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The  da t a  imp ly  t h a t  cells grown wi th  ace ta te  (or citrate) as sole ca rbon  source 110 not  oxidize 
p rop iona te  solely via succinate ,  e i ther  t h r o u g h  p re l iminary  condensa t ion  of CO 2 with p rop iona te  
to yield succ ina te  direct ly  4,5, or via the  in t e rmed ia t e  fo rma t ion  of isosuccinate 3,4, for the  r a t e  
of oxygen  u p t a k e  wi th  p rop iona te  as s u b s t r a t e  exceeds t h a t  wi th  succinate ,  which  should  no t  
be possible if t he  ra te  of oxygen  u p t a k e  wi th  p rop iona te  as s u b s t r a t e  is l imi ted  by  some ox ida t ive  
step(s) s u b s e q u e n t  to succinate .  If , however ,  the  ra te  of ox ida t ion  of succ ina te  when  succ ina te  
was  the  subs t r a t e  was l imited a t  s o m e  po in t  prior  to the  first ox ida t ive  step, such  as by  cell 
pe rmeab i l i ty  or subs t r a t e  ac t iva t ion ,  t hen  the  difference in ra tes  of oxygen  u p t a k e  could occur, 
b u t  such  a l imi ta t ion  canno t  a ccoun t  for the  result ,  as succ ina te  is in fact  ut i l ized more  rap id ly  
t h a n  is propionate ,  even t h o u g h  cells f rom t he  ace ta te  m e d i u m  take  up oxygen  more  rap id ly  
when  a t t a ck ing  p rop iona te  t h a n  succinate .  

W h e t h e r  or no t  p rop iona te  is oxidized via p y r u v a t e  t h r o u g h  the  m e c h a n i s m  proposed  by  
MAHLER AND HUENNEKENS 2 in cells grown in syn the t i c  med ia  wi th  succ ina te ,  acetate ,  or c i t ra te  
as ca rbon  sources  c anno t  be de te rmined  f rom the  d a t a  available.  

The  comple te  oxida t ion  of p rop iona te  has  been observed  in th i s  s t u d y  only  u n d e r  condi t ions  
of g rea t ly  reduced ra te  of ut i l izat ion of subs t r a t e  and  hence  m i g h t  be due  to a slower ra te  of 
e n t r y  of p rop iona te  t h a n  of those  c o m p o u n d s  only  par t ia l ly  oxidized into a c o m m o n  e n z y m e  
sys tem.  T h a t  th is  is unlikely,  however,  is ev iden t  f rom the  fact  t h a t  b u t y r a t e  is uti l ized even  
more  slowly t h a n  prop iona te  and  ye t  is only  par t ia l ly  oxidized (Table I). 

Ev idence  has  been obta ined  t h a t  is cons i s ten t  wi th  the  view t h a t  a conven t iona l  t r icarboxyl ic  
acid cycle is p re sen t  in th is  o rgan i sm 7. The  resul ts  repor ted  here  indicate  the  possible ex is tence  
of an  a l t e rna te  s y s t e m  for the  comple te  ox ida t ion  of propionate .  

The  whole cell p repa ra t ions  used in th is  work  oxidize d-lactate ,  dl-lactate,  glycolate,  malona te ,  
oxalate ,  and  fo rma te  a t  an  ex t r eme ly  low rate,  if at  all. 
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Quelques considerations pr~liminaires sur la conversion 
du chymotrypsinog~ne en chymotrypsine-a 

