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par 
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Laboratoire de Chimie biologique, Facult~ des Sciences, MarseiUe (France) 

Dans un r~eent travail 1, nous avons montr~ que la d~gradation de la globine de 
cheval par la pepsine s'effectue en deux stades bien distincts. L'attaque initiale est 
rapide. Elle porte pr~f~rentiellement sur les liaisons alanine, ph6nylalanine et s~rine* 
de la prot~ine et provoque la transformation complete de celle-ci en peptides "non- 
prot~iques". Puis, les peptides "non-prot~iques" subissent k leur tour une hydrolyse 
beaucoup plus lente au cours de laquelle la sp~cificit~ enzymatique s'att~nue fortement. 

Nous donnons ci-apr~s les r~sultats d'une 5tude analogue r~alis~e sur des hydro- 
lysats trypsiques et chymotrypsiques de cette m~me globine. 

PARTIE EXPI~RIMENTALE 

I. CaractOres g~n2raux de l'hydrolyse de la globine par la trypsine et la chymotrypsine** 
La prot~ine est tout  d 'abord dissoute dans NaOH o.i N (16 mg/ml). La solution est amen6e 

imm~diatement ~ PH = 9.7 par HC1 N, puis, apr~s avoir re~u la quantit6 convenable d'enzyme, 
elle est plac6e dans un thermostat  ~ 37 °. Des 6chantillons sont pr61ev6s de temps A autre et ils sont 
soumis aux techniques analytiques d6jg d6crites en d6tail par nous x. Notons ici que le PH de nos 
milieux ne reste pas constant pendant  les essais. I1 tombe g6n6ralement ~ 7.8 vers la fin de l'hydrolyse. 

Les courbes des Fig. I e t  2 permettent de suivre, en fonction du temps, la rupture 
enzymatique des liaisons de la prot6ine ainsi que la formation des peptides "non- 
prot6iques"***. 

L'examen des courbes des Fig. I e t  2 sugg~re les commentaires suivants : 
I. La trypsine et la chymotrypsine, contrairement ~ la pepsine, n'assurent jamais 

une transformation complete de la globine en peptides "non-prot6iques". Les proportions 
d'azote non-prot6ique (NNP), en effet, augmentent tout d'abord tr~s rapidement. Puis, 
elles atteignent bient6t un palier correspondant, dans ces exp6riences tout au moins, 
k 58% (trypsine) et 70% (chymotrypsine) de l'azote prot6ique mis en jeu. Ces chiffres 
sont d'ailleurs susceptibles de varier un peu quand on passe d'une pr6paration de globine 

* Darts une chafne peptidique, chaque reste d'aminoacide se trouve flanqu~ de deux liaisons, 
l 'une par tant  du c6t~ de la fonction amine et l 'autre, du cSt~ de la fonction carboxyle. Afin de diff6ren- 
cier ces deux liaisons, nous avons tout d 'abord proposO d'affecter ~ la premiere le nom, plac~ entre 
guillemets, de l 'aminoacide correspondant. II paratt  beaucoup plus rationnel d 'adopter  la nomen- 
clature des peptides et d'appeler, par exemple, les deux liaisons de l'alanine, l 'une (c6t6 amine) 
simplement liaison alanine et l 'autre (c6t6 carboxyle), liaison alanyle. 

** Enzymes cristallis6s commerciaux de la Maison Armour (Chicago). 
*** Au cours de ces exp6riences, les fractions "prot~iques" des hydrolysats sont pr~cipit6es par 

l 'acide trichlorac~tique 0. 3 M. 
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une autre, ou quand on modifie le 
rapport pond6ral enzyme/substrat. Ils 
restent cepe.ndant tou]ours bien in- 
f~rieurs ~ xoo. Les deux enzymes lais- 
sent done clans le milieu des particules 
poss~dant encore un poids mol6culaire 
~lev6. Une observation analogue, sur 
laquelle nous reviendrons plus loin, a 
6t6 faite r6cemment par BUTLER 2 en ce 
qui concerne l'hydrolyse chymotrypsi- 
que de l'insuline. 

