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S U R  LA D I ~ G R A D A T I O N  D U  C H Y M O T R Y P S I N O G I ) ; N E  

P A R  LA C H Y M O T R Y P S I N E  

M. ROVERY, M. POILROUX, A. YOSHIDA* ET P. DESNUELLE 

Laboratoire de Chimie biologique, Facultd des Sciences, Marseille (France) 

L'attaque du chymotrypsinog~ne par la trypsine a 6t6 r~cemment 6tudi6e de faqon 
pr~cisO -5. On sait qu'elle est rapide, m~me k basse temp6rature, et qu'elle a pour 
effet principal de rompre une liaison peptidique reliant un r6sidu d'arginine ~ un 
r6sidu d'isoleucine (liaison (I)). On sait 6galement que cette rupture provoque l'acti- 
vation du zymog~ne c'est ~ dire sa transformation en ehymotrypsine-~,  premier 
repr~sentant de la famille des chymotrypsines. L'enzyme-~ s'autolyse ensuite au 

* P r o f e s s e u r  associ~ de  l ' U n i v e r s i t ~  de  T o k y o .  
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niveau d'une liaison leucyl-s6rine (liaison (2)). Cette deuxi~me rupture provoque la 
lib6ration d 'un dipeptide, la s6rylarginine et la conversion de l 'enzyme-x en un autre 
enzyme dou6 d'une activit6 analogue (chymotrypsine-3). L'ensemble des deux ph6no- 
m~nes, connu sous le nom d'act ivat ion "rapide" du chymotrypsinog~ne, peut fitre 
sch6matis6 comme suit: 
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La question se pose maintenant  de savoir comment agissent les autres enzymes 
prot6olytiques sur le chymotrypsinog~ne. Quelles d~gradations lui font-ils subir? Ces 
d6gradations sont-elles capables de l 'activer, eomme celle r~alis6e par la trypsine? 
Dans le eas contraire, laissent-elles au moins subsister l 'apti tude de la molecule ~ fitre 
ult~rieurement activ6e ? Nous avons abord6 ces probl~mes par l'6tude des dfigradations 
chymotrypsiques du ehymotrypsinog~ne, 6tant donn6 le r61e important qu'elles jouent 
dans la g6n~se des chymotrypsines du type a. Deux notes pr61iminairesT, s leur ont 
~t~ d~j~t consacr~es. 

I. RI~SIDUS APPARAISSANT EN POSIT1ON •-TERMINALE PENDANT 

L'ATTAQUE CHYMOTRYPSIQUE DU CHYMOTRYPSINOGI~NE 

Nous avons montr6 dans une r6cente note 7 que le chymotrypsinog~ne est attaqu6 
par la chymotrypsine-3. Cette at taque est beaueoup plus lente que l 'a t taque trypsique. 
Elle est n6anmoins sensible car elle fait appalal tre dans la fraction prot6ique des 
r6sidus de thr6onine, d'alanine et de s6rine en position N-terminale. Le Tableau I 
indique les r~sultats d'exp~riences nouvelles et plus pr~cises r~alis~es avec la chymo- 
trypsine-a. On voit que les r~sidus de thr6onine et d 'alanine ne se forment pas ind6- 
pendamment  l 'un de l 'autre. La thr6onine est tout d 'abord engendr6e grgme ~ la 
rupture d'une premiere liaison peptidique. Puis, elle est remplac6e par l'alanine, ce 
qui implique la rupture d'une seeonde liaison et probablement aussi la lib6ration d 'un 
peptide. La rupture de eette seconde liaison est consid6rablement acc616r6e par le 
sulfate d 'ammonium. Divers auteurs ont d6j~ signalfi que certains sels (SO4Mg, KC1, 
NaC1) augmentent les activit~s est6rasique 9 et amidasiquO ° de la chymotrypsine. 
Mais le ph6nom~ne pr6sente ici un int6r~t partieulier ear la liaison dont la rupture 
est aec~16r6e est une v~ritable liaison peptidique et la nature de cette liaison va 

* Ce r6sidu de glycocolle en 3 ° pos i t ion  a 6t6 r6cernment  t rouv6  pa r  hydro lyse  part iel le  du  
d6riv6 d in i t roph6nyl6  de la chymot ryps i ne -b .  I1 es t  cu r i eux  de cons t a t e r  que  t rois  r6sidus iden t iques  
occupen t  la m~me  pos i t ion  dans  les mol6cules  de c h y m o t r y p s i n e s  et  darts la mol6cule de t ryps ine  e. 
Cet te  ident i t6  en t re  les deux  t ypes  d ' e n z y m e s  se pour su i t  peut-Stre  au  del~ du 3 ° r6sidu. 
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bient6t nous 8tre connue* (liaison asparaginyl-alanine (voir plus loin)). En d'autres 
termes, nous pouvons localiser l'effet accfil6rateur du sel et dire qu'il intervient au 
niveau d'une liaison peptidique d~termin6e. Le calcium, qui augmente de fa¢on trbs 
notable l 'activit6 est~rasique de la chymotrypsine-a 12,1a, n 'a  dans le cas pr6sent 
aucune action. 

Quant k la s6rine N-terminale, nous la voyons se former avec lenteur d~s le d6but 
par un processus apparamment  ind@endant. Pour que ses proportions deviennent 
notables, nous devons mettre du sulfate d 'ammonium et 61ever la temp6rature au 
risque de d~clancher une d6gradation g6n~rale des molecules (derni~re ligne du 
Tableau I, 6 ° et 7 ° colonnes). Nous allons donc la trouver associ6e ~ l 'alanine dans 
une fraction prot6ique relativement peu abondante. 

Rappelons que les prot6olyses additionnelles ~ de l 'activation "lente" du chymo- 
trypsinog~ne engendrent aussi de l 'alanine (chymotrypsine-a) et de la thr~onine 
N-terminales (chymotrypsine-a17). La presence de la s~rine N-terminale est k rap- 
procher de la rupture de la liaison leucyl-s~rine (liaison (2)) pendant l 'autolyse de la 
ehymotrypsine-~ 2. Tous ces fairs seront interpr~t6s de fa¢on complbte un peu plus 
loin. Contentons-nous pour le moment  de constater que le chymotrypsinog~ne donne 
naissance par d6gradation chymotrypsique ~ de nouvelles prot6ines et que les meil- 
leures conditions pour pr@arer ces prot6ines sont les suivantes: prot6ine ~t thr6onine 
N-terminale (colonne 3 du Tableau I): I h de prot~olyse ~ 25 ° sans SO4Am2; prot~ine 

alanine N-terminale (colonne 2): 48 h & 4 ° avec SO4Am ~ o.3M; prot6ine & alanine 
et s6rine N-terminales (colonne 5) : 24 b & 25 ° avec SO4Am 2 o.3 M. 

