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S U R  LES P R O T t ~ O L Y S E S  LIMITI~ES  

P R O V O Q U A N T  L ' A C T I V A T I O N  D U  C H Y M O T R Y P S I N O G I ' { N E  

par  

M. R O V E R Y ,  M. P O 1 L R O U X ,  A. C U R N I E R  ET P. D E S N U E I . I . E  

Laboratoire de Chimie Biologique, Facultd des Sciem:es, Marseille (lCra~ce) 

Les t ravaux d6sormais classiques de NORTHROP ET KUNITZ 1 nous ont appris qu'une 
prot6ine du pancr6as (le chymotrypsinog{,ne) est susceptible de se convertir en un enzyme 
prot6olytique (la chymotrypsine-a) sons l'influence de Ia trypsine. L'hypottlbse la phls 
simple consiste dvidemment h supposer que la trypsine rompt au sein du chymotrypsino- 
g['ne certaines liaisons peptidiques et que ces ruptures d(eterminent les modifications de 
structure ndcessaires h l 'apparition de l'activitd enzymatique. Bien que NORTHROP ET 
KUNITZ aient h6sit(~ ~ la formuler d'une fagon aussi nette, cette hypoth&e est vrai- 
semblablement exacte car l 'enzyme-a poss~.de par rapport  h son zymog~'ne deux rdsidus 
N-terminaux (isoleucine et alanine 2, a) et deux r6sidus C-terminaux (leucine et tyrosinO) 
suppl('mentaires. 

La pr@aration de la chymotrypsine-ct exige que l'on traite le zymogbne par une 
tr~'s faible quantit(' de trypsine (activation lente). En I949, J.XCOBSEN s cut l'id('e d'uti- 
liser des quantit6s de trypsine plus fortes (activation rapide) et il obtint des liquides 
dont le pouvoir coagulant vis h vis du lait 6tait tr#,s notablement sup6rieur h cehfi de la 
chymotrypsine-a cristallis6e. Des 6tudes tr~,s compl(,tes sur la cin6tique de l 'activation 
lente et de l 'activation rapide amen~'rent d 'autre part  l 'auteur it supposer que la trypsine 
convertit  le chymotrypsinog~ne en un enzyme primaire instable, la chymotrypsine-n, 
dont le destin ult~Srieur est r6gl6 par les quantit(~s de trypsine utilis6es pendant l'acti- 
vation. De fortes quantitds la transformeraient par une d~gradation ult6rieure en un 
nouvel enzyme, la chymotrypsine-8. Des quantit6s plus faibles ne pourraient pas 
l 'a t taquer et l 'enzyme-n aurait alors le temps de s'autolyser peu k peu en engendrant 
l 'enzyme-a. Nous verrons plus loin que penser de cette interpr6tation. Mais le fait 
exp6rimental demeure : Le chymotrypsinogbne est capable d'engendrer plusieurs chymo- 
trypsines dou6es d'une activit6 plus ou moins grande. Ces chymotrypsines doivent ~tre 
pour une large part  identiques puisqu'elles proviennent d'une m~me protdine-mbre. 
Mais leur structure doit malgrd tout prdsenter quelques differences, lesquelles influent 
sur l'activit~. I1 est "t peine besoin de souligner l'intdr~t qui s 'at tache 5 l%tude d'un tel 
ph~nom~ne. 

Trois notes pr61iminaires 6-8 ~manant de ce Laboratoire ont d@h apport(" quelques 
lumibres sur le mode de formation des chymotrypsines de JACOBSEN et par consbquent 
sur le m~canisme fondamental de l 'activation du chymotrypsinogane. L'objet  du p%sent 
m~moire est de d~crire nos exp(wienees et d'en discuter tes r~sultats avec ceux publi~Ss 
ind@endamment  par NEURATH et ses collaborateurs% lo. 
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I. SI~;QUENCE N-TERMINALE DES CHYMOTRYPSINES ~ ET 8* 

N o u s  a v o n s  d ' a b o r d  c h e r c h d  k s a v o i r  p a r  u n  m o y e n  s i m p l e  si les c h y m o t r y p s i n e s  de  

J,\COBSEN e t l a  c h y m o t r y p s i n e - a  o n t  r ~ e l l e m e n t  u n e  s t r u c t u r e  d i f fd ren te .  D a n s  ce b u t ,  

n o u s  a v o n s  d 6 t e r m i n d  les r d s i d u s  N - t e r m i n a u x  a p p a r a i s s a n t  p e n d a n t  l ' a c t i v a t i o n  r a p i d e  

e t  l ' a c t i v a t i o n  l e n t e  d u  c h y m o t r y p s i n o g 6 n e .  

Du chymotrypsinog6ne de l){)euf cristallisd 5 fois est activd pendant  des temt)s variables par  
des quant i t6s  diff6rentes de t rypsine ~t o et p H  7.6. Une partie aliquote des solutions sert g la 
ddterminat ion {le l 'activit6 esteSrasique. L 'au t re  part ie  est trait6e par  5 Iois la quanti td stoechio- 
mdtrique de D F P  afin {le stabiliser la s t ruc ture  des prot6ines forme!es. Apr6s 15 rain d ' incubat ion 
/t o ', on ajoute une solution alcoolique de F D N B  et de la t r im6thylamine.  On agite A l'obscuritd 
pendant  ,' h, on extrai t  la solution aqueuse avec de l '6ther et on (~vapore sous vide it l 'obscuritd. 
On t ransferre  le rdsi(lu sec {lans un tul}e de centrifugeuse en s'ai{tant d 'un peu de HC1 N e t  on le 
lave avec HCI .'\7 jusqu' / t  ce que les extrai ts  ne soient plus colords (extrait El). On proc6{le de m(*me 
axec l 'ac~tate d 'dthyle (E~), la mdthyldthylcdtone (Ea), le n-butanol  (E4) et le bicarbonate  g i % (E8). 
Ces extrai ts  seront  6tudids dans le paragraphe  consacrd aux DNl}-peptides (voir plus loin). Le r6si(lu 
final de DNP-proedines est lard par  de l'eau, de l'alcool et de l '6ther puis ii est hydrolysd pendan t  
18 h dans HCI 5.6 N ~ reflux. 1 /ext ra i t  dthdrd {le l 'hydrolysat  est analysd au moyen de c(}lonnes 
{le silicagel tamponnd.  Chaque 1)ande jaune est recueillie /t part ,  dvaporde ~ sec, dissoute dans HC1 .,\: 
et {los6e spec t rophotom6tr iquement  /t 35o0 A ~. Les rdsultats ol)tenus au cours (le cette 6tu(le sont  
rdunis dans  le Tableau I. 

TAIll.I;~A1; I 

RI~,'SIDUS ~ ' -TERMINAU~-2  A P P A R A I S S A N T  P E N D A N T  L ' A C T I V A T I O N  D U  C H Y M O T R Y P S I N O G [ g N E  I )E B O E U F  

Les rdsidus N- te rminaux  sont  {l{}nnds en mole par  inole de chymotrypsinog6ne (22,500 ~z) 

Activation " r a p i d / '  

1 

Conditions d 'act ivat ion 
Dur6e du t ra i t ement  (h) 1/~ 
Concentrat ions (mole par  litre) en 

( chymotryps inog6ne (× ,o 4) ]0.6 
t rypsine  (× 1o 4) o.2(} 

[ Am2SO 4 o.oo 

Activitd spdcifique des solutions* 3-7 

R6sidus N- te rminaux  apparus** 
dans la fraction protdique 

isoLeucine l.oo 
NDNP-isoleucine o.04 
NDNI}-isoleucylvaline o.3() 

Alanine 0.0 
Thr6onine 
Autres rdsidus * * o.o 

A ct ira t ion "lente" 

z ~ 4 ~ 6 7 8 

1 / 2 ~ 3 4 o 4 o 4 (} 4 S 

1o.(} IO.()  I O . 6  2 0 .  4 2 0 .  4 2 0 .  4 4 4 . 3  

O.2() O.2(} O.2() 0 . 0 2 2  O.O11 O.OI I O.OOI 

O.OO O.OO O.OO 0 . 0 0  O.OO O. 1 l 0 . 2 7  

4. ' 3.9 3 .8 3.2 2.8 1. 5 

0.95 0.95 0.95 I . l  l .r 1.2 o. 5 
0.52 0.65 0.65 0.8 o.8 0. 9 0. 4 
o.43 o.3o o.30 o. 3 o. 3 o. 3 o.I 

=~ o qg o @ o 0.2 o.'2 0.5 ~.2 
o., o.2 0. 3 0. 3 0. 4 ~co o.T 
O.O O.O O.O O.O O.O O.O O.O 

* La chymotryps ine-a  cristallis6e 5 fois poss6de clans nos conditions exp6rimentales une activitd 
spdcifique tie 2. 4. 