2. Le nombre maximum de liaisons 
peptidiques hydrolys6es par la chymo- 
trypsine est l~g~rement sup6rieur 
celui des liaisons scind~es par la tryp- 
sine. La d6gradation chymotrypsique 
de la globine est donc un peu plus pro- 
fonde clue la d~gradation trypsique. Ce 
fait a ~t~ d~jk maintes lois signal~ pour 
d'autres prot~ines ~. 

Fig. I. Hydrolyse trypsique de la globine de cheval 
Proportions pond6rales enryme/substrat: 
Courbes en traits pleins: x/x5 o 
Courbes en traits pointill6s: i/x 6o0 

o~f5 

II. Nature des a NH~ libkr~s par l'hydro- 
tyse trypsique et chymotrypsique 

Comme darts notre pr6c6dente 
~tude 1, nous avons trait~ les hydro- :~ 
lysats enzymatiques par l'aeide periodi- ~ ,0 
que et le I, 2, 4-fluorodinitrobenz~ne I (FDNB). Ces deux techniques permet- 
tent, rappelons-le, d'~tudier les amino- 
aeides situ6s aux extr6mit6s amin~es 
des peptides, mais elles ne foumissent 
aucun renseignement sux leurs extra- s 
mit6s carboxyle. La premiere, fort ra- 
pide, se prate bien aux dosages en s~rie. 
Elle est malheureusement limit6e an 
domaine des fl hydroxyaminoacides. La 
deuxi~me est beaucoup plus g~n~rale. 
Appliqu~e tout d'abord aux prot~ines 
par SANGER 4, elle rend ~galement de 
pr~cieux services dans l'~tude de l'hy- 
drolyse chimique 5 ou enzymatique 1, e, ,  
de ces molecules. 

+ 

Temps [ heures] 
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Fig. 2. Hydrolyse chymotrypsique de la globine 
de cheval 

Proportions pond6rales enzyme/substrat: x/x5o 
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A. Oxydation t~eriodique des hydrolysats 
L'oxydation periodique des hydrolysats perrnet de mesurer h chaque instant le 

% d'hydrolyse des liaisons s~rine et thr6onine (Nb. de liaisons s~rine et de liaisons 
thr~onine rompues pour Ioo liaisons de chaque type). Le dosage VAr~ SLYKE, d'autre 
part, fait connaltre le % d'hydrolyse des liaisons totales (Nb. de liaisons totales rompues 
pour zoo liaisons totales). Les valeurs prises par ces divers % pendant l'attaque trypsique 
et ehymotrypsique de la globine sont report~es de fagon comparative duns les Fig. 3 et 4. 

Les courbes des Fig. 3 et 4 font apparattre des differences int~ressantes duns le 
mode d'action des deux enzymes. La trypsine, en effet, brise tr6s ais6ment les liaisons 
thr~onine de la globine, mais elle laisse les liaisons s~rine ~ peu pros intactes. La chymo- 
trypsine, par contre, attaque rapidement les deux types de liaisons. Avecla pepsine t, 
rappelons-le, les r6sultats sont encore diffdrents: ce sont les liaisons s6rine et non les 

Liaisons f, o('ctle$ , o 

"$~rine " 

o ~ ;o ;5 io 
Temps [heures7. 

Fig. 3. Rupture  trypsique des liaisons sdrine 
et  thr6onine de la globine 

(Proportions pond6rales enzyrne/substrat: 
ztzso) 

/ J "  

V// o o 

= Temps [ h e . r e s ]  
Fig. 4- Rupture  chymotrypsique des liaisons 

s~rine et  thrg, onine de la globine 
(Proportions pond~rales enxyme/sgbstrat: 

z/zso). 

liaisons thrdonine qui font l'objet d'une hydrolyse pr6fdrentielle. Bien que ces premibxes 
• observations soient limit~es an domaine des aminoacides fl hydroxyl~s, cUes semblent 
iUustrer de fagon particuli~rement suggestive la notion depuis longtemps classique selon 
laqueUe les endopeptidases du tube digestif attaquent les moldcules protdiques en des 
points nettement diff6rents s. 

B. Traitement des hydrolysats trypsiques et chymotrylbsiques par le /luorodinitrobenx~ne 

II nous a paru int~ressant d'~tudier syst~matiquement les a NH s apparus dans nos 
milieux, soit pendant la p~riode de formation des peptides "nonoprot6iques" (d~but de 
l'hydrolyse), soit au moment off l'azote non-prot6ique atteint sa valeur maximum (fin 
de l'hydrolyse). Les hydrolysats ont ~t6 chaque lois trait~s par FDNB selon la m6thode 
classique, et, apr~s un s~jour de r8-2 4 h dans HC1 6 N bouiUant, les DNP aminoacides 
ont ~t~ s&par~s sur des colonnes convenables*. 