T A B L E A U  I 

RI~SIDUS N-TERMINAUX (FRACTION PROTI~I~UE) APPARAISSANT PENDANT L'ATTAQDE 
CHYMOTRYPSIQUE DU CHYMOTRYPSINOGI~NE 

Chymot ryps inog6ne :  4 .45.1o -8 mol/l .  Chym ot ryps ine - a :  o .45.1o 3 mol/1. R a p p o r t  enzyme/  
s u b s t r a t :  I.O. IO-L Chaque  prot6ine  est  cr istal l is6e 5 lois a v a n t  usage, dialys6e et  lyophilis6e.  
Le p H e s t  7.6 p e n d a n t  l ' hydro lyse .  Une q u a n t i t 6  de t r yps i ne - i nh i b i t eu r  du soja 6gale & 1/5o de 
la  q u a n t i t 6  de c h y m o t r y p s i n e  est  aj out6e & t o u s l e s  essais afin d ' a n n u l e r  la faible ac t iv i t6  t r y p s i q u e  
que l 'on rencont re  dans  les p r6pa ra t ions  de chymot ryps ine -a ,  m6me apr~s p lus ieurs  cr is ta l l i sa t ions .  
Les r6sidus N - t e r m i n a u x  sont  d6termin6s  pa r  la t echn ique  de SANGER. Les chiffres (mole de 
r6sidus pa r  mole de zymog~ne pesan t  22,500 g) sont  re la t i fs  a u x  r6sidus N - t e r m i n a u x  apparus 

dans  les prot#ines p e n d a n t  l ' hyd ro lyse  chymot ryps ique .  

• 2 3 4 5 6 7 

Dur6e de la prot6olyse  (h) 48 48 i 5 24 47 5 ½ 
Temp.  (°C) 4 4 25 25 25 25 37 
SO4Am 2 0. 3 M - -  + - -  + + + + 

R6sidus  N - t e r m i n a u x  
Thr6onine  0. 5 o. i 0. 5 o. 3 o.2 0.2 0. 3 
Alan ine  o. i 0. 5 o.o o. 5 0.6 0. 5 0. 3 
S6rine o. i  0.2 o. i  0. 3 0. 4 0. 4 0. 3 
Aut res  r6sidus o. i o. I o. i o. I o. i o. i o. 2 

P ro t6 ine s / t  la fin 
de la prot6olyse  (%) - -  - -  75 - -  - -  48 4 ° 

* On sa i t  depuis  l ong t emps  que que lques  ions min6 raux  son t  capables  d ' inf luencer  l ' hyd ro l y se  
e n z y m a t i q u e  de cer ta ines  prot6ines.  Mais le fa i t  de pouvo i r  d6 te rmine r  la ou les l ia isons sur 
lesquelles s 'exerce  ce t te  influence, nous pa ra i t  impor t an t .  I1 sera  d iscut6  de Ia~on plus  pr6cise 
darts une p rocha ine  pub l i ca t i on  re la t ive  /~ l 'effet du ca lc ium p e n d a n t  l ' a c t i v a t i o n  a u t o c a t a l y t i q u e  
du t ryps inog~ne  n.  

Bibliographic p. 62o. 
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II. LES "NI~OCHYMOTRYPSINOGI~NES" ENGENDRI~S PAR LA CHYMOTRYPSINE 

Les trois prot6ines dont nous venons de parler sont d6pourvues d'activit6 chymo- 
trypsique (activit6 est6rasique sur l'ac6tyl-L-tyrosine ~thylester). Mais elles sont 
activables par la trypsine. Elles m6ritent donc ce nom de "n6ochymotrypsinog~ne" 
que nous avons r6cemment propos6 s pour toutes les formes d6grad~es et encore 
activables du chymotrypsinog~ne. I1 est int6ressant d'identifier de fa¢on pr6cise ces 
n6ochymotrypsinog~nes particuliers*, de connaitre leur structure et d'6tudier leur 
activation. 

A. Le n~ochymotrypsinog~ne d~ thr~onine N-terminale (N~o-Thr) et celui ~i alanine N-  
terminale (N~o-Ala) 

I. Cristallisation et structure. Nous avons essay6 de cristalliser ces deux n~ochymo- 
trypsinog~nes k partir d'hydrolysats pr6par6s dans les conditions du Tableau I 
(colonnes 3 et 2, respectivement). Les hydrolysats sont d'abord trait6s par le diiso- 
propylfluorophosphate (io mole par mole de chymotrypsine) afin d'arr~ter la prot~o- 
lyse au moment voulu. Puis, ils sont amen6s ~ pH = 4.0 par addition de SO4H 2 N. 
Les prot6ines sont pr6cipit6es clans SO4Am ~ 0. 7 Se t  le cake est cristallis6 en utilisant 
les conditions pr6conis6es par NORTHROP ET KUNITZ 15 pour la cristallisation du 
chymotrypsinog~ne ordinaire. On obtient ainsi des b~,tonnets bien form6s, courts et 
6pais, avec un rendement de 40-30% apr~s 3 ou 4 cristallisations. On dialyse la 
solution de ces cristaux contre HC1 N/Iooo et on lyophilise. On 6tudie enfin les 
pr6parations k l'aide de la technique de SANGER (r~sidus et s6quence N-terminaux) 
et de la technique ~ la carboxypeptidase ~* (r6sidus et s6quences C-terminaux). Les 
r6sultats de cette 6tude sont mentionn6s dans le Tableau II. 

TABLEAU II 

EXTR~MIT~S ~ ET C-TERMINALES DES NEOCHYMOTRYPSINOG1~NES N6o-Thr  ET N6o-Ala  

Ndochymotrypsinog~nes 
Extrdmitd N-terminale Extrdmitd C-terminale 

Rdsidu principal Sdquence correspondante Rdsidu Sdquence 

N6o-Thr Thr Thr. Asp(NH~) • Ala- Tyr - -  

N~o-Ala Ala Ala. Asp (ou Asp(NH2) )- Tyr -Lys. Leu .Tyr 

Avant d'entreprendre un examen d6taill6 des r6sultats du Tableau II, il y a lieu 
de noter que la cristallisation ne repr~sente pas clans le cas pr6sent un moyen 
bien efficace de purification. La ou les prot6ines contenant la s6rine N-terminale sont 
facilement 61imin6es. Mais les deux prot~ines que nous d6sirons obtenir (N6o-Thr et 
N6o-Ala) cristallisent ensemble. Nous obtenons dans les deux cas des m61anges off 
la prot6ine d6sir6e repr6sente simplement le constituant principal. Ces m61anges sont 
n6anmoins assez bien d6finis pour que les r6sultats soient facilement interpr6tables. 

Examinons tout d'abord les r6sultats concernant la s6quence C-terminale des 

* E n  d 6 g r a d a n t  le chymot ryps inog~ne  p a r  d ' a u t r e s  enzymes  pro t6oly t iques ,  on doi t  ob ten i r  
d ' a u t r e s  n6ochymot ryps inog~nes .  Une r6cente 6 tude  le mon t r e  dans  le cas de la sub t i l i s ine  14. 

** Les d6tai ls  e x p 6 r i m e n t a u x  de la t e chn ique  employ6e se t r o u v e n t  duns une de nos pub l i ca t ions  
an t6r ieures  ~. 