** I,es p r@ara t ions  cont iennent  dgalement le rdsidu N-terminal  de 1,/'2 cystine ddcel6 par  BETTEL- 
HEIM 19 dans le chymotrypsinog6ne.  Ce tableau et le Tableau I I n e  ment ionnent  que les rdsidus 
nouveau\ appara i ssan t  pendan t  l 'act ivation.  

* Les abrdviat ions suivantes  sont  utilis6es: DFP:  di isopropylf luorophosphate;  DIP-chymo-  
t ryps ine :  chymotryps ine  s61ectivement inhib6e par  un radical diisopropylphosphoryle; F D N B :  
Fluorodini t robenzbne;  DNP:  radical dinitroph6nyle.  
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Les  ch i f f res  d u  T a b l e a u  I m f r i t e n t  d ' e t r e  c o m m e n t 6 s  c o m m e  su i t  : 

z. Le  p r o c e s s u s  d ' a c t i v a t i o n  d u  c h y m o t r y p s i n o g 6 n e  f a r  a p p a r a l t r e  d a n s  t o u s  les 

cas  u n  r6s idu  N - t e r m i n a l  d ' i so l euc ine .  Ce r 6 s i d u  se r e n c o n t r e  p a r t i e l l e m e n t  sous  I o r m e  

de  DNP-isoleucylvaline d o n t  la  s t a b i l i t 6  es t  d u e  a u  v o i s i n a g e  de  d e u x  r6s idus  e n c o m -  

b r a n t s .  T o u t e s  les e n d o p e p t i d a s e s  p a n c r 6 a t i q u e s  ( c h y m o t r y p s i n e s  de  JACOBSEN, c h y m o -  

t r y p s i n e s  a a, /3 e t  y11, t ryps ine12,  la) posst~dent  d o n c  la  m ~ m e  s 6 q u e n c e  N - t e r m i n a l e .  Le 

r a p p r o c h e m e n t  es t  i n t d r e s s a n t  b i e n  q u ' i l  ne  s ignif ie  p a s  f o r c 6 m e n t  que  la  s 6 q u e n c e  iso- 
l e u c y l v a l i n e  p a r t i c i p e  h l ' 6 d i f i c a t i o n  d u  c e n t r e  ac t i f  des  e n z y m e s .  L a  p e p s i n e  poss6de  

6 g a l e m e n t  u n  r6s idu  N - t e r m i n a l  d'isoleucine, su iv i  il es t  v r a i  d ' u n  r6s idu  de g lycoco l lOL 

2. Les  e n z y m e s  fo rm6s  a u  cou r s  de  l ' a c t i v a t i o n  r a p i d e  s o n t  d @ o u r v u s  d ' a l a n i n e  

N - t e r m i n a l e .  L e u r  s t r u c t u r e  es t  d o n c  d i f f6 ren t e  de  celle de  la  c h y m o t r y p s i n e - a .  L ' a p -  

p a r i t i o n  de l ' a l a n i n e  N - t e r m i n a l e  n ' e s t  p a s  i n d i s p e n s a b l e  "k l ' a c t i v i t 6  c h y m o t r y p s i q u e .  

B i e n  a u  c o n t r a i r e ,  elle s e m b l e  c o i n c i d e r  a v e c  u n e  d i m i n u t i o n  d a n s  la  c a p a c i t 6  d ' a c t i v a t i o n  

d u  z y m o g b n e .  Ces f a i t s  c o n f i r m e n t  e t  p r 6 c i s e n t  les id6es  de  JACOBSEN. I1 es t  d v i d e n t  que  

l ' a l a n i n e  N - t e r m i n a l e  do i t  sa  f o r m a t i o n  au  p r o c e s s u s  s o m m e  r o u t e  s e c o n d a i r e  e n g e n d r a n t  

l ' e n z y m e - a .  

3. l ,e  fa i t  de  t r o u v e r  p lu s  d ' a l a n i n e  N - t e r m i n a l e  d a n s  l ' e s sa i  8 que  d a n s  l ' e s sa i  7, 

a lo rs  que  la v i t e s se  d u  p r o c e s s u s  d ' a c t i v a t i o n  es t  c o n s i d 6 r a b l e m e n t  p lus  fa ib le ,  es t  en f in  

c o m t ) a t i b l e  a v e c  la  s u g g e s t i o n  de  NEURATH et  coll.", 1°, d ' a p r a s  l aque l l e  la  p r o t 6 o l y s e  

s u p p l 6 m e n t a i r e  e n g e n d r a n t  l ' e n z y m e - a  s e r a i t  d u e  h u n e  a t t a q u e  d u  c h y m o t r y p s i n o g a n e  

p a r  Ia c h y m o t r y p s i n e - x  ou  S. A v a n t  d ' e t r e  t e n u e  d 6 f i n i t i v e m e n t  p o u r  e x a c t e ,  c e t t e  

s u g g e s t i o n  i n t 6 r e s s a n t e  do i t  t o u t e f o i s  fa i re  l ' o b j e t  de  cont r61es  e x p 6 r i m e n t a u x  s6r ieux .  

II. RESIDU C-TERMINAL DE LA CHY3IOTRYPSINE-~ 

Si, c o m m e  on p e u t  le p e n s e r ,  les c h y m o t r y p s i n e s  de  JACOBSEN se f o r m e n t  g r ace  ~ 

u n e  p r o t 6 o l y s e  l imi t6e  d u  c h y m o t r y p s i n o g h n e ,  £ l ' a p p a r i t i o n  d u  r6s idu  N - t e r m i n a l  d'iso- 
l euc ine  do i t  c o r r e s p o n d r e  l ' a p p a r i t i o n  d ' u n  r f s i d u  C - t e r m i n a l  n o u v e a u .  Ce r6s idu  a 6t6 

6 tud i6  a u  m o y e n  de  la  c a r b o x y p e p t i d a s e  q u e  n o u s  a v o n s  fa i r  agir ,  p o u r  p lu s  de  s f i re t6*,  

n o n  p a r  su r  les m 6 J a n g e s  r e l a t i v e m e n t  c o m p l e x e s  e n g e n d r f s  p a r  l ' a c t i v a t i o n  r a p i d e ,  m a i s  

su r  u n e  p r @ a r a t i o n  p r 6 a l a b l e m e n t  pur i f i6e  p a r  c r i s t a l l i s a t i o n .  Voici  u n  e x e m p l e  t y p i q u e  

de  n o t r e  t e c h n i q u e  de  c r i s t a l l i s a t i o n :  

2 g de chymotrypsinog6ne 5 lois cristallisd et lyophilisd sont activ6s dans des conditions ddj5` 
ddcrites (Tableau I, colonne 2). La solution obtenue (activit6 sp4cifique: 4.0) est additionnde de 
5 mole de DFP  par mole de zymog~ne. Au bout  de i h 5̀  o °, l 'activit6 spdcifique est tomb6e 5̀  o. i6.  io 2. 
On prdcipite alors Ies prot6ines dans Am=SO 4 0. 7 S. On essore le gf,teau (12 g) et on le dissout dans 
9 ml de H2SO a N/Ioo. On clarifie la solution par  centrifugation 5̀  IO,OOO g e t  on ajoute une solution 
satur6e de Am2SO 4 jusqu'5, ce qu 'un  trouble 16ger et persistant se forme. Cet ajout  est ne t t ement  
infdrieur 5, celui que l 'on effectue pendant  la cristallisation de la DIP-chymotrypsine-cd 5. Apr6s 24 h 
de repos 5̀  la temp6rature ordinaire, on note la pr6sence de moires qui indique un d6but de cristal- 
lisation. On laisse la cristallisation se poursuivre pendant  24 h. On essore les cristaux (6.o g) et on 
les dissout dans 9 ml de H2SO 4 N/IOO. On clarifie la solution par  centrifugation et on l 'addit ionne 
de Am2SO 4 satur6 jusqu'5~ formation du premier trouble. La cristallisation est cette lois termin6e 
au bout  de 12 h. Aprhs trois nouvelles cristallisations, on dialyse la derni6re solution contre HCI 
N/ looo et on lyophilise. Le rendement  global (5 cristallisations) est environ 2o 25 %. 