* Notons ici qu'i l  ~ t  souvent  avantageux de tamponner  les colonnes comme l ' indique Br.,~cx- 
B U R N  9. 
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Les r~sultats num~riques fournis pax cette ~tude sont dorm,s dans les Tableaux I 
et II. Ils montrent imm~diatement que la trypsine et la chymotrypsine at taquent  
pr~f~rentiellement dans la globine eertains types de liaisons peptidiques. Afin de traduire 
ce fair d'une fagon aussi suggestive que possible, nous avons joint aux r~sultats pr~c~- 
dents ceux ant~rieurement obtenus avec la pepsine et nous avons calcul~ les "index de 
specificitY" des trois enzymes pour les diff~rentes liaisons. La signification de ces index 
se comprendra facilement sur un exemple concret : Soit un hyclrolysat de globine clans 
lequel, en moyenne, 3 ° liaisons par tool. ont 6t~ rompues. Sur ces 3o liaisons, supposons 
que 6 soient des liaisons ph~nylalanine. Comme la molecule de globine contient, d'apr~s 
les estimations les plus r~centes, environ 555 liaisons peptidiques et 28 liaisons 

6 
ph~nylalanine, l 'enzyme a hydrolys~ ~ × Ioo = 21.5% des liaisons ph6nylalanine et 
30 - -  6 

= 4.5 % des autres liaisons. Nous dirons alors que l'index de sp~cificit~ de cet 
555 - -  28 
enzyme pour les liaisons ph~nylalanine est 21.514.5 = 4.8. Consid~rons maintenant 3 cas 
paxticuliers: a. L'enzyme se r6v~le incapable d'hydrolyser les liaisons ph6nylalanine; 
l 'index est nul. b. L'enzyme attaque ces liaisons a une vitesse ~gale a la vitesse moyenne 
d'hydrolyse; l 'index prend la valeur I. c. L'at taque enzymatique, enfm, porte exclusive- 
ment sur les liaisons ph6nylalanine; l 'index est infini. 

Autrement dit, tout index compris entre I et l'infini indique que l 'enzyme attaque 
les liaisons correspondantes plus "cite que les autres liaisons de la prot~ine. Tout index 
compris entre o et I traduit, au contraire, une attaque plus lente. En outre, plus l'index 
s'6carte, dans un sens ou dans l'autre, de la valeur I e t  plus le comportement de l 'enzyme 
vis-a-vis des liaisons correspondantes s'~loigne de son comportement moyen vis-a-vis 
des autres liaisons peptidiques de la prot6ine. 

On trouvera dans le Tableau I I I l e s  valeurs caract6ristiques prises par ces index 
au cours de l 'hydrolyse pepsique, trypsique et chymotrypsique de la globine. 

TABLEAU I 
LIAISONS ROMPUES PENDANT L'HYDROLYSE TRYPSI~UR DE LA GLOBIN]~ 

(Proportions pond6rales em°yme/substrat: I ] i6oo) 

Liaisons peptidiques 
totales 

(VAN SLYXE) 

Liaisons alanine 
Liaisons ph6nylalanine 
Liaisons thr6onine 
Liaisons valine 
Liaisons leucine 
Liaisons t ryp tophane  
Autres liaisons 
Total des liaisons 

pr6c6dentes (FDNB) 

Nb. moyen de liaisons rompues dans  
i tool. de globine (63 400 g) 

Au ddbut  de l 'hydrolyse 

Dur6e: ~ h 
NNP:  26% de N tota l  

2I .O 

8.3 
5.3 
1.5 
I. 4 

(i.8) 
2 .0  

A la fin de l 'hydrolyse 

Dur6e: 15 h 
NNP:  53% de N to ta l  

38.8 

8.o 

20.3 

9-7 
3.o 
5.o 
2.8 

(s.4) 
6.7 

38.6 
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T A B L E A U  II  
L I A I S O N S  ROMPUES PENDANT L'HYDROLYSE CHYMOTRYPSIQUE DE LA GLOBINE 

