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Sur I'existence de formes d6grad~es et encore activables 
du chymotrypsinog~ne (,,Ncrmchymotrypsinog~nes '') 

On sai t  1,~ que  le chymot ryps inog~ne  est  a t t aqu~  r a p i d e m e n t  pa r  la t ryps ine ,  m ~ m e  tt basse  
t empera tu re ,  au  n iveau  d ' u n e  liaison arginyl-isoleucine et  que  la r u p t u r e  de cet te  liaison p rovoque  
l 'acti .vation de la mol6cule. La  c h y m o t r y p s i n e  agi t  beaucoup  plus  l e n t e m e n t  sur  le c h y m o -  
t ryps inog~ne.  Elle fa i t  appa ra l t r e  des  r6sidus de th r6onine  et  d ' a l an ine  en posi t ion N- te rmina le  
mais ,  chose  remarquab le ,  elle ne p rovoque  aucune  ac t iva t ion  a. Les s u b s t a n c e s  qu 'el le  engendre  
s o n t  done  de s imples  formes  d~grad~es du  chymot ryps i nog~ne  et la ques t ion  se pose de savoi r  
s i c e s  formes  son t  encore act ivables.  Dans  l 'aff irmative,  nous  pourr ions  en effet  les consid~rer 
c o m m e  les premiers  r ep r6sen tan t s  d ' u n e  nouvel le  classe de zymog~nes  que  nous  proposons  
d ' a p p e l e r  " ndochymotrypsinog~nes". 

Du c h y m o t r y p s i n o g 6 n e  pu r  (cristallisd 5 lois et  lyophilis6) en  solut ion ~ io  % dans  SO~Am~ 
o . 3 M *  est  a t t aqu6  h 6 ° et  h p H  = 7.4 pa r  le I/IO ° de son poids de c h y m o t r y p s i n e - a  pure**.  Au 
b o u t  de 48 h, l 'act ivi td  c h y m o t r y p s i q u e  du  m~lange vis h vis de l 'acdtyl-L-tyrosine 6 thyles te r  n ' a  
gu~re vari6. Pa r  contre,  son act ivi t6 potent ie l le*** est  tou jours  consid6rable.  On arr6te la r~act ion 
en a j o u t a n t  zo mole de diisopropylfluorophosphate (DFP) par  mole de chymot ryps ine ,  on pr~cipite 
les prot6ines  dans  SO~Am~ o. 7 M ~ p H  = 4.0 et  on cristallise la masse  en e m p l o y a n t  les condi t ions  
de  la cr is ta l l isat ion du  chymot ryps inogbne .  On ob t i en t  de cet te  fa~on des b~.tonnets r e s s emb lan t  
~. ceux  du chymot ryps inog~ne ,  mais  un  peu p lus  6pais et  plus  cour ts  ( r endemen t  apr~s 4 cristalli- 
sa t ions :  35 9'o). Apr~s dialyse et  lyophi l i sa t ions  on d6 te rmine  q u a n t i t a t i v e m e n t  les r~sidus t e rmi -  
n a u x  de la p rdpara t ion  au m o y e n  du f luorodini t robenz~ne et  de la ca rboxypep t idase  p r~a lab lement  
incub~e avec D F P  (rappor t  molaire  e n z y m e / s u b s t r a t :  114o ). On  t rouve  en posi t ion N-terminale§ 
de  l ' a lan ine  (o.6 mole) et  de la thr~onine  (o.i mole);  en posi t ion C-terminale ,  de la tyros ine  
(o.7.mole apr~s 3 h e t  o.9 mole apr~s 6 h) et  des  t races  de leucine. La  p repara t ion  con t i en t  done 
a u  moins  deux  prot~ines  (Ala-Tyr et  Thr-Tyr)  que  la cr is ta l l isa t ion ne peu t  pas  s~parer. Ces 
prot~ines  ne  s emb len t  se diff~rencier, c o m m e  d 'a i l leurs  les c h y m o t r y p s i n e s - a  et  az s, que  pa r  la 
n a t u r e  du  r~sidu N- te rmina l .  Elles se diff~rencient  en  t ou t  cas  tou tes  deux  du  c h y m o t r y p s i n o g ~ n e  
pa r  leur s t r u c t u r e  " o u v e r t e "  que  t r ah i t  l ' exis tence  d ' u n  r6sidu C- te rmina l  et  d ' u n  r~sidu N- 
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Fig. z. Courbes  d ' ac t iva t ion  pa r  la t ryp-  
sine. Les  condi t ions  d ' ac t iva t ion  son t  celles 
de l ' ac t iva t ion  rapide,  ~ savoir :  concen-  
t r a t ion  molaire  du zymog~ne:  zo.6. io-4;  
de la t ryps ine :  o .26.1o -4. T e m p . :  o °, 
p H  = 7.6. Les  act ivi tds  sp6cifiques son t  
mesur~es  avec l 'acdtyl-L-tyrosine 6thyl-  
ester.  Elles son t  expr im~es en mil l i~quiva-  
a lents  acides pa r  min  et  pa r  m g  d ' azo te  
protdique.  I :  chymot ryps inog~ne ;  I I :  
n6ochymot ryps inog~ne ;  I I I :  n6ochymo-  
t ryps inog~ne  trai t6 d e u x  lois par  la car-  
boxypep t idase  p e n d a n t  6 h (voir le texte) .  