On d6termine sur cette pr6paration la teneur en phosphore 16, les rdsidus N-terminaux el; les 
rdsidus C-terminaux. Pour 6tudier ces derniers, on dissout la pr6paration (o.71 /,-mole) dans de l'eau, 
on am6ne le pH 5̀  7-7 avec de la soude, on ajoute o.I ml d 'une solution de carboxypeptidase (o.o22 
/i-mole) dans LiC1 5̀  lO% pr4alablement incub6e ~ pH -- 7.7 avec o.o 7/~-mole de DFP  et on am6ne 

* D6js` avec des protdines pures, la technique fi la carboxypeptidase donne des r6sultats quelque- 
lois ambigus. I1 n 'est  donc pas tr6s rationnel de faire agir cet enzyme sur un m6lange. 
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le volun3e tinal h ~ ml. Aprbs 3 ou 5 h /t 25 , on prdlbve 0. 4 ml de la solution, on lui ajoute O0 m g 
de Zeokarb 225 forme H ~> et on agite pendant  I h. On lave a b . n d a m m e n t  ht r6sine "a I'eau distill(,e 
et on dlue les aminoacides en agi tant  2 fois pel3d~tnt 15 rain avec o. 4 ml d'~tmmoniaque N. Chaquc 
61ution est suivie d 'un  Iavage par  (3. 3 ml d'eau, l.es extraits sont 6vaporOs ~'~ sec, repris par l'eau 
et chromatographi( 's sur papicr. Dans ces conditions, tousles aminoacides, Still[ [~1 lysine ct l'arginine, 
s~)nt r6cup6r('s quant i ta t ivement .  I.a rf'cup6ration dc ]a Ivsine est importante maJs incompl6tc. 
I. 'argininc n 'es t  tins du tout dlu6e par ]'~lllllllOlli~/quc .\~ otl 5 "\' ' 

'I'.\ 131.1(.\ U 1I 

ANALX*'SI~2 I)E LA (THX~'IMOTRX~'PSINE-¢} CRIF, TALLISI~'E 

Nb, d'ahmtr,~ ou dc r~',~l'dus 
fitly m(llt, ( 22, Sl~¢~ g )  

I q l o s p ] l o r c  o . 0 2  i .o 4 

Rdsidus N terminaux* 
isoLeucine o.8- 

DNl'-is. leucine o.67 
l) N P - i s o l e u c y l v a l i n e  o. t 5 

: \ lanine Ndant 
Thrdoninc N('ant 

Rdsidus ('-terrain:rex 
1.eucinc o.S 
Tyrosine Ndant 

* \¢fir la note du ] ableau I, 

Le T a b l e a u  I i  i n d i q u e  les r & u l t a t s  o b t e m l s  a u  m o y e n  de t o u t e s  ces t e c h n i q u e s .  

Les  r e m a r q u e s  s u i v a n t e s  p e u v e n t  ~,tre f a i t e s  "t p r o p o s  des  ch i f f res  d u  T a b l e a u  I I :  

I .  L a  pr( , sence  de  I a t o m e  de p h o s p h o r e  p a r  mo le  m o n t r e  que  la p r d p a r a t i o n  ('tudi~,e 

es t  b i en  u n e  c h y m o t r y p s i n e  s ( q e c t i v e m e n t  inhib(~e p a r  u n  r a d i c a l  d i i s 0 p r o p y l p h o s p h o r y l e .  

Le r e n d e m e n t  ~lev(, de la  c r i s t a l l i s a t i o n  et  la g r a n d e  ac t iv i f f ,  des  s o l u t i o n s  i n i t i a l e s  ne  

l a i s s a i e n t  d ' a i l l e u r s  a u c u n  d o u t e  ~t ce su j e t .  

2 .  L a  p % p a r a t i o n  c o n t i e n t  & , i d e m m e n t  tin rds idu  N - t e r m i n a l  d ' i s01eucine  p a r  mole  

p u i s q u e  le m( , l ange  p ro t ( , i que  d o n t  elle es t  i ssue r e n f e r m e  lui-mC~me un  % s i d u  de cet  

a m i n o a c i d e .  

3. A p r &  3 ou  5h  d ' i n c u b a t i o n  avec  la c a r b o x y p e p t i d a s e ,  on  o b t i e n t  su r  le p a p i e r  

u n e  seule  t a c h e  s i gn i f i c a t i ve  (o.8 mole  p a r  mole  de  zymog~,ne) d o n t  la p o s i t i o n  c o r r e s p o n d  

5 celle de  la  l euc ine .  On  p e u t  d o n c  p e n s e r  que  la  p r e p a r a t i o n  c o n t i e n t ,  so i t  u n  u n i q u e  

% s i d u  ( ; - t e r m i n a l  de leuc ine ,  s o i t  en  p lus  d ' a u t r e s  r~s idus  C - t e r m i n a u x  n o n - r ~ a c t i f s  v i s k  

v is  de  la c a r b o x y p e p t i d a s c .  L ' a r g i n i n e ,  en  a d m e t t a n t  m ~ m e  qu ' e l l e  soi t  p a r t i e l l e m e n t  

lib(~r('e p a r  cet  e n z y m e ,  ne  s a u r a i t  d ' a i l l e u r s  ~tre  d(,cel~e p u i s q u ' e l l e  es t  r e t e n u e  de f aqon  

i r r ( ,vers ib le  p a r  la r & i n e .  Tou te fo i s ,  il es t  p e r m i s  de c ro i re  que  la t y r o s i n e  C - t e r m i n a l e  

de la  c h y m o t r y p s i n e - a  es t  t o t a l e m e n t  a b s e n t e .  N o u s  n o u s  t r o u v o n s  donc  d a n s  u n e  

s i t u a t i o n  a n a l o g u e  tt cel le de  t o u t  tt l ' h e u r e :  L ' a c t i v a t i o n  r a p i d e  e n g e n d r e  un  seul  des  

d e u x  rds idus  N - t e r m i n a u x  de  l ' a c t i v a t i o n  l e n t e  ( l ' i s o l e u c i n e  sans  l ' a l an ine )  et  auss i  u n  

seul  de  ses d e u x  rds idus  C - t e r m i n a u x  (la l euc ine  s ans  la t y ros ine ) .  

C e s t  d ' a i l l e u r s  l ' u n  des  a v a n t a g e s  p r i n c i p a u x  de la  c r i s t a l l i s a t i o n  que  dY ' l iminer  

ent i~ ' , rement  la t y r o s i n e  C - t e r m i n a l e  a ins i  que  les t r a c e s  d ' a l a n i n e  et  de t h r ( , o n i n e  N- 

t e r m i n a l e s  c o n t e n u e s  p a r  les pro t ( f ines  b r u t e s  {Tableau  I, c o l o n n e  o.)*. N o u s  p o u v o n s  

--  * :(gissant sur une solution de chymotrypsinog~me activd pendant  2 h, la carboxypeptidasc lib~"re 
I. 3 r6sidus de leucine, 0. 3 rdsidu de tyrosine et 0. 3 r('sidu tie glycocol/e". 
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donc classer sans la moindre arnbiguitd les r6sidus terminaux en 2 groupes: Le groupe 
secondaire alanine-tyrosine qui apparalt  pendant l 'activation lente seulement ; le groupe 
isoleucine-leucine sur lequel nous allons d6sormais concentrer notre attention. 

