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S U M M A R Y  

On porcine trypsinogen and trypsin 

A chromatographic  procedure on ca rboxymethy l  cellulose at  pH  5.o is described for 
the s imultaneous purification of porcine t rypsinogen and one of the porcine chymo-  
trypsinogens.  The yield calculated from the first ex t rac t  of the  gland in di lute sulfuric 
acid is 45% with a 2-3 fold purification. I kg of fresh pancreas  gives at  least 2.8 g of 
pure product .  

The amino acid composit ions of bovine and  porcine t rypsinogens  reveal  some 
similarities. t h e  molecular  weight  of both  proteins is of the same order. But ,  a series of 
sizable differences of composit ion suggest t ha t  large regions of the molecules have in 
fact qui te  different s tructures.  

The di isopropylphosphoryl  derivat ive of the t ryps in  formed by  au toac t iva t ion  of 
porcine t rypsinogen can be purified by  ch romatography  on ca rboxymethy l  cellulose 
at  pH 5.o. When  the same technique is applied to ac t ive  t rypsin ,  a highly active, 
bu t  sl ightly autolyzed,  product  is obtained.  

Autoac t iva t ion  of porcine and bovine t rypsinogens proceeds at  about  the same 
rate  to give about  the same max ima l  specific act ivi ty .  Calcium ions have the  same 
effect. In both  eases, the  act ivat ion process involves the specific spl i t t ing of a L y s - I l e u  
bond belonging to the N- te rmina l  sequence of the chain and hav ing  on its left 4 
aspart ic  acid residues. However,  this bond is the 8th of the sequence in the case of 
porcine trypsinogen.  The pept ide set free is the  oc tapept ide  Phe -P ro -Thr - (Asp )4 -Lys .  
Thus,  the apparen t ly  essential region hav ing  the same s t ructure  in bo th  t rypsinogens 
is very nar rowly  restricted. Beyond it, s t ruc tura l  modifications reflecting deep 
changes in the genetical  informat ion can be noted.  

Porcine t rypsinogen and  porcine t ryps in  have the same C-terminal  sequence: 
T h r - ( I  leu,Glu (N H s)) -Ala-Asp (N H 2)- 

This ident i ty  is the first direct  proof t ha t  t rypsinogen act ivat ion does net  involve 
any  covalent modification in the C-terminal  region of the chain. 

INTRODUCTION 

L'uue  des *_~ches fondamenta les  de la biochimie est d 'dtabl i r  une corrdlation entre la 
s t ruc ture  des protdines a t t i r e s  et leur fonction. Cette t'~che peu t  ~tre facilitde par  

Abrdviations: DP-trypsine, ddrivd diisopropylphosphoryl~ inactif de la trypsine ; VR, volume 
de rdtention (ou volume "mort") des colonnes de chromatographic. 
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l ' o b t e n t i o n  sous une  forme c h i m i q u e m e n t  d6finie de s6ries de prot6 ines  homologues  
exe r~an t  la m 6 m e  fonct ion  chez diverses  esp6ces. II est en effet concevab le  q u ' a u  sein 
des  moI~cules a p p a r t e n a n t  h une  s6rie donn6e,  les cen t res  responsab les  de l ' ac t iv i t6  
b io log ique  a ien t  une  s t r u c t u r e  i d e n t i q u e  .u ana logue  p e r m e t t a n t  de les reconnal t re .  
Des  diff6rences sp6cifiques dans  d ' a u t r e s  r6gions moins  essentiel les se ra ien t  p a r  con t re  
suscept ib les  de nous  incdquer  jusqu'~t quel  po in t  les m6can i smes  de la b iosyn th~se  
p ro t6 ique  on t  p u  6 t re  modifi6s au  cours  de l '~volu t ion  des esp~ces, sans  s u p p r i m e r  
d ' i nd i spensab les  fonctions.  

