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SUR LA S]~QUENCE N - T E R M I N A L E  DU T R Y P S I N O G I ~ N E  E T  SON 

AB LATI ON P E N D A N T  L 'ACTIVATION D E CE ZYMOGt~NE 

par  

P. D E S N U E L L E  ETC.  F A B R E  

Laboratoire de Chimie Biologique, Faculld des Sciences, Marseille (France) 

Le trypsinog~ne subit au contact de la trypsine une activation autocatalytique 1 qui 
r~sulte vraisemblablement d'une prot6olyse limit~e. En d'autres termes, il est permis 
de penser que la rupture par la trypsine de quelques liaisons peptidiques au sein du 
zymog~ne provoque directement ou indirectement l 'apparition de l'aetivit6 enzymatique. 
Certains renseignements concernant cette prot6olyse ont ~t6 r6cemment aequis grace 
l'6tude compar6e des r6sidus terminaux des deux prot6ines. 

On sait en effet ~-4 que le trypsinog~ne et la trypsine poss~dent un seul r6sidu 
N-terminal. L'activation n'implique done pas comme celle du chymotrypsinog~ne 
l 'ouverture de chalnes cycliques. Mais ces r6sidus sont diff6rents (valine pour le trypsino- 
g~ne et isoleucine pour la trypsine). On peut done supposer que la trypsine rompt une 
liaison X-isoleucine dans la chMne du trypsinog~ne au moment de l 'activation et que 
cette rupture provoque le d6part de la s6quence N-terminale de la chMne. 

Peu de temps apr~s que cette hypoth~se de travail ait 6t6 formul6e, DAVIE ET 
NEURATH 5 ont 6tudi6 les r6sidus C-terminaux de la trypsine et du trypsinogfine au moyen 
de la carboxypeptidase. Les r6sultats obtenus sont malheureusement 6quivoques et, 
avant que d'autres techniques aient pu les  confirmer, il semble pr6f6rable de limiter la 
discussion ~ la r6gion N-terminale des mol~cules. 

Si la s6quence N-terminale du trypsinog~ne est r6ellement 61imin6e pendant 
l'activation, l'6tude de sa structure devient fort int6ressante. Dans le pr6sent travail, 
nous avons abord6 cette 6tude en hydrolysant partiellement le dinitroph6nyl (DNP)- 
trypsinog~ne ~ au moyen de l'acide chlorhydrique." 

I. TECHNIQUES EXPI~RIMENTALES 

I. Obtention et hydrolyse partielle du DNP-trypsinog~ne 
Le DNP-t ryps inog6ne est obtenu ~ par t i r  d 'un  6chantillon de t rypsinog6ne de boeuf cristallis6 

une lois et purifi6 par  pr6cipitation trichlorac6tique 1. Sa teneur  en trypsinog6ne, d6termin6e ~ une 
6chelle microanalyt ique 4 pa r  l ' interm6diaire de l 'amide, est 86 %. 

Cette pr6para t ion est hydrolys6e pendan t  des laps de temps  variables par  HC1 i2 N" ~t, 37 ° ou 
par  I-IC1 5.6 N, 3 N e t  o.I  N g l'6bullition. I1 n 'es t  pas inutile de rappeler  ici que l'acide chlorhydrique 
5.6 N doit 6tre distill6 3 lois dans un  appareil en verre; il est ensuite dilu6 avec de l 'eau bidistill6e 
ou au contraire 'enrichi  par  barbotage de vapeurs  d'HC1. 

" L 'analyse  de quelques peptides N- te rminaux  du trypsinog6ne de boeuf a d6jA fait l 'objet  d 'uno 
note pr61iminaire ~. 
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2. F.xlraclion el chromatoL, ruphic des I ) N P  /~@/idcs 

. \u  m o m e n t  de  l ' e x t r a c t i o n ,  il v a l ieu de  sdpa rc r  ausM c o n l p l 6 t e n l e n t  quc  p~,ssible ies ,t I)N 1' 
p e p t i d e s  N - t e r n l i n a u x  d e n t  la h ) rme  ic ic le  es t  ell p r i n c i p e  so lub le  ( | ; i l ls les s , , l \ '~mts i)r.~anillllCS. ~.{ 
les p e p t i d e s  n ( ) n - t e r n t i n a u x  d(' I'e I ) N l ' - l y s m c  qui  son t  en p r i n c i p e  r c t c n u s  d i n s  I;i p h a s e  a(lUCUS(~ 
p a r  lem" fonc t i (m N I l  2 lil)re. ( ' u t t e  sdt)i~rati(m n 'u s t  t)as t o t @ m r s  tr~'s n e t t c  ct ,  (lUalld ()n c]lnml~Lt() 
g r a p h i e  les e x t r a i t s ,  il n ' e s t  [x/s ra re  dc l -enc(mtrer  des  l m n d e s  fornldcs  p a r  ~lcs l ) N I '  p c p t i d c s  II(*ll 
t e r m i n a u x .  

