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SUMMARY 

On the activation of beef trvpsinogen by a crystallized proteinase of Aspergillus saitoi 

I. A proteolytic enzyme derived in crystallized form from Aspergillus saitoi is 
capable of act ivat ing trypsinogen and chymotrypsinogen-A at pH  4.5. In  the case of 
trypsinogen, act ivat ion is rapid at o °. I ts  kinetics are of the first order, and a specific 
act ivi ty equal to the m a x i m um  value at ta ined by the classical method of auto~ 
act ivat ion can be reached. 

2. The mechanism of this new kind of act ivat ion appears to be the same as tha t  
of auto-activation.  I t  comprises---like se l f -ac t iva t ion- - the  specific rupture of the 
sixth bond (Lys.I leu)  of the trypsinogen chain. Due to its higher specificity, the 
enzyme of Aspergillus saitoi seems to be capable of breaking another linkage in the 
trypsinogen, without,  however, diminishing the final activity. 

INTRODUCTION 

KUNITZ a montr6 depuis longtemps que le trypsinog~ne de boeuf est activ6 par au 
moins trois enzymes diff6rents: la trypsine (autocatalyse) ~ pH 7.8 (voir r6f. I, 2), 
l 'ent6rokinase ~ pH 5.6 (voir r6f. 3) et une pr@arat ion  real dffinie obtenue b~ partir  
d 'une souche non identifi6e de Penicil l ium et active "k pH 3 (voir r6f. 4). 

Les modifications subies par  la structure covalente du trypsinog~ne au cours de 
son autoact ivat ion ont fait l 'objet  d 'dtudes approfondies. On salt que la trypsine 
coupe la 6 ° liaison (liaison Lys .  Ileu) de la chMne du zymog('ne. Cette coupure a deux 
cons6quences: remplacement  en position N-terminale du rdsidu de valine du zymog~,ne 
par le rb, sidu d'isoleucine de la trypsine et ablation sous la forme d 'un  hexapeptide 
(Val(Asp)4Lys) de la s~quence N-terminale situde en deq'~ de la liaison coup6e 5 ~. 

Par  contre, le mdcanisme d 'ac t ivat ion par  l'ent6,rokinase n'est  pas encore d6fi- 
ni t ivement  dtabli. YAMASI~INA s a bien constatd qu 'en t ra i tant  le trypsinog(:ne par  
une pr@arat ion  purifide d'entdrokinase, il apparaissait,  comme pendant  l 'auto-  
activation, un r(~sidu N-terminal  d'isoleucine dont ]es proport ions augmentaient  avec 
le degrd d 'act ivat ion.  Mais, selon route vraisemblance, l ' autoact ivat ion se ddclenche 

Abrdviations utilis6es: DFI ), diisopropyllluorophosphate, l)P-trypsine, enzyme spdcifique- 
nlent inhib6 par 1 mole du r6actif pr6cddent; FDNB, fluorodinitrobenz6ne; DNP, radical di- 
nitrophdnyl. 
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d6js. 5. pH  5.6. Si l 'on omet  de paralyser l 'activit6 trypsique par  un moyen quelconque, 
cette act ivat ion peut  jouer un r61e p r@ond&ant ,  et il devient difficile de savoir ce 
qui revient r6ellement 5. l 'ent6rokinase dans les ph6nom6nes observ6s. Les exp6riences 
de YAMASHINA devraient 6tre refaites en pr6sence d 'un  inhibiteur sp6cifique de la 
trypsine. 

Quant  5. l 'act ivat ion par  l 'enzyme du Penicillium, rien de pr6cis n 'est  connu 5. 
so:: sujet. Elle est pour tant  int6ressante car elle s'effectue ~ un pH suffisamment 
acide pour que l 'autoact ivat ion et l 'autolyse ult~rieure de la trypsine form6e ne soient 
pas k craindre. 