(Proport ions  pond6rales enzyme/substral: r/5oo ) 

Liaisons pept id iques  
totales  

(VAN SLVXE) 

Liaisons alanine 
Liaisons ph6nylalanine 
Liaisons s6rine 
Liaisons thr6onine 
Liaisons his t id ine  
Liaisons arginine 
Autres  liaisons 
Total des liaisons 

pr6c6dentes (FDNB) 

Nb. moyen  de liaisons rompues  dans  
I tool. de globine (63 4oo g) 

Au d6but  de l 'hydrolyse  

{ Dur~e: ~ h 
N N P :  38% de N total  

23.2 

8.4 
4..5 
3.o 
2 . 2  

3.o 
21.I 

A la fin de l 'hydro lyse  

{ Dur6e: 4 h s[4 
N N P :  75% de N to ta l  

68.0 

I6.6 
4.2 
6.8 
4.9 
8.3 
4-3 

.I3.O 
58.r 

T A B L E A U  I I I  
VALEURS PRISES PAR QUELQUES I N D E X  DE SPI~CIFICIT]~ P E N D A N T  L~HYDROLYSE DE LA GLOBINE PAR 

LA PEPSINE~ LA T R Y P S I N E  ET LA CHYMOTRYPSINE 

(Les index on t  6t6 calcul6s /~ par t i r  des chiffres des Tableaux I et  I I  pour  ce qui  concerne  
respect ivement ,  la t ryps ine  e t  la chymot ryps ine ;  A par t i r  des chiffres du Tableau VI de not re  pr~- 
c6dente publ ica t ion  1 pour  ce qui  concerne  la pepsine) 

Types  de liaisons 

Alanine 
Ph6nylalanine  
S~rine 
Thr6onine 
His t id ine  
Arginine 
Leucine 
Valine 
T r y p t o p h a n e  

Index  de sp6cificit~ 

Au d6but  de l 'hydrolyse  A la fin de l 'hydrolyse  

Peps ique  
(i 4 liaisons 

rompues  
par  mol.) 

4-5 
5.6 
3-3 
1 .2  

t.f. 
tA. 
2 . 3  
O.O 

O.O 

Tryps ique  
(21 liaisons 

rompues  
par  tool.) 

6.O 

6.2 
t.f. 
1.7 

t.f. 

0 . 9  

(7.8) 

Chymo- I Peps iqu  e 
t ryps ique  i (55 liaisons 

(23 liaisons rompues  
rompues  
par  mol.) pa r  tool.) 

Tryps ique  
(39 liaisons 

rompues  
par  tool.) 

5.6 3.2 
4.8 3.o 
2.3 2.3 
2. 4 
- -  t . f .  

- -  t . f .  

t.f. o. 4 
t.f. o.o 
t.f. t.f. 

o. 3 o.6 

2. 4 
6.3 
t.f. 
1.8 

t.f. 
o. 5 
1.8 

(7.5) 

Chymo- 
t ryps ique  

(68 liaisons 
rompues  
par  mol.) 

3.3 
I. 4 
1.7 
1 . 8  

2. 3 
1.8 
t.f. 
t.f. 

Aut res  liaisons t.f. 0.2 0. 3 o. 5 

Le symbole  t.f. (tr~s faible) ind ique  que le D N P  aminoacide  cor respondan t  se t r ouva i t  en 
quant i t6s  t rop  minimes  pour  pouvoi r  6tre dos6. 

Bibliogvaphie p. x74. 



VOL. 6 (195o) ATTA•UE DE LA GLOBINE DE CHEVAL ITI  

Les r~sultats donn~s par  les Tableaux I, I I  et I I I  perrnettent d 'arnorcer une ~tude 
cornpar~e de la nature  des liaisons peptidiques rompues, au sein de la globine, par  la 
pepsine, la t rypsine et la chyrnotrypsine. I1 convient de noter,  en particulier, que:  

I. Si les enzymes  choisissaient au hasard les liaisons qu'elles vont  rompre, tous les 
aminoacides devraient  apparal t re  aux extr~rnit~s arnin~es des peptides, dans les propor- 
t ions m~rnes oh ils se t rouvent  d~-ls la molecule prot~ique. Les index de specificitY, tels 
quills ont  ~t~ d~fiuis plus haut ,  seraient alors cons tamment  ~gaux k l'unit~. Nos expe- 
riences prouvent  au contraire que les trois endopeptidases ~tudi~s rompent  de preference 
les chalnes peptidiques k c6t6 de certains aminoacides bien d6terrnin~s*. 