B i b l i o g r a p h i e  p .  620.  
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n6ochymotrypsinog~nes .  Les courbes de la Fig. I nous apprennen t  que la carboxy-  
pep t idase  lib~re en premier  l ieu de la ty ros ine  (0.7 mole) et une tr~s faible quant i t6  
de leucine (0.06 mole). Puis,  la r~act ion enzymat ique  ra len t i t  beaucoup.  Pour  la faire 
repar t i r ,  il  faut  d ia lyser  le m6lange et a jou te r  ~t nouveau  de l 'enzyme.  Nous re t rouvons  
donc ici cet effet inh ib i t eu r  de la ty ros ine  sur la ca rboxypep t idase ,  effet d6j~ signal6 
pa r  GLADNER ET NEURATH 16 et dfi v ra i semblab lemen t  ~t l ' exis tence dans la tyros ine  
d ' u n  noyau  a romat ique  et d ' un  carboxyle  l ibre s6parfis pa r  deux a tomes  de carbonelL 
Quoi qu ' i l  en soit,  on assiste p e n d a n t  le deuxi~me t r a i t e me n t  ~t la l ib6rat ion de o.25 
mole de ty ros ine  (0.95 mole au total)  et de quant i t~s  tr~s substant ie l les  de leucine 
et  de lysine. Les courbes de la Fig. I sugg~rent que la leucine est  lib6r6e avan t  la 
lysine et que la s6quence C-terminale  de N6o-Ala  est pa r  cons~quent - L y s .  Leu .Tyr* .  
Si ce t te  s fquence est exacte ,  il faut  a d m e t t i e  que la l ib6ra t ion  de la leucine, ordinai re-  
ment  tr~s rapide ,  est  frein6e par  le r~sidu de lysine situ6 5~ la gauche de la l iaison 
(r6sidu p o r t a n t  le groupe carbonyle) .  L ' inf luence du r6sidu de gauche sur l 'hydro lyse  
d 'une  l iaison pep t id ique  par  la ca rboxypep t idase  est  encore trSs real  connue. On sa l t  
n6anmoins  qu'el le  exis te  dans  cer ta ins  cas 17. 

Examinons  m a i n t e n a n t  les r6sul ta ts  concernant  les ex t r6mi t f s  N- te rmina les  des 
n6ochymotrypsinog~nes.  Comme nous l ' avons  d6jh remarqu6,  les pr6para t ions  de 
N6o-Thr  renferment  toujours  un peu d ' a l an ine  N- te rmina le  (o.I r6sidu pour  0.6 de 
thr6onine) et les p r6para t ions  de N6o-Ala ,  un peu de thr6onine (o.I r6sidu pour  0.6 
d 'a lanine) .  En d ' au t res  termes,  N6o-Thr  cont ien t  un peu de N6o-Ala  et inversement .  
Mais ce fai t  ne nous emp~che pas de d6terminer  sans ambigui t~ les s6quences N- 
te rmina les  des deux pro t f ines  pa r  la technique  classique de S.XNGER ls. Le dfr iv6 
d in i t roph6nyl6  (DNP) de N6o-Thr  est hydrolys6 p e n d a n t  20 h par  HC1 12 N k 37 °. 
On t rouve  clans l ' ac6 ta te  d '6 thy le  un D N P - p e p t i d e  qui migre l en tement  (R = o.16) 
darts une colonne d 'hyf lo-supercel  t amponn6  k p H  = 6.3519 et  61u6e par  la m6thyl -  
~thylc6tone satur6e d 'eau.  L 'hydro lyse  to ta le  de ce pep t ide  engendre  de la D N P -  
thr6onine,  de l ' ac ide  aspar t ique  et de l ' a lanine .  Nous allons voir  tou t  ~t l 'heure  (para- 
graphe III) qu ' i l  s ' ag i t  de D N P - T h r . A s p ( N H e ) . A l a  et  que le r6sidu d ' a l an ine  repr6- 
sente en fa i t  le r6sidu N- t e rmina l  de N6o-Ala.  

Des op6rat ions  analogues  effectu6es avec le d6riv6 D N P  de N6o-Ala  pe rme t t en t  
d ' i soler  une b a n d e  (R = o.I  dans  la m6thyl6 thylc6tone  satur6e d 'eau)  qui donne par  
hydro lyse  to ta le  de  la D N P - a l a n i n e  et  de l ' ac ide  aspar t ique .  La  s6quence N- te rmina le  
de N6o-Ala  est donc A l a . A s p -  ou Ala .Asp(NH2)-** .  

Tout  ce qui v ien t  d '6 t re  di t  sugg~re que N6o-Thr  est form6 par  la rup tu re  
chymot ryps ique  d 'une  l iaison ty rosy l - th r~on ine  au sein du chymotryps inog~ne  
(liaison (3)) et que N~o-Ala  se forme u l t6r ieurement  aux d6pens de N6o-Thr  grgtce 

la rup ture  6galement  chymot ryps ique  d 'une  l iaison a s p a r a g i n y l - a l a n i n e  (liaison (4)). 
La  premiere  rup ture  n 'es t  pas  su rp renan te  puisqu 'e l le  s 'effectue au n iveau  du carbo-  

* D'apr~s GLADNER ET N E U R A T H  16, ia s~quence C-terminale de la chymotrypsine-a serait 
-Leu- Ser. Gly (Leu ou Tyr). Cette formulation est certainement incorrecte car la chymotrypsine-a 
poss~de plus d'une s6quence C-terminale. Nous voyons ici qne le r6sidu interne de leucine ap- 
partient ~ la chalne tyrosine. Les s6quences C-terminales de l'enzyme-a sont donc vraisemblable- 
ment: -Lys. Leu. Tyr et -Ser- Gly' Leu. 

** Une 2 ° bande assez importante (R ~ o.I dans le syst~me 5 % chloroforme-m6thyl6thyl- 
c6tone-eau) donne par hydrolyse totale les m6mes aminoacides que la i o, ~ savoir la DNP-alanine 
et l'acide aspartique. On peut 6videmment penser que l'une des bandes est DNP-Ala. Asp et 
que l'autre est DNP-Ala" Asp (NH~). Dans ce cas, la v~ritable s6quence serait Ala. Asp (NH~)-. 
Mais il n'est pas encore possible d'Stre affirmatif X ce sujet. 

Bibliographie p. 620. 
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nyle d 'un r6sidn aromatique. La deuxi~me l'est davantage car aucune rupture chymo- 
trypsique d'une liaison asparaginyle n 'a  encore ~t6 constat6e*. I1 y a lieu n6anmoins 
de rappeler que cette derni~re exige la pr6sence de sulfate d 'ammonium (voir plus 
haut). On peut parfaitement concevoir que la pr6sence d'un ion particulier incite la 
chymotrypsine ~ rompre une liaison d 'un type nouveau. Une telle conception m6rite 
d'ailleurs un examen approfondi auquel nous comptons bient6t proc6der. Les deux 
prot6olyses donnant successivement naissance ~ N6o-Thr et N6o-Ala peuvent fitre 
sch6matis6es comme suit: 

1 
Tyr 

(3) ....... + 
Thr 

Asp(NH~) 
(4) ....... + 

Ala 
t 

* Asp 
I 

1 
Tyr 

Thr 
I 

> Asp(NH2) 
( 4 )  . . . . . . .  + 

Ala 
I 

*Asp 
I 

Chymotrypsinog~ne N~o-Thr 

V 
Tyr 

- >  

Ala 
I 

*Asp 
I _ _  

N6o-Ala 

+ Thr. Asp (NH2) 

Dans ce sch6ma, le trait  vertical en pointill~ symbolise un pont interchaine assurant 
la coh6sion de la mol6cule apr~s la rupture des liaisons (3) et (4). L'ast6risque au 
niveau du r6sidu Asp rappelle que ce r6sidu pent fitre de l'acide aspartique ou de 
l 'asparagine. Enfin, mention est faite du peptide Thr.Asp(NH,) .  Nous allons duns 
un instant  caract6riser compl~tement ce peptide et montrer qu'il est bien le seul 
se former pendant  la conversion N~o-Thr - ~  N~o-Ala. 