La souche de Penicilliurn de KUNITZ semblant  fitre perdue, nous nous sommes 
adress6s 5. un enzyme 6labor6 par  Aspergillus saitoi. Obtenu rdcemment 5. l '6tat  
cristallis6, cet enzyme coupe, comme la trypsine, les liaisons basiques. Son pH 
opt imum est 4.5 environg- 

TECHNIQUES 

Matdriel d'dtude 

Apr6s un certain temps de stockage, le trypsinog+ne commercial rnanifeste 
souvent  une activit6 trypsique tr+s appr6ciable. I1 convient donc d 'abord,  soit de 
le purifier par chromatographic,  soit de choisir un &hanti l lon faiblement activ6. 
Notre 6chantillon contenait  2 To de trypsine. I1 a 6t6 simplement trait6 15 rain 5. o ° 
et pH 7.8 par 5 moles/mole de DFP ,  dialys6 contre HC1 lO -3 M e t  lyophilis6. Tous 
les calculs relatifs 5. cette substance sont bas~s sur les valeurs suivantes:  ~-1% 5. ~ 1  Gill 
28o m/x, 13.9; poids mol6culaire, 25,000. 

L 'enzyme cristallis6 d'Aspergillus saitoi nous a 6t6 aimablement fourni par Dr. 
F. YOSHIDA. Sa pr@arat ion,  ses propri6t6s et sa sp6cificit6 ont 6t6 r6cemment d6- 
crites 9. I1 hydrolyse rapidement  ~ pH 4.5 le substrat  caract~ristique de la trypsine, 
le benzoyl-L-argininamide. Mais il s 'en diff6rencie net tement  par  une sp6cificitd 
beaucoup plus large. 

Rdalisation des expdriences 

Extr~mit~s N-terminales" Le trypsinogbne (I o~.,, dans l 'ac~tate d ' ammonium 
0.05 M pH 4.5) est trait6 5. o ° pendant  des temps variables par  lO -3 mole/mole 
d 'enzyme cristallis6. On dose l 'activit~ trypsique sur le benzoyl-L-arginine 6thylester 
et c,n d6termine les extrfmitfis N-terminales apparues par  la technique classique de 
SANGER. Dans le but  d '6viter toute action de la trypsine pendant  la condensation 
avec FDNB,  on refroidit 5. o °, on am~ne le pH  k 7.8 et on ajoute imm6diatement  
50 moles/mole de DFP.  Puis, on agite avec F D N B  en presence d '6thanol et de tri- 
m6thylamine,  d ' abord  2 h ~ o °, puis 2 h 5. 20 °. Aprbs extraction 5. l '6ther, on acidifie 
et on extrait  plusieurs lois par HC1 N, l '6thanol, la m6thyl6thylc~tone et l '6ther. On 
admet  que la partie insoluble contient des DNP-prot6ines et que la partie soluble 
comient  des DNP-peptides.  Les 2 fractions sont hydrolys6es s@ar6ment  et les 
hydrolysats  sont ~tudi6s de la mani~re habituelle. 

Extrdmitds C-terminales : Apr~s avoir trait6 le trypsinogSne par  l 'enzyme pendant  
4 h, on porte k 80 ° pendant  3 rain "k pH 2.4 pour arr~ter la r6action, on refroidit 
30 rain dans la glace pour laisser g la trypsine le temps de se renaturer et on dialyse 
contre HCI IO -3 M. Puis, on 61imine par 2 lyophilisations successives l 'eau et l 'ac6tate 
d ' ammoniunl  du dialysat  (D) et du liquide dialys6 (L). 

l?iochim. Biophys. Acla, 42 (:960) 230-237 
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Les extr6mit4s C-terminales de (L) sont alors d4terminfes par la technique k la 
carboxypept idase-A et la technique d 'hydrazinolyse sous sa forme modifi6e 1°. La  
premiere technique est utilis6e comme suit: Afin d ' inhiber la trypsine, on traite le 
liquide L 15 rain 5, o ° par  20 moles/mole de D F P  dans un tampon vdronal 0.02 M 
p H  7.8 contenant  o.oI % de Tween 20. On ajoute k 25 ° 0.03 mole/mole de carboxy-  
peptidase-A pr6alablement dialys6e et trait6e par DFP.  Les amino acides libdr6s sont 
d6termin6s et dos6s par la m6thode de LEVY 11. 