Nous  n ' a v o n s  pa s  encore pu  d~mon t r e r  de  fa~on d~finitive un  fai t  sugg6r~ par  le dosage 
des  r~sidus t e r m i n a u x ,  b, savoi r  que  la p rSpa ra t i on  es t  p r a t i q u e m e n t  d~pourvue  de c h y m o -  

* Le su l fa te  d ' a m m o n i u m  est  15, pour  favor iser  la f o rma t i on  de l 'a lanine N- te rmina le  aux  d~pens 
de  la thr~onine.  Ce ph~nom~ne  es t  ana logue  b, celui d~j~, cons ta t6  p e n d a n t  l ' ac t iva t ion  lente du  
c h y m o t r y p s i n o g ~ n e  s. 

* * L a  l~g~re act ivi t~ t ryps ique  que  l 'on t r o u v e  g~ndra lement  dans  les p repara t ions  les p lus  
p u r e s  de c h y m o t r y p s i n e - a  c r i s t a l l i s~  es t  annul~e  en i n c u b a n t  l ' enzyme  b, o ° et  p H  = 7.4 avec 
d u  t ryps ine - inh ib i t eu r  du  soja  (2.8 % en poids). On  ~vite ainsi  un  d~but  d ' ac t iva t ion  du c h y m o -  
t r y p s i n o g ~ n e  p e n d a n t  l 'opSration.  

* * * L 'ac t iv i t6  poterltielle es t  l 'act ivi t6  Sl~Cifique m a x i m u m  suscept ib le  d ' e t re  ob tenue  en t r a i t a n t  
le  m~lange  pa r  la t ryps ine  dans  les condi t ions  c lass iques  de l ' ac t iva t ion  rapide 4. 

§ En  p lus  ~ v i d e m m e n t  du  rdsidu N- t e rmi na l  de  I]2 cys t ine  ddj~ d6celable dans  le c h y m o -  
t ryps inog~ne  oxyd~ pa r  l 'acide pe r fo rmique  s. Les quan t i t 6 s  de r6sidus t e r m i n a u x  sont  donn~es  
en mole pou r  z mole  de protdine pe san t  22,5oo g. 
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t rypsinog~ne.  N~anmoins ,  6 t an t  donn~ la tr~s for te  act ivi t6 potent ie l le  du  m61ange (courbe I I  
de la Fig. i), on  peu t  d 'ores  e t  d6j/t penser  que  les prot~ines  "ouvertes" son t  ac t ivables  et  qu 'e l les  
m~r i t en t  pa r  cons&tuent  d '&re  appel6es n6ochymot ryps inog~nes .  

On  no te ra  que  les r~sidus t e r m i n a u x  des n6ochymot ryps inog~nes  p r & ~ d e n t s  son t  j u s t e m e n t  
ceux  que  les prot~olyses  addi t ionnel les  de l ' ae t iva t ion  l e n t o  fon t  appa ra i t r e  duns  les c h y m o -  
t ryps ines  du  t ype  a. I1 es t  cu r i eux  de cons t a t e r  que  1' " o u v e r t u r e "  du c h y m o t r y p s i n o g ~ n e  p r o d u i t  
des prot~ines act ives  q u a n d  elle es t  fai te  pa r  la t ryps ine  en u n  po in t  a p p a r e m m e n t  bien d6 te rmin~  
de la mol&ule ,  et  qu 'e l le  p rodu i t  des  prot~ines  inac t ives  ma i s  encore ac t ivables  q u a n d  elle es t  
f a i t e  pa r  la c h y m o t r y p s i n e  en u n  au t r e  point .  

