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Extr~mit~s N et C-terminales du chymotrypsinog~ne de boeuf 

Aucun rdsidu C-terminal n'a pu ~tre d6cel6 dans le chymotrypsinogb~ne de bocuf 
(ChTg) par la technique classique "k la carboxypeptidase A 1 ou par hydrazinolyse 2. 
Or, le zymog~ne contient un r6sidu N-terminal de ½ cystine 3 et la chymotrypsine-a 
qui en d~rive par formation de 2 chaines ouvertes 4, donne naissance k 3 chaines 
ind6pendantes A, B e t  C par oxydation performique s. On peut donc supposer qu'une 
chaine existe d6jk dans ChTg et que, pour une raison quelconque, le r6sidu C-terminal 
de cette chaine n'a pas encore fit6 trouv6. D'apr~s MEEDO,'~ 5, ChTg oxyd6, ChTg 
d6natur6 par l'ur6e 6 M e t  la chalne C de la chymotrypsine-a (qui doit en principe 
correspondre k la r6gion C-terminale du zymog~ne) poss6deraient un r6sidu C-terminal 
de tyrosine accessible k la carboxypeptidase A. La question se pose de savoir si ce 
r6sidu appartient k ChTg ou ~ l'un des neochymotrypsinog~nes qu'il engendre 
facilement par rupture d'une liaison tyrosyl-thr6onine 4. 

Quand ChTg est compl~tement d@ourvu d'activit6 chymotrypsique et de 
neochymotrypsinog~ne, la carboxypeptidase A (6 h ~ 25 ° dans une solution o.o2 M 
en v6ronal pH 7.8 et o.I M e n  NaC1; rapport enzyme/substrat: o.o3; incubation 
pr~alable de l 'enzyme avec le diisopropylfluorophosphate (DFP) ; pr6sence de I mole/ 
mole de DFP pendant l'attaque) lib~re des quantit6s de tyrosine et de leucine 
n'exc6dant pas o.o5 mole/mole. Mais, quand l 'attaque carboxypeptidasique se produit 
au sein de l'ur6e 6 M, on obtient des quantit6s presque stoechiom6triques d'asparagine, 
d'alanine et de leucine ainsi que des quantit6s moindres de valine. Quand l 'attaque 
est renouvel6e apr~s dialyse, des quantit6s substantielles de thr6onine apparaissent. 
La tyrosine est absente dans tousles cas. Les courbes de viscosit6 de la Fig. I montrent 
que les conditions exp6rimentales adopt6es provoquent une d6naturation complete 
du zymog~ne. Cette d6naturation rend compl~tement accessible une s6quence 
C-terminale qui peut ~tre: -Thr.Val.Leu.Ala.Asp-NH 2. I1 est 6galement possible que 
la leucine soit apr~s l'alanine. Dans ce cas, un 2 ° r6sidu d'alanine existerait dans la 
s6quence. 

Cette s6quence est aussi accessible dans ChTg oxyd6. 
La Fig. 2 indique que l'accessibilit6 de l'extr6mit6 C-terminale est proportionelle 

au taux de d6naturation. Ce taux correspond, soit k la coexistence de mol6cules 
natives et compl~tement d6natur6es, soit, comme nous pr6f6rons le penser, ~ une 
d6formation progressive de toutes les mol6cules mises en pr6sence de concentrations 
croissantes d'ur6e. 

Quand, apr~s une simple d6naturation dans l'ur6e 6 M, on dialyse l'ur6e contre 
HC1 IO -~ M, la viscosit~ de ChTg retombe ~ sa valeur initiale. La prot6ine n'est 
cependant pas int6gralement "renatur6e" car son extr6mit6 C-terminale reste 
accessible ~ la carboxypeptidase. Les m~mes amino acides sont lib6rfs en quantit6s 
sensiblement 6gales. Nous sommes donc en pr6sence de formes partiellement d6- 
natur6es de ChTg, dans lesquelles l'une des dfformations permanentes peut 6tre 
localis6e au niveau de l'extr6mit6 C-terminale de la chalne. Le fait que cette extr6mit6 
soit situ6e en dehors des ponts disulfure, explique sans doute le caract~re permanent 
de la d6formation. Ces formes (chymotrypsinog~nes "U") sour activables par la 
trypsine £ la m6me vitesse que la forme native. Mais leur activit6 potentielle est 
rfduite d'un tiers environ (Fig. 3). Elles doivent donc ~tre rapproch6es des neochymo- 
trypsinog&nes ¢. Dans les deux cas, la vuln6rabilit6 extr6me d'une liaison Arg-Ileu 
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vis-a-vis de la trypsine ~ a 6t6 conserv6e et un centre actif s'est form6. Mais l 'alt6ration 
de la structure native s'est manifest6e par une diminution sensible de l ' "ac t iv i t6"  
du centre. Les deux cas ne sont cependant pas identiques. La d6naturation partielle 
des chymotrypsinog~nes "U"  est obtenue sans toucher aux liaisons covalentes de la 
mol6cule. 
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Fig. i .  Viscosit~ du  c h y m o t r y s i n o g ~ n e  en  fonc t ion  de la concen t r a t i on  de l 'urde.  Apr~s 15 rain:  
t r a i t  plein.  Apr~s 6 h : t r a i t  pointill6. Les  condi t ions  de la d6na tu r a t i on  son t  donn6es  dans  le t ex te .  