Depu i s  leur  p remie re  crista!lisationX, z. les c h y m o t r y p s i n o g ~ n c s  e t  Ie t ryps inog~ne  
de boeuf ,  ainsi  que  les c h y m o t r y p s i n e s  et ta t ryps ine  qu i  en d6r iven t ,  on t  fair  l ' ob je t  
de n o m b r e u x  t r avaux3 ,  ~. Mais il est d o m m a g e  que  nos  i n fo rma t ions  soient  l imi t6es  
jusqu ' i c i  au  cas s o m m e  t o u t e  par t i cu l ie r  des prd~curseurs e t  des e n z y m e s  p ro t6o ly t iques  
du  panc r6as  de boeuf.  Le  suc p a n c r 6 a t i q u e  de porc  poss~de un  6 q u i p e m e n t  e n z y m a t i q u e  
for t  comple t  5 dans  lequel  f igurent  un  t ryps inog~ne  et  au  moins  un  chymot ryps inog~ne .  
Ces d e u x  pro t6 ines  p e u v e n t  6tre  o b t e n u e s  pa r  c h r o m a t o g r a p h i e  dans  un 6 ta t  a p p a r e m -  
m e n t  h o m o g 6 n e  ~. L ' o b j e t  du  pr6sen t  t r a v a i l  est  de d6crire en d6ta i l  la pur i f ica t ion  du  
t ryps inog~ne  de porc,  de d o n n e r  que lques  i n fo rma t ions  conce rnan t  sa s t r uc tu r e ,  
d ' 6 t u d i e r  le m ~ c h a n i s m e  ch imique  de son a u t o a c t i v a t i o n  et enfin de carac t6r i ser  la 
t r y p s i n e  qu ' i l  engendre  au  cours  de ce t t e  a u t o a c t i v a t i o n .  

"fECHN iQ0 ES 

Ddtevmination des acgivitds enzymatiq~es 

L 'ac t i v i t~  t r y p s i q u e  est  d~termin~e  au rnoyen d ' u n e  t e c h n i q u e  t i t r i m 6 t r i q u e  
p H  c o n s t a n t  7 fond~e sur  la mesu re  con t inue  d u r a n t  3 m i n  env i ron  de la v i tesse  
d ' h y d r o l y s e  d u  benzoyl -L-arg in ine  ~ thyl  es ter  ~ 95° et  p H  7.9. E n  accord  avec  les 
r e c o m m a n d a t i o n s  de  la Commiss ion  des E n z y m e s  de l 'Un ion  I n t e r n a t i o n a l e  de 
Bioch imie  s, les ac t iv i t~s  Sl~eif iques sont  expr im~es  en t~-~quiv /min/mg prot~ine.  
Les  q u a n t i t ~ s  de  pro t~ine  son t  mesur~es  s p e c t r o p h o t o m ~ t r i q u e m e n t  h zSo m/~ 
( abso rbance  d ' u n e  so lu t ion  h 1% de t ryps inog~ne  p u r  vue  sous I cm (E~ ~"~ %p 
280 mt~, 13.9). 

P o u r  d~ t c rmine r  ce q u e  l 'on peu t  appe le r  l ' ac t iv i t~  po ten t ie l le  du  t ryps inog~ne ,  
il es t  n~.cessaire d ' a c t i v e r  le p r~curseur  a v a n t  de p roc6der  h la mesure .  L ' a c t i v a t i o n  
es t  r~alis~e h 4 ° d u r a n t  18 h sur  une  so lu t ion  ~t p H  7.8 de 15o ug  de prot~ines  dans  I ml  
de  CaCI,  o.o5 M en presence  de 6 t~g de  t ryps ine .  

D ' a u t r e  pa r t ,  les ac t iv i t~s  c h y m c  t ryps iques  de la  Fig.  x son t  mesur~es  h l 'aJde de  
l ' ac~tyl -L- tyros ine  ~thyl  es te r  et  expr im~es  c o m m e  il es t  ind iqu~ plus  hau t .  Le c h y m o -  
t ryps inog~ne  (xoo t~g), d issous  dans  du  p h o s p h a t e  o.z M (pH 7.6) est  act iv~ ~ 35 ° 
d u r a n t  90 rain p a r  ia t ryps ine  (IO/~g), le vo lume  to t a l  de  la so lu t ion  ~ t an t  5 mI. 