Chromatographic des peptides: Les peptides de (D) sont sdparfs par passage 5, 
travers une colonne de Dowex-5o x 2 dans les conditions prfcis6es dans la ldgende 
de la Fig. 3. Une fraction sur quatre est t ra i t fe  par la ninhydrine en pr6sence de 
SnC1212. La composition de chaque pic est 6tudife en pr61ewmt des 6chantillons au 
sommet et sur les branches, en 6changeant leurs ions avec ceux de l 'ac6tate d 'am- 
monium, en 41iminant ces derniers sous vide et en effectuant des chromatographies 
sur papier avant  et apr?'s hydrolyse. 

RESULTATS EXPI~RIMENTAUX 

Etude de l'activation et extrdmitds N-terminales 

La Fig. i indique la cinft ique de l 'act ivat ion et permet  de connattre les pro- 
portions des rfsidus N- terminaux au cours de ce processus. On voit  que l 'act ivat ion 
est assez rapide et qu'elle est "compl6te", en ee sens que I mole de trypsinog~ne 
donne naissance dans les conditions de l'essai ~ une activit6 contre le benzoylarginine 
6thylester 6gale k celle de i mole de la trypsine classique. Comme le montre  la Fig. 2, 
la r6action &act ivat ion est du i ° ordre. Nous sommes donc certainement en prgsence, 
non pas de l 'act ivat ion autocata lyt ique par la trypsine, mais d 'une nouvelle act ivat ion 
rfalisfe par l 'enzyme d'Aspergillus saitoi agissant de favon autonome. 

Au cours de cette activation, 4 amino acides: l'isoleucine, la valine, la sfrine et 
l 'acide aspart ique (ou l 'asparagine) apparaissent en position N-terminale dans la 

1oo ioo 
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Fig. 1. Act ivat ion et r6sidus N- te rminaux  des 
"protdines"  du mdlange. Les ordonn6es de droite 
indiquent  le o d'activit6, en p renan t  pour  base 
ioo l 'activit6 m a x i m u m  qu 'acquier t  une m6me 
quant i t6  de t rypsinog6ne par  act ivat ion autoca- 
talyt ique,  l.es ordonn6es de gauche indiquent  le 
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Fig. 2. Ordre de la r6action d 'act ivat ion,  a est 
l 'activit6 au temps  t e n  ~/o de l 'activit6 poten- 
tielle totale, ioo repr6sente donc la quant i t6  
initiale de trypsinog6ne et I oo - - a ,  la quanti t6 

res tante  au temps  t. 

nornbre de r6sidus N- te rminaux  par  mole de trypsinog6ne en jeu. + ,  °/o d'activit6 vis 5~ vis du 
benzoyl-L-arginine 6thylester. 0 ,  A e t  [~, respectivement,  isoleucine, sdrine et acide aspar t iquc 
apparus  en posit ion N-terminale  pendan t  l 'act ivation.  @, valine N-terminale formde au tours  

de l 'act ivation,  compte- tenu de la valine N-terminale du trypsinog6ne (voir le texte). 

l~iochim. 13iohhys. Acta, 42 (190o) 23o-237 
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fraction prot6ique des m61anges. Les proportions d'isoleucine sont consid~rables. 
Suivant fid~lement le % d'activation, elles atteignent I mole/mole quand l 'activation 
est compl6te. Pour ce qui concerne la valine, il faut tenir compte du r6sidu N-terminal 
que eontient le trypsinog~ne et qui passe progressivement dans la fraction peptidique 
pendant l 'activation (Tableau I). Nous calculons donc la valine r6ellement formde 

T A B L E A U  I 

E T U D E  PRI~LIMINAIRE DES P E P T I D E S  FORMt~S AU COURS DE L'ACTIVATION 

Durde Rdsidus apr~s hydrolyse 
de l'activalion (mole pa~ molc de trypsinogOne en j*'u) 