Le m 6 c a n i s m e  ch imique  de l ' ac t iva t ion  " l en t e"  du c h y m o t r y p s i n o g ~ n e  est  v ra i semblable-  
m e n t  assez complexe  pu isqu ' i l  compor te ,  d ' u n e  part ,  les prot6olyses  de l ' a c t iva t ion  " r ap ide"  
d o n n a n t  na i ssance  ~ la s6rylarginine 1-3 et, d ' au t r e  par t ,  cer ta ines  prot6olyses  addi t ionnel les  4,5 
responsables  de la pr6sence dans  la c h y m o t r y p s i n e - a  de deux  r6sidus  t e r m i n a u x  supp l6men ta i r e s  : 
la ty ros ine  C- te rminale  et l ' a lan ine  N- terminale .  Ces prot6olyses  addi t ionnel les  ne s emb len t  
d 'a i l leurs  pas  faire pa t t i e  du  processus  d ' ac t iva t ion  p r o p r e m e n t  dit.  El les  son t  n6anmoins  int6res-  
s an t e s  pa r  les lumi~res qu 'e l les  p ro j e t t en t  sur  la fo rmat ion  de la p lus  c lass ique des  chymot ryps ine s ,  
pa r  le nouve l  a r g u m e n t  qu 'el les  fourn issen t  en faveur  de l ' ex i s tence  chez les c h y m o t r y p s i n e s  
d ' u n  cent re  act if  ~ t ro i t ement  limit6, et enfin pa r  les exemples  sugges t i f s  qu 'e l les  d o n n e n t  d ' u n e  
famille d ' e n z y m e s  issue d ' u n e  m~me  prot6ine-m~re grace/~ une  s6rie de ddgrada t ions  successives.  

Le r6sidu C- te rmina l  suppMmenta i r e  ~ tan t  la tyrosine,  on peu t  penser  que  les prot6olyses  
addi t ionnel les  de l ' ac t iva t ion  " l en t e"  son t  d 'or igine c h y m o t r y p s i q u e  et qu 'e l les  r6su l ten t  donc,  
soit  de l ' a t t a q u e  pr6alable du zymog~ne  pa r  les c h y m o t r y p s i n e s  de l ' ac t iva t ion  " rap ide  ''~ (~ et  5), 
soit  d ' u n e  au to lyse  ul t~rieure de ces enzymes .  Les chiffres du Tab leau  I (colonnes 5-8) i n d i q u e n t  
que  les deux  ph6nombnes  on t  lieu et  qu ' i l s  t o rmen t  des prot6ines  c o n t e n a n t  de la th r6on ine  et 
de  l ' a lan ine  en posi t ion N-terminale .  Ils exp l iquen t  donc v r a i s e m b l a b l e m e n t  l ' appar i t ion  de ces 
m6mes  r~sidus p e n d a n t  l ' ac t iva t ion  " l en t e"  (colonnes 1-4). 

Quelques  r e m a r q u e s  i m p o r t a n t e s  do iven t  6tre faites au  su je t  des chiffres de ce t ab l eau :  
a) L ' a t t a q u e  du chymot ryps i nog~ne  par  la c h y m o t r y p s i n e  ne semble  p rovoque r  aucune  ac t iva t ion  

notable .  Pour  ~tre "activante", la prot~olyse du zymog~ne  dolt  donc  se produire  en  un  endro i t  
d6fini de la moMcule, lequel para i t  6tre la l iaison A r g - I l e u  coup6e par  la t ryps ine  2. E n  outre,  
on c o m p r e n d  m a i n t e n a n t  pourquo i  le chymot ryps inog~ne  est  beaucoup  plus  s table  que  le t r y p -  
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EI 'UDI£  PAR L.k T E C H N I Q U E  A(! F I ) N I ~  I91£ L ' A T T A Q U E  I)U C I I Y M O ' F R Y I ) N I N ( ) ( i i ~ N E  ( ( ' h ' l g )  

I*;T I )E L ' : \ U T O L ' ~ ' S I (  l)l,; LA C H Y M O T R \ ' P S I N I ( ( )  (( 'h*[ ' -¢))  

[ ' n  c e r t a i n  p o i d s  d ' i n h i l ) i t e u r  du  soju ( ind iqud  c i - ap rbs  en Ionc t ion  du  p()i(Is dc t r y p s i n e )  a 6td 
uj(mt( '  a u x  p r d p a r a t i o n s  (le ChT-¢3 af in  de s t o p p e r  F a c t i o n  u l t d r i e u r e  de  lu t ryps in( , .  T(ms les 

essa i s  ()nt dtd ef fee tuds  h pH 7.0. 