l . ' h y d r o l y s a t  es t  c x t r a i t  4 lois  p a r  l ' a c d t a t e  d ' d t h y l c .  I ' c x l r a i t  e s t  lay( '  a x c t  un pcu  d 'cam pi l ls  
a v e c  du b i c a r b o n a t e  ~t J <'i,. l .a  s o l u t i o n  b i c a r l ) o m l t d e  cs t  ac id i t ide  pu i s  e x t r a i t c  4 fois p a r  ] ' a c 6 t a t e  
d ' d t h y l e ,  l .e n o u v e l  e x t r a i t  esI l a r d  a \ ' cc  un  peu  d ' e a u  p u i s  dvat/(~rd sous  vide.  l .c i-('sidu (!st re in ' i s  
dar ts  un  l l ld lange  s a t u r d  d ' e a u  c o n t e n a n t  ~o01 ~ de c h l o r o f o r m e  e t  i o "  0 de J~ bUtallOl en vo lu l l l e  
(m61ange ~oB). Les s n l v a n t s  s e n t  p r d a l a b l e m e n t  pur i f ids  avec  le p lus  g r a n d  s~,in r t i l s  SOltt c o n s e r v d s  

la glaciC're j u s q u ' a u  m o m e n t  de  l ' e inp lo iL  
I.es c h r o m a t o g r a p h i e s  s o n t  fa i tes  ~l l ' a i de  d ' u n e  sdr ie  de  c o l o n n e s  de s i l i r age t  t a m p o n n ( ' .  ()n 

f l i t  d ' a b o r d  p a s s e r  la s o l u t i o n  5 t r n v e r s  u n e  c o l o n n e  io  B. On ndgl ige  les I )N I ' -ddr ivds  qui  nc n t i g r e n t  
p a s  su r  t:c t y p e  de co lonne .  ( 'e  s~mt g d n d r a l e m e n t  des  p e p t i d e s  de I'e D N P - l v s i n c .  t )n  r ecue i l l e  sdpard-  
m e r i t  les b a n d e s  l en t c s  (R < l) c t  on [es a n a l y s e  s~ms a u t r e  p u r i f i c a t i o n ,  l~a b a n d e  rap id ; .  (R > I )  
es t  dvat /orde,  r ep r i s e  d i n s  till s o l v a n t  l no ins  r iche  ell b u t a n o l  c t  dtudi( .c  SUl- 1.111(} Ct)lOlll/(~ HV(?C CC 
Ill£'nle s o l v a n t .  ()I1 a r r i v e  a ins i  de p r o c h e  (?it p r o c h e  ~/u chlor( i for l l le  ptlr,  [eqtlt!l d i n s  It' cas  p r d s e n t  
ne  p e r n t e t  d ' i d e n t i l i e r  q u e l a  I)N l ' - va l i ne .  C e t t e  f a g o t  d 'o t /d re r  a v e c  des  ~ , m c e n t r a t i o n s  en b u t a n o l  
d d c r o i s s a n t e s  a l ' a v a n t a g e  d ' d v i t e r  les a d s o r p t i o n s  i r rdve r s ib le s .  Mais  el le r i s q u e  de  p r o v o q u e r  des  
e s t d r i f i c a t i o n s  au l l / on le l l t  o1"1 ['Oll d v a p o r e  de g r a n d s  v o l u m e s  de s o l v a n t s  l'ic]/e£ 011 btl tal l t )[ .  .\llSSi 
es t - i l  bon  tie fa i re  b (mi l l i r  c h a q u c  rds idu  q u e l q u e s  s e c n n d e s  dar ts  IICI 5.0 N a v a n t  de  p n w d d e r  f uric 
n o u v e l l e  c h r o m a t o g r a p h i c .  

3. Analyse ties D N  t~-peplidcs 

On dissout le contenu de chaque bande dans COaHNa 1% et on mesure l 'adsorption 
de la sohltion 5 35oo A. Cette mesure permet d 'bvaluer le nombre de mole de DNP-  
peptide form(, si Yon suppose que t ous l e s  DNP-pept ides  pos@dent ~l 35oo A l e  m~me 
coefficient d 'adsorpt ion molaire que les a mono DNP-aminoaeides  ~. Certains peptides 
contiennent  t)lusieurs groupements  DNP.  I1 faut alors en tenir compte.  Pour le peptide 
Pa qui contient de l 'e DNP-lysine,  nous avons utilis6 le coefficient molaire d 'absorpt ion 
de la di DNP-lysine,  lequel est "t peu prbs le double de celui des a mono DNP-amino-  
acides ordinaires. 