2. Activation. Trait6s par la trypsine, les n~ochymotrypsinog~nes N6o-Thr et 
N6o-Ala acqui~rent une certaine activit6 chymotrypsique d6celable par l 'inter- 
m6diaire de l'ac6tyl-L-tyrosine 6thylester (Fig. 2). On peut se demander quel est le 
m6canisme de cette activation et ~ quel genre de chymotrypsines elle donne naissance. 

Nous avons rappel6 dans l ' introduction que les deux ph6nom~nes caract6ristiques 
accompagnant  l 'activation "rapide" du chymotrypsinog~ne sont l 'apparition d'iso- 
leucine N-terminale mat6rialisant la rupture de la liaison (I) et la lib6ration de s6ryl- 
arginine mat6rialisant la rupture de la liaison (2). La Fig. 3 indique que ces deux 
ph6nom~nes se produisent 6galement pendant l 'activation des n6ochymotrypsino- 
g~nes. Dans un cas comme dans l 'autre, les deux ruptures interviennent successive- 
ment, La premiere d~termine l 'activation. La seconde provoque la conversion d 'un 
enzyme primaire en un autre enzyme dou6 d'une activit6 analogue. Mais, si le m6ca- 
nisme de l 'activation est le m~me, les enzymes form6s dans le cas pr6sent sont 
certainement diff6rents car ils contiennent les r6sidus terminaux des n6oehymo- 
trypsinog~nes qui leur ont donn6 naissance. L'act ivat ion "rapide" de N6o-Thr et 
N6o-Ala engendre en fait les chymotrypsines que l 'on obtient d'ordinaire pendant 
l 'activation "lente" du chymotrypsinog~ne, c'est ~, dire les chymotrypsines du type ~. 
On remarquera d'ailleurs (Fig. 2) que l 'on n 'a t te int  jamais avec les n6ochymo- 
trypsinog~nes une activit6 sp6cifique aussi ~lev6e qu'avec le chymotrypsinog~ne 

*Dans le lysozyme 2°, la chymotrypsine coupe n6anmoins une liaison aspartyle et une liaison 
situ6e sur le flanc amin6 d'un r6sidu asparagine. 
Bibliographie p. 620. 
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proprement dit. Cette activit6 ne d6passe gu6re en effet ceUe de la chymotrypsine-a 
cristallis6e, soit 2.4 environ 2.. 

En examinant les courbes de la Fig. 3 on s'aper~oit que la s6rylarginine n'est 
pas lib6r6e aussi vite pendant l 'activation de N6o-Ala que pendant l 'activation du 
chymotrypsinog6ne. Ce fair n'est pas 6tonnant car la chymotrypsine de type a qui 
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Fig. I. Act ion  de la c a rboxypep t ida se  su r  N6o-Ala .  
N6o-Ala :  I.O.IO -3 mole /ml ;  c a rboxypep t ida se  (en 
so lu t ion  dans  LiC1 et  incub6e avec  le diisopropylfluoro- 
phospha te )  : 2.2. io  -5 mole/ml ,  p H  = 7.7. Temp .  : 25 °. 
P remie r  t r a i t e m e n t  de 6 h. Puis,  d ia lyse  du  m61ange 
cont re  HC1 M/Iooo p e n d a n t  24 h e t  addi t ion  d ' u n e  
quan t i t 6  de ca rboxypep t ida se  6gale ~ la premi6re.  
Un  t rois i6me t r a i t e m e n t  iden t ique  p rovoquera i t  la 
l ib6ration de faibles quan t i t 4 s  d ' isoleucine,  de val ine  

et  de ph6nyla lan ine .  

Fig. 2. Ac t iva t ion  des n6ochymot ryps inogbnes .  Les  
p r6para t ions  dialys6es et  lyophilis6es son t  t ra i t6es  pa r  
la t ryps ine  dans  les condi t ions  de l ' ac t iva t ion  " r ap ide"  
du  c h y m o t r y p s i n o g 6 n e  s ( temp.  : o °, p H  = 7.6, r appor t  
molaire  e n z y m e / s u b s t r a t :  o.o26). L 'ac t iv i t6  chymo-  
t r y p s i q u e  es t  mesur6e  ~ l 'a ide de l 'ac6tyl-L- tyrosine  
6thyles ter .  Elle es t  expr im6e  en act ivi t6  sp6cifique, 
c ' es t  ~ dire rappor t6e  ~ i m g  de N-pro t6 ique  d a n s  

l ' hyd ro lysa t .  ChTg:  c h y m o t r y p s i n o g 6 n e  ordinaire ;  N4o--Thr, N4o--Ala e t  N6o (Ala, Ser) repr6sen-  
t e n t  t ro is  n 6 o c h y m o t r y p s i n o g 6 n e s  engendr6s  pa 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  
(voir le texte) .  L 'ho r i zon ta l e  en  pointill6 mat6r ia l ise  l 'act ivi t6  sp6cifique de la c h y m o t r y p s i n e - a  

cristallis6e (2. 4 env i ron  darts les condi t ions  de nos  essais). 

Fig.  3. F o r m a t i o n  d ' isoleucine N- t e rmina l e  et  de s6rylarginine  p e n d a n t  l ' ac t iva t ion  t r yps ique  de 
2q6o--Ala. Les  condi t ions  de l ' a c t iva t ion  son t  les m 4 m e s  que  p e n d a n t  les expdriences de la Fig. 2. 
+ : Act iv i t6  sp6cifique (en % de l ' ac t iv i t6  m a x i m u m ,  soit  2. 7 dans  le cas pr6sent) .  O : Isoleucine 
N- t e rmina l e  (en % de la quan t i t 6  m a x i m u m ,  soit  i mole pa r  mole). [3: S6rylarginine libre 

(mole/mole).  