Rdsidus lczmina~x et sgqu~nces C-terminales 

Les r6sidus  N - t e r m i n a u x  des pep t ides  et des prot~ines  son t  d6 te rmin6s  pa r  con- 
d e n s a t i o n  avec  le d in i t ro f luorobenz~ne  dans  Ie b i ca rbona t e .  Les D N P - d 6 r i v 6 s  sont  
hydro lys6s  sous vide en t u b e s  scell6s d u r a n t  I8  h dans  HC1 6 N A 115 °. Les D N P -  
a m i n o  acides ~thero-solubles  sont  ~tudi~s p a r  la techniq 'oe classique de  LEVY ~ p o u r  
le t ryps inog~ne  et  p a r  la t e c h n i q u e  de MURACHI ET NEURATH 1° p o u r  la t ryps ine .  L a  
dern i~re  d o n n e  une  mei l leure  s~para t lon  de D N P - L e u  e t  D N P - V a l .  Son r e n d e m e n t  
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est 6galement plus,i!tgu~6. :-~axa d~-dist inguer l ' isoleucine et la leucine en position N- 
terminale,  les D2~P-*tti~i-~k~.~ontt ti~di-olys4s par  l ' ammoniaque  et les amino acides 
obtenus sont c h r o l n a t ~ g ~ i i ~ s ~ a ~  p apier  dans  l 'alcool amylique tert. sa tur6 d 'eau.  
Des essais sp6ciaux:~mTtn6f~mi~em~rue de rechercher  la pr6sence 4ventuelle de DNP-  
proline, de DNP-glyeo~tllle, dh, mono ,DNP-cys t ine  et des DNP-amino  acides hydro-  
solubles. 

Les s6quences~G4texmhall~s, ont~ dfterrnin6es par  la technique ~ la carboxypept i -  
dase. La pr6sence, tl~unr~K~iit~ctlas~aragine en position C-terminale dans  le t rypsino-  
ghnc et la trypsine~ tietpoT~-tGonflrm6e pa r  Ie caract6re n6gatif des r6sultats  obtenus  
au cours de 1,hydrazind~y~e. I I e ~ ~ n o l y s e s  sont effectu4es en l 'absence de ca ta-  
lyseur ~* du ran t  ~ ih:i~ r r o o ~ . . . ~ e ~ t r a c t i o n  des hydrazides  par  le benzald6hyde,  les 
amino aeides libres r~cax t t  ~ lk~ phase aqueuse sont  dos6s q u a n t i t a t i v e m e n t  h 
l 'aide d 'un  analyseur  ~t~tt~nat~qqa~, ~pinco-Beckman.  

Les pr6cautior~s ~ t i £ ~ ~ s o r m  prises au tours  de l 'applicat ion de la technique 
la carboxypeptitla,se" ((~) ¢ ~ 2 ~ 1 ~  a v a n t  ehaque essai de l 'act ivi t4 des pr4para t ions  

commerciales u t i l i s i ~  ( ~ ~ 3 ~ e q ~ t i d a s e  Worthington) .  (b) Emploi  d ' un  analyseur  
au tomat ique  S p i n e o - t / ~ e ~ , e ~ n o n ~  de la simple chromatographie  sur  papier , 'pour  
l ' identif ication e t  kle d i ~  q~an t i t a t i f  des amino acides lib4r4s. Outre  sa pr6cision 
plus grande,  cet te  tt~6tmiilx~ au l lavantage  d '6vi ter  la dessalification compli~te des 
solutions d 'amino ~a6iU~. (~)q~-ait~ment pr6alab!e de !a carboxypept idase  par  le di- 
isopropylfluorophos~l~tte;alind6'B!bq~er ses impuret6s endopept idasiques  et addi t ion 
du m4me r6actif: tlumaxtlkss ttxsdi~ldyses. L ' instabi l i t6 propre  au trypsinog~ne et  h la 
t rypsine en milieu : d t ~  t / ~ .  toutefois un  probl6me particuiier.  II semble que la 
meilleure m6thode [t~utrr 1t~ t t ~ a t i ~ e s  de ce genre soit de les conver t i r  en d4riv4s 
S-sulfo~, x~ au seixa,~ hles[ll~k~lI~x~izit6 prot6olyt ique est  d6finit ivement d4trui te  et  les 
s6quences C-tevmindles~urttt/thii~nnent accessibles. 