E n  o u t r e ,  les D N P - d d r i v d s  (mr dtd s o i g n e u s e m e n t  l a r d s  a v e c  l ine  sdr ie  (Iv s (Hvants  afin d ' d l i m i n e r  
lu m a j e u r e  p a r t i e  des  D N l > - p e p t i d e s .  Les rds idus  N - t e r m i n a u x  ( w e n t u e l l e m e n t  p r d s e n t s  au  d d b u t  
des  e x p d r i e n c e s  (mr dtd r e t r a n c h d s .  I .es  ch i t t r e s  i n d i q u e n t  (lone les rds i ( lus  N - t e r m i n u u x  ~@parus 

( lans  les /)roh;im's ;ill t o u r s  des  t r a i t e m e n t s .  

:1 cl wal z.~z "h.'n/c' ' .4 lt*~qu~' dc ('It 1 ~ ~1 ut.h'a~ dc 
dc ChT'g pa~ ( ' h T  b (']dI ~5 

l* 2* ] 4 S ¢, 7 5' 

R a p p o r t  p o n d d r a l  
e n z y m e / s u b s t r a t  5 "  [O 4 5 "  IO 4 IO 4 IO 1 IO 1 1() 1 

T r y p s i n e - i n h i b i t e u r  4 .t .5 5 
D u r d e  (h) 4 ° 4 ° 4 H 4 's 4 ~ 43 - '4  4 ~ 
S O 4 i l n  2 ( :11}  o o .  [ o o. 3 o. 3 I . ( )  o. 3 o.N 
Tern  p('I-a t u  re o' o 5 ( ) ( ) ( ) o () 

Rds idus  N - t e r m i n a u x  
l l e u (  } ( ' v e n t .  L e u  e t  V a l )  1. 3 i . z  I .O  i . o  i ) . l  0 , 1  O.O 

: \ l a  o .  3 o .  5 (3..5 o .  7 o . 2  I).() o .  I o . ~  

T h r  o. 4 :~o  o. 3 o. T o. 4 o. _' o. 4 o. 2 
Ser  ( dven t .  Glu) o. i o. f o.2 o. I 

Act(vi ta l  spdc i f ique  3. e 2.8 
( e s t6 ra s ique /  

* Chif f res  t i r6s  d ' u n e  tie 1]{)s p r d c 6 d e n t e s  p u b l i c a t i o n s  a. 
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s i n o g 6 n c  e t  le p e p s i n o g b n e :  son a t t a q u e  p a r  [ ' e n z y m e  c o r r e s p ( m d a n t  es t  Ieu te  e t  el[e ne p r d s e n t e  
a u e u n  ~ a r a c t b r e  a u t o c a t a l y t i q u e .  (b) On p o u r r a i t  s ' d t o n n e r  de ne  p a s  r e n c o n t r e (  p lus  de  s6r ine  
p u r m i  les r d s idus  N - t e r m i n a u x  e n g e n d r d s  p a r  l ' a t t a q u e  c h y m o t r y p s i q u e  du  c h y m o t r y p s i n o g 6 n e ,  
p u i s q u ' u n e  l i a i son  L e u - S e r  s ' a u t o l y s e  6 t r~s  a i s d m e n t  d a n s  la  c h y m o t r y p s i n e - . ~ .  Peu t -£ ' t r e  c e t t e  
l i a i son  ue d e v i e n t - e l l e  l ab i l e  q u ' a p r 6 s  la  r u p t u r e  de  la  l i a i son  A r g - I l e u  v o i s i n e ' .  (c) Enf in ,  uu t o u r s  
de s  t r o i s  p h d n o m b n e s  env i sag6s ,  l ' a l a n i n e  N - t e r m ( h a l e  de  la  c h y m o t r y p s i n e - ( r  ne s e m b l e  p a s s e  
h ) r m e r  t o u t  de  s u i t e  m a i s  b i en  r e m p l a c e r  p e u  ~ peu  la t h r 6 o n i n e  N - t e r m ( h a l e .  C e t t e  s u b s t i t u t i o n ,  
qu i  es t  favor(sale p a r  u n e  616vat ion  de  t e m p d r a t u r e  (o 6 ~) e t  la p r d s e n c e  de  s u l f a t e  d ' a m m o n i u n l  * *, 
r a p p e l l e  de faq(m t rbs  c u r i e u s e  la  s u b s t i t u t i o n  de  l ' a r g i n i n e  C - t e r m i n a l e  p a r  /a l eue ine  p e n d a n t  
la c o n v e r s i o n  tie l ' e n z y m e  a eu e n z y m e  6. D a n s  u n  cas  c o m m e  d a u s  l ' a u t r e ,  un p e p ( ( d e  d o l t  6 t re  
l ibdrd et  ce lui -c i  d o l t  e o n t e n i r  de la  t h r d o n i n e  N - t e r m ( h a l e .  E n  fait ,  si l 'on  ( h r o m a t ( ) g r a p h i e  7 
sur  u n e  c o h m n c  de  D o w e x  5 ° :* 4 (i : ig.  i, d i a g r a m m e  a), un  h y d r o l y s a t  c h } m o t r y p s i q u e  de  
c h y m ( > t r y p s i u o g b n e  ( c o n t e n a n t  d a n s  sa  f r a c t i o n  p r o t 6 i q u e  o. 5 r d s idus  d ' a l a n i n e  N - t e r m i n a l e  e t  
o.2 r6 s idus  de  t h r d o n i n e ) ,  (m t r o u v e  un  pic  i m p o r t a n t ,  c o n t e n a n t  e n v i r o n  o. 4 mole  de  T h r . A s p  
(ou A s p ( N H 2 )  )***. Le  p e t i t  pic de  S e r . A r g  es t  v r a i s e m b l a b l e m e n t  dfl  ~ la p rdsence  d ' u n e  t r a c e  
de  t r y p s i n e  (ou d ' u n  e n z y m e  a n a l o g u e )  d a n s  la  c h y m o t r y p s i n e - ( ~  u t i l i s d e . . \ m u n  i n h i b i t e u r  de  
t r y p s i n e  n ' a  en  effet  6t6 a j o u t d  au  d 6 b u t  de  c e t t e  e x p 6 r i e n c e  p a r t i e u l i b r e .  