* L a  premi6re  p r6pa ra t ion  de N6o-Ala  ob t enue  darts ce Labora to i re  p e r m e t t a i t  d ' ob ten i r  pour  
une  ra i son  real d6termin6e  une  act ivi t6  sp6cifique sup6r ieure  ~ 2.4 8. Ce r6su l ta t  6tai t  d 'a i l leurs  
diffici lement concil iable avec  ce que  Yon sai t  sur  l ' a c t iva t ion  du chymot ryps inog6ne .  T o u s l e s  
au t r e s  6chant i l lons  de n6ochymot ryps i nog6nes  (N6o-Ala,  Ndo--Thr et  N6o(Ala,  Ser)) pr6par6s  
u l t 4 r i eu remen t  on t  donn6 des  act iv i t6s  sp6cifiques de l 'ordre de 2.4. On  no te ra  4ga lement  que  
les chiffres cit6s dans  le p r6sen t  t rava i l  /~ propos  des act iv i t6s  sp6cifiques des c h y m o t r y p s i n e s  
n ' o n t  pa s  une  g rande  signif icat ion en va leur  absolue  car  ils d6penden t  beaucoup  des condi t ions  
exp6r imen ta le s  adopt6es  et  d ' u n e  s6rie de conven t ions  1. Ils son t  n 6 a n m o i n s  s t r i c t e m e n t  compa -  
rables  car  les condi t ions  et les conven t ions  son t  restdes les m4mes  p e n d a n t  t o u s l e s  essais.  
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lui donne naissance n'est  pas aussi active que la chymotrypsine-~. Elle dolt donc 
en toute logique autolyser sa liaison leucyls6rine k un ry thme plus lent. 

B. Le n~ochymotrypsinog~n¢ ~ alanine et s&ine N-terminales (N~o(Ala,Ser) ) 

Nous venons de voir que toutes les chymotrypsines sont capables d'hydrolyser dans 
leur propre mol6cule une liaison leucyl-s6rine (liaison (2)) ~ une vitesse plus ou moins 
grande. I1 est donc permis de penser que les chymotrypsines sont 6galement capables 
de rompre la m~me liaison au sein du chymotrypsinog~ne et d 'a t t r ibnerpar  consequent 
k cette rupture la pr6sence de s6rine N-terminale dans certains hydrolysats chymo- 
trypsiques du Tableau I. Une telle hypoth~se est int6ressante car la liaison (2) est 
toute proche de la liaison (I) dont la rupture provoque l 'activation du zymog~ne. 

Le n6ochymotrypsinog~ne (Ala,Ser) n 'a  pas encore pu ~tre cristallis& Quand on 
traite dans les conditions d6j~ d6crites l 'hydrolysat correspondant ~ la colonne 5 du 
Tableau I, on recueille tout au plus lO% des prot6ines ~ l '6tat de cristaux. Ces 
cristaux contiennent beaucoup d'alanine N-terminale et peu de s6rine. Ils sont donc 
s6par~s par filtration et la solution claire restante est dialys~e contre HC1 N/Iooo 
puis lyophilis6e. La pr6paration sur laquelle nous avons travaill6 contenait o.3 r6sidu 
de s6rine N-terminale par mole. Le trai tement trypsique lui conf6rait une activit6 
sp6cifique de 2.3 environ (Fig. 2). 

La meilleure fa~on de montrer  que le r6sidu N-terminal de s6rine est bien celui 
de la liaison (2) consiste k trouver un r6sidu d'arginine ~ c6t6 de lui. On a donc 
hydrolys6 partiellement le d6riv6 dinitroph6nyl6 de N~o(Ala,Ser) et on a cherch6 
identifier la DNP-s6rylarginine parmi les DNP-peptides acido-solubles engendr~s par 
cette hydrolyse. La recherche a 6t6 vaine. La liaison arginyl-s6rine est vraisemblable- 
ment moins stable dans HC1 concentr6 que routes les liaisons qui lui font suite le 
long de la chalne. I1 se forme donc, soit de la DNP-s6rine, soit des DNP-peptides 
relativement longs dont le comportement chromatographique est peu favorable. 
Devant  cet 6chec, nous avons eu recours ~ une autre technique consistant ~ rompre 
sp6cifiquement la liaison arginyl-isoleucine par la trypsine. Si la liaison leucyl~s6rine 
est d6jk rompue au sein de N6o(Ala,Ser), la lib6ration de la s6rylarginine dolt ~tre 
imm6diate. Dans le cas contraire, elle dolt ~tre lente puisqu'elle r6sulte de l 'autolyse 
assez paresseuse d'une chymotrypsine de type a. Afin de rendre l'exp6rience plus 
d6monstrative, nous avons encore ralenti cette autolyse en ajoutant  du fl-ph6nyl- 
propionate~, 4 au m61ange d'activation. Au bout d ' I  h, l 'activation est d 'environ 60% 
et on peut doser 0.25 mole de s6rylarginine libre. L 'act ivat ion du chymotrypsinog~ne 
en aurait dans les m~mes conditions lib6r6 0.08 au maximum 2. o.17 mole de s6ryl- 
arginine semble donc avoir 6t6 lib6r6e imm6diatement, alors qu'on en attendait  
0.3 × 0.6 = o.18. Une telle concordance, retrouv6e dans plusieurs exp6riences, n'est 
pas fortuite. Elle d6montre que la liaison (2) est bien ouverte dans N6o(Ala,Ser). 

Or, par d6finition m~me, N6o(Ala,Ser) est inactif. Notre 6tude sur les n6ochymo- 
trypsinog~nes d'origine chymotrypsique nous permet donc de faire trois observations 
int6ressantes: d'une part,  deux classes de prot6ines ne poss6dant pas exactement la 
m~me structure (le chymotrypsinog~ne et les n6ochymotrypsinog~nes) acqui~rent 
une activit~ chymotrypsique grace ~ l 'ouverture de la m6me liaison (liaison (I)). 
D'autre  part,  l 'ouverture d'une liaison tr~s voisine (liaison (2)), s6par6e de la premiere 
par deux r6sidus seulement, ne provoque pas l 'activation. Enfin, on peut alt6rer la 
structure du chymotrypsinog~ne en ouvrant  les liaisons (2), (3) et (4) sans faire pour 
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a u t a n t  d i s p a r a l t r e  l ' a p t i t u d e  de  la moldcu le  ~ ~tre ac t ivde .  L ' o u v e r t u r e  des  l i a i sons  

(3) e t  (4) d ~ t e r m i n e  n d a n m o i n s  une  ba i s se  d ' e n v i r o n  4 o %  de l ' ae t iv i t~  po ten t i e l l e  de  

c e t t e  moldcule .  

Les  d e u x  p r e m i e r e s  o b s e r v a t i o n s  s o n t  en  que lq u e  so r t e  c o m p l d m e n t a i r e s  car  elles 

m o n t r e n t  t o u t e s  d e u x  l ' e x t r d m e  sp~cificit~ du  p h d n o m d n e  d ' a c t i v a t i o n .  Nous  ne 

s a v o n s  pas  enco re  si l ' on  fa i r  d i s p a r a l t r e  la capac i t6  d ' a c t i v a t i o n  de la mol6cule  d~s 

q u ' o n  lui enl~ve la sdquence  a r g i n y l - i s o l e u c i n e .  Mais  nos  expd r i ences  sugg~ren t  que,  

t a n t  que  c e t t e  s6quence  subs i s t e ,  c ' e s t  sa  r u p t u r e  e t  n o n  celle de la sdquence  im-  

m d d i a t e m e n t  vo i s ine ,  qui  d d c l a n c h e  l ' a c t i v a t i o n .  