L 'hydrolyse est effectude en tube seell6 sous azote dans HCI 5.0 N pendant  24 h 
tt I I 5  °. L 'hydrolysa t  est extrait  par  l 'dther d@ourvu  de peroxydes. On v6rifie que 
l 'extrai t  eontient bien exclusivement le DNP-aminoacide N-terminal du trypsinogbne 
(DNP-valine) et on dtndie la phase aqueuse sur papier dans les systbmes phdnol-NH aet  
butanol-aeide formiqu< 

Cette premiX're enqu~te qualitative permet quelquefois de se faire une id6e pr6cise 
de la composition du DNP-peptide.  Mils, dans le cas pr&ent,  une v6ritable analyse 
quant i ta t ive s'est avdr6e indispensable. L 'analyse du peptide P a a  m~me ('td particu- 
librement diffieile car: (a )ce  peptide contient eomme nous le verrons tout  k l 'heure 4 
r6sidus d'acide aspartique. Pour daterminer sans ambiguRd un nombre de rdsidus aussi 
61ev( ~, une pr6cision de l 'ordre de lO% est n6cessaire; (b) malgrd tous nos efforts, nous 
n 'avons  pas pu t rouver  des conditions d 'hydrolyse engendrant  plus de o.I-O.2 /, mole 
de ce peptide (soit environ lOO-2OO /,g) ~t partir  de 4 /* mole de DNP-trypsinogbne (soit 
environ ioo mg). La technique elassique de STEIN ET Moore; 8 n 'est  done pas utilisable 
puisqu'elle exige des quantit6s de substances au moins IO lois plus fortes. 

Le problbme pos(' par  la d{'termination de 4 rdsidus d 'un  aminoacide donn6 d ins  
o.I-O.2/x mole de DNP-pept ide  semble pr6senter un certain int6r~t sur le plan analyti-  
que. Aussi allons-nous le discuter en d6tail dans le cas particulier d 'une famille de pep- 
tides possddant tin rasidu de DNP-val ine et plusieurs r6sidus d 'acide aspartique. 
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Deux techniques ont dt6 utilisdes. La premi+re d6rive de celle ddcrite r~cemment 
par BOISSONNAS 9. Elle consiste k chromatographier snr une m6me feuille et dans le 
syst~me butanol, acide acdtique et eau (4:1:5) une partie aliquote de l 'hydrolysat et 
une sdrie de solutions contenant des quantit6s connues d'acide aspartique pur. Le papier 
est ddbarrass6 de son ammoniaque par un traitement k la potasse alcoolique. Les zones 
occup6es par l'acide aspartique sont dlu6es et un dosage colorimdtrique k la ninhydrine 
est effectu~ sur les dluats. Trois blancs sont en outre fairs avec des zones d'~gale surface 
mais d@ourvues d'aminoacides. Les tdmoins permettent de tracer une courbe de r6f6- 
rence h l'aide de laquelle on calcule la teneur en acide aspartique de l'hydrolysat. Cette 
teneur est ensuite comparde sur une base molaire ~t la quantit6 d'acide aspartique fournie 
dans des conditions rigoureusement identiques par l'hydrolyse du peptide Pa, lequel 
comme nous le verrons par la suite est l'acide DNP-valylaspartique. On en d6duit le 
nombre de r6sidus d'acide aspartique dans le peptide dtudid. 

La Fig. I reproduit une des courbes de r6f~rence obtenue au cours de nos essais. 
Comme on le voit, l'interpolation entre 0.2 

deux valeurs exp~rimentales est tr~s 
simple et elle n'introduit certainement 
pas d'erreurs impoltantes. La principale g 
cause d'erreur est la ddcomposition tr~s 
notable que subit l'acide aspartique pen- ~0.1 

dant l 'hydrolyse du DNP-peptide. 
La deuxi6me technique consiste ~ 

traiter l 'hydrolysat par le fluorodinitro- 
benz6ne, ~t chromotagraphier les DNP- 
aminoacides sur papier avec du tampon 
citratO ° 0. 7 M ~ pH = 6.2, k dluer les 
taches et ~ faire un dosage colorim6trique 
k 3500 A sur les dluats. La condensation 
de l'acide aspartique avec le fluorodinitro- 

J 
0 fO0 200 O x fO ~ 300 

Fig .  I .  Exemple de courbe de rd/drence utilisde pendant 
la chromatographic quantitative sur papier. L e s  lec-  
t u r e s  s o n t  f a i t e s  ~ 5 7 o o  A a v e c  u n  s p e c t r o p h o t o m ~ t r e  

d e  B e c k m a n n .  

benz~ne s'effectue g6n6ralement avec un assez mauvais rendement n. Aussi, avons-nous 
opdr6 ~ 4 o°12 pendant 2 h dans IOO tzl de trim6thylamine ~ 1% en prdsence de 2 tzl de 
fluorodinitrobenz~ne dans 200/xl d'dthanol. Dans ces conditions, l'acide aspartique se 
condense ~ 96%. Pour dluer les taches, on les d~coupe en handes minces que ron agite 
doucement pendant 15 min avec 4 ml d'eau ~ 60 °. La couleur diffuse dans l'eau 
concurrence de 93 %. 

