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Fig. I. pH-act iv i ty  curve of the sea-anemone 
apyrase activity. 3.3" IO-a M MgC12 (×  x )  
or CaC12 (O O); o.14 M KC1; ATP = 12o ttg 
labile P. Other  conditions are the same as in 
Table I except tha t  p H  of the reaction mixture  

varied. 
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Fig. 2. Time-activity curve of tile sea-anemone 
apyrase activity. 3-3" IO-a 2~I MgC12 ( × × ) 
or CaC12 ( O - - - - O ) ;  o.14 Jll KC1 Other  condi- 
tions are the same as in Table I except tha t  

incubation time varied. 
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Formation de s6rylarginine 
pendant I'activatien du chymotrypsinog~ne de boeuf 

L'isolement  r~cent d 'une chymotryps ine  poss6dant  une seule chaine ouverte  I nous a incites 
"X schdmatiser  de fagon nouvelleI, 2 quelques-unes des r~actions de prot6olyse conf6rant au chymo- 
trypsinog~ne une activit6 chymot ryps ique  plus ou moins intense. Le sch6ma propos6, d'ailleurs 
approximat i f  et pr61iminaire, diff6re de celui de GLADNER ET NEURATH 3 par  le fair qu'il  pr6voit 
Ia format ion de un ou de plusieurs peptides (d6sign6s par  le symbole X-Base) aussi bien pendant  
l 'act ivat ion "rapide ''4 donnan t  naissance ~ l 'enzyme-d que pendan t  l 'act ivation "lente ''5 engendrant  
l 'enzyme-a.  

Afin de v6rifier la validit6 de ce sch6ma, nous avons trait6 X o ° et p H  = 7.6 des solutions -~ 
2. 4 % de chymotryps inog~ne 5 fois cristallis6 par  des quant i t6s  de t rypsine  telles que la concentrat ion 
finale en enzyme soit o.o6 et 0.02 % (activation rapide) ou 0.056. lO-2% (activation lente). Apr~s 
des laps de temps  variables (io rain-48 h), nous avons nlesur6 la teneur  en azote non-prot6ique 
des solutions et leur activit6 chynlot ryps ique  vis-a-vis de l 'ac6tyl-L-tyrosine 6thyl ester. Quelle que 
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t ryps ine) ,  e o n t i e n n e n t  beaucoup  [ - ~ l t ~ u  T! 
de s6ry la rg in ine  (un peu  moins  ,~_ 
ou p lus  de 0.5 mole pa r  mole de ~ I ---\~: 
chvmot ryps inog6ne )  et  une  s6rie ry, i ~,r 9 _'22__~ r 
d ' a u t r e s  pep t ides  d o n t  les propor-  ;,ia i Sler ~ta 

, 1 l t ions  individuelIes  son t  tr6s faibles. | ~  keu 
On p e n t  doric pense r  que  ces der-  m____~ 1 _. 

soit  la concen t r a t i on  de la t ryps ine ,  les courbes  re la t ives  "a l ' azote  non-pro t4 ique  sub i s sen t  tou jours  
un b ru sque  c h a n g e m e n t  de pen t e  au  m o m e n t  oh l ' ac t iv i t4  a t t e i n t  sa  va leur  m a x i m u m .  Ce fai t  sugg~re 
que,  c o n f o r m 6 m e n t  ,~ no t re  schdnla,  le p rocessus  & a c t i v a t i o n  du c h y m o t r y p s i n o g 6 n e  p rovoque  dans  
t o u s l e s  cas la l ib6rat ion de un  ou de p lus ieurs  pep t ides  sp6cifiques qu ' i l  s ' ag i t  m a i n t e n a n t  de recon- 
na i t re  e t  d ' ident if ier .  

Les m~langes  de pept ides  on t  6t6 6tudi6s au  m o y e n  de trois  t e chn iques :  (a) la c h r o m a t o g r a p h i c  
stir papier  des f i l t rais  t r ich lorac6t iques  p r6a l ab l emen t  d6barrass#s  de l 'acide t r ichlorac6t ique  par  la 
Nalci te  SAR;  (b) la e h r m n a t o g r a p h i e  directe des so lu t ions  sur  des colonnes de Dowex  5 ° 61udes 
s u c c e s s i v e m e n t  pa r  des t a m p o n s  c i t ra te  et  p h o s p h a t e  puis  pa r  du b i ca rbona te  et  du  ca rbona t e  de Na;  
la p r6para t ion  des ddrivds d in i t roph6nyl6s  (DNP),  l ' ex t r ac t ion  des D N P - p e p t i d e s  pa r  HCI N,  l ' ac6 ta te  
d 'd thyle ,  la m6 thy ld thy lc6 tone  et  le ca rbona t e  de Na,  suivie  d ' u n e  c h r o m a t o g r a p h i e  des divers  
ex t ra i t s  sur  des colonnes de silicagel t a m p o n n 6 .  

t. Activation rapide. Les solu t ions  ana lvs6es  jusqu ' i c i  (dur6e du t r a i t e lnen t  3 ° min ,  o.o6 °i, de 
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niers p r o v i e n n e n t  d ' u n e  d6grada-  
t ion g6n6rale non-sp6cif ique des 
mol6cules pro t6 iques  et que  la 
s6ry larg in ine  reprdsente  le seul 
pep t ide  sp6cifique de l ' ac t iva t ion  
rapide  (Sch6ma i). 