III .  LE PEPTIDE THRI~ONYLASPARAGINE 

On sa i t  que  l ' 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 ~ n e  se d i f fdrencie  de l ' a c t i v a t i o n  

" r a p i d e "  p a r  c e r t a i n e s  p ro t~o lyses  a d d i t i o n n e l l e s  2 auxque l l e s  la l e n t e u r  d u  p h ~ n o m ~ n e  

d o n n e  l ' occas ion  de se m a n i f e s t e r .  T o u t  ce qui  v i e n t  d ' e t r e  d i t  sugg~re avec  i n s i s t a n c e  

que  ces p ro tdo ly se s  s o n t  j u s t e m e n t  celles qui  i n t e r v i e n n e n t  p e n d a n t  la c o n v e r s i o n  

du  c h y m o t r y p s i n o g ~ n e  en n d o c h y m o t r y p s i n o g ~ n e s  ( ru p t u r e  des  l i a i sons  (3) e t  (4)). 

N o u s  a l lons  m a i n t e n a n t  le con f i rmer  de  fa~on d~f in i t ive  en  6 t u d i a n t  s y s t d m a t i q u e -  

m e n t  les p e p t i d e s  spdci f iques  p r e n a n t  n a i s s a n c e  d a n s  l ' un  e t  l ' a u t r e  cas.  

Que lques  rd su l t a t s  p r~ l imina i r e s  c o n c e r n a n t  ces p e p t i d e s  o n t  d~j~ fit6 publ i~s 7. 

I ls  o n t  ~t6 conf i rmds  et  compl~t~s  p a r  u n e  s~rie de  nouve l l e s  exp~r iences  d o n t  on 

t r o u v e r a  ci-apr~'s la d e s c r i p t i o n  s u c c i n c t e :  

Les mdlanges obtenus ~. l'issue de l 'at taque chymotrypsique du chymotrypsinog~ne (Tableau I) 
ou de l 'activation "lente"7 sont traitds par du diisopropylfluorophosphate pour arrdter la protdolyse 
au moment voulu. Un volume de solution correspondant /~ environ IO/zmole de zymog~ne est 
amend 5. pH = 3 et dialysd pendant  48 h ~ 4 ° contre 3 × 25 ml d'eau. Le dialysat est concentr6 
rapidement dans un 6vaporateur rotatif. Puis il est additionn6 peu 5~ peu de NaOH N e t  maintenu 
sous vide en prdsence de SOaH ~ 66 ° Bd*. Le rdsidu est oxydd** par l'acide performique 21, dissout 
dans un tampon citrate o.2N/~ pH 3.25 et chromatographi622 dans une colonne de i . i  × 87 cm 
de Dowex 5 ° × 4 forme Na +. L'dlution est effectude par 12o ml de tampon citrate o.2N pH 3.25 
puis par 48o ml d 'un liquide rdsultant du mdlange progressif dans un rdcipient de 33 ° m l  d'un 
tampon citrate o.2N pH 3.25 et d'un tampon 2 N pH 5.19. A c e  moment, l'dlution peut 6tre 
considdrde comme terminde. Le passage ultdrieur de liquides plus alcalins (bicarbonate, carbonate 
et soude) 5~ travers la colonne ne ferait sortir aucune quantit6 apprdciable de substances ninhydrine- 
positives. L'effiuent est recueilli en fractions de I ml. 

On proc~de alors au trac6 du diagramme. On vdrifie l'absence de peptides faiblement rdactifs 
vis ~ vis de la ninhydrine en soumettant 5~ l'hydrolyse alcaline quelques fractions judicieusement 
choisies et on 6tudie enfin la composition et la puret6 de tous les pics importants. Cette dtude 
est rdalisde en prdlevant des fractions au sommet et darts les branches ascendante et descendante 
de chaque pic. Les fractions sont dessaldes*** de la fa~on suivante: Une partie aliquote corre- 
spondant ~ o.5-1.o #-dquivalent de leucine est amende ~ pH 3.o et elle est passde ~ travers une 
petite colonne (I.I × 2.o cm) de Dowex 5o × 2 forme NH4+. La colonne est lavde avec 15 ml 
d'acide acdtique o.2 N puis elle est dlude par io ml d 'un mdlange acdtate d'ammonium-ammoniaque 

* Ce traitement a pour objet d'dliminer les ions NH~ + provenant du sulfate d 'ammonium 
(voir Tableau I). 

** L'oxydation performique a pour but de transformer en peptides de l'acide cystdique les 
peptides de la cystine dont le comportement chromatographique est assez aberrant. I1 est d'ailleurs 
peu vraisemblable que l 'activation "lente" engendre de tels peptides car le chymotrypsinog~ne 
et la chymotrypsine-a poss~dent le mdme hombre de rdsidus cystine ~5. Nos expdriences le con- 
firment nettement. 

*** Ce dessalage est inutile quand on utilise pendant  la chromatographic des solutions d'acdtate 
d 'ammonium aa lieu de solutions de citrate. 

§ Cette technique nous a 6t6 indiqude par Dr. S. MOORE dans une communication personnelle. 
Tous les aminoacides, mdme l'arginine, sont 61uds par io ml de solution. Aucun des peptides 
qui nous intdressent n 'est  donc perdu pendant cette 61ution. 

Bibliographic p. 62o. 



VOL. 23 (1957) DEGRADATION DU CHYMOTRYPSINOGI~NE 617 

de p H  lO.9 et  de force ionique 0.04§. L ' a c6 t a t e  d ' a m m o n i u m  et  l ' a m m o n i a q u e  son t  61imin6s 
sous  vide, le r6sidu es t  repris  dans  u n  peu  d ' e au  et  la solut ion es t  s6par6e en deux  par t ies .  La  I ° 
es t  ch roma tog raph i6e  su r  papier  dans  le sys t6me  bu tano l -ac ide  ac6t ique-eau  (4 - I -5 ) .  La  2 ° es t  
hydro lys6e  et  l ' h y d r o l y s a t  est  6tudi6 sur  pap ie r  darts le sys t6me  le p lus  convenable .  Q u a n d  la 
c h r o m a t o g r a p h i c  des pept ides  r6v61e l ' ex is tence  de p lus ieurs  taches ,  chaque  t ache  es t  61u6e et  
hydro lys6e  s6par6ment .  Les  r6sidus  N - t e r m i n a u x  de c h a q u e  pep t ide  son t  d6 te rmin6s  pa r  la 
t e chn ique  de SANGER. U n  pic que lconque  n ' e s t  d6elar6 p u r  qu'5` une  tr iple condi t ion :  donner  
une  seule t ache  pa r  c h r o m a t o g r a p h i c  directe;  donner  pa r  hydro lyse  un  m61ange r e l a t i vemen t  
s imple  d ' aminoac ide s  en  p ropor t ions  5. peu pr6s s toech iom6t r iques ;  enfin poss6der  un  seuI r6sidu 
N- te rmina l .  

