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En conclusion, alors que, dans les organes ol la synthése des protéines est liée & une multi-
plication cellulaire, la synthése de protéines et la vitesse de renouvellement du P de 'ARN semblent
liées par un rapport constant (HAMMARSTEN!; GRENsON!!), la situation apparait toute différente
dans le cas de tissus qui ne sont pas le siége de divisions cellulaires: I’ARN peut présenter, ddns ces
tissus, deux types de comportement trés différents. Dans certains d’entre eux, 'ARN subit un
renouvellement rapide; c’est ce qui se passe dans le foie non en régénération d’un animal adulte
(HaMMARSTEN!%) et dans les feuilles de tabac ne présentant plus de divisions cellulaires (JEENER!).
Par contre, dans I'oviducte et le pancréas, le renouvellement du P de 'ARN est trés lent, si on le
compare & la vitesse de synthése des protéines. L’apparence d’un lien entre les deux phénoménes
étudiés, dans le cas des organes qui sont le siége de divisions cellulaires ne serait que fortuite et
pourrait s’expliquer par le fait que, les cellules se multipliant, tous les constituants cellulaires se
reproduisent a la méme vitesse.
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EXTREMITES N-TERMINALES DE LA B8- ET DE LA
y-CHYMOTRYPSINES DE BOEUF*

par

M. ROVERY, C. FABRE er P. DESNUELLE
Laboratoire de Chimie Biologique, Faculté des Sciences, Mavrseille (France)

Aprés avoir conservé des solutions d’a-chymotrypsine 4 pH = 7.6 et 5° pendant trois semaines,
Kunirz? réussit & isoler Jeux substances cristallines et actives qu'il désigna par les lettres g et .
L’opinion générale, que nous discutons ci-dessous, est que la f- et la y-chymotrypsines doivent leur
formation 4 une autolyse trés lente de I'a. S'il en est bien ainsi, une certaine ‘‘simplification’ de
'enzyme pourrait étre réalisée sans altérer pour autant son activité. L’étude de cette autolyse est
donc intéressante et nous l'abordons dans la présente note en déterminant comparativement les
extrémités N-terminales des trois chymotrypsines.

Les enzymes f§ et y ont été cristallisés trois fois?**. Agissant sur I’acétyl-L-tyrosine éthylester
en solution aqueuse 0.01 M, avec le trishydroxyaminométhane comme tampon pH = 7.9 et & 25°,

* La deuxiéme Note de cette sériel était consacrée a ’étude des extrémités N-terminales du
trypsinogéne et de la trypsine. Pour éclairer un point laissé jusqu’ici dans I'ombre, signalons que
les deux protéines ne possédent pas de proline N-terminale. Elles renferment donc bien, comme
nous le laissions prévoir, une seule chaine ouverte.

** Nous remercions ici trés vivement Dr M. Kun1Tz qui a bien voulu nous donner la matiére
premiére nécessaire a ’obtention des produits cristallins.
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ils libérent & l'origine 2.1 et 2.2 milli-COOH par min et par mg d’N protéique. Dans les mémes con-
ditions, l'a-chymotrypsine en libére 2.4. Cette observation confirme celle faite par Kunirz? avec
d’autres substrats: Les activités protéolytiques et estérolytique des trois préparations sont tout-
a-fait analogues®. Ces préparations ont ensuite été inhibées par le diisopropylfiuorophosphatet
(DFP), cristallisées deux fois sous forme de dérivés DFP et enfin lyophilisées.

Les résidus N-terminaux ont été déterminés par la technique de SANGER en observant sur le
plan quantitatif toutes les prescriptions déja maintes fois énoncées (Tableau I). Dans ce méme
tableau, on trouvera & titre de comparaison les résidus N-terminaux de la DFP-g-chymotrypsine’.
Tous les résultats sont uniformément rapportés a 25,000 g.

Les chiffres du Tableau I montrent clairement que les trois protéines possédent les mémes
résidus N-terminaux. L’autolyse, si elle existe, n'affecte donc vraisemblablement pas les extrémités
N-terminales des chaines de I’a-chymotrypsine. Elle ne fait pas non plus apparaitre de nouvelles
chaines ouvertes.

En outre, les chiffres indiquent que les trois protéines ont des poids moléculaires voisins. Nous
confirmons donc les résultats de JANSEN ET BALLs? qui, par un dosage de phosphore sur les dérivés
DFP, n'ont également pas trouvé de différences notables dans les poids moléculaires. L'idée qui
a prévalu pendant longtemps?, selon laquelle I'a-chymotrypsine posséderait un poids moléculaire
(40,000) bien supérieur a celui de la § (30,000) et de la y (27,000), doit d’ailleurs étre révisée. Le
monomeére a pése en réalité 25,000 g. Toutes les mesures semblent maintenant d’accord pour ce qui
concerne I'a et la comparaison de leurs résultats suggére simplement que la § et la y-chymotrypsines
se dimérisent moins facilement que I'a. I’argument principal en faveur d’une autolyse importante
pendant la conversion a —> f§ et y n’est donc plus valable. Toutes ces considérations n’excluent
d’ailleurs pas la possibilité d'une scission de peptides relativement courts sur le c6té carboxylique
des chaines.

TABLEAU 1

ETUDE COMPAREE DES RESIDUS N-TERMINAUX DES DFP-q, ff ET y-CHYMOTRYPSINES

Nb dans 1 mole de DF P-chymotrypsine

Résidus N-terminaux

a B '
Alanine 0.9 1.1 0.8
Isoleucine 0.9 1.2 1.0
Autres résidus Néant Néant Néant

* Avant d’étre inhibés par DFP, les cristaux de § et de ¥ chymotrypsines, comme d’ailleurs
les cristaux d’a, contiennent d’autres résidus terminaux en quantités plus faibles. Ces résidus sont
¢éliminés presqu’entiérement par la cristallisation des dérivés DFP®. Ils appartiennent vraisemblable-
ment 4 des impuretés peptidiques que la cristallisation des enzymes actifs ne peut pas éliminer.
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© * Les faibles différences trouvées par JANSEN ET BALLs?* avec le tyrosine éthylester et I'hémo-
globine comme substrats ne sont sans doute pas trés significatives.