II es t  d 'a i l leurs  in t6 ressan t  de s ignaler  que  la d~gradat ion  que  compor t e  ce t te  " o u v e r t u r e "  
p e u t  ~tre encore poursu iv ie  sans  que  l ' ap t i t ude  ~t l ' ac t iva t ion  suit  perdue.  A c6t6 de la ty ros ine  
C- terminale ,  la chatne  con t i en t  v r a i s e m b l a b l e m e n t  de la leucine e t  de la lysine*. Or, l ' ab la t ion  
des  t rois  r~sidus pa r  la c a rboxypep t ida se  n ' inf lue  pus  de fa~on sensible su r  l 'act ivi t6  potentiel le .  
(courbe I I I  de la Fig. i). Tou te  ce t te  r6gion de la moMcule ne  paraf t  donc pus  essentielle.  
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* Nous  avons  vu  que  l ' a t t a q u e  du  n6ochymot ryps inog~ne  pa r  la ca rboxypep t idase  engendre  
z mole  de tyros ine  et  des  t races  de leucine. Si, au  t e r m e  de cet te  x ° &ape,  on dia lyse  le m~lange  
e t  on a jou te  ~t n o u v e a u  de l ' enzyme,  on ob t i en t  apr~s 6 h d ' i ncuba t ion  des quan t i t~ s  subs tan t i e l l e s  
de leucine et  de lysine. La  s6quence  C- te rmina le  es t  done v r a i s e m b l a b l e m e n t -  (Lys, Leu)oTyr .  
C 'es t  ee t te  s~quence qui  p e u t  &re  c o u p ~  sans  que  l 'act ivi t~ potent iel le  suit  d i m i n u & .  

** Professeur  associ6 ~t l 'Univers i t~  de Tokyo.  

Stimulation by ribonucleic acid of induced p-galactosidase 
formation in Bacillus rnegaterium 

A recent  repor t  of REXNER AND GOODMAN t on t h e  effect of po lynucleo t ides  on induced  e n z y m e  
fo rmat ion  in Eschevichia cull has  p r o m p t e d  us  to record some  s imi lar  resu l t s  ob ta ined  while  
s t u d y i n g  a d a p t a t i o n  in Bacillus megaterium. 

The  s t ra in  KM of B. megaterium, ve ry  k ind ly  suppl ied  by  Dr. McQvILLEN, was  grown at  3 °0 
in a g lucose /NHs / sa l t s  m e d i u m  (McQuILLEr#). T he  condi t ions  of g rowth  and  m a i n t e n a n c e  of t he  
cu l tu re  were as used  b y  McQuILLEN I, and  t he  o rgan i sm  also grew r e a d i l y - - a f t e r  a lag per iod 
of a few h o u r s - - w h e n  t h e  glucose in t he  m e d i u m  was  replaced by  an  equal  we igh t  of lactose 
(med ium C/L). The  s t ra in  t r a ined  to grow on lactose was  m a i n t a i n e d  by  da i ly  sub -cu l tu re  on 
C/L  in t he  s a m e  w a y  as t h a t  t r a ined  to grow on C/G. I t  was  found  t h a t  the re  was  a lways  a smal l  
a m o u n t  of f l -galactosidase ac t iv i ty  p resen t  in cu l tu re  of B. megaterium growing on glucose alone, 
b u t  t he  a m o u n t  of e n z y m e  was  increased a b o u t  th i r ty - fo ld  when  0. 5 % lactose was  p re sen t  (C/L). 
Tl~e p re sen t  work  was  in i t ia ted  to de t e rmi ne  w h e t h e r  t he  level of f l -galactosidase found  in cells 
growing on C/G could be  increased by  incorpora t ing  into t he  m e d i u m  nucleic acid ob ta ined  f rom 
the  s t r a i n  t r a ined  to  grow on lactose.  

The  nucleic acid was  ob ta ined  b y  a m e t h o d  to be descr ibed in more  detai l  elsewhere.  Briefly, 
ceils of B. megaterium s u s p e n d e d  in M NaCI were conver ted  into p ro top las t s  by  t r e a t m e n t  wi th  
lysozyme,  and  t h e n  s t i r red slowly for severa l  hour s  in t he  presence  of an  equal  v o l u m e  of sod ium 
dodecy l su lpha te  (SDS a t  0. 4 % weight ]volume) .  Nucleic acid was  p rec ip i ta ted  wi th  alcohol f rom 
the  clear  s u p e r n a t a n t  l iquid ob ta ined  af te r  cen t r i fug ing  a t  xo,ooo g. In i t ia l  a t t e m p t s  to s epa ra t e  
the  D N A  (cons t i tu t ing  up  to 4 o %  of t he  mix tu re )  f rom t he  R N A  b y  t he  m e t h o d s  of DUTTA, 
JONES AND STACEV s were unsuccessful ,  b u t  it  was  found  t h a t  t he  SDS-prote in  prec ip i ta te  still 
con ta ined  va ry ing  a m o u n t s  of DNA.  D N A  free f rom R N A  could be l iberated by  t r e a t m e n t  of 
th i s  prec ip i ta te  su spended  in M NaCI wi th  CHCls-oc tanol  as in t h e  SEVAG procedure .  On  t he  
o the r  hand ,  m o s t  of t he  D N A  could be  precipi ta ted ,  t oge the r  wi th  some  RNA,  f rom the  m i x e d  
nucleic acids  dissolved in o.z M NaCI by  h igh  speed  cen t r i fuga t ion  a t  zoo,ooo g. I t  was  t h e n  
possible  to prec ip i ta te  R N A  of g rea te r  t h a n  9 o %  pu r i t y  f rom the  s u p e r n a t a n t  fluid. The  R N A  