(h) DNP-Val  e-DNP-Lys Asp Autres rdsidus 

I 0 . 2  - -  O . 8 - I  .O O 

2 O.8 0.  5 2 -  3 0 . 2  

2 3 . 5  0 . 9  I .O 3--4 1 .3  

en retranchant de la valine totale la valine appartenant  au trypsinogOne restant, 
elle-m4me d6duite du % d'activation. C'est ainsi par exemple qu'apr6s 2 h, la quantit6 
totale de valine N-terminale d6termin6e/t l '6tat de ddrivd DNP est o.86 mole/mole 
alors que le trypsinog6ne contient 0.97 mole/mole de valine N-terminale et que le % 
d'activation est 6o. La quantit6 de valine N-terminale apparue en z h est: 

o . 8 6 - - o . 4 o  x o.97 = o.47 mole/mole 

La Fig. I montre que la formation de valine N-terminale est presqu'aussi rapide 
au ddbut que celle de l'isoleucine. Puis, elle s'arr~te brusquement d6s que l 'activation 
est k peu prbs complOte. La quantit6 maximum est d'environ o.5-0.6 mole/mole. Les 
proportions de s6rine et d'acide aspartique N-terminaux sont beaucoup plus faibles. 
Elles ne d4passent pas o.25 et o.xo mole/mole, respectivement. 

Le Tableau I indique les DNP-amino acides et les amino acides libres form6s 
par hydrolyse de la fraction "DNP-peptides".  

Les "autres r6sidus" mentionn6s dans la derni6re eolonne du Tableau I 6tant 
au nombre d'environ 9 et leurs proportions individuelles n '6tant jamais sup6rieures 
k o.3 mole/mole, nous pouvons dire que la fraction "DNP-pept ides"  contient surtout 
DNP-Val, e-DNP-Lys et Asp dans le rapport  molaire I : x : 3-4. Le peptide principal 
engendr6 par l 'activation est donc tr6s vraisemblablement le m6me que celui de l 'auto- 
activation, ~ savoir: Val(Asp)~Lys. Ce fait va fitre confirm6 un peu plus loin par 
chromatographie directe des peptides sur Dowex-5o. 

Et~de des e.vtrdmitds C-terminales 

Trait6e par la carboxypeptidase-A pendant 15 min, la partie prot6ique des 
m61anges (dur6,e de l ' incubation: 4 h) engendre de nombreux amino acides parmi 
lesquels on distingue: l 'asparagine (o.6 mole), la s6rine (o.5 mole), la tyrosine (o.5 
mole), la valine (o.4 mole), la thr6onine (o. 4 mole), la leucine ou l'isoleucine (o. 3 mole). 
Par  hydrazinolyse, cette m~me fraction fournit: o.2 mole de s6rine et o.3 mole de 
glycocolle. 

Etude des peptides libdr~s pendant l'activation 

La Fig. 3 reproduit le diagramme obtenu en chromatographiant  les peptides 

B i o c h i m .  B i o p h y s .  A c l a ,  4 2  ( i 9 6 o )  2 3 0 - 2 3 7  
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selon la  technique de MOORE ET STEIN 12. Ce d iag ramme met  en 6vidence 7 pics plus 
ou moins bien diff6renci6s dont  la composi t ion et les propor t ions  sont donn6es dans  

~OG 

0.7~ 

~_ 
,~- 0.5C 

le Tab leau  I I .  

iN 

0.25 L 

ml effluent 
0 ioo 2o0 aO0 ~00.~' ,, ' 

Fig, 3. C h r o m a t o g r a p h i c  des pep t ides  sur  Dowex-5o.  Colonne (o.9 ,'4 6o cm) de Dowex-5 o × -, 
(part ies  ~gales de grains  g lOO-2OO et  20o-40o mail les) .  D6bit ,  4 ml /h .  F rac t ions  de I ml.  Les  
l iquides  d '61ution sont ,  darts l 'ordre,  t a m p o n  c i t ra te  o.i  M p H  4.o, t a m p o n  c i t ra te  o.2 M p H  5.o, 

t a m p o n  c i t ra te  0.2 M p H  6.5, b i ca rbona te  o.2 M (pH 8.45 ) et c a rbona t e  o.2 M (pH lO.9). 