l .e  d i a g r a m m e  (b) de  la  Iqg .  i e s t  r e l a t i f  a u x  p e p ( i d e s  e n g e n d r 6 s  p e n d a n t  I ' a c t i v a t i o n  " l e n t e "  
du  c h y m o t r y p s i n o g 6 n e .  I1 poss6de  q u a t r e  p ies  p r i n c i p a u x :  Le  p r e m i e r  c o n ( l e n t  h n o u v e a u  
T h r . A s p  (ou Asp(NH2)  ) e t  le de rn ie r ,  Se r .Arg .  Le  p ic  B e s t  v r a i s e m b l a b l e m e n t  l o rmd  p a r  l ' a m -  
m o n i a q u e  e t  le p ie  A f o u r n i t  p a r  h y d r o l y s e  des  q u a n t i t 6 s  i m p o r t a n t e s  de 3 a m i n o - a e i d e s :  Set .  
G l v  e t  I .eu (ou l l eu) .  

* On n o t e r a  6 g a l e m e n t  q u e  le z y m o g 6 n e  es t  a t t a q u 6  ici p a r  l ' e n z y m e  5 e t  non  p a r  l ' e n z y m e  ~. 
Or, l ' a u t o l y s e  de  la  l i a i son  L e u - S e r  s ' e f f ec tue  d a n s  l ' e n z y m e  ;~. 

* *  II n ' e s t  p a s  s a n s  i n t d r 6 t  de  n o t e r  ici que  la  p r d p a r a t i o n  c l a s s i q u e  de  la c h y m . t r y p s i n e ,  
s ' e t t e c t u e  h 5 h p a r t i r  d ' u n  " g ~ t e a u "  de  c h y m o t r y p s i n o g 6 n e  c o n t e n a n t  clu s u l f a t e  d ' a m m o n i u m .  