4. Etant  donn6 que l 'activation du chymotrypsinogbne est effectu6e par la trypsine, 
on pourrait s'6tonner de ne pas trouver dans les diverses chymotrypsines un r6sidu C- 
terminal basique. Comme nous venons de le voir, cet 6tonnement ne serait pas justifid. 
La sp6cificit6 de la carboxypeptidase et l 'adsorption irr6versible de l'arginine sur la 
r6sine nous enid.vent a priori tout espoir de d6celer ce r6sidu. N6anmoins, la presence 
d'un rdsidu C-terminal de leucine m6rite d'etre discut6e car, 6tant en d6saccord avec ce 
que l'on sait de la sp6cificit6 de la trypsine, elle suggd're que notre chymotrypsine n'est 
pas la premiX, re h se former pendant l 'activation rapide. Autrement dit, les techniques 
des groupements terminaux apportent deux arguments exp6rimentaux 5 l 'appui de la 
th~orie de JACOBSEN: (a) les chymotrypsines de l 'activation rapide sont shrement diffd- 
rentes de la chymotrypsine-a; (b) selon toute vraisemblance, cette activation engendre 
bien successivement deux chymotrypsines, la chymotrypsine-~ avec un r6sidu C-terminal 
basique et la chymotrypsine-8 avec un r6sidu C-terminal de leucine. En outre, la nature 
m~me des r6sidus terminaux permet de formuler, comme nous l 'avons fait dans l 'une de 
nos notes pr61iminaires:, l 'hypoth~se de travail  suivante: (a) La conversion chymo- 
trypsinog~'ne-~ chymotrypsine-.~ (et par consdquent l 'apparition de l'activit6 chymo- 
trypsique) sont dues & la rupture d'une liaison base-isoleucine par la trypsine au sein 
du zymogbne ; (b) l'enzyme-.~ se convertit ult6rieurement en enzvme-8 gr'Ace it la rupture 
d'une liaison leucyl-X et h l 'ablation d'un peptide X-base*; (c) La formation de Pen- 
zyme-a exige d 'autres ruptures prot6olytiques qui ne sont pas relibes directement au 
processus d'activation. Les 616ments (a) et (b) de cette hypoth~se ont 6t6 pleinement 
confirm6s par l'identification du peptide X-base (voir le chapitre suivant et les ref. 8 
et IO) ainsi que par les exp6riences fort 616gantes de BETTELHEII~I ET NEURATH 9.*. Ces 
auteurs ont rdussi en outre k montrer que la conversion de l 'enzyme-~ en enzyme-8 est 
due h une mltolyse (et non pas h une nouvelle attaque trypsique eomme le pensait 
J.XCOI~SEN) puisqu'elle est retard6e quand on inhibe la chymotrypsine par le fi-ph6nyl- 
propionate (et non pas quand on inhibe la trypsine par son inhibiteur spdcifique du 
soja). On trouvera dans le chapitre suivant le ddtail de nos propres exp6riences "tce 
sujet. 

5. Le principal objet de nos essais de eristallisation n'6tait pas d'obtenir une prot6ine 
pure mais plut6t une pr6paration suffisamlnent purifi6e pour que l'6tude de ses rdsidus 
terminaux ne pr6sente aucune ambigu~t6. I1 est cependant utile de signaler que cette 
pr6paration n'est pas homogbne "k l'61ectrophorhse (Fig. I). Elle ne peut pourtant  con- 
tenir ni chymotrypsinog6ne (puisqu'elle n'est pas activable par la trypsine), ni chymo- 
trypsine-~ (puisqu'elle possade autant de leucine C-terminale que d'isoleucine N-ter- 
minale) ni chymotrypsine-a (puisqu'elle est compl6tement ddpourvue d'alanine et de 
tyrosine terminales) ni enfin d 'autres prot6ines inertes (puisqu'elle contient I atome de 

* (~rLADNER ET NEURATH 4 a v a i e n t  ddjS, pens6  q u ' u n  r e s i d u  C - t e r m i n a l  b a s i q u e  d e v a i t  a, u n  m o m e n t  
d o n n 6  6t re  r e m p l a c 6  p a r  u n  rds idu  n o n - b a s i q u e  g r a c e  ~ l ' a b l a t i o n  d ' u n  p e p t i d e .  Ma i s  les a u t e u r s  
a v a i e n t  a d m i s  q u e  ce r e m p l a c e m e n t  a l ieu  q u a n d  l ' e n z y m e - ~  se c o n v e r t i t  en  e n z y m e - a .  C ' e s t  l ' i d e n t i -  
f i c a t i o n  d ' u n  rds idu  C - t e r m i n a l  de  l euc ine  d a n s  l ' u n e  des  c h y m o t r y p s i n e s  de  l ' a e t i v a t i o n  r a p i d e  qu i  
n o u s  a c o n d u i t s  A m o d i f i e r  c e t t e  c o n c e p t i o n .  

** GrAce ~, l ' 6 t u d e  des  d i a g r a m m e s  4 1 e c t r o p h o r 4 t i q u e s  des  c h y m o t r y p s i n e s  de  l ' a c t i v a t i o n  r a p i d e  
e t  h la d d t e r m i n a t i o n  des  r d s idus  t e r m i n a u x ,  les  a u t e n r s  s o n t  a r r i vds  en  effet  p a r  des  vo ies  expdr i -  
m e n t a l e s  d i f fdren tes ,  -A des  c o n c l u s i o n s  i d e n t i q u e s  a u x  n6 t r e s .  
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phosphore  pa r  mole). Si l 'on en croit  les tes ts  chimiques,  elle repr~sente done une pro- 
t6ine tmre, la chymotryps ine-3 .  Elle renferme n6anmoins  trois eons t i tuan ts  dont  la 
mobil i t6 6lectrophor6t ique est ne t t emen t  diffdrente. 13ETTELHEIM F.T N]~;UR.\TH '~J semblell t  
avoir  ob tenu  sans difficultd des pies it peu prbs symdtr iqnes  pour les ehymot ryps ines  
et 8, en s o u m e t t a n t  ~ l '61ectrophor&e dans  des condi t ions de p H  ct de dur6e analogues 
aux n6tres  les pro ta ines  bru tes  engend%es par  l ' ae t iva t ion  rapide.  Peut-~tre faut- i l  done 
penser  que l 'hdt6rog6nditd provien t  de la p r @ a r a t i o n  des ddrivds D i P  ou de la eristal l i-  
sation.  On sal t  que la D I P - c h y m o t r y p s i n e - a  (rdf. 2o et Fig. I),  la D IP -c hymot ryps ine -  7 
(Fig. r) et la I ) I P - t r y p s i n c  2) sont elles-m~mes hdt(rog6nes h l 'dleetrol)horbse. 

Fig. I. Electrophor~;se du chymotrypsinoggne el des dA'iv~;s 1)[1 ~ de 

I 1I 

_ _ . . - - - ~  

IF 

diverses chvmotrypsh~es,  i l 'outes  ies  
d l ec t ropho rbse s  s o n t  rda l i sdes  /t 3 
d~tll.S des  t a m p ( m s  a c d t a t e , / I  --  o. l.  
l .es  d i a g r a m m e s  s o n t  r e l a t i f s  ~ttlx 
f ron t ib res  a s c e n d a n t e s .  1. C k y m o -  
t ryps inogdne 8 fois c r i s t a l l i sd  e t  lyo- 
phil isd,  p t f  -- 4.5 ° , g r a d i e n t  de 
p o t e n t i e l :  0.94 vo l t  cm i, du r6e :  
9,o-'o sec. II. DI l)-ck)'tm)trypsi~ze-~) 

prdparde comme il est indiqu6 
dans le texte, pll 4.85, gradient 
depotenticl: 7.o v(dt cm 1, durde: 
15,ooo sec. IlI. l)lt~-ch),molryp 
sine-(~ prdparde 5 partir de chynm- 
trypsine-(~ cristallisde 5 fois et elle- 
n%me cristallisde 3 fois puis lyo- 
philisde, pH -- 4.4 o, gradient de 
potentiel: O.So volt cm I durde 
16,ooo sec. IX'. D I P  chymolrvp- 
.shoe- 7 prdparde i~ partir de chymo 
trypsine- 7 cristallisde 4 fois et elle 

marne  c r i s t a l l i s6e  3 fois p u i s  lyoph i l i sde ,  p i t  4.55, g r a d i e n t  de p o t e n t i e l  0.9 vo l t  cm 1, d u r d e :  
I 0,000 SOC, 

III .  I I )ENTIFICATION 1)U P E P ' I I D E  X-B. \SE 

L'hypothbse  pr( 'c6dente postule  qu 'un pep t ide  X-base  dolt  ~tre lib6r(' p e nda n t  
l ' ac t iva t ion  rap ide  et l ' a c t iva t ion  lente du chynlotrypsinog6ne.  Le pept ide  et les m6- 
langes qui le cont iennent  sont gdn6ralement  assez simples.  N6anmoins,  l'enqn~,te dol t  
~tre mende avec le plus grand soin et  d 'une  fafon  aussi complY're que possible car  (a) il 
s ' ag i t  de diff6rencier, d 'une  par t ,  le ou les pept ides  sp(,cifiques dont  la fo rmat ion  est 
d i rec tement  li6e au processus d ' a c t i va t i on  et, d ' au t r e  par t ,  les pep t ides  non-spdcifiques 
qui ne manquen t  pas  de se produire  par  d6gradat ion  ult6rieure on g~,n6rale des mol(,cules 
prot6iques.  (b) lous les pept ides  spdcifiques doivent  6tre reeonnus et identifi6s a v a n t  
qu 'une  in te rp r6 ta t ion  quelconque du ph~nom6ne puisse ~tre donnde. 

