peared that  some growing tissues - notably the foetal rat  
liver - have a high histidine decarboxylase activity 1-4. 
The time course of the activity of this enzyme in the foetal 
liver coincides approximately with tha t  of the hepato- 
splenal hematopoesis 6. The possibility of a connection be- 
tween hematopoesis and the formation of histamine was 

further supported by the observation tha t  the bone mar- 
row of the adult  rat  contains high hisfidine decarboxylase 
activity% 

Histidine decarboxylase in the foetal rat  has been found 
to be of a different kind compared to the histamine- 
forming enzyme present in the kidney cortex of the rabbi t  
and the guinea-pigT, s. While the foetal enzyme seems 
fairly specific, the kidney enzyme is non-specific, capable 
of decarboxylating all aromatic amino acids °,x°. Some 
data  on the properties of the foetal enzyme have been 
given elsewhere n.  