Toutes ces expfriences ont montr6 que*: 
(a) La conversion du chymotrypsinog6ne en Nfo-Ala  est bien accompagn6e par 

la lib6ration d'un seul peptide. Ce peptide est la thr6onylasparagine (et non l'acide 
thr6onylaspartique) car il engendre I.OI mole d 'ammoniaque par hydrolyse alealine 
m6nag6e 23 et il migre comme l 'asparagine pendant une 61ectrophor6se sur papier 
pH = 6.5 dans le syst6me aeide ac6tique-pyridine-eau. A l 'apparition de 0.6 mole 
d'alanine N-terminale (Tableau I) correspond la formation de 0.5 mole de peptide. 
Le sch6ma propos6 pour la gfn6se des n6ochymotrypsinog6nes (voir plus haut) est 
done pleinement confirm6. 

(b) Le diagramme relatif ~. l 'act ivation "lente" du chymotrypsinog6ne contient 
4 pies. Le premier renferme de la thrfonylasparagine (o.6 mole pour o.7 r6sidu 
d'alanine N-terminale) et le dernier renferme de la s6rylarginine. L 'un des pics inter- 
mfdiaires contient exclusivement de l 'ammoniaque (pic B de notre prfc6dente note 7) 
et l 'autre (pic A) est un m61ange d 'au moins 3 peptides: Leu**.Gly, Leu**.Ser et 
Leu**. Ala. Les proportions respectives de ces peptides ne d6passent pas o.I mole par 
mole de zymog6ne. L 'aet ivat ion "lente" du ehymotrypsinog6ne lib6re done en fait 
deux peptides seulement: la sfrylarginine, c'est k dire le peptide form6 pendant 
l 'activation "rapide" an moment  de la substitution du r6sidu N-terminal d'arginine 
par la leueine 2 et la thr6onylasparagine, c'est k dire le peptide form6 par la chymo- 
t lypsine au moment  de la substitution du rfsidu N-terminal de thrfonine par l'alanine. 
Le caract~re mixte de ce mode d 'act ivat ion apparalt  ainsi clairement. 

IV. MECANISME DE L'ACTIVATION " L E N T E "  DU CHYMOTRYPSINOGENE 

Quand on coupe au sein d'une mol6cule prot6ique quatre liaisons peptidiques succes- 
sivement et dans un ordre quelconque, 2 4 = 16 possibilit6s nous sont offertes. La 
premiere correspond ~ l '4tat initial, c'est ~ dire ~ la prot6ine dans laquelle aucune 
liaison n 'a  encore 6t6 coup6e. Les 15 autres sont trouv6es en associant I par I, 2 
par  2, 3 par 3 et 4 par 4 les quatre ruptures envisag6es. La Fig. 4 donne un aper~u 
de ces 15 possibilit6s. I1 est int6ressant de savoir ce qu'elles signifient dans le cas 
particulier du chymotrypsinog~ne. 

Notons tout d 'abord que les 15 possibilit6s de la Fig. 4 ne sont ~ consid6rer que 
si les 4 ruptures interviennent dans un ordre quelconque. Pendant  l 'activation "rapide",  
la rupture trypsique de la liaison (I) est quasi-imm6diate et elle est suivie aussit6t 
par l 'autolyse de la liaison (2). Le ph6nom~ne est donc simple. I1 consiste ~ convertir 
le chymotrypsinog6ne successivement en deux prot6ines (chymotrypsines-~ et 8), la 

"Voi r  les d i a g r a m m e s  c h r o m a t o g r a p h i q u e s  dans  l ' une  de nos  pr6c6dentes  no tes  7. Ces d i ag ram-  
mes,  o b t e n u s  avec  des  t e chn i ques  moins  perfect ionn6es,  son t  n6anmoins  comple ts .  

* *  o u  Ileu. 
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Activation trypsique 
<--- "Rapide . . . .  Lente" ---~ 

Chymotrypsines 

N~ochymotrypsinog~nes 

4 

13 I4 ~23 124 134 1234 i 

23 24 2341 Attaque chymotrypsique 
du chymotrypsinog6ne 

Prot~ines ~. Prot6ines 
i chaine "ouverte" 2 chaines "ouvertes" 

I I : Arg-Ileu 3 : Tyr-Thr 
2 : Leu-Ser 4 : Asp (NH~)-Ala 

Fig. 4. Possibilit6s offertes par la rupture de quatre liaisons dans le chymotrypsinog~ne. On a 
encadr6 les possibilit6s correspondant ~ des prot6ines d'ores et d6jA caract6ris6es de fa~on corn- 
plate. Ces prot6ines sont au hombre de 5: chymotrypsines a, ~ e t  a; n6ochymotrypsinog~nes 
N6o-Ala et N6o-Thr. En outre, l'existence de deux autres prot6ines est extr~mement probable: 

chymotrypsine (11 (123) et n6ochymotrypsinog~ne (Ala, Ser) (234)- 

seconde (la chymotryps ine-8)  repr6sentan t  le te rme n l t ime et  r e l a t ivement  s table  de 
la conversion. P e n d a n t  l ' a c t i va t i on  " len te"  au contraire ,  la len teur  des ph6nom~nes 
i n t rodu i t  un 616ment de d6sordre. D 'une  par t ,  l ' hydro lyse  t ryps ique  n 'es t  plus forc6- 
men t  terrnin6e a v a n t  le d6marrage  des hydrolyses  chymotryps iques .  D ' a u t r e  par t ,  
ces hydro lyses  chymot ryps iques ,  qui affectent  cet te  fois 3 l iaisons,  ne s 'effectuent  
pas  forc6ment selon un ordre immuab le  et  elles ne sont  pas  non plus forc6ment  
6chelonn6es de fa¢on r igoureuse dans  le temps.  Les m61anges engendr6s sont  donc 
complexes.  Ils peuven t  conten i r  du  chymotryps inog~ne ,  des n6ochymotryps inog~nes ,  
de la chymot ryps ine -8  et  une s6rie de chymot ryps ine s  de t ype  a*. 

Les 15 possibi l i t6s de la Fig.  4 ne sont  n6anmoins  pas  ~galement probables.  Les 
plus probables  cor respondent  aux  prot6ines  que l 'on a l e  plus de chances  de rencontrer .  
E t a n t  donn6 que la rup tu re  de la l ia ison (I) d6termine  l ' ac t iva t ion ,  les 8 prot6ines 
de la  i ° l igne de la Fig.  4 do iven t  ~tre des chymot ryps ines .  Sur ces 8 chymotryps ines ,  
3 sont  pa r f a i t emen t  caract~ris6es (a  (i),  8 (12) e t a  (1234)**). L 'ex is tence  d 'une  
quatr i~me,  la chymot ryps ine -a  1 (123) 7, est rendue  vra i semblab le  pa r  la pr6sence de 
thr6onine  N- te rmina le  dans  les prot6ines  de l ' a c t i va t i on  " lente" .  Les 7 aut res  possi- 
bil i t6s ment ionn6es  dans  la Fig. 4 cor respondent  en pr inc ipe  ~ des n6ochymot ryp-  
sinog~nes. Les prot6ines (3), (34) et  (234) sont,  respec t ivement ,  N6o-Thr,  N6o-Ala  
et N6o(Ala, Ser). 