T A B L E A U  II  

A N A L Y S E  D E S  P I C S  D I S  L A  Fig. 3 

L '6qu iva len t - l euc ine  de c h a c u n e  des s u b s t a n c e s  es t  suppos6  6tre 6gal "X 1, sauf  dans  le cas  des 
pics I I  et  I I I  oh il es t  pr is  6gal ~t ~.75 pour  t en i r  comp te  de la prfisence d ' u n  rdsidu de lysine la. 
Les  as t6r iques  (*) i nd i quen t  que  le pic consid6r6 con t i en t  p lus ieurs  pep t ides  don t  les p ropor t ions  

individuel les  son t  trSs faibles. 

No. des pics Composition Nb dc moh's pour • mole 
de trypsinog~le 

I t Val(Asp)a o.I2 
[ Ser o.24 

II  Val(Asp).~Lys o.75 
I i i  Asp.  Lys  o.14 
IV A m m o n i a q u e  - 

a v, . _  

VII  * o.9o 

DISCUSSION 

Les r6sul ta ts  obtenus  ci-dessus peuven t  6tre commentds  comme sui t :  
I .  Le fai t  que la r~act ion d ' a c t i va t i on  se produise ~t p H  4.5 et qu'el le soit d ' o rd re  

I ,  p rouve  que cet te  %act ion  n ' es t  pas  due h la t r yps in<  Des exp6riences-%moins 
mon t r en t  d 'a i l leurs  que le t ryps inogbne  t ra i% k o ° et p H  4.5 pa r  2o o/,.o de t ryps ine  
pendan t  5 h ne s ' ac t ive  qu 'k  concurrence de 6 %. Nous nous t rouvons  done bien en 
p%sence d 'un  nouveau  mode d ' ac t i va t i on  du trypsinogt,  ne dont  le mdcanisme m6rite 
d ' e t re  6clairci. 

2. Los deux ph6nomt, nes pr inc ipaux  que l 'on observe au cours de cet te  nouvelle  
ac t iva t ion  sont ident iques  h ceux qui accompagnen t  l ' au toac t iva t ion .  Un %sidu 
N- te rmina l  d ' isoleucine (Fig. I) et une mole d ' hexapep t ide  Val(Asp)4Lys (Tableau I 
et Fig. 3) appara issen t  pa r  mole de t rypsinogtme en jeu. Une trbs bonnc cor%lat ion 

Biochim.  Biophys.  Acla, 42 (t96o) 23 ° -237 
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peut, d 'autre part, &re 4tablie entre les deux ph6nombnes pr6c6dents et le degr4 
d'aetivation. En outre, aucun r6sidu C-terminal n'est engendr6 en proportions 
stoeehiom6triques pendant l 'activation. I1 semble done 6vident que le trypsinog6ne 
est activ6 par l 'enzyme d'Aspergillus saftoi de la m~me fa~on que par la trypsine. 
Dans Pun et l 'autre cas, l 'activation est provoqu6e par la rupture de la 6 ° liaison 
(liaison Lys.I leu) de la chalne. 

3. N6anmoins, l 'enzyme d'Aspergillus saitoi f a r  6galement apparaitre dans la 
fraction prot6ique des m61anges les rdsidus N-terminaux suivants: valine (0.56 mole), 
si~rine (0.26 mole) et aeide aspartique (o.I mole). Tous ces rfsidus sont-ils caraet6ris- 
tiques de l 'activation par Aspergillus saitoi oh se forment ils aussi, par une sfrie de 
riactions seeondaires, au cours de l 'autoactivation? Pour le savoir, on traite une 

O/ solution de trypsinog6ne ~ I ~o pendant 15 h k pH 7.8 par 2.3 % de trypsine. L'aeti-  
vation est totale. On trouve dans la partie prot6ique de l'isoleucine N-terminale 
(o.95-I.o mole), de la valine (o.Io-o.I5 mole), de la s6rine (0.25 mole) et de l'acide 
aspartique (o.Io mole). Seule la valine semble done caract6ristique de la nouvelle 
activation. 