Cette derni~re technique semble excellente pour la microd6termination de la com- 
position d'un peptide ordinaire. Nous avons en effet obtenu avec o.I tz mole d'acide 
valylaspartique pur* un rapport molaire DNP-Asp/DNP-Val ~gal ~ 1.o 4. Mais son 
application aux DNP-peptides est plus ddlicate car le rdsidu N-terminal subit pendant 
l'hydrolyse une ddcomposition beaucoup plus importante que les autres r6sidus. C'est 
ainsi par exemple que l'acide DNP-valylaspartique pur donne un rapport molaire 
DNP-Asp/DNP-Val, non plus dgal k I comme on pourrait s 'y attendre, mais dgal k 
1.47. I1 est done indispensable d'effectuer k l'avance une s6rie d'essais tdmoins afin de 
d6terminer les valeurs prises par le rapport DNP-Asp/DNP-Val en fonction du nombre 
de rdsidus d'acide aspartique dans le peptide. Les essais ont dtd rdalisds avec des mdlanges 

* Cet dchantillon nous a 6td a imablement  fourni par  Dr. E. BRICAS. Sa puretd a dtd contr61 
par  chromatograp  hie. 
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contenant une quantit6 donnde d'acide 1)N P-valylaspartique ct des quantitds croissantvs 
d'acide aspartique. La Fig. i montre que les points obtenus s'aligneut scnsiblement h, 

long d'une droite. I1 est done facile oh' tr¢)uver 
~ [ - - - ~  t ~  lenoml)reder('sidusd'acideaspartiquedansun 

5 -- . . . .  I)NP-peptide inconnu, d6s quc le rapport  I)N P- 
I Asp/I)NP-Val de ce peptide vst connu. [ [ y (  l'epeptideP:'d°utn°usparler°nst'luspr('- 

. . . . . . . . . . . . . .  cis6nlent tout h l'heure conticn t vn outrc un rdsidu 
d',: DNP-lysine, lequcl doit 6tre converti en di 
DNP-lysine au moment  de la condensation de 
l 'hydrolysat avec le fluorodinitrobenz6ne. ( 'ette 
condensation s'effectue, tout all lnoins  dans nos 
conditions exp6rimentales, avec un rendement 

.... d'environ 28 %. 

lI. RkStlLTATS 

1 - -  Les hydrolysats partiels de DNP-trypsino- 
g6ne donnent naissance ~l diverses bandespendant  
la chromatographie sur colonnes. Trois seulement 

o 2 4 6 correspondent ~t des DNP-peptides N-terminaux. 
DNP-AsP/DNP-VoI Ces peptides sont dfsignfs par les lettres P l ,  P2 et 

Fig. 2. DHermiualio~t du uombre de rdsidus Pa" L'hydrolyse totale de Pl et de P,, engendre 
d'acide asparlique e~z /onction du rapport 
DNP-Asp/DNP-VaI.  Dans  chaque  essai, exclusivement de la DNP-valine et de l'aeide 
il y a o.i #mole d'acide DNP-va ly l -  aspartique. L'hydrolyse de Pa fournit ell plus de 

aspar t ique .  ] 'e  DNP-lysine. 

Le Tableau I indique combien il se forme de peptides P1, P2 et Pa quand on hydro- 
lyse le DNP-trypsinogbne dans diverses conditions. Le tableau donne 6galement quelques 
renseignements sur le comportement ehromatographique de ces peptides. 

Comme on le voit, c'est le peptide P~ que l'on obtient le plus ais6ment. Les peptides 
P2 et Pa ne se forment qu'au cours de certaines hydrolyses et leurs proportions sont 
toujours trbs faibles (rendement: 2 it 8 °'o). 

Les Tableaux l I  et I I I  d 'autre part  indiquent les rdsultats obtennes au cours du 
dosage quantitatif  de l'acide aspartique dans les trois DNP-peptides. 

Les ehiffres des Tableaux I I  et I I I  appellent les quelques commentaires suivants: 
I. Le peptide P~ est certainement l'acide DNP-valylaspart ique car la condensation 

de son hydrolysat avec le fluorodinitrobenzbne permet de trouver (Tableau III) un 
rapport  DNP-Asp/DNP-Val sensiblement 6gal "i celui fourni dans les m~mes conditions 
par l'acide DNP-valylaspart ique put  (Fig. 2). En outre, le comportement chromato- 
graphique des deux peptides est identique (Tableau IV). 

2. P1 6tant bien l'acide DNP-valylaspartique,  on s'aper~oit aisdment que P2 con- 
tient deux r6sidus d'acide aspartique puisque l 'hydrolyse de ce peptide engendre k peu 
pros deux lois plus d'acide aspartique que l 'hydrolyse de P1 (Tableau iI). La structure 
de P2 est donc: DNP-Val. Asp.Asp. 