+ ~er .~r  9 

ChTg - ~ ChY.~ ~ ChT ~ + Papt, ido 
X-Base 

Schdma ~. Ac t iva t i on  rapide  du  c h y m o t r y p s i n o g 6 n e .  
ChTg:  chymot ryps inog6ne .  ChT:  c h y m o t r y p s i n e s .  

Ce sch6nla  appelle que lques  con lmen ta i r e s :  (a) P o s s 6 d a n t  u n  r6sidu bas ique  sur  son flanc 
carbonyle ,  la l iaison arginyl isoleucine  es t  c e r t a i n e m e n t  r o m p u e  pa r  la t ryps ine .  Cet te  r u p t u r e  re- 
p r6sente  la premi6re  des prot6olyses  sp4cifiques sub ies  i~ar le chymot ryps inog6ne .  (b) Si la prot6ine 
pr imai re  ainsi  form6e es t  d6j~ une  c h y m o t r y p s i n e  (la chymot ryps ine -0 ,  de JACOBSEN~), la r u p t u r e  
de la l iaison arginyt isoleucine  d6 te rmine  5~ elle seule l ' ac t iva t ion .  Des exp6riences  son t  en cours  afin 
d '6claircir  ce point .  Mais on p e u t  suppose r  d6s m a i n t e n a n t  que  la prot6ine  pr imai re  es t  b ien  act ive  
pn i sque  ta deuxi~lne l iaison r o m p u e  (liaison leucyls6rine) cor respond m i e u x  a u x  besoins  s t r u c t u r a u x  
de la c h y m o t r y p s i n e  qu'5~ ceux  de la t ryps ine* .  

E n  somme ,  nos  r6su l t a t s  son t  ac tue l l emen t  compa t ib l e s  avec  le concep t  d ' u n e  c h y m o t r y p s i n e - ~  
form6e pa r  r u p t u r e  t r yps i que  d ' u u e  l iaison arginyl isoleucine  au sein du  c h y m o t r y p s i n o g 6 n e  (T1) et  
d ' u n e  c h y m o t r y p s i n e - d  form6e u l t6 r i eu remen t  pa r  r u p t u r e  t r yps ique  (T2) ou au to ly t i que  (A1) d ' u n e  
l iaison leucyls6rine et  ab la t ion  du  pept ide  s6rylarginine.  

2. Activation lent& Les exp6riences  rdalis6es darts les condi t ions  de l ' a c t iva t ion  lente  (4 ° h 
/t o -5  °) son t  encore peu  nombreuses .  Signalons  toutefois  dbs m a i n t e n a n t  que le n161ange de pept ides  
engendr6s  dans  ces condi t ions  con t i en t  lui auss i  des quan t i t 6 s  trbs i m p o r t a n t e s  de s6rylarginine** 
(environ i mole par  mole de zymog6ne)  mais  qu ' i l  es t  b e a u c o u p  p lus  complexe  que  le pr6e6dent .  
Nous  pensons  donc que  la s6ry larg in ine  repr6sente  6ga lemen t  le pept ide  X-Base  de l ' a c t iva t ion  lente  
ou t o u t  au  moins  ta s4quence  C- terminale  de ce pept ide.  Mais nous  ignorons  encore si l ' a c t iva t ion  
lente  donne  ou non  na i s sance  A d ' a u t r e s  pep t ides  sp6cifiques, pr61ev6s pa r  exemple  dans  la r6gion 
de la ty ros ine  et  de l ' a lan ine  t e rmina le s  de la c h y m o t r y p s i n e - a .  
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• D a n s  ee cas, la deuxi6ine r u p t u r e  t ,ourrai t  ~tre, non  pas  d 'or igine  t r yps iqne  c o m m e  le croit  
JACOBSEN 4, ma i s  d 'or igine  au to ly t ique .  

• * Divers  auteurs~,  6 on t  d6j~ donn6  Ia compos i t ion  globale en aminoac ides  du  m61ange des pept ides  
de l ' a c t iva t ion  lente. Aucun  n ' a  encore sign~d6 dans  ce mdlange  la pr6sence de s6rylarginine.  