2. Quand la prot~olyse est prise k son d6but, au moment  oh ses progr~s sont rapides, 
la sp6cificit6 dans les ruptures  se r~v~le en g6n6ral fort nette. C'est ainsi par  exemple 
(Tableau I I I ;  colonnes "d6but  d 'hydrolyse")  que certaines liaisons se voient at tr ibuer 
des index a t te ignant  4, 5 ou rn6me 6 tandis que l ' index des "aut res  liaisons" (c'est-k-dire 
l ' index moyen  de toutes les liaisons ne figurant pas au tableau) est, soit tr~s faible 
(pepsine), soit ~gal ~ 0.2 (trypsine) ou 0.35 (chymotrypsine). Puis, au fur et k mesure 
que la prot~olyse approche,  avec une vitesse d~croissante, de son terrne, la sp6cificit6 
initiale s 'at t6nue.  

3. * 'es t  pour  les liaisons alanine et ph6nylalanine de la globine clue les trois enzymes 
semblent rnanifester l'affinit6 la plus grande et la plus constante.  I1 nous est d'ailleurs 
impossible de dire encore si ce fait t radui t  un  caract~re fondamental  de l 'action endo- 
peptidasique ou s'il est dfi seulernent ~ une particularit6 structurale de la globine. 

4. En  outre, chaque enzyme manifeste darts nos exp6riences une sp6cificit6 secon- 
daire qui lui est propre. Nous ne reviendrons pas ici sur le cas des liaisons s6rine et 
thr~onine d~jk discut6 au paragraphe pr6c~dent. Soulignons donc simplement, ~ titre 
d 'exemple,  que les liaisons arginine et histidine de la globine subissent une hydrolyse 
chymotryps ique  assez vive tandis qu'elles ~chappent compl~tement ~ l 'act ion de la 
pepsine. Le cas des liaisons vaiine pr6sente, d 'au t re  part ,  un  int6r6t particulier car 
l 'aminoacide correspondant  occupe les extr6mit6s amin6es de toutes les chatnes pepti- 
diques de la globine**. Nous voyons  que la trypsine seule a t taque ces liaisons de faq~n 
notable.  Quant  aux liaisons t ryptophane ,  elles semblent subir une profonde hydrolyse 
trypsique.  Mais leur nombre  total  est si faible que l 'exacti tude des r~sultats les concer- 
nant  ne peut  6tre garantie.  

5. Le pr6sent travail  ne donne 6videmment  aucun renseignement sur les amino- 
acides situ6s aux extr6mit6s carboxyle des peptides. I1 n 'est  donc pas exclu que la 
v~ritable sp6cificit6 enzymat ique soit dirig6e vers le c5t6 carboxyle de certaines liaisons. 
Nos r6sultats ne seraient alors que la manifestat ion indirecte de cette sp6cificit6, compte-  
tenu de l 'ordre de succession des testes le long des chalnes peptidiques de la globine. 

* I1 doit ~tre bien entendu que ces observations ne sont valables que pour la d~gradation de la 
globine de cheval. Leur caract~re de plus ou moins grande g6n6ralit6 ne pourra ~tre fix6 qu'apr~s 
de nombreuses ~tudes syst6matiques portant sur des substrats prot6iques diff~rents. Notons d~s 
maintenant que l'hydrolyse pepsique de l'albumine d'cvuf, qui, ~. bien des ~gards d'ailleurs est 
~normale, semble beaucoup moins sp6cifique t que ceUe de la globine. 