Les d6riv6s ~ - s a i f f o d i u ~ g ~ 6 n e  e t  de la t rypsine de porc sont  obtenus  par  la 
m6thode d 6 c r i t e i p o t t r l t e ~  , ~ s i n o g 6 n e  de boeuf  ~*. Une solution de IO mg de car-  
boxypept idase darts rr rrrlldi~2~Xafflt~ ~ ' e s t  incub6e h pH 8.0 et 25 ° avec du diisopropyl- 
f luorophosphate :~o-~XfI.(t~as~t/~ndl6 tanoles  du d6riv4 dans  0.6 ml de cet te  solution 
et, apr6s avo i rvpow~"l te~ tm~ '~6 , r rd~avec  de l 'eau, ajust4 le p H  ~t 8.0 ht amen4 de 
nouveau  ta cone~t ra~i rm ~ dii~opropylfluorophosphate ~ xo -~ M, on ma in t i en t  le 
m61ange h z5 °. O n ~ t 6 w d ~ , ~ s - ~ a u t r e  des 6chantil lons correspondant  ~k x tanole  
de prot6ine, on-y~a~jutttx ~ c ~  rrdl d 'acide ac6tique, on centrifuge les prot4ines qui 
pr6cipitent h cemomer t t ,~ rn I /~s I~e  e t  on dose d i rec tement  les amino ac~des dans  les 
sur, mgeants  au :m~yen dt~ 1/haa~,l~_seur au tomat ique  Gpinco-Beckman. Des essais 
t6moins r6alis6s a v e c c i t n ~ ~ s i n o g h n e  r6duit  addit ionn6 d 'un  m61ange s t a n d a r d  
d 'amino acides:montrmttq]mqh~rrm_deanent de r6cup6ration des amino acides est darts 
ces condi t ions  de,9~c~b-~/~. 

Dans  certains,c~s, ~nn ~ i t t  affin la: carboxypept idase  sur les prot6ines s implement  
d6natur6es p a r ! l ' u r ~ .  IImtt~xlflmiqlm e s t  alors diff6rente car  il faut  61iminer la ma jeure  
par t ie  de l 'ur4e:avamdiedlmm~16s~amino acides darts l 'aamlyseur. Cette  61imination 
s'effectue en-~raitamihlTl~Ims~u~agitation les 6chanti l lons (correspondant  cet te  lois b. 
2/ ,moles de prnt6hm) , , r r m r d i n I I ~ h ~ ,  X8 (20--50 mailles) d u r a n t  2 h. La r4sine est 
lav6e 4 lois ~t~l'eautetltmsamiim~acides sont  61u6s pa r  l ' ammoniaque  5 M. Des essais 
t6moins doiverrt ~d~re ffiii~s Tlmmdiiterminer les per tes  en amino acides au  cours des 
lavages de larfsine.Ge~/amntt~sontanaturel lement d ' a u t a n t  plus 4iev6es que la v i tesse  
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de m i g r a t i o n  des a m i n o  acides  dans  les colonne~ de Dowex-5o  est  p lus  g rande .  
La  presence  s imul tan~e  d ' a s p a r a g i n e  et de g l u t a m i n e  d a n s  la s6quence  C-ter-  

mina le  du  t ryps inog~ne  et  de la t ryps ine  de porc n6cessi te  enfm une  6 tude  par t icul i~re  
c a r  l ' ana ly seu r  a u t o m a t i q u e  ne  s6pare  pas  les d e u x  amides .  Au  cours  d ' u n e  p remiere  
op6ra t ion ,  on ana lyse  le m61ange et  on app l ique  au  pic m i x t e  la fo rmule  de SPACK- 
M:XN, STEIN ET ~[OORE 14. La  va leu r  de ce pic es t :  

H H "  = I3 .  t x  + 9 - tY 

oh  x et  y sont  les h o m b r e s  respect i fs  de mole  d ' a s p a r a g i n e  et de g lu t amine ,  13.I et  9 . I  
son t  les coefficients c o r r e s p o n d a n t  h chacun  des amides  pr is  dans  l 'o rdre  ci-dessus.  
D a n s  une  deux i~me  op6ra t ion ,  on d 6 b r a n c h e  la canalisatioP, de sor t ie  de la colonne et  
on  recuei l le  ~ l ' ex t6 r i eu r  de l ' appa re i l  les f rac t ions  f o r m a n t  le pic m i x t e  (2o ml environ) .  
Ces f rac t ions  sont  ~vapor~es ~t sec, le r6sidu est  hydro lys~  dans  3 ml  d 'HC1 3 M h I IO ~ 
d u r a n t  3 h. Apr~s u n e  nouve l l e  ~vapo ra t i on  ~ sec, le r6s idu est  repr is  dans  IO ml d ' e au  
e t  la so lu t ion  est  i n t r o d u i t e  d a n s  l ' appare i l  afin de d~ t e rmine r  les p r o p o r t i o n s  re la t ives  
des  acides  a s p a r t i q u e  et  g l u t a m i q u e  engendr6s  p a r  l ' hydro lyse  des amides .  P o u r  une  
ra i son  real  connue ,  le coefficient de r~cupd~ration de l 'acide g l u t a m i q u e  h p a r t i r  de la 
glutarr ,  ine ne  d~passe  pas  62. 4 si celui de l ' ac ide  a~par t ique  A p a r t i r  de l ' a spa rag ine  est 
pr i s  6gal ~t xoo. Associ6 ~. la p remi6re  6q~mtion, ce coefl~,cient d o n n e  les p r o p o r t i o n s  des 