Fig~ 2. T a u x  de d 6 n a t u r a t i o n  du  c h y m o t r y p s i n o g ~ n e  et  accessibili t6 de son  ex t r6mi t6  C- terminale .  
+ : Viscosit6 sp6cifique (en % de la viscosi t6 m a x i m u m ) .  O : Quan t i t6s  d ' a l an ine  lib6r6es pa r  la 
c a r b o x y p e p t i d a s e  en 6 h (en % de la quan t i t 6  m a x i m u m  libdr6e q u a n d  la d6na tu r a t i on  es t  totale).  
L ' a l a n i n e  a 6t6 d~termin6e  de pr6f~rence ~, l ' a spa rag ine  C- te rmina le  car  le dosage  q u a n t i t a t i f  de 

ce t te  derni~re en pr6sence d 'ur6e  est  assez difficile. 

Fig. 3. Ac t i va t i on  des  c h y m o t r y p s i n o g ~ n e s  " U "  par  la t ryps ine .  Concen t r a t ion  du zymog~ne :  
2. 4 %;  r a p p o r t  t r yps i ne / zymog~ne :  0.025; t emp .  : o°;  p H  = 7.8. Act iv i t6  es t~ras ique vis-A-vis de 
l ' ac6ty l -L- tyros ine  6thyles ter .  ChTg : c h y m o t r y p s i n o g ~ n e  nat i f .  ChTg-U 5 et  U 6 : chymot ryps inog~nes  
p r6a l ab l emen t  ddna tu rds  p e n d a n t  6 h darts l 'ur6e 5 ou 6 M,  dialys6s cont re  HC1 io  -3 M e t  

lyophilis6s.  

En outre, la chaine C de la chymotrypsine-a correspond bien £ la r6gion C- 
terminale de ChTg car elle donne des r6sultats n6gatifs k l 'hydrazinolyse et elle lib~re 
au contact de la carboxypeptidase Ales  amino acides cit6s pr6c6demment. Le r6sidu 
N-terminal de cette chaine et les r6sidus terminaux des chalnes A et B sont ceux 
annonc6s par  MEEDOM 5. La chaine B en particulier, qui donne des r6sultats douteux 
avec la carboxypeptidase, engendre exclusivement de la tyrosine par hydrazinolyse. 
Un sch6ma coh6rent de la mol6cule de chymotrypsine-a, compatible k la fois avec la 
structure du zymogbne et avec le m6canisme connu de l 'activation "lente ''4, peut 
maintenant  6tre 6tabli. 

L'action de l 'aminopeptidase sur ChTg a 6galement 6t6 6tudi6e, surtout dans 
l 'espoir que la rupture de la liaison situ6e derriere le r6sidu N-terminal de ½ cystine 
permette  l 'ablation en bloc de toute la chaine A au moment de l 'activation trypsique. 
Cet espoir ne s'est pas r6alis6. L'aminopeptidase (C1:7o-I4O, IOO uldt6s pour I/~mole 
de ChTg, tampon tris(hydroxymethyl)aminomethane-MgClz k pH 8.5; 24 h ~. 40 °, 
incubation pr6alable de l 'enzyme avec DFP;  pr6sence de 200 mole/mole de D F P  
pendant le traitement) n 'a t taque pas ChTg, que celui-ci soit pris k l '6tat natif, 
d6natur6 par  l'ur6e oll oxyd6. 25 unit6s d 'enzyme par /~mole at taquent  n6anmoins 
la chaine A en donnant:  au bout de 6 h, de l'acide cyst6ique et un peu de glycocolle; 
au bout de 24 h, I mole d'acide cyst6ique, 0.8 mole de glycocolle et un peptide ~. 
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valine N-terminale. Quand l'hydrolyse est plus pouss6e, il apparalt d'un seul coup de 
faibles quantit6s de valine, de proline et d'isoleucine. Ces r6sultats sont compatibles 
avec la s6quence CySO3H.GIy.Val- propos6e par MEEDOM 7. Ils sugg6rent en outre, 
6tant donn6 les difficult6s qu'6prouve l'enzyme £ d6tacher la valine, que la proline 
occupe la 4 ° position dans la chalne A. 
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Re~u le 22 aout 1958 

Chromatographic la~aviour of hemoglobins 

The successful application of adsorption chromatography has been complicated by the 
instability of protein molecules on supporting media and their tendency to be irre- 
versibly adsorbed or to give strongly curved adsorption isotherms. However, a 
number of inorganic adsorbents and ion exchangers have been reported as suitable 
for protein chromatography. Recently, two rather complete reviews were published 
by MOORE AND STEIN 1 and by SOBER AND PETERSON 2. 

The main object of the present work was to study the chromatographic behaviour 
of hemoglobins on adsorbents like calcium phosphate, hydroxylapatite and the 
cellulosic cation exchanger, carboxymethyl cellulose (CM-cellulose) and to find out the 
conditions for the separation of human adult hemoglobin (Hb A) and human fetal 
hemoglobin (Hb F). The chromatographic behaviour of some avian hemoglobins on 
Amberlite IRC-5o is also reported. 

The blood samples were collected from normal adults by venipuncture and from 
the umbilical cord. The avian blood was obtained by cutting the jugular vein. The 
red cells were washed with isotonic saline and hemolysed as described earlier 3, 4. The 
clear hemoglobin solution thus obtained was stored at - - 4  ° in small test tubes and 
thawed prior to their application on the column. 

Hydroxyiapati te was prepared as described by TISELIUS et al. s. CM-cellulose of 
0.46 mequiv]g dry material was prepared and regenerated by treating the used 
material with 0.5 M NaOH-o.5 M NaC1 as described by PETERSON AND SOBER e. The 
columns were washed with the starting buffer till the pH of the effluent reached that  of 
the buffer. Hydroxylapati te columns were packed under o.8-1.o kg/cm 2 pressure and 
slight pressure (0.4-0.5 kg/cm 2) was found to be sufficient for the CM-cellulose columns. 
Initial t reatment of Amberlite resin IRC-5o XE 64 was performed according to 