*~ Notons ici que, dans ce travail comme dans le pr~c6dent t, nous trouvons constamment 
5 a NHI valine par tool. do globilxe tandis que POR~R x° en signale 6. Cet-te diff6rence provient du 
fair suivant: D6sirant pouvoir retrancher les r6sultats obtenus avec la globine intacte de ceux obtenus 
avec ses hydrolysats, nous devons op6rer chaque lois dans les m~mes conditions. Nous n'isolons 
donc pas la DNP-globine et nous basons simplement nos calculs sur la quantit6 d'azote prot6ique 
mis en jeu au d6but de l'essai. NIais, quand nous isolons la DNP-globine et calculons, comme SANG~R ~ 
et PORTER x°, la quantit~ de globine qu'elle contient, par une d~termination de N-amide, nous trouvons 
bien 6 a NHt par tool. 
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III.  Etude succinte des/factions prot~iques et non-prot~iques des hydrolysats 

Ces r6mltats 6tant acquis, il nous a pare int~ressant de fractionner nos hydrolysats 
par l'acide trichlorac6tique et d'6tudier s~par~ment leurs fractions "prot~ique" et "non- 
prot6ique". Nous avons, darts chaque cas, arr~t6 l'hydrolyse au moment oCa ha courbe 
du NNP, apr~s tree mont~e r6guli~re et rapide, s'infl6chit brusquement vers l'horizontale 
(voir courbes des Fig. I e t  2). Nos fractions "prot~iques" peuvent donc, en premiere 
approximation, 6tre rapproch6es du "core" obtenu par BUTLER ~, e ~. ha fin de la digestion 
chymotrypsique de l'insuline. Ce rapprochement ne saurait d'ailleuxs 6tre Pouss6 tr~s 
loin car les fractions "prot6iques" des hydrolysats de globine sont assez mal d6finies. 
Leur importance relative par rapport ~ l'ensemble de l'hydrolysat et le poids mol~culaire 
moyen des particules qu'elles renferment semblent en effet varier notablement selon la 
preparation de globine en jeu, les proportions pond~rales enzyme]subslrat ainsi que la 
nature et la concentration de l'agent de pr6cipitation. Les exp6riences qui vont suivre 
n 'ont donc nullement l'ambition de servir k caract6riser un oll plusieurs produits d6finis 
prenant naissance all cours de la d~gradation de la globine. Elles fournissent simplement 
quelques renseignements sux les particules k haut poids mol6culaire, d'lme part, et les 
peptides ~ bas Poids mol6culaire, d'autre part, pr6sents dans les hydrolysats enzymati- 
ques de cette prot6ine. 

On ajoute tout  d 'abord de l 'acide trichlorac6tique aux  hydrolysats  jusqu '~ ce que la concen- 
trat ion atteigne o.125 M. On recueine les fractions "protMiques" et on les lave soigneusement.  Puis, 
deux par ts  en sont  faites. La premiere est trait6e par FDNB selon la technique classique. La seconde, 
apr~s dissolution dans un peu de soude dilute, est soumise au dosage VAN SLYKE. Quant  aux fractions 
"nonoprot6iques", elles sont  d6barrass6es de leur acide trichlorac6tique par extraction A l '6ther en 
continu 11, puis elles sont  concentr4es sous vide et soumises au dosage VAN SLYKE. 

Le Tableau IV pr6sente les principaux r~sultats obtenus au cours de cette 6tude. 
Atin de faciliter leur compr6hension, notons que le hombre de groupes a NH 2 pr6sents 
dans un certain Poids d'hydrolysat ou d'une quelconque de ses fractions peut, a priori, 
~tre calculi, soit en se basant sur ha teneur en N-NH 2 (VAN SLYKE) soit en faisant la 
somme des divers DNP aminoacides s6par~s par chromatographie. Mais, dans le cas 
present, le probl~me est un peu plus complexe car, comme nous l'avons r6cemment 
signalO 2, les restes de la lysine (et, par cons6quent, les groupes ~ NH~) se trouvent 
in6galement r6partis entre les deux fractions des hydrolysats trypsiques et chymo- 
trypsiques. I1 y a donc lieu, pour tenir compte de ce fair, d'apporter une certaine cor- 
rection aux chiffres VAN SLYKE rehatifs aux deux fractions. Une fois corrig~s, d'ailleurs, 
ces chiffres sont g6n6ralement en bon accord avec ceux fournis par ha techniquechromato- 
graphique. 

Le Tableau V, d'autre part, donne quelques d6tails compl6mentaires sur les extr6- 
mit~s amin6es des peptides "non-prot6iques" et des particules "prot~iques" se trouvant 
dans les milieux d'hydrolyse chymotrypsique. 