3. En raisonnant de la m6me fagon, la chromatographic quanti tat ive sur papier 
(Tableau II) nous indique que Pa contient 4.2-4.5 r~sidus d'acide aspartique par mole. 
Or, quand on d&ermine ce nombre par  condensation avec le fluorodinitrobenz~ne 
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T A B L E A U  I 

RESULTATS DE L'HYDROLYSE PARTIELLE DU DNP-TRYPSINOG~NE 
( # m o l e  de  D N P - p e p t i d e s  N - t e r m i n a u x  p o u r  i # m o l e  de  D N P - p r o t 6 i n e )  

Les  s y m b o l e s  3 13, 5 t3 e t  IO B p lac6s  e n t r e  p a r e n t h e s e s  d a n s  les % t e s  de  c e r t a i n e s  co lonnes  s ign i f ien t  
q u e  les R c o r r e s p o n d a n t s  o n t  ~t6 m e s u r 6 s  a v e c  des  m 6 t a n g e s  c o n t e n a n t  d u  c h l o r o f o r m e  e t  3, 5 ou  
io  % de  n - b u t a n o l  en  v o l u m e .  Les  m61anges  6 t a i e n t  s a t u r 6 s  d ' e a u  a v a n t  l ' e m p l o i .  Les  essais  3a  e t  4a  
o n t  dt6 r6al isds  en  h y d r o l y s a n t  d a v a n t a g e  les s u b s t a n c e s  n o n - e x t r a c t i b l e s  ~ l ' a c 6 t a t e  d ' 6 t h y l e ,  

e n g e n d r 6 e s  r e s p e c t i v e m e n t  p a r  les essais  3 e t  4. 

Conditions DNP valine 1" l P2 P3 
No. DNP-trypsinog~ne de l'hydrolyse 

des essais (rag) partielle R ~= o.6 (CHCl a) R = 0.33 (,?B) R = o.z 5 (5 B) R ~ 0.30 (zoB) 

HC1 3 N 
I 25 ~ h & re f lux  4~:o o.13 - -  0 .08 

HC1 12 N 
2 25 7 j ou r s  $ 37 ° @ o o . t o  - -  0 .04 

HC1 3 N 
3 83 ~ h ~ r e f lux  0.02 o.18 - -  0 .04 

HC1 5.6 N 
3a  83 ½ h ~ re f lux  0.05 o.12 - -  - -  

HCI  3 N 
4 I O O  1 ~  h ~ re f lux  @ o o.18 - -  0.0 7 

HC1 N / I o  

4 a IOO 18 h 5. r e f lux  o . I  0.06 0.02 - -  

HC1 N / I o  

5 93 18 h A re f lux  0.2 o.15 - -  - -  

HC1 3 N 
6 196 ~ h ~ r e f lux  @ o 0.05 - -  O.OI 

HC1 I2  N 
7 I 5 °  7 j o u r s  ~, 37 ° :~/:o 0.04 - -  o.o2 

T A B L E A U  I I  

D~TERMINATION DU NOMBRE DE RESIDUS D'ACIDE ASPARTIQUE DANS Pl ,  P2 ET P3 PAR 
OBSERVATION VISUELLE ET CHROMATOGRAPHIE QUANTITATIVE SUR PAPIER 

Nombre de rdsidus d'acide aspartique dens 

No. 
des essais Mdtkode utilisde PI P2 Pa 

Trouvd Rdel Trouvd Corrigd Trouvd Corrigd 

O b s e r v a t i o n  v i sue l l e  
i p a r  c o m p a r a i s o n  a v e c  u n e  o . 5 -1  I.O - -  - -  > 2 - -  
2 s~rie de  t a c h e s  de  r6 f~rence  0 . 5 - 0 . 8  I.O - -  - -  > 2 - -  

3 C h r o m a t o g r a p h i e  0.63 i .o  - -  - -  2-83 4.5 
4 q u a n t i t a t i v e  0.67 I .o - -  - -  2.80 4.2 
4 a su r  p a p i e r  0.63 i . o  1. 4 2.2 - -  - -  

T A B L E A U  I I I  

DETERMINATION DU NOMBRE DE RESIDUS D'ACIDE ASPARTIQUE DANS P1 ET 1° 3 
PAR CONDENSATION AVEC LE FLUORODINITROBENZ~NE 

No. DNP-Asp/DNP-Val. Nombre de rdsidus d'acide aspartique 
(calculd d partir de la courbe de le Fig. 2) 

des esseis 
P2 Pa Pt  Ps 

6 1.32 4-75 0 .90  3.34 
7 1-41 5-55 0.96 3.91 
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R(;1~')  xur  {.lo*zn,, R F ~ vur II /l:ltJmt~l .\',,. r 
&. ~ilica,~cl l lonpoJ*m: ";.l:'ctnl: l(o~iplm il lrol~ 

~} p i t  6. 7 " .7  M ~ p i t  6. , 

Acide I)N I'- 
v a l y l a s p a r t i q u e  pur  o.35 o. 75 

I' t o.33 o.75 

* Le plus  rap ide  des l )Nl~-aminoacides ,  l 'acide DNP-aspa r t i que ,  possbde clans ce sys tbme  un  
RF 6gal "~ 0.69. 

(Tableau III) on trouve 3.4 ct 3.9 r6sidus. I1 est donc clair que Pa  contient en fait 
4 r6sidus d'acide aspartiqnc. 