La  Fig. 2 indique comment  var ient  l ' ac t iv i t6  et la t eneur  en azote non-prot6ique  
(NNP) des solut ions de chymotrypsinog¢,ne activdes pa r  la t ryps ine .  

On pour ra i t  penser  que le brusque changement  de pente  subi pa r  les courbes du 
N N P  an momen t  off l ' ac t iv i t6  est m a x i m u m  signifie clue le processus d ' a c t i va t i on  libbre 
une quant i t6  re la t ivement  impor t an te  de pept ides  sp6cifiques (contenant  environ 7 
a tomes  d 'azo te  dans  le cas de l ' a c t iva t ion  rapide  et  8 -  9 a tomes  dans le cas de l ' a c t iva t ion  
lente) et que des pept ides  non-spdcifiques se forment  ensuite peu it peu. II n 'en  est rien. 
Nous verrons plus loin en effet que le pep t ide  de l ' ae t iva t ion  rap ide  appa ra i t  au contraire  
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avec une vitesse assez faible et un certain retard. Une d6gradation non-sp@cifique rela- 
tivement importante doit donc se produire tout au d6but de l'activation. 
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Fig. 2. A ctivitd chymotrypsique et teneur en azole non-proldique. L'ac t iv i t6  sp6cifique ( 4 )  est  mesurde  
vis & vis de l ' ac6tyl -L- tyros ine  6 thyles ter .  L ' azo te  non-pro t6 ique  (nb. d ' a t o m e s  d ' azo te  par  mole de 
c h y m o t r y p s i n o g 6 n e )  (©) est  mesu r6  pa r  Kje ldah l  apr~s pr6cip i ta t ion  clans l 'acide t r ichlorac~t ique 
& 5 %  ou l 'ac ide t r ich lorac6t ique  & lO% en pr6sence d ' ac6 tone  5. I. Activat ion rapide (Tableau I, 
co lonnes  i 4)- II.  Activat ion lente (Concent ra t ion  inolaire du c h y m o t r y p s i n o g ~ n e :  lO.6- to  4; de la 

t ryps ine  : 0.0023 • IO-4). 

Les peptides ont 6t6 6tudi~s par trois techniques diff~rentes: 

I. Chromatographie sur papier 

La Fig. 3 reproduit 4 chro- 
matogrammes unidimensionnels 
dans le syst6me butanol (5) - acide 
ac6tique (2) - eau (3). Le premier 
est fair k partir d'une solution 
aetiv6e rapidement (Tableau I, 
colonne 2) et les autres, k partir f~RARG_ 
de 3 solutions activ6es lentement 
(concentration molaire du zymo- 
g6ne: 44.3.1o-4; de la trypsine: 
0.o04 lO -4) pendant 4, 22 et 44 h. 
Les prot6ines 6talent pr6alable- 
ment pr6cipit6es dans l'acide tri- 
chlorac6tique k o/ et lesliquides / o  

surnageants 6taient d6barrass6s 
de l'acide trichlorac6tique par 
traitement avec de la Nalcite 
S A R forme bicarbonate jusqu'k 
pH ~ 4. La r6sine 6tait lav6e par 
HC1 N/Iooo et les eaux de lavage 
r6unies k la solution principale. 

L'examen de la Fig. 3 mon- 
tre que la solution obtenue au 
cours de l 'activation rapide du 
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Fig. 3. Chromatographie des peptides sur papier.  I:  
ac t iva t ion  rapide.  II,  I I I  et  IV, ac t iva t ion  lente. T:  
t6moin.  (Pour  les condi t ions  de l ' ac t iva t ion  et  lie la 

ch romatograph ie ,  voir  le texte) .  
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chymotryt)sinog6ne fournit  deux fortes taches (T 1 et T2) et une sdrie d 'autres  taches 
t)lus faibles. 1" 1 (lui poss('de dans le syst6me butanol-acide acdtiqne-eau un RF 16gbre- 
ment  supdrieur "t celui de l 'arginine, ne donne qu 'une  seule tache dans les svst('mes: 
ph(-nol pH =: 4 (R~; un I)eu plus petit  que l 'arginine), butanol  (3 o) - acide acdtique (6) - 
pyridine (2o) - eau (24) (m6me RF que la lysine) et butanol  (75) - acide formique (I(t) - 
eau (5) (m~me R F que l 'arginine).  Cette tache est Sakaguchi-t)ositive. Par hydrolyse 
dans HCI 5.6 N it IZ5 ° pendant  22h, elle engendre exclusivement de la s('rine et de l 'ar- 
ginine. Un dosage quant i ta t i f  1'~ de ces deux aminoacides donne un rapport  molairc 
Ser/Arg ~gal it o.SS. Apr(,s condensat ion avec FDNB et hydrolyse, on identiiie la DNP- 
sdrine et on ne trouve plus de sdrine libre. "l't est done forlnde par la sdrylarginine. Un 
dosage de Sakaguchi montre  qm ~ l ' "dqnivalent  leucine" de ce peptide pendant  le dosage 
~t la n inhydr ine  22 est o.96. 

I)ans Ie svst(,me butanol-acide formique-eau, "i" 2 par contre donne au moins deux 
taches "F21 et "1"2.,. T21, situ~e au niveau de la sdrine, est assez importante .  Mais son 
hydrolyse chlorhydriqne apr(,s dlution ne permet pas de ddceler un seul aminoacide en 
quanti t( '  notable,  alors qu 'une  qnant i td  dquivalente de st~rylarginine (si Fon en juge par 
la coloration des taches) engendre de trbs gros spots de s&ine et d 'arginine*. T21 ne 
cont ient  en outre pas de t ryp tophane  puisqu'elle ne donne aucune coloration avec le 
rdactif d 'Ehrl ich,  l~a na ture  des substances qui la const i tuent  nous est done encore in- 
connue. T,, 2 migre un peu plus vite que la sdrine dans le systbme butanol-acide formiqne- 
eau. Son identification complbte n 'a  pas dt(! recherch(,e car son intensi tb est beauconp 
plus faible que celle de la sdrylarginine. 

AprSs 4 h d 'ac t iva t ion  lento (chromatogramme lI),  on obt ient  ~galement les deux 
taches "1"~ et T 2. Les peptides form6s au ddbut de cette act ivat ion ne sont done probable- 
ment  pas trbs difff, rents de cenx de l 'ac t ivat ion rapide. La s6rylarginine s 'y t rouve en 
abondance.  Mais, dbs que l ' ac t ivat ion a progress(~ davantage  (chromatogrammes I I I  et 
IV de la Fig. 3), le m(qange peptidique devient  beaucoup plus compliqnd. 

2. Chromatographie des DNP-p@tidcs 

Malgrd l 'existence de cette tache l"21 dont  nous n 'avons  pas encore termind l 'dtude, 
la chromatographic sur papier suggSre fortement que la sdrylarginine est le seul pet)tide 
spdcifique de l 'ac t ivat ion rapide. Toutefois, cette chromatographie exige que l 'on 
prdcipite les t)rot~'ines par  l 'acide trichlorac6tique. On peut alors craindre que certains 
peptides soient entrain(~s par le prdcipitd protdique ou adsorbds par la Nalcite**. II 
convient  done de confirmer les ff, sul tats  prdcddents par d 'aut res  techniques. 