*** Ce p e p ( ( d e  a v a i t  dd jh  dtd iden t i f i6  sous  f o r m e  de  d6 r ivd  I ) N P  darts  l ' u n e  (le ires p u b l i c a t i o n s  
p r d c d d e n t e s  2. 
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Fig. I. Peptides form6s pendant  
l 'act ivat ion " lente"  de ce zy- 
mog6ne (b). (a): ChTg: 4.4'  IO-a 
.ll; ChT-cc : o.45. IO -a M;  
Temp. :  o°; p H  = 7.6; Dur6e 
<tu t ra i tement  : 46 h. (b) : ChTg : 
4.4' IO-3 M;  Trypsine : 4.8. IO -7 
3I ;  S O l A m 2 : 0 . 3  M; Temp.:  
6°; pH:  7.6; Dur6e du traite- 
nlent:  4 6 h. Apr6s t ra i tement  
des hydrolysats  par  le diiso- 
propylf luorophosphate,  les pep- 
tides qu'ils renfernlent sont 
d6barrass6s des prot6ines et 
6ventuellement des ions SO 4 par  
adsorpt ion sur  Dowex-5o × i2 
forme H + et 61ution avec 
NH35N. Colonne de 8 7 cm. 
Chambre  de m61ange: 33 ° m l .  
D6bit: 8 ml/h. Frac t ionnement  
par ml. Dessalage des pics (en 
r u e  de l '6tude ult6rieure sur  

l ' a t taque chynlotrypsique du chymotrypsinog6ne (a) et pendan t  

THO ~45P 

A 

~00 20o 300 zOO ~,'~ 600 mf 
; - - - - - 2 5  ° - - -  4 . . . . .  50 ° . . . . .  ÷ . . . . . . .  75 ~ 
~ 2 N  pH 3,25 - - +  - -  Gradient de 0 2N pH 3.25 ~1 2N  pH 5.19 . . . .  

THI?.A3P 
SE# 4#61 (t,) 

~oo 2~o 3oo 4oo soo 6oo ~,r 
F 25 ° - -  -4 50 ° # 75 ° 4 
I - ~ - - 0 . 2 N  pH 3.25 ~ Oradient de 0.2N pH 3.25 ~ 2N pH 5.19 4 

(o) 

Z~OH SER4R6 

papier  de leurs hydrolysats) :  par  6change de leurs ions avec ceux de l 'ac6tate d ' ammonium.  

Nos exp6riences ne sont  pas encore assez avanc6es pour  permet t re  d ' interpr6ter  de fa¢on 
ddfinitive le ph6nom6ne de l 'activation "lente".  Nous ignorons en particulier si certains peptides 
ne sont  pas perdus pendan t  le t ra i tement  pr6alable des hydrolysats  par  le Dowex-5 o × 12 et si 
une  61ution plus compl6te des colonnes de Dowex-5o × 4 ne ferait pas sortir  d 'au t res  pics. Mais 
i l e s t  utile de signaler d6s main tenan t  que cette act ivation engendre au moins trois peptides.  
Deux  d 'entre  eux sont  form6s par  des processus d 'ores et d6j& connus. Nous cherchons actuelle- 
men t  l'origine du troisi6me. 

Les r6sultats du Tableau I sugg6rent enfin que la thr6onine N-terminale apparue  pendant  
l 'act ivation appar t ien t  bien & une prot6ine active, et  non & une impuret6 peptidique comme 
on le pense quelquefois 8-6. Si tel est le cas, il faudrai t  pr6voir l 'existence d 'un  nouvel enzyme 
de l 'activation "lente",  la chymotryps ine-a  1 poss6dant tous les r6sidus t e rminaux  de l 'enzyme-a, 
saul  l 'alanine qui serait remplac6e par  la thr6onine. 
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The incorporation of labeled amino acids into the 
cytoplasmic particles of rat muscle* 

Results f rom a num ber  of laborator ies  have provided evidence tha t  of the various cell part i-  
culates isolated by the SCHNEIDER AND t-IoGEBOOM 1 technique, the microsomal fraction plays a 
leading role in the incorporation of labeled amino acids into protein. The high rate of incorporation 

* This investigation was suppor ted  in par t  by  a grant  from the Medical Fluid Research Fund,  
of the  Yale Univers i ty  School of Medicine to one of us (J. R. Me.) and in par t  by  a research grant  
(A-428-C) from the National  I n s t i t u t e  of Arthrit is  and Metabolic Diseases of the National  Inst i-  
tu tes  of Health, Public Health Service to one of us (M.V.S.). 