4. On salt d'autre part que l'hydrolyse totale de Pa fournit, en plus de la DNP- 
valine et de l'acidc aspartique, des quantitds tr6s notables d'e DNP-lysine. La simple 
observation visuclle aprbs chromatographic sur papier (tampon citrate) pcrmet de se 
rendre compte que ce d6riv6 et la I)NP-wdine se trouvent dans les bydrolysats cn 
quantit6s sensiblement 6quiwflentes. L'e DNP-lysine appartient done bien au peptidc 
Pa  et non ~t une impuret6 quelconque accompagnant fortuitement ce peptide. L'obser- 
ration sugg6re d'autre part que Pa contient un rdsidu de lysine par mole. Aprbs hydrolyse 
de Pa et condensation de l 'hydrolysat avec le fluorodinitrobenz6ne, on peut d'ailleurs 
doser o.2o mole de diDNP-lysine ators qu'on en dose 0.28 quand on part d'e DNP-lysine 
pure. Si l'on tient compte des pertes pendant l'hydrolyse, la prdsence du r r6sidu le 
Iysine dans le peptide se trouve ddmontr6e. 

La formule brute de Pa est done DNP-Val i(Asp)4, e DNP-Lys . L'6tude du peptide 
P2 nous ayant appris que la valine est suivie de deux r6sidus d'acide aspartique, cctte 
formule devient DNP-Val.Asp.Asp. [(Asp) 2, e I)NP-Lysl et la structure suivante pout 
6tre attribude h la s6quence N-terminale du trypsinog~*ne. 

Val.Asp.Asp If(Asp) 2, L y s  - 

Autrement dit, cette s6quence contient apr6s son r6sidu valine deux r6sidus d'acide 
aspartique en 2 ~' et 3 ° position puis, dans un ordre ind6termin6, deux nouveaux r6sidus 
d'acide aspartique et un r6sidu de lysine. 

5. Cette formule 6tant 6tablie, on comprend pourquoi P, se forme avec un bon 
rendement puisque la liaison. Val-Asp est stabilisde par la vatine et pourquoi les autres 
peptides ne se forment pas ou se forment en tr~s faibles quantit6s. I1 faut la prdsence 
d'un rdsidu e I)NP-lysine pour permettrc l'obtention par un hasard heureux de qua,> 

titds notables du peptide Pa- 
6. Tous les peptides 6rant obtenus par hydrolyse acide, il nous est impossible de 

savoir si certains r6sidus Asp se trouvent ou non sous forme d'asparagine darts la s6- 
quence initial< L'hydrolysat aeide du peptide correspondant h cette sdquence contient 

0.3 mole d'ammoniaque *a. 

III .  DISCUSSION DES RI~SULTATS* 

DAVIE ET NEURATH ~4 ont r6cemment entrepris d'dtudier le ou les peptides qui, 
d'aprt's la th6orie rappel6e dans l'introduction, doivent ~tre libfir6s pendant l 'activation 

* I a p r d s e n t e  d iscuss ion est  s t r i c t e m e n t  l imit6e ~ la rdgion N- t e rmina l e  du t ryps inog~ne  et  de 
la t ryps ine .  
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du trypsinog6ne. Les auteurs ont identifi6 un peptide contenant de la valine (I mole), 
de la lysine (I mole) et de l'acide aspartique. Le nombre de r6sidus d'acide aspartique, 
d 'abord fix6 k 5-6, a ensuite 6t6 ramen6 ~ 4. Les r6sultats du pr6sent travail  montrent  
que la composition globale du peptide et celle de la sfquence N-terminale du trypsinog6ne 
sont rigoureusement identiques. 

Quatre hypoth6ses int6ressantes ont en outre 6t6 formul6es ~ propos de ce pep- 
tide13,14 : 

I. Par analogie avec le trypsinog6ne, la valine s 'y  trouve en position N-terminale. 
Cette premi6re hypoth6se a d'ailleurs 6t6 confirm6e exp6rimentalement un peu plus 
tard 13 au moyen de la technique de SANGER. 

2. Le peptide est lib6r6 par la trypsine et la trypsine rompt pr6f6rentiellement les 
liaisons poss6dant un rfsidu basique sur leur flanc carbonyle. La lysine occupe done 
vraisemblablement la position C-terminale dans le peptide. Tout ce que l'on sait & l'heure 
actuelle sur le comportement de la trypsine sugg6re fortement que cette deuxi4me hypo- 
thhse est exacte et qu'il convient par cons6quent d'6crire comme suit la formule dfvelop- 
p6e du peptide et de la sfquence N-terminale du trypsinog6ne: 

Val.(Asp) 4. Lys - 

N6anmoins, cette formule ne saurait d6s maintenant 6tre considdff, e comme 
d6finitivement d6montrfe. Tous les essais effectu6s en vue d'identifier le r6sidu C-terminal 
de Pa ont jusqu'ici 6chou6*. 

3. La formation du peptide est due, non ~ une d6gradation g6n6rale des moldcules 
prot6iqnes, mais & la prot6olyse spfcifique provoquant l 'activation. Cette troisi6me 
hypoth~se est 6galement vraisemblable car: (a) le peptide apparait  d6s les premi6res 
minutes et ses proportions semblent croitre au fur et ~ mesure que progresse l 'acti- 
vation la. (b) La sfquence N-terminale du trypsinog6ne 6tant diff6rente de celle de la 
trypsine, il faut penser que cette s6quence est 61imin6e ou masqufe pendant l'activation*. 
Puisqu'on la retrouve b~ l '6tat de peptide, c'est qu'elle est bien 61imin6e. Ainsi, grace 
la confrontation de divers r6sultats, se confirme peu ~ peu notre th6orie initiale, selon 
laquelle l 'activation du trypsinog6ne implique l 'ablation de la s6quence N-terminale de 
cette prot6ine. 