o.49~ tzmole d ' a s p a r a g i n e  et 0.294 t~mole de g l u t a m i n e  et u t i l i s an t  les coefficients 
p r e c e d e n t s  a fourni  des r6su l t a t s  sa t i s fa i san ts .  

Ddgradation rdcurrente de l'octapeptide 

La  s t r u c t u r e  de  r o c t a p e p t i d e  scind6 au  m o m e n t  de r a u t o a c t i v a t i o n  du  t ryps ino-  
g~ne de porc  (voir p lus  loin) est  t r ouv6e  en d 6 t a c h a n t  succes s ivemen t  ses 3 p remie r s  
r~sidus p a r  la t e c h n i q u e  r6cu r l en t e  d ' E d m a n  (voir r6f. I5).  Les condensa t i ons  avec le 
ph~nyl  i s o t h i o c y a n a t e  son t  fai tes  darts un m61ange h pa r t i e s  ~gales de py r id ine  et d ' eau ,  
~t p H  9 et  4 °0 d u r a n t  1 h. Les cycl i sa t ions  sont  r6alis~es h 35 ° dans  un  m61ange ac,.'de 
ac6t ique- l - ICl  {5:x, v /v)  d u r a n t  4 h (voir r6f. I6). Apr~s c h a q u e  6tape ,  le p e p t i d e  
rest ,ant est  r6cup6r6 et  analys6tL On enreg is t re  ainsi  la d i spa r i t ion  to t a l e  ou au  moins  
par t ie l le  des r6sidus a p p a r a i s s a n t  success ivement  en pos i t ion  N - t e r m i n a l e  au cours  des 
d~grada t ions .  

D~termination du point  isoionique ° 

On place darts u n  t u b e  de x c m  de d i a m ~ t r e  in t6 r ieur :  (a) sur  4 cm, de l ' A m b e r l i t e  
I R - x z o  fo rme  H + ;  (b) sur  xo cm, un  m61ange de 3 p a r t i e s  d ' A m b e r l i t e  I R A - 4 o o  
fo rme  O H -  et d ' A m b e r l i t e  IR - I2O  forme H + ;  (c) su r  5 cm, u n  deux i~me lit  m i x t e  
d ' A m b e r l i t e  I R A - 4 o o  forme ac6 t a t e  et d ' A m b e r l i t e  IR- I2O fo rme  N H ,  +. Le lit inf6rieur  
a p o u r  ob j e t  de  r e t en i r  les amines  p r o v e n a n t  de la d~compos i t ion  de l ' A m b e r l i t e  I R A -  
400. Le l i t  sup6r ieur  ~vi te  les va r i a t i ons  e x t r e m e s  de p H  qui  r i sque ra ien t  de d f n a t u r e r  
le t ryps inog~ne .  12  lit  r a ix te  rn~dian assure  la d~sionisa t ion  de la solut ion.  

On  fai t  t r a v e r s e r  des colonnes  de ce t y p e  (d6bit,  x m l / m i n ;  t emp . ,  4 °) p a r  p lus ieurs  
so lu t ions  de t r yps inog~ne  de  diverses  concen t r a t ions .  Les so lu t ions  ainsi  d6sionis6es 

* C e t t e  t e c h n i q u e ,  d6jb ,  u t i l i . ~ e  p o u r  le  t r ) ~ p s i n o g 6 n e  d e  b o e u f  TM, n o u s  a 6 t 6  a i m a b l e m e n t  
c o m m u n i q u 6 e  F a r  D r .  N .  M.  G R E E N .  
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TRYPSINOGENE ET TRYPSINE DE PORC 119 

s o n t  a d d i t i o n n 6 e s  d e  K C I  ( c o n c e n t r a t i o n  f i na l e ,  o .oo5  M) a f in  de  l e u r  a s s u r e r  u n e  c o n -  
d u c t i b i l i t 6  c o n v e n a b l e  e t  e l les  s o n t  t r a n s f 6 r d e s ,  en  6 v i t a n t  l e u r  c o n t a c t  a v e c  le g a z  
c a r b o n i q u e  a t m o s p h 6 r i q u e ,  d a n s  d e  p e t i t s  r ~ c i p i e n t s  oh  l ' o n  m e s u r e  l e u r  p H  ~t 14 ° 
s o u s  u n  c o u r a n t  d ' a z o t e  p u r .  