Les divers extrai ts  obtenus au moment  de la p r@ara t ion  des DNP-protdines (voir 
chapitre I) cont iennent  en principe les DNP-pept ides  de l 'act iwtt ion rapide. E~ est 
fortenlent  colord. I1 est extrai t  par l 'dther et l 'ac6tate d'~thyle, d6barrassd de ses sels 
par passage ;t t ravers une colonne de talc '~a puis chromatographi6 dans une colonne 
con tenan t  I g d'hyflosuperceI t amponnd  avec o. 5 ml de phosphate o.25 3t  it pH =-= 6.3524. 
La colonne est (qude avec un mdlange de 1% chloroforme-mdthyl6thylc6tone. I1 se forme 

* Nous avons d'ailleurs ddcoupd le chromatogramme I en ~o zones (numdrotdes de i h ~o clans 
la Fig. 3). Les zones ont dt6 dludes, hydrolysdes et chromatographides. Seule la zone 4 donne des 
spots bien ddfinis d'aminoacides. 

** L'dlimination des prot6ines peut t?tre rdalisde, conlme darts la technique h la carboxypeptidase, 
par adsorption sdlective des aminoacides et des peptides sur une rdsine convenable. Mais on peut 
alors craindre que certains peptides ne soient pas adsorb6s ou qu'ils soient retenus irrdversiblement. 
Le doute sul)siste done. 
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une bande principale (R -- 0.4) dont l'hydrolyse fournit la DNP-s&ine et l'arginine. I1 
s'agit doric une fois encore de la sdrylarginine*. 

Tousles autres extraits ne sont pas suffisamment colords pour justifier une dtude 
ddtaillde, sauf E a (m~thyldthylcdtone). Ce dernier, chromatographid dans une colonne 
d'hyflosupercel avec le mdlange 3O°.o chloroforme-mdthyldthylcdtone fournit une bande 
(R =- o.I), laquelle n'engendre ni DNP-aminoacide ni aminoacide par hydrolyse- 
acide**. Comme la prdcddente, la technique ne permet done d'identifier que la sdryl- 
arginine parmi les peptides de l'activation rapide. 

Le mdlange des DNP-peptides engendrds par l'activation lente est plus compliqu6. 
Son &ude n'est pas encore termin~e. I1 est cependant int6ressant de signaler d~s main- 
tenant que ce mdlange contient beaucoup de DNP-sdrylarginine (I mole par mole de 
zymog~ne) et des quanti%s assez notables d'acide DNP-thrdonylaspartique et de I)NP- 
glycylleucine. 

D N P - p e p t i d e s  ~ E1 "7 Acdta te  d '6 thy le :  D N P - T h r .  Asp (0. 4 mole) 
HCI: DNP -S e r .  Arg (l .o mole) 

do  l ' a c t iva t ion  lente 
1 E  a DNP -GIy .  l.eu (o. 3 mole). 

I1 se confirme donc que l'activation lente engendre de la sdrylarginine comme 
l'activation rapide. 

3. Chromatographic sur Dowex-5 o 

Afin de ne pas risquer de manquer un peptide dont le ddrivd DNP serait insoluble 
darts les solvants E1 - E~, nous avons enfin eu recours ~t la chromatographie sur Dowex- 
50 × 8***. Au cours d'une premi{'re s6rie d'essais (diagramme I de la Fig. 4), IO/,-mole de 
chymotrypsinog~,ne sont activ6es dans les conditions de la 2 ° colonne du Tableau I. 
Apr~s incubation de 15 min avec 5 °/.-mole de DFP, les solutions sont ddfdqu6es par 
addition d'un dgal volume d'acide trichlorac6tique ~t Io% puis ddbarrass6es de l'acide 
trichloracdtique par traitement avec de la Nalcite S A R forme bicarbonate jusqu'~t 
pH = 4. Le liquide surnageant est &~apor6 ~t sec et le rdsidu est repris par te tampon 
citrate pH = 3.42. La solution est ensuite ajustde k pH = 2.5-3.o avant d'etre raise 
dans la colonne. Au eours d'une 2 ° sdrie d'essais, les traitements par l'acide trichlor- 
ac6tique et la Nalcite sont omis. 

Les deux diagrammes de la Fig. 4 font apparaitre un pic principal situd entre ceux 
de la lysine et de l'arginine. Le pic qui le prdcbde immddiatement contient sans doute 
de l 'ammoniac puisqu'il sort au moment o{1 le phosphate pH = 6.8 est remplacd par 
le citrate pH -- 6.5 ,~. Les autres pies sont nettement moins importants. 

La pure% dup ic  principal et la nature de son constituant ont 6td contr616es par 
deux techniques diffdrentes: dessalage, hydrolyse et chromatographie sur papier ou 
hydrolyse directe et chromatographie sur Dowex-5o. Deux techniques de dessalage ont 
6td utilis6es: (a) I ml de liquide prdlevd dans la branche montante ou dans la branche 
descendante du pic et contenant o.I5-o.3/,-mole de peptide est amend "a pH = 4.0 par 

* La  DNP-sd ry la rg in ine  migre  g la m a m e  vi tesse  que  la leucine dans  le sy s t6me  b u t a n o b a c i d e  
fo rmique-eau .  

** Le d in i t roph6nol  poss~de auss i  u n  R ('gaI & o. t d ans  ce sys t~me.  
*** I1 efit 6td p lus  logique & e m p l o y e r  du Dowex-5o x 4- Mais nous  n ' en  d isposions  pas  au  m o m e n t  

off le t rava i l  a 6t6 entrepr is .  
§ Aprbs dessalage et  hydrolyse ,  ce pic n ' engend re  d 'a i l l eurs  que  des quan t i t~s  r e l a t i v e m e n t  [aibles 

de (livers aminoac ides .  
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addit ion d'acide chlorhydrique et chromatographid dans  une  colonne (I .I  ~'< e.o cm) de 
Dowex-5o x I2 foi'me NH ~+. On lave par 1o ml d'acide acdtique o.2 M et on dlue avec un 
m('lange ac6tate d ' ammonium-ammoniaque ,  pH := I1 /x o.o 4. Le peptide sort dans 
les 4 premiers ml. L 'acdtate d ' a m m o n i u m  qui l ' accompagne est aisdment dlimind par 
sublimation*.  (b) Le m~me volume de liquide h pH : 4 est chromatographi6 dans une 
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5dr. Arg. 

s& arg. .g 

_ _  100 , ,200 _ _  ml 300 
~ p N  3.42 ~ N ¢ 2 ~ p m  £O-.4.P146.e4~pe6.S~4 

colonne de Dowex-5o :< 12 forme H q2a. 
On lave avec IO ml d'HC1 N e t  on (.lue 
avec HCI 4N. Le peptide sort dans les 
io premiers ml**. La chromatographic 
sur papier des liquides dessalOs et hydro- 
lysds ne permet d 'obteni r  que deux taches, 
correspondant  h la s('rine et ~t l 'arginine. 

Fig .  4. Chromalograph ie  des pept ides  de l 'acl iva-  
t io~ rap ide  sur  Dowex-5o .  D o w e x - 5 o  ,~ 8 f o r m e  
N a  + 2 5 0  40o  ma i l l e s .  C o l o n n e s  0 .9  ~ t5 c m .  
Tampons 2s citrate pH -- 3.42, 4.25 et 5.o puis 
phosphate pH -- 6.8, citrate pH - 0.5 et bicar- 
bonate-carl)onate pH -- 8 II. Temp.: 25". 
Ddbit: 4 ml "a l'heure, l:ractionnement automa- 
tique par mI. Dosage/t la ninhydrine en pr6sence 
de chlorure stanneux 22. I)iagramme 1 : Ddfdca- 
tion prdalable et traitement & la Nalcite S :\ R 
forme bicarbonate. Diagramme II: Pas de ddf('- 
cation et par consdquent pas de traitement h 
la Nalcite. N'dtant pas adsorbdes par le Dowex- 
5 ° ;/, 8, les prot~Sines dans cette expdrience 
sortent flnmddiatement apr~s le w~lume mort 

de la co]onlle. 

En outre, un volume de liquide pr61evd au sommet  du pic et contenant  4 / , -mole  de 
peptide est 6vapor6. Le rdsidu est hydrolys(' dans HC1 5.6N. L 'hydrolysa t  est divis6 en 
2 parties 6gales. Par  chromatographie de la I ° d a n s  une colonne de Dowex-5o x 8 (o. 9 "/ 
l eo  cm) pour  aminoacides acidcs et neutres% on obt ient  le diagramme de la Fig. 5. 
Par  chromatographic  de la 2 ~ dans une colonne de Dowex-5o ::4 8 (o. 9 ::,; J5 cm) pour 
aminoacides basiques 2'~, on obt ient  le diagramme de la Fig. 6. Ces diagrammes mon t ren t  
que l 'hydrolysat  cont ient  presque exclusivement de la s6rine (~.8/,-mole) et de l 'arginine 
(2.28/,-mole). Le pic principal de la Fig. 4 est donc bien form6 par la s(,rylarginine. 