4. Au sein du trypsinog6ne, la lysine N-terminale du peptide est directement li6e 
au r6sidu isoleucine qui deviendra N-terminal dans la trypsine. Autrement dit, seule la 
liaison lysyl-isoleucine est rompue et aucun peptide interm6diaire n'est libfr6. II n'est 
pas exclu que cette quatri6me hypoth6se soit aussi valable que les pr6c6dentes. Mais, 
comme DAVIE l'indique lui-m4me la, une enqu6te plus approfondie semble n6cessaire 
avant  de formuler de fagon pr6cise l 'ensemble du ph6nom6ne d'activation. 

5. Rappelons pour finir que la s6quence N-terminale de la trypsine 7 est Ileu.Val.Gly-. 
Si toutes les hypoth6ses pr6c6dentes se r6v6lent exactes, la sdquence N-terminale du 
trypsinog~ne serait done connue sur une longueur de neuf rfsidus: 

Val. (Asp) 4. Lys. I leu.Val. Gly - 

Rt~SUMt~ 

~. I1 est  possible  d ' ana l y se r  o. i  /~mole d ' u n  cer ta in  d in i t roph~ny l  (DNP) pept ide  avec une  
precis ion suff isante  pour  dire sans  ambigu i t6  que ce pep t ide  con t i en t  qua t r e  r6sidus d ' ac ide  aspar t ique .  

* La  ca rboxypep t i da se  en par t icul ier  ne lib~re a u c u n  aminoac ide  ~ pa r t i r  du pept ide  I)s. Mais 
ce fair n ' a p p o r t e  a u c u n  a r g u m e n t  pour  ou cont re  la posi t ion C- terminale  de la lys ine  car  la prdsence 
du  radical  e D N P  dans  le pep t ide  modifie c e r t a i n e m e n t  ie c o m p o r t e m e n t  de l ' enzyme .  
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2. L ' h y d r o l y s e  mdnag(.e du  DNl ' - t r yps i nog6ne  p e r m c t  d ' identif ier  trt,is l )Nl ' -pep t idcs  N- 
t e r m i n a u x :  l 'acide D N P - v a l y l a s p a r t i q u e ,  l 'acide I )NP-wt ly l a s t ) a r ty l a spa r t ique  ct un DNP-pet) t idc  
c o n t e n a n t  de l a D N P - v a l i n e  (t mole), de I 'acide a s p a r t i q u c  (4 mole) et de I'e ])iN 1' lysine (i mole). 1.a 
s&tuence  N - t e r m i n a l e  du t ryps inog6ne  possSde done la m d m e  comp~si t ion  gh~bale que le t)t, p t ide  de 
DAVlE ET NEURATH libdrd p e n d a n t  l ' ac t iva t ion  du zymog[me.  Not re  thdorie se]on laquelle l ' ac t iva i ion  
impl ique  I ' ab la t ion  de la s&tuence N - t e r m i m d e  de la cha ine  se t rouve  ainsi confirm('e. 

3- Cet te  sdquence  N- te rmina le  rdpond /t la formule:  Val.  Asp.  \ s p .  ( . \sp) , , ,  I.}s - .  l.a posit ion 
de la lysine ne peu t  pas  5. l ' heure  actuel le  ~,tre pr('cist}e d a v a n t a g e  sans  faire in te rveni r  une  hypo thbse  
conce rnan t  la  spdcificitd d 'ac t ion  tie la t ryps ine .  

S U M M A R Y  

a. I t  is possible  to ana lyse  o.E mole of a cer ta in  d in i t ropheny l  (DNI')  pept ide  suff ic ient ly  
accu ra t e ly  to allow one to s t a t e  t h a t  th i s  pep t ide  con ta ins  four  aspar t ic  acid residues.  

2. By  t he  control led  hydro lys i s  of D N P - t r y p s i n o g e n  one can  ident i fy  th ree  N- t e rmina l  DNP-  
pep t ides :  D N P - v a l y l a s p a r t i c  acid, D N P - v a l y l a s p a r t y l a s p a r t i c  acid and  a D N P - p e p t i d e  con ta in ing  
D N P - v a l i n e  (I mole),  aspar t ic  acid (4 moles) and  a" DNP - ly s ine  (i mole). The  N- te rmina l  sequence  
of t r y p s i n o g e n  possesses  therefore  t he  s ame  to ta l  compos i t ion  as t he  pep t ide  of DAVIE AND NEURATH, 
l ibera ted  du r ing  ac t iva t ion  of zymogen .  Our  t heo ry  t h a t  t he  ac t iva t ion  implies the  r emova l  of the  
N- t e rmina l  sequence  of t he  cha in  is t h u s  conf i rmed.  

