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Fig. 1. pH-activity curve of the sca-anemone

apyrase activity. 3.3-1073 M MgCl, (x X))
or CaCl, (O 0); 0.14 M KCl; ATP = 120 ug
labile P. Other conditions are the same as in
Table I except that pH of the reaction mixture
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Fig. 2. Time-activity curve of the sea-anemone

apyrase activity. 3.3-107% M MgCl, (% ——X)

or CaCl, (0——-0); o.14 M KCl Other condi-

tions are the same as in Table I except that
incubation time varied.

varied.
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Formation de sérylarginine
pendant I’activaticn du chymotrypsinogéne de boeuf

L’isolement récent d’une chymotrypsine possédant une seule chaine ouverte! nous a incités
a schématiser de fagon nouvelle!,? quelques-unes des réactions de protéolyse conférant au chymo-
trypsinogéne une activité chymotrypsique plus ou moins intense. Le schéma proposé, d’ailleurs
approximatif et préliminaire, différe de celui de GLADNER BT NEURATH? par le fait qu’il prévoit
la formation de un ou de plusieurs peptides (désignés par le symbole X-Base) aussi bien pendant
I’activation ‘‘rapide’’* donnant naissance a I'enzyme-d que pendant 'activation “lente’® engendrant
I’'enzyme-q.

Afin de vérifier la validité de ce schéma, nous avons traité a 0° et pH = 7.6 des solutions a
2.4 % de chymotrypsinogéne 5 fois cristallisé par des quantités de trypsine telles que la concentration
finale en enzyme soit 0.06 et 0.02 %, (activation rapide) ou 0.056-10729%, (activation lente). Aprés
des laps de temps variables (10 min-48 h), nous avons mesuré la teneur en azote non-protéique
des solutions et leur activité chymotrypsique vis-a-vis de I'acétyl-L-tyrosine éthyl ester. Quelle que
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soit la concentration de la trypsine, les courbes relatives a 'azote non-protéique subissent toujours
un brusque changement de pente au moment ot I'activité atteint sa valeur maximum. Ce fait suggére
que, conformément & notre schéma, le processus d’activation du chymotrypsinogéne provoque dans
tous les cas la libération de un ou de plusieurs peptides spécifiques qu’il s’agit maintenant de recon-
naitre et d’identifier.

Les mélanges de peptides ont été étudiés au moyen de trois techniques: (a) la chromatographie
sur papier des filtrats trichloracétiques préalablement débarrassés de 'acide trichloracétique par la
Nalcite SAR; (b) la chromatographie directe des solutions sur des colonnes de Dowex 50 éludes
successivement par des tampons citrate et phosphate puis par du bicarbonate et du carbonate de Na;
la préparation des d¢rivés dinitrophénylés (DNP), I'extraction des DNP-peptides par HCI N, 'acétate
d’éthyle, la méthyléthylcétone et le carbonate de Na, suivie d'une chromatographie des divers
cxtraits sur des colonnes de silicagel tamponné.

1. Activation vapide. Les solutions analysées jusqu’ici (durée du traitement 3o min, 0.069, de

trypsine), contiennent beaucoup i

de sérylarginine (un peu moins ’ i llew : Hleu : lleu

ou plus de 0.5 mole par mole de ! e

chymotrypsinogeéne) et une série oy J A;"g | : A]rg - Tyir I\ + Ser-brg
d’autres peptides dont les propor- = | Ser boSer iRy Ale

tions individuelles sont trés faibles. L—: Lé,iu : Lelau '-AJF l Leu

On peut donc penser que ces der- — — -

niers proviennent d’une dégrada-

tion générale non-spécifique des ChTg - ChT-n - ChT 8 + Peptide
molécules protéiques et que la X-Base
sérylarginine représente le seul Schéma 1. Activation rapide du chymotrypsinogéne.
peptide spécifique de lactivation ChTg: chymotrypsinogéne. ChT: chymotrypsines.

rapide (Schéma 1).

Ce schéma appelle quelques commentaires: (a) Possédant un résidu basique sur son flanc
carbonyle, la liaison arginylisoleucine est certainement rompue par la trypsine. Cette rupture re-
présente la premicre des protéolyses spécifiques subies par le chymotrypsinogéne. (b) Si la protéine
primaire ainsi formée est déja une chymotrypsine (la chymotrypsine-w de JacoBseENn?), la rupture
de la liaison arginylisoleucine détermine a elle seule 1’activation. Des expériences sont en cours afin
d’éclaircir ce point. Mais on peut supposer dés maintenant que la protéine primaire est bien active
puisque la deuxieme liaison rompue (liaison leucylsérine) correspond mieux aux besoins structuraux
de la chymotrypsine qu’a ceux de la trypsine”.

En somme, nos résultats sont actuellement compatibles avec le concept d’une chymotrypsine-w
formée par rupture trypsique d’une liaison arginylisoleucine au sein du chymotrypsinogéne (T,) et
d’une chymotrypsine-d formée ultérieurement par rupture trypsique (T,) ou autolytique (A,) d’une
liaison leucylsérine et ablation du peptide sérylarginine.

2. Activation lente. Les expériences réalisées dans les conditions de 'activation lente (40 h
a 0-5°) sont encore peu nombreuses. Signalons toutefois dés maintenant que le mélange de peptides
engendrés dans ces conditions contient lui aussi des quantités trés importantes de sérylarginine™*
(environ 1 mole par mole de zymogene) mais qu’il est beaucoup plus complexe que le précédent.
Nous pensons donc que la sérylarginine représente également le peptide X-Base de 'activation lente
ou tout au moins la séquence C-terminale de ce peptide. Mais nous ignorons encore si I’activation
lente donne ou non naissance & d’autres peptides spécifiques, prélevés par exemple dans la région
de la tyrosine et de 'alanine terminales de la chymotrypsine-a.
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* Dans ce cas, la deuxiéme rupture pourrait étre, non pas d’origine trypsique comme le croit
JacoBsENY, mais d’origine autolytique.
“* Divers auteurs?:% ont déja donné la composition globale en aminoacides du mélange des peptides
de I'activation lente. Aucun n’a encore signalé dans ce mélange la présence de sérylarginine.