Ira chromatographie sur Dowex-5o n 'a  pas encore dr6 appliqu(,e aux peptides de 
?ac t iva t ion  lente. 

En  somme, les r(-sultats pr6cddents p rouven t  que l 'ac t ivat ion rapide et l ' ac t ivat ion 
lente du chymotrypsinog~me ferment  toutes  les deux des quant i tds  considdrables de sdryl- 
arginine. Ce peptide est-il le seul sp6cifique de l 'ac t ivat ion ? II semble bien que oui, darts 
le cas tout  au moins de l ' ac t iva t ion  rapide. Si un autre peptide spdcifique ( , tar  formd 
en grosse quant i t6  au cours de cette act ivat ion,  il faudrait  en effet: (a) qu' i l  soit 
adsorbd par le pr(ecipit6 trichloracdtique de protdines ou par la Nalcite; (b) qu' i l  ne se 

* Le p r i n c i p e  d e  ce d e s s a l a g e  n o u s  a d t6  s u g g d r d  p a r  Dr .  S. MOORE c lans  u n e  c o m m u n i c a t i o n  
p e r s o n n e l l e .  

** C e t t e  d e u x i 6 m e  t e c h n i q u e  n ' e s t  u t i l i s a b l e  q u e  p o u r  les  p e p t i d e s  b a s i q u e s .  E l le  p e u t  e n  o u t r e  
p r o v o q u e r  t in d 6 b u e  d ' h y d r o l y s e  tle c e r t a i n s  p e p t i d e s  f r ag i l e s .  
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combine pas au F D N B  ou que son d&iv6 D N P  soit insoluble dans HC1, l '6ther, l 'ac&ate 
d'(~thyle, la m6thyldthylc6tone, le n-butanol  et le bicarbonate de Na;  (c) qu'il sorte de 
la colonne de Dowex en mfime temps que la fraction prot(!ique (diagramme II  de la 
Fig. 4) ou qu'il ne cotore pas la ninhydrine. Autrement  dit, il faudrait  que ee pcptide 

1.5r- suppl~mentaire soit cyclique ou tr~,s 
I s~ioe gros. Les deux alternatives sont fort 

c~.aov-mole) invraisemblables, tout  au moins pour 

50 100 "150 200 rnl 250 
pH3.41, 37 .5  ° _ I _ 

~o. 

300 350 -400 450 ml 

_ _ p H 4 . 2 5 , 5 0  o ~I_ _1 --t- DH 4.25 , 75 ° -~ 

Fig .  5. C h r o m a l o g r a p h i e  s u r  l ) o w e x - 5 o  de l ' h y d r o l y s a t  d u  p i c  pr i~zc ipal .  Colonne  0.9 × too  c m  p o u r  
aminoacides acides et neutres 2~. 

0.75 

- (2.28,u-mole) 

Amoh 

o.25 

0 . I . I . . Iii I t . 1 . .  I 
2O0 

Fig. 6. Chromatogralbhie sur Dowex-5o de l'hydrolysat du pic priucipal. Colonne o.9 × 15 cm pour 
aminoacides basiques ~. 

Si, comme nos exp&iences le font croire, la s&ylarginine est vraiment  le seul 
peptide de l 'act ivat ion rapide, nous pouvons pr6ciser considfirablement notre hypoth6se 
pr6c6dente en assimilant le r6sidu "base"  ~t l 'arginine et le r6sidu " X "  "~ la s6rine. Nous 
allons donc dire: (a) Pendant  l 'act ivat ion du chymotrypsinog6ne en enzyme-~ une 
liaison arginyl-isoleucine est rompue par la t rypsine;  (b) pendant  la conversion ,~ ~ S, 
une liaison leucyl-sdrine est rompue par autolyse et le peptide s6rylarginine est libdr& 

IV. FORMATION DES CHYMOTRYPSINES ~ ET ~ PENDANT L 'ACTIVATION RAPIDE 

D'apr6s ce qui vient d 'etre dit, on peut  penser que la formation de l 'enzyme-.~ et 
de l 'enzyme-3 n~cessite l 'appari t ion d 'un  r~sidu N-terminal  d'isoleucine, mais que seule 
la formation de l 'enzyme-3 exige la l ib&ation de s&ylarginine. Cette conception est 

* N o t o n s  en  p a r t i c u l i e r  q u e  le p o i d s  m o l d c u l a i r e  de s  c h y m o t r y p s i n e s  n ' e s t  p a s  t r6s  d i f l 6 r en t  de  
ce lu i  du  c h y m o t r y p s i n o g ~ n e ,  ce qu i  e x c l u t  la f o r m a t i o n  d ' u n  g ros  p e p t i d e  sp~ci f ique .  

Bibliogvaphie p. 578. 
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d 'a i l leurs  un peu simpliste,  cltr il n 'es t  pas  exclu que d ' au t res  chymot ryps ines  (possi-dan + 
par  exemple de la thr6onine N- terminale  (Tableau 1) et de la tyrosine  C- t : rmina le  ~) 
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Fig. 7..,t clivation rapide dam~ les conditions ordinairrs. 
l>our les conditions d 'activation,  voir le Tableau 
I, cohmnes i -  4. ~ Activitd (en ~o de l'activitd 
max imum) ;  O DNl'-isoleucine (mole par  mole tie 
zyin()g6ne); U D N I < S d r ' A r g  (mole par  mole de 
zymogOne); > Valeurs ()btenues au c()urs tie l 'dtude 
des d iagrammes dlectrophordtiques !) (w)ir le texte). 
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Fig. 8..4ctivaliolz rapide en prdsence de ff-phdnylpro- 
pionale o.7 ,1l. I.es autres conditions expdrimentales 
et la signification ties symboles ? ,  O, M e t  Q': sont 

celles indiqu6es clans la Idgende de la Fig. 7- 
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prennent  naissance en faible quant i t6  
pendan t  l ' ac t iva t ion  rapide*. Ndan- 
moins, si l 'enzyme-8 sc forme r&dlem,-nt 
au cours de la d(.gradation ult(,rieure 
de l 'cnzyme-~,  la lil)('ration de la s6ryl- 
arginine doit  avoir  un certain re tard  
sur l ' appar i t ion  de l 'act ivi t ( '  et sur celle 
de l ' isoleucine N-terminale.  ( 'e re ta rd  
doit  en outre  (,tre augmentd par  la 
pr(,sence de f l -phdnylpropionate  qui, 
d 'aprbs  [~;ETTELHE1M ET NEURATH :) 

ra lent i t  la conversion ~ ÷ 8. La s('ryl- 
arginine et l ' isoleucine N-terminale  ont 
donc dt6 dos(,es sys t ( 'mat iquement  en 
fonction du temps  par  lit technique au 
FDNB.  ( 'er ta ins  rdsul ta ts  concernant  
la s( ' rylarginine ont pu en otltre 6trc 
confirmds grhce it la c!womatograt)hie 
sur 1)owex-5 o. Les courbes obtenues  
sont reprodui tes  dans les Fig. 7 et 8. 

L 'examen des courbes des Fig. 7 
et 8 mont re  que:  

~. Le re ta rd  pr( 'vu cxiste bien. 11 
i l lustre de faq'on tr6s suggestive toutes  
nos conceptions ant( 'rieures. La courbe 
d ' isoleucine suit fid61ement la courbe 
d 'ac t iwt t ion .  La courbe de s6rylarginine 
monte  pa r  contre  phls Ientement,  sur- 
tout  en prdsence de/~-ph(,nylt~ropionate. 
C'est qu'el le correspond it la format ion 
u l t&ieure  d 'un  nouvel enzyme par  au to-  
lyse progressive du premier .  L ' ab la t ion  
de ce pept ide  basique d( ' termine d 'a i l -  
leurs bien la var ia t ion  de mobil i td  (,lec- 
trophordtique constat( 'e pa r  t3ETTEL- 
HEIM ET NEURATH 9. Les points  marquds 
du signe .'> sont en effet relat ifs  it l ' ap-  
par i t ion  du pic " len t"  ddtermin(, par  ces 

auteurs,  l l s  se s i tuent  tr6s pr6s des courbes de sdrylarginine,  slmf un (Fig. 7, durC, e 
d ' ac t iva t ion  : 9 ° min). 