4. Etant  donn6 que la formation de valine N-terminale eesse brusquement au 
moment  oh l 'activation est compl6te, on peut supposer que l 'enzyme d'dspergillus 
est capable de rompre une liaison de la valine dans le trypsinog6ne et qu'il est in- 
capable de rompre eette m~me liaison dans la trypsine. Une telle hypoth~se est con- 
firm& par l 'expfrienee suivante: On traite par l 'enzyme une solution k I og de DP- 
trypsine dans des conditions identiques k celles utilisfes pour l 'activation eomplhte 
du trypsinog~ne. La technique ordinaire indique qu'il s'est form4 0.26 mole de s6rine 
N-terminale et o.I mole seulement de valine. Nous sommes done en pr6sence d'un 
exemple particuli~rement frappant de l'inftuence exere6e par la structure tertiaire 
d'une prot4ine sur la prot6olyse de certaines de ses liaisons. Un autre exemple est 
fourni, rappelons-le, par la chymotrypsine-x qui autolyse rapidement une liaison 
Leu.Ser dans sa propre mol6cule et qui n 'a t taque pas cette m6me liaison dans le 
chymotrypsinog6ne ~4. 

5. L'6tude r6alis6e au moyen de la carboxypeptidase-A et de l 'hydrazinolyse n 'a  
pas donn6 de rfsultats tr6s nets. Elle prouve n4anmoins, comme nous l 'avons d6j'k 
signal6, qu'aucun r6sidu C-terminal n 'apparat t  en quantit6s stoechiom6triques 
pendant l 'activation. Mais la nature du r6sidu C-terminal qui, en toute logique, dolt 
correspondre ~ la valine N-terminale, n 'apparai t  pas elairement. La comparaison 
entre les r6sultats fournis par les deux techniques sugg6re nfanmoins d 'at t r ibuer  k 
l 'asparagine une signification particuli6re. C'est en effet l 'amino acide le plus abondant 
parmi ceux libfrfs par la carboxypeptidase-A; l'hydrazinolyse, laquelle donne par 
ailleurs des r6sultats ~ peu pr6s n6gatifs, n 'est pas susceptible de le d6celer. 

En somme, il paraR bien 6tabli que l 'enzyme d'Aspergillus coupe principalement 
deux liaisons du trypsinog6ne: la liaison stratfgique Lys. Ileu qui correspond "k sa 
sp4cificit6 principale 9 et une autre liaison reliant peut-6tre un r6sidu d'asparagine 
un r6sidu de valine. Cette rupture suppl6mentaire n'est d'ailleurs pas surprenante 
car, comme toutes les prot6inases des microorganismes, l 'enzyme d'Aspergillus poss4de 
une sp6cificit6 beaucoup moins 6troite que la trypsine 9. On notera k l 'appui de cette 
proposition que le m61ange de peptides illustr4 par la Fig. 3 contient des quantit4s 
notables de Val(Asp)a et de Asp. Lys. L 'enzyme a donc coup6 l 'hexapeptide Val(Asp) 
Lys au niveau d'une liaison Asp.Asp. 

Biochim. Hiophys. dcta, 42 (196o) 230-237 
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6. Si l'hypoth~se d'une rupture suppl6inentaire est admise, nous sommes conduits 
penser que cette rupture n'influe pas sur l'activit6 est6rasique de la trypsine et 

que l 'enzyme d'Aspergillus engendre ~ la lois la trypsine classique et une "neotrypsine" 
poss6dant deux chatnes ouvertes. Mais rien de d6finitif ne peut 6tre dit "k ce sujet 
avant d'avoir s6par6 et caractdris6 les prot6ines form6es pendant l'activation. 