Toutes les raisons pr6c6demment 6num~r6es nous emp~chent d'entreprendre d~s 
maintenant une discussion approfondie des r~sultats dorm,s par les Tableaux IV et V. 
Nous nous contenterons donc, jusqu'k plus ample informS, de remarquer que, sous 
l'influence de ha trypsine et de ha chymotrypsine, la molecule de globine donne naissance, 
d'une part, ~ toute une s6rie de peptides "non-prot6iques" contenant, en moyenne, 
8 restes d'aminoacides et, d'autre part, ~ des particules poss~dant encore un poids 
mol6culaire moyen ~lev~. Nos experiences, d'ailleurs, nous permettent uniquement 
d'affecter ~ ce poids mol6cuhaire une valeur moyenne minimum (34oo Pour les hydrolysats 
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t ryps iques ;  2600 pour  les hyd ro ly sa t s  chymotryps iques)  car  les par t icu les  "pro t~iques"  
peuven t  pa r t a i t emen t ,  comme la globine elle-m~me, ~tre const i tu6es de plusieurs  
chalnes  pep t id iques .  Leur  poids  mol6culaire  moyen  sera i t  alors  un  mul t ip le  des va leurs  
p r6c6demment  indiqu~es.  

TABLEAU IV 
QUELQUES RENSEIGNEMRNTS CONCERNANT LES FRACTIONS "PROT]~IQUES" ET "NON-PROT]~IQUES" DES 

HYDROLYSATS TRYPSI~UES ET CHYMOTRYPSIQUES 

(Les conditions expdrimentales sont identiques ~ celles des essais "fin d'hydrolyse" des Tableaux I e t  II) 

.~Tb. de e-NH t lysine 

I Nb. de a-NH t totaux 
i. par VAN SLYKX 

~2. (apr~s correction) 
par SANG~R 

[,ongueur moyenne des 
chatnes peptidiques 

Nb. de a-NH t valine 

Hydrolysat entier Fraction protdique Fraction non-protdique 
correspondante correspondante 

Chymo- 
Trypsique trypsique 
(63 400 g) (63 400 g) 

40.0 40.5 

44.0 72.2 

44.0 61.9 

I2.8 8.4 

IO.O 4.8 

Trypsique Chymo- 
trypsique 

(3I 7oog) (IS 850 g) 

I5.5 6.i 

9.3 6.6 

9.5 5.5 

29.8 23.2 

4-9 2.3 

Trypsique Chymo- 
trypsique 

(3I 700 g) (47 550 g) 

24.5 34-4 

34.7 56.6 

34.5 56.4 

8.x 7.5 

5.I 2. 5 

TABLEAU V 
RI~PARTITION DE QUELQUKS a-NH l ENTRE LES FRACTIONS "PROTIIQUE" ET 

"NON-PROT~IQUE" DES HYDROLYSATS CHYMOTRYPSIQUES 

(M~mes conditions exp6rimentales que pr6c6demment) 

Nature des a-NH t 

Valine 
Alanine 

+ Ph6nylalanine, 
Hydroxyaminoacides 

+ Ac. glutamique 
Histidine 
Arginine 
Autres aminoacides 

l 'hydrolysat 
entier 

(65 400 g) 

4.8 

20.8 

I4.4 
8.3 
4.2 

9.4 

Nb. des u-NH t clans 

sa fraction 
"prot6ique" 
(I5 850 g) 

2.3 

o.7 

0.4 
0.4 
1.2 
o.5 

sa fraction 
" n o n - p r o t d i q u e  " 

(47 550 g) 

2.5 

20. I 

I4.O 
7-9 
3.0 
8.9 

T o t a l  6x .9 5.5 56.4 

Not re  6tude d6taill~e des h y d r o l y s a t s  chymot ryps iques  nous mon t re  en out re  que 
la  moit i6 envi ron  des  a N H  2 va l ine  de la globine in i t ia le  se r e t rouve  dans  les par t i cu les  
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" p r o t ~ i q u e s " .  Les  a N H  z a l a n i n e  e t  p h ~ n y l a l a n i n e ,  p a r  c e n t r e ,  qu i ,  o n  le sa i t ,  se f e r m e n t  

a v e c  u n e  p a r t i c u l i ~ r e  a b o n d a n c e  p e n d a n t  la  p ro t6o lyse ,  se r e t r o u v e n t  p r e s q u e  i n t 6 g r a l e -  

m e n t  d a n s  les  p e t i t s  p e p t i d e s  " n o n - p r o t ~ i q u e s " .  E n f i n ,  63 4o0  g d e  g l o b i n e  ( I  mol . )  o n t  

d o n n 6  n a i s s a n c e ,  d a n s  n o t r e  exp6r i ence ,  k t ree  f r a c t i o n  " p r o t ~ i q u e "  p e s a n t  15 85 ° g. 