Consid6rons m a i n t e n a n t  les posi t ions  respect ives  occup6es pa r  les l iaisons rom-  
pues. Deux cas peuven t  se pr6senter :  ou bien deux l iaisons voisines sont  coup6es 
(Ex.:  l ia isons (I) et (2) ou (3) et  (4)). Un pep t ide  cour t  est alors lib6r6 (Ser .Arg  ou 
Thr -Asp(NH2)  ) et l ' ab l a t i on  de cet te  por t ion  somme tou te  infime de la mol6cule n ' a  
aucune influence sur son act iv i t6  actuel le  ou potent ie l le .  La  chymot ryps ine -8  a en 

* Ne nous ~tonnons donc pas que la chymotrypsine-a de NORTHROP ET KUXlTZ soit obtenue 
avec un rendement assez mauvais et qu'elle soit encore 61ectrophor6tiquement impure aprSs 
plusieurs cristallisationsi. 

** La premiere chymotrypsine isol6e, la chymotrypsine-a, exige en fait le nombre maximum 
de ruptures, soit 4. 
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effet la m~me ac t iv i t6  que la chymot ryps ine -z .  N6o-Ala  a la m6me ac t iv i t6  potent ie l le  
que N6o-Thr .  Ou bien,  les l iaisons rompues  sont  loin les unes des aut res  (Ex. : l ia isons 
(i) et  (3)). Nous ne savons pas  au  ius te  quelle d i s tance  s6pare ces liaisons. Mais nous 
pouvons  supposer  qu 'un  pon t  in te rne  se t rouve  ent re  elles car  leur rup tu re  fa i t  
appara l t r e ,  non pas  des pep t ides  l ibres,  mais  des chaines "ouver t e s"  qui font  tou jours  
p a t t i e  de la mol6cule prot6ique.  Cet te  mol6cule subi t  alors une modif ica t ion  sensible 
de s t ructure ,  qui influe sur son compor t emen t  b iochimique.  Les chymot ryps ines  de 
t y p e  a sont  caract~ris6es p a r  une  chalne "ouve r t e "  suppl~mentaire .  Leur  ac t iv i t6  
sp6cifique est  inf6rieure £ celle des chymot ryps ines  ~ et ~. 

La  Fig.  5 propose pour  t e rminer  un  sch6ma g6n6ral de l ' a c t i va t i on  du  chymo-  
t rypsinog~ne.  Deux  routes  y sont  pr6vues.  L 'une ,  v r a i s emblab lemen t  p r6dominan te  
q u a n d  les quant i t6s  de t ryps ine  sont  tr~s fortes, passe pa r  les chymot ryps ines  de 
l ' a c t i v a t i o n  " r ap ide" ,  lesquelles s ' au to lysent*  ensui te  pour  donner  les chymot ryps ines  
de l ' a c t i va t i on  " len te" .  L ' au t re ,  v r a i s emblab lemen t  p r6dominan te  quand  les quant i t6s  
de t ryps ine  sont  tr~s faibles,  passe  p a r  les n6ochymotrypsinog~nes .  Rien  n 'emp~che 
de supposer  que, dans  t o u s l e s  cas in term6diai res ,  ces deux routes  soient  s imultan6-  
m e n t  utilis6es. 

Chymotrypsines de 
l'activation "rapide" 

Trypsine 
(activation) Autolyse 

/ 
Chymotrypsinog~ne Chymotrypsines de 

l'activation "lente" 
/* 

Chymotrypsine Trypsine 
(activation) 

N6ochymotrypsinog~nes 

Fig. 5. Sch6ma g6n6ral de l'activation du chymotrypsinog~ne. 
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RI~SUMt~ 

i. Le chymotrypsinog~ne est lentement hydrolys6 par la chymotrypsine au niveau de 3 
liaisons (tyrosyl-thr6onine, leucyl-s6rine et asparaginyl-alanine). Ces hydrolyses engendrent des 
formes d6grad6es et encore activables, pour lesquelles le nora de "n6ochymotrypsinog~ne" es t  
propos6. 3 n6ochymotrypsinog~nes sur les 7 en principe concevables, ont 6t6 caract6ris6s au cours 
du pr6sent travail. Le sulfate d'ammonium incite la chymotrypsine A rompre la liaison asparaginyl- 
alanine, laquelle ne semble pas correspondre exactement aux besoins structuraux de l'enzyme. 

2. L'activation des n6ochymotrypsinog~nes r6sulte, comme celle du chymotrypsinog~ne 

* L'autolyse de la chymotrypsine-~ avait 6chapp6 ~ JACOBSEN a4. Le pr6sent travail n 'y fair 
d'ailleurs pas allusion de fa~on pr6cise. Mais l'une de nos communications pr6c6dentes ~ a montr~ 
que cette autolyse existe r6ellement et qu'elle fait apparaitre en position terminale les m~mes 
r6sidus que l 'attaque chymotrypsique du chymotrypsinog~ne. 

Bibliographie p. 620. 



620  M. ROVERY, M. POILROUX, A. YOSHIDA, P. DESNUELLE VOL. 2~ (lO57) 

ordinaire, de la rup ture  d 'une liaison arginyl-isoleucine par  la trypsine.  Cette act ivation (ainsi 
d'ailleurs que l 'autolyse de la chymotrypsine-~) engendre les chymotryps ines  de type a. Ces 
chymotrypsines ,  th6or iquement  au nombre  de 5, poss6dent une chaine "ouver te"  de plus que 
les chymotrypsines-~ et ~. Les remaniements  de s t ructure  qu ' impl ique la formation de la nouvelle 
chaine provoque  une diminution d 'environ 4 ° % de l 'activit6 actuelle ou potentielle des mol6cules. 

3. I1 est remarquable  de constater  que la rup ture  par  la chymotryps ine  d 'une liaison leucyl- 
sdrine s6par6e de la liaison arginyl-isoleucine par  deux r6sidus seulement n 'active pas le zymog~ne. 
Ce fait d6montre  l 'extr~me sp4cificit6 du ph6nom6ne d'activation. 

SUMMARY 

I. Chymotryps inogen is slowly hydrolysed by chymot ryps in  at  three bonds ( tyrosyl-  
threonine, leucyl-serine and asparaginyl-alanine) .  These hydrolyses give degraded forms, which 
can still be act ivated and for which the name "neochymot ryps inogens"  has been proposed. Three 
of the seven possible neochymotryps inogens  have been described in the course of the present  
work. A m m o n i u m  sulphate  induces chymot ryps in  to break the asparaginyl-alanine bond, which 
does not  seem to fit exactly the s t ruc tura l  requi rement  of the enzyme. 

2. As in the case of ordinary chymotrypsinogen,  act ivation of the neochymotryps inogens  
is a result  of the cleavage of an arginyl-isoleucine linkage by  trypsin.  This activation (like 
the autolysis of chymotrypsin-~)  produces chymotryps ins  of the a type. These chymotrypsins ,  
theoretically five in number ,  have one "open"  chain more than  the chymotrypsins-~z and ~. The 
alterations in s t ructure  which the formation of the new chain involves, cause a diminution of 
about  4 ° % in the actual or potent ial  activity of the molecules. 

3. I t  is remarkable  to note tha t  cleavage by chymot ryps in  of a leucyl-serine bond separated 
from the arginyl-isoleucine bond by only two residues, does not  activate the zymogen. This fact  
shows the ext reme specificity of the act ivation phenomenon.  
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