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]~TUDE DES EXTRI~MITI~S N-TERMINALES DU TRYPSINOGI);NE 

ET DE LA TRYPSINE DE BOEUF* 

par  

M. R O V E R Y ,  C. F A B R E  ET P. D E S N U E L L E  

Laboratoire de Chimie Biologique, Facult~ des Sciences, Marseille (France) 

Comme suite 5̀  notre  t ravai l  sur  le chymotryps inog~ne et l ' a -chymotryps ine  4, nous 6tudions 
dans la pr6sente note les extr6mit6s N-terminales du trypsinog~ne et de la t rypsine par  la technique 
au fluorodinitrobenz~ne (FDNB).  T o u s l e s  r~sultats  sont  rapport~s 5, 20,0o0 g, c'est-5`-dire au poids 
mol6culaire min imum de la trypsineS, 5. 

Pendan t  la condensat ion de la t rypsine  avec FDNB,  les risques d 'auto lyse  ont  6t6 consid6rable- 
ment  r6duits en incubant  pr6alablement  pendan t  2 h la solution t ryps ique  5̀  o ° et p H  7.8 avec 
D F P  (io tool pour  1 tool) et CaC12, en t ra i t an t  cette solution par  F D N B  5̀  o ° pendan t  2 h et en 
t e rminan t  la condensat ion dans les conditions habituelles. Les d6riv6s dinitroph6nyl6s ne sont  ni 
isol6s ni lav6s. En  op6rant  de cette fa~on, on t rouve plusieurs r6sidus N- te rminaux  dans les cr is taux 
de trypsine.  Ces r6sidus sont  presqu 'ent i~rement  61imin6s - -  saul  un, qui est l'isoleucine - -  pendan t  
la cristallisation de la DFP- t ryps ine  et le lavage des d6riv~s dinitroph6nyl6s. Si l 'on suppose donc, 
comme il est d'ailleurs tr~s vraisemblable~, 7, que D F P  ne se combine pas 5̀  un  groupe a -NH 2, les 
cr is taux de t rypsine  cont iendraient  des impuret6s peptidiques**. La prot6ine elle-m6me poss~derait 
un  r6sidu isoleucine N-terminal***.  

Les deux 6chantillons de trypsinog~ne, de leur c6t6, r6v~lent la pr6sence d 'un  r6sidu valine 
N-terminal. 

Sous les r6serves pr6c~demment  mentionn6es, ces r6sultats  sugg~rent que:  a. le trypsinogSne 
et la t rypsine  renferment  chacun une chaine peptidique ouverte  (dans 20,00o g); b. le processus 
de prot6olyse limit6e engendrant  la t rypsine provoque  la rup tu re  d 'une liaison isoleucine dans la 
chaine du trypsinog~ne et le d~part  de la s6quence N-terminale de cette chaine sous forme d 'un  
ou plusieurs peptides (ou aminoacides). Ce processus serait donc ne t t ement  diff6rent de celui qui 
convert i t  le chymotrypsinog~ne en a-chymotrypsine4,  s. Notons  en outre que les cr is taux de t rypsine,  
~tudi~s comme il est indiqu6 plus haut ,  sont  presqu 'ent i~rement  d6pourvus de valine N-terminale.  
Le peptide con tenant  ce r6sidu, lib~r6 au m om en t  de l 'activation, se t rouve donc probablement  
dans les eaux de eristallisation de l 'enzyme. 

* Deux 6chantillons de trypsinog~ne sont  utilis6s darts ce travail.  L 'un,  cristallis6 une fois, 
a 6t6 purifi6 par  precipitat ion trichlorac~tique 1. L 'autre ,  cristallis~ deux lois par  Dr  F. TIETZE en 
pr6sence de diisopropylfluorophosphate (DFP),  6tait homog~ne 5̀  la supercentrifugation,  inactif 
vis-5`-vis du benzoylarginine6thylester  a e t  activable 5̀  ioo % par  la trypsine.  La t rypsine a 6t6 elle- 
m~me cristallis6e trois lois selon la m6thode classique. Son coefficient d'activit6 K vis-5`-vis du 
benzoylarginine6thylester  6tait 0.32 en pr6sence de CaC12. Enfin, une pr6parat ion de "'DFP-trypsine" 
a 6t6 faite en cristallisant deux lois un  6chantillon de t rypsine commerciale pr6alablement  inhib6 
par  D F P  3. Son activit6 ~tait inf6rieure 5̀  o.32" lO -3. 

L 'un  de nous a pu pr6parer  certains de ces 6chantillons au cours d 'un  voyage effectu6 aux 
U.S.A. gr~,ce 5̀  la Fonda t ion  Rockefeller. Nous sommes heureux de remercier ici tr~s v ivement  Dr  
i .  KUNITZ, Prof. H. ~NrEURATH et Dr  L. CUNNINGHAM de leur hospitalit6 et de leurs excellents conseils. 

* *  Rappelons que les cr is taux d 'a -chymotryps ine  cont iennent  aussi des impuret6s peptidiques 
qui sont  61imin~es, comme darts le cas pr6sent,  d6s que le centre actif de l 'enzyme est bloqu~ 4. 

*** Une recherche sp6ciale de la proline n ' a  pas encore 6t6 entreprise. 
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