2. L 'ex is tence  d 'un  p la teau  dans  la courbe d ' ac t iv i td  (Fig. 7) entre  llt z2 ° et la 5 0 '  

* Pour  6tre plus-prdcis, il faudrait  dire que nous ddsignons, tout  &u nloins clans ce chapitre, sous 
le nora d'enzyme-¢} toutes les chymotryps ines  tie l 'activation rapide susceptibles de prendre naissancc 
5 part i r  tie l ' enzyme-n grace h. l 'ablation du peptide s6rylarginine. D'ailleurs, l'enzyme-() est certaine- 
ment  le repr6sentant  le plus impor tan t  tie ce groupe et le seul d('fini jusqu'it  pr6sent, 

t3ibliograptdc p. 57,". 
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minutes, alors que tout le chymotrypsinogbne est d6jh activ6 (existence de I rfsidu 
d'isoleucine par mole) et qu 'une forte quanti t6 de l'enzyme-n est en train de se convertir  

O/  en enzyme-8 (35-4 o,,o), confirme enfin l 'observation d6j~t faite par BETTELHEIM ET 
NEURATtt 9, selon laquelle l 'activit6 est6rasique des enzymes x et 8, est analogue*. Cette 
activit6, qui apparait  au moment  de la rupture de la I ° liaison, n 'est  done pas affectde 
de fac,:on sensible par la rupture d 'une 2"-' liaison voisine et le d6part du dipeptide. Mais 
elle est au contraire net tement  dimiml6e par la ou les ruptures suppldmentaires inter- 
venant  pendant  la formation de l'enzvme-c~. 

RESUMI ~- 

l,e prdsent in6moire donne le coinpte-rendu d6taill6 d 'une  sSrie d'expdriences dont  los rdsultats  
essentiels ont  d6jg fail l 'objet  de trois notes pr61iminaires. 

Les t r avaux  de JACOBSEN laissaient pr4voir que l 'activation " rapide"  du chym:~trypsin:~g{me 
par  des quanti t6s de t rypsine relat ivement  fortes donne naissance "& deux chymotryps ines  (.v. et ~)) 
diffdrentes de la chymotryps ine-a  et plus actives qu'elle. En fait, la conversion chymotryps inog6ne  
~ enzyme-~ et par  cons6quent l 'act ivation p roprement  dire se produisent  alors qu 'une  liaison 
arginyl-isoleucine est rompue  par  la t rypsine an sein du zymog6ne. La conversion enzyme-a  ~- 
enzyme-/) semble 6tre assu%e par  la rup ture  autolyt ique d 'une liaison leucyl-s6rine dans l 'enzyme-~, 
p rovoquan t  l 'ablation du peptide s6rylarginine. Cette deuxi6me rup ture  n'influe pas de fa~on sensible 
sur  l 'activit6 est6rasique. 

Le ddriv6 diisopropylphosphoryl4 de l 'enzyme-d peut  ~tre ob tenu  g l '6tat cristallis6. Bien que 
les tests  chimiques permet ten t  de la considdrer comme pure, cette pr6para t ion n ' es t  pas honmgbne 
it l'61ectrophor6se. Les d~riv6s des chyinotrypsines  c~ et y ainsi que celui de la t rypsine  ne le sont  
d'ailleurs pas non plus. 

La formation de la chymotryps ine-a  demande dgalement la rup ture  de la liaison arginyl-iso- 
leucine et l 'ablation du peptide sdrylarginine. Mais, en outre, elle exige au moins une autre protdolyse 
inddpendante, laquelle entraine une diminut ion dans la capacit6 d 'act ivat ion du zymog6ne. 

SUMMARY 

"File present  article gives a detailed account  of a series of experiments,  the essential results of 
which have already been given in three previous communicat ions .  

F rom the work of JACOBSEX it could be anticipated tha t  the " rap id"  act ivat ion of chymo- 
t rypsinogen by relatively large quant i t ies  of t rypsin  would give rise to two chymot ryps ins  (.~ and *)) 
different from and more active t han  a-chymotryps in .  In  fact, the conversion of chymot ryps inogen  
- ~  :~-enzyme, and consequent ly  the act ivat ion itself, takes place as a result of the rup ture  of the 
arginyl-isoleucine bond by the t rypsin  in tile zymogen. The conversion of a-enzyme---~ b-enzynle 
seems to be brought  ab~mt by tile autolytic rup ture  of a leucyl-serine bond in the ,~-enzyme, thus  
causing the removal  of serylarginine peptide. This second rup tu re  has no perceptible influence on 
tile esterase activity. 

The diisopropylphosphate derivative of &enzyme can be obtained in the crystalline state. 
Al though this prepara t ion  can be considered as chemically pure it is not  lmmogeneous electro- 
phoretically;  this applies also to the (t- and y-chymot ryps in  derivatives as well as to the t rypsin 
derivatives. 

The formation of the a -chymot ryps in  calls likewise for the rup tu re  of the arginyl-isoleucine 
bond and the removal of seryl-arginine peptide. I [owever, another  independent  proteolysis is required 
and this involves a diminut ion in the actiwttion capaci ty of the zymogen. 

ZUSAMM E N F A S S U N G  

Die gegenw/irtige Arbeit br ingt  einen ausfiihrlichen Bericht fiber eine Reihe yon Versuchen, 
deren wesentliche Ergebnisse bereits in 3 vorhergehenden Mitteilungen ver6ffentlicht wurden.  

Die Arbeit von JACOBSEN liess voraussehen,  dass die "schnelle" Aktivierung von Chymo- 

* D'apr6s  JACOBSEN 5, le pouvoir  coagulant  de l 'enzyme-~ vis Avis  du lait serait inf6rieur A celui 
de l 'enzyme-a.  II serait done intdressant  de comparer  la v6ritable activit6 protdolyt ique des deux 
enzymes. 
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t ryps inogen  durch  verh/~ltnismfissig grosse Mengen von Tryps in  (lie Bi ldung  wm zwei, sich yon 
C h y m o t r y p s i n  (z un te rsche idenden ,  C h y m o t r y p s i n e n  (~ und d) verursacht ,  welche a k t i v e r  sind als 
C h y m o t r y p s i n  ~. Tats/ ichl ich f indet  (lie U m w a n d l u n g  Chymotry t ) s inogen  - - ~  Enzym,  tlll(l dem- 
zufolge die e igent l iche  A k t i v i e r u n g  s ta t t ,  indem Tryps in  im h lne ren  des Zymogens  eine Arginyl-  
l so l euc in -B indung  sprengt .  Die Un~wan(llung ~ - E n z y m  ~ 0-Enzynl ,  schcint  durch (lie au to ly t i sche  
Sprengung  einer l . eucy l -Ser in -Bindung  im a - E n z y m  hervorgerufen  zu werden, wo(lurch der Abfal l  
lies Sery l -Arg in in -Pep t ides  ve ru r sach t  wird. Diese zweite  Sprengung  iibt keinen wahrnehml ichen  
Einf luss  auf (lie Es te raseak t iv i t~ i t  aus. 

Das D i i s o p r o p y l p h o s p h a t d e r i v a t  des & E n z y m e s  kann  in k r i s t a l l in i schem Zus tandc  e rha l ten  
werdcn.  O1)glcich (lieses P r g p a r a t  als chemisch rein b e t r a c h t e t  werdcn kann,  crweis t  es sich als 
e l ek t rophore t i sch  n ich t  1101nogcn. 

l)ie D e r i v a t e  yon Chyn~otrypsin ~¢ und "y, sowie (lie T r y p s i n d e r i v a t e  sind es i ibrigens auch nicht.  
Die Ffildung wm C h y m o t r y p s i n  se tz t  gleicllfal ls  (lie Sprengung  der Arg iny l - I so leuc in -Bindung  

mid  den A1)fall des Se ry l -Arg in inpep t ides  voraus.  Sie I)en6tigt  jedoch ausserdem wenigs tens  eine 
anllere, una l l h fng ige  l)roteolyse, welche eine Senkung  seiner  W i r k s a m k e i t  auf (lie Zymogenak t i -  
v ie rung  \ ' c rursacht .  
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