C e t t e  f r a c t i o n  c o n t i e n t  e n v i r o n  6 a N H I  s u r  l e sque l s  2.3 a p p a r t i e n n e n t  ~ la  va l i ne ,  1.2 k 

l ' a r g i n i n e ,  "0. 4 h l ' h i s t i d i n e  e t  o. 7 ~ l ' a l a n i n e  e t  k la  p h 6 n y l a l a n i n e .  

Rt~SUMt~ 

i. La trypsine et  la chymotrypsine, comme d~ailleurs la pepsine, n 'hydrolysent  pas au hasard 
les liaisons peptidiques de la globine de cheval. L 'act ion des trois enzymes semble influenc6e, dans 
une certaine mesure, par  la na ture  de l 'aminoacide situ6 du c616 amin6 de la liaison. Cette influence 
est sur tout  sensible au d6but  de la prot6olyse. 

2. Les trois endopeptidases 6tudi6es semblent  manifester une affinit~ particuli~re pour les 
liaisons alanine et  ph6nylalanine de la globine. En  eNtre, chaque enzyme pr6sente, dans nos exp6- 
riences, une Sl~ciiicit6 secondaire qui lui est propre. 

3. La trypsine et  la chymotrypsine, contra i rement  A la pepsine, se r6v~lent incapables d 'assurer 
la t ransformat ion complete de la globine en peptides "non-prot6iques". Les fonctions amin6es des 
particules "prot6iques" res tant /~ la fin de l 'hydrolyse chymotrypt ique de la globine ont  fait l 'objet  
d 'une ~tude d6taill6e. 

SUMMARY 

i. Trypsin and  chymotrypsin,  like pepsin, do not hydrolyse a t  random the peptide bonds of 
horse globin. The action of the  three enzymes seems to be influenced to certain degree by  the nature  
of the  amino-acid s i tuated a t  the  amino side of the bond. This influence is noticeable especially a t  
the  beginning of the  proteolysis. 

2. The three  endopeptidases investigated seem to display a part icular  affinity towards the  
alanine and phenylalanine bonds of the  globin. Furthermore,  each enzyme shows, in our experiments, 
a secondary specificity peculiar to itself. 

3. Trypsin and  chymotrypsin,  in contrast  with pepsin, were shown to be incapable of effecting 
a complete t ransformation of globin to "non-proteic" peptides. The amino groups of the  "proteic"  
particles remaining a t  the  end of the  ehymotrypt ic  hydrolysis of globin have been investigated in 
detail. 

ZUSAMMENFASSUNG 

I. Trypsin und Chymotrypsin, sowie iibrigens Pepsin, hydrolysieren nicht  willkiiflich die Peptid- 
bindungen des Pferdeglobins. Die Wirkung der drei Enzyme scheint gewissermassen dutch die Ar t  
der Aminosiiure beeinflusst zu werden, die an der Aminoseite der Bindung sitzt. Dieser Einfluss ist 
insbesondere zu Beginn der Proteolyse fiihlbar. 

2. Die drei untersuchten Endopeptidasen scheinen ftir die Alanin- und Phenylalaninbindungen 
des Globins eine besondere AitinitAt zu haben. Ausserdem zeigte jedes einzeine Enzym in unseren 
Versuchen eine sekundlixe, ibm eigene Spezifizitiit. 

3. Es zeigt sich ferner, dass Trypsin und Chymotrypsin, zum Unterschied yon Pepsin, das Globin 
nicht  vollst~ndig in "Nicht-Protein-Pept ide"  verwandeln kOnnen. Die Aminfunktionen der "Pro te in"  
Fraktionen, die nach der Hydrolyse mi t  Chymotrypsin zuriickbleiben wurdon eingehend untersucht.  
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