3. This  N- t e rmina l  sequence  cor responds  to the  fo rmula :  V a l - A s p .  Asp-[ ( . \ sp)2 ,  Lys  j . The  
pos i t ion  of the  lysine c a n n o t  a t  p re sen t  be more  exac t ly  de t e rmined  w i t h o u t  br inging  in an  hypo the s i s  
conce rn ing  t he  specific ac t ion  of t ryps in .  

Z U S A M M E N F A S S U N G  

I. Es  b e s t e h t  die M6glichkeit ,  o.1 ttMol, cines b e s t i m m t e n  D i n i t r o p h e n y t - ( D N P ) - P e p t i d e s  mi t  
geni igender  Genau igke i t  zu  analys ieren ,  u m  mi t  Sicherhei t  b e h a p t e n  zu k~nnen,  dass  dieses Pept id  4 
Asparagins~iureres te  en th~l t .  

2. D u r c h  eine miissige Hydro l y se  k o n n t e n  3 aminoendst~indige  D N P - P e p t i d e  des D N P - T r y p -  
s inogens  identif izier t  werden :  DNP-Valy l -Asparag insAure ,  DNP-Va ly l -Aspa ragy l -Aspa rag ins i iu re  
u n d  ein D N P - P e p t i d ,  welches DNP-Va l in  (L Mol.), Asparagins l iure  (4 Mol.) und  ~:-DNP-Lysin  
(I Mol.) enth~l t .  Die aminoendst~indige  Reihenfo lge  weis t  also die gleiche globa/e Z u s a m m e n s e t z u n g  
auf,  wie das  w~ihrend der  Z y m o g e n a k t i v i e r u n g  befreite,  yon  DAVlE UND NEURATH beschr iebene  
Pep t id .  Somi t  wird also unse re  Theor ie  bekriif t igt ,  l au t  welcher  die Ak t iv i e rung  (lie E n t f e r n u n g  dcr 
aminoends t~ ind igen  Aminos~iurenfolge m i t  sich zieht.  

3. Diese a m i n o e n d s t ~ n d i g e  Reihenfo lge  ist  wie folgt :  Val.  Asp .  Asp . l~ (Asp)~Lys ] - - - .  Die 
Pos i t ion  des  Lys in re s t e s  k a n n  zur  Zeit  noch  n ich t  niiher b e s t i m m t  werden,  ohne  eine die Tryps in -  
wirkungsspezifizi t~it  be t re f fende  H y p o t h e s e  aufzus te l len .  
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Notes aiout~es sur ~preuves 
i .  BETTELHEIM a r 6 c e m m e n t  signal6 (J. Biol. Chem., 212 (1955) 235) que  le c h y m o t r y p s i n o g ~ n e  

poss~de u n  demi-r6s idu  de cys t ine  N- te rmina le ,  lequel  es t  dd termin6 ~ l '6 ta t  d ' ac ide  D N P - c y s t d i q u e  
apr~s oxyda t i on  pe r fo rmique  et  hydro lyse  de la DNP-pro t6 ine .  Un  r6sidu semblab le  n ' ex i s t e  pas  dans  
le t ryps inog~ne .  Ce zymog~ne  et  la t ryps ine  do iven t  donc  tou jou r s  6tre consid6r6s c o m m e  poss6dan t  
u n  seul  rdsidu N- t e rmina l  ( respect ivement ,  va l ine  et  isoleucine). 

2. U n  m o y e n  ~16gant pou r  p rouve r  la pos i t ion  C- te rmina le  de la lysine darts le pep t ide  de 
DAVIE ET NEURATH et  pour  d6mon t r e r  l ' ex is tence  d ' u n e  l iaison directe en t re  ce pep t ide  et  l'isoleucine 
N- te rmina l e  de la t ryps ine ,  cons is te ra i t  ~ isoler un  pep t ide  c o n t e n a n t  A la fois et  dans  l 'ordre con-  
venab le  les derniers  r6sidus  du  pept ide  et les premiers  r6sidus  de la t ryps ine .  E n  e x t r a y a n t  l o n g u e m e n t  
pa r  l ' acd ta te  d 'd thy le  la so lu t ion  acide des D N P - p e p t i d e s  engendrds  au cours  de l ' hydro lyse  part iel le  
du  DNP- t ryps inog~ne ,  on t r ouve  des quan t i t~s  tr~s subs tan t ie l les  (0.8 mole pa r  mole) d ' u n  D N P -  
t r ipept ide  c o n t e n a n t  de l ' e -DNP- lys ine  eu pos i t ion  N- te rmina le  et  de la valine.  Le 3 ° r6sidu es t  mal-  
h e u r e u s e m e n t  la leucine (et non  l'isoleucine). Le fair m6ri te  c e p e n d a n t  d '6 t re  signal6 car  il sugg~re 
que  le mode  d ' e n c h a i n e m e n t  des  rdsidus  est  p resque  iden t ique  en deux  po in t s  diffSrents de la moMcule 
de t ryps inog~ne .  