7. Signalons pour terminer que l'enzyme d'Aspergillus saitoi active dgalement 
le chymotrypsinog~'ne-A de boeuf. Les courbes de la Fig. 4 montrent que cette 

100 

75 ~ °'f"~"~o 

Heuees 
0 10 20 

Fig. 4. Act iva t ion du chynmtrypsinog~ne-A par l 'enzyme d'As-pe~igillus saitoi. L'ordonn~e ~oo 
cor respond 5. l ' ac t iv i t6  sp~cifiqne de la chymot ryps ine -S .  Courbe I: r appor t  molaire  e n z y m e /  
s u b s t r a t :  [o -a. Tempdra tu re ,  o .  Ces condi t ions  son t  iden t iques  ~ celles uti l is6es pour  l ' a c t iva t ion  
du t ryps inog~ne  (Fig. I). Courbe ]1: r appo r t  mola i re  e n z y m e / s u b s t r a t :  2. l o -°". Temp6ra tu re ,  o °. 

Courbe I l I :  r appo r t  mola i re  e n z y m e / s u b s t r a t :  2. i o 2. Tempdra tu re ,  25 °. 

activation est plus lente que celle du trypsinog6ne. I1 faut utiliser 'X la lois une quantit6 
plus grande d'enzyme (rapport molaire enzyme-substrat 2. Io -2 au lieu de IO -a) et 
une tempdrature plus 61ev6e (25 ° au lieu de o °) pour que les deux activations progres- 
sent ~ un rythme comparable. Dans ces conditions, la ou les chymotrypsines formfes 
sont assez rapidement inactiv6cs. N6anmoins, l'allure de la courbe I I I  de la Fig. 4 
sugg~re que, si aucune inactivation se produisait, l'activit6 spdcifique des mdlanges 
atteindrait vraisemblablement celle de la chymotrypsine-.~, c'est g dire la valeur 
maximum obtenue au cours de l 'activation classique par la trypsine. 

RgSUMg 

I. Un enzyme protdolytique obtenu k l'6tat cristallis6 "k partir d'Aspergillus saitoi 
est capable d'activer le trypsinog6ne et le chymotrypsinog~ne-A "L pH 4.5. Dans le 
cas du trypsinog~ene, l 'activation est rapide k o °. Ellc suit une cin6tique d'ordre I e t  
permet d'atteindre une activiti; sp6cifique 6gale k la valeur maximum obtenue par 
le processus classique d'autoactivation. 

2. Le mdcanisme de cette nouvelle activation paraR identique k celui de l 'auto- 
activation. Il comporte comme cette derni~re la rupture spdcifique de la 6 ° liaison 
(liaison Lys. Ileu) de la chaine du zymog~ne. Toutefois, par suite de sa spdcificitd 
plus large, l 'enzyme d'A @ergilh~s saitoi semble capable de couper dans le trypsinog&ne 
une autre liaison, sans que l'activitd finale en soit diminu6e. 
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S U M M A R Y  

[8-t~C]adenine was administered to pregnant mice in order to incorporate isotope 
into DNA and RNA of dividing fetal tissue (brain and liver) that  subsequently be- 
comes mitotically inactive in the adult animal. The radioactivity in the DNA and 
RNA purines of these and other tissues from the offspringwere determined at periods 
from nine days to one year after birth. During this period there was no loss of 14C 
from the DNA purines of brain and liver, whereas the RNA of these tissues did lose 
radioactivity. These results further confirm the metabolic stability of DNA and 
indicate that  radioactive atoms incorporated into DNA of the liver and brain of 
embryos may remain fixed for the life of the animal. 

INTRODUCTION 

The results of many  studies in a variety of biological systems have pointed to the 
metabolic stability of deoxyribonucleic acid (DNA). In bacterial, 2, in mammalian 
cells in tissue culture 3, and in the intact animaP -9, convincing evidence has been ob- 
tained that  DNA is synthesized only for cell division and, once synthesized, is meta-  

* Affi l iated w i t h  S loa n - K e t t e r i ng  I n s t i t u t e  for Cancer  Research .  
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