RI~SULTATS EXPI~RIMENTAUX 

Puri f ica t ion  d u trypsinog~ne de porc. 

L e s  p r e m i e r e s  6 t a p e s  d e  l a  t e c h n i q u e  c o m p o r t e n t  d e s  f r a c t i o n n e m e n t s  p a r  
S O 4 ( N H 4 )  ~, a n a l o g u e s  ~ c e u x  p r6con i s6~  p a r  NORTHROP et al. a p o u r  la  p r 6 p a r a t i o n  
cla t r y p s i n o g ~ n e  d e  b o e u f .  L e  t r y p s i n o g ~ n e  d e  p o r c  e s t  c e p e n d a n t  m o i n s  s o l u b l e  q u e  
s o n  h o m o l o g u e  d u  b o e u f  p u i s q u ' i l  p r 6 c i p i t e  e n  p a r t i e  a v a n t  l a  s a t u r a t i o n  0 .4 .  L ' 6 t a p e  
f i n a l e  e s t  u n e  c h r o m a t o g r a p h i e  s u r  C M - c e l l u l o s e  q u i  p e r m e t  d ' o b t e n i r  A la  lo is  le  
t r~q3s inog~ne  e t  l ' u n  d e s  c h y m o t r y p s i n o g 6 n e s  d u  p o r c  ~. T o u t e s  les  o p 6 r a t i o n s  s o n t  
f a i t e s  d u n s  u n  b a i n  d e  g l a c e  o u  ~t l a  c h a m b r e  f ro ide .  

L e s  p a n c r 6 a s  f r a i s  (15oo  g) ,  p r61ev6s  r a p i d e m e n t  e t  d 6 b a r r a s s 6 s  d e s  t i s s u s  a d i p e u x  
a d h 6 r e n t s ,  s o n t  b r o y 6 s  d a n s  SO~]-I 2 0 .25  N (9-000 ml ) .  A u  b o u t  d e  24  h ,  l a  s o l u t i o n  
e.~t f i l t r6e  s u r  m o u s s e l i n e ,  p u i s  s u r  f i i t r e  ~ p i i s* .  L ' e x t r a i t  i i m p i d e ,  d o n t  ie p H  e s t  1 .8  
e t  d o n t  les  t e n e u r s  e n  t r y p s i n o g 6 n e  e t  c h y m o t r y p s i n o g 6 n e  s o n t  d6jA,  r e s p e c t i v e m e n t ,  
d ' e n v i r o n  4 ° e t  16 g p o u r  IOO g d e  p r o t 6 i n e s  t o t a l e s ,  e s t  a d d i t i o n n 6  d e  SOa(N/ - I~)  z 

j u s q u ' A  0 .4  s a t u r a t i o n " .  L e  p r 6 c i p i t 6  e s t  d i s s o u s  d a n s  H C I  IO - a  M ( c o n c e n t r a t i o n  e n  
p r o t 6 i n e s ,  2 . 5 %  ) e t  le p H  d e  l a  s o l u t i o n  e s t  a m e n ~  ~ 3 a v e c  H C I  I N .  L e  n o u v e a u  
p r 6 c i p i t 6  o b t e n u  e n t r e  les  s a t u r a t i o n s  0 .9  e t  o .4  e s t  d i s s o u s  d a r t s  HC1 IO - a  M. L a  s o l u t i o n  
e s t  de s sa l i f i 6e  p a r  d i a l y s e  o u  p a s s a g e  ~ t r a v e r s  u n e  c o l o n n e  d e  S e p h a d e x  G - z 5  e t  f i n a l e -  
m e n t  l y o p h i l i s 6 e .  L a  p o u d r e  c o n t i e n t  u n e  p a r t i e  d u  t r y p s i n o g 6 n e  e t  le c h y m o t r y p s i n o -  
g ~ n e - A  q u i  p e u v e n t  6 t r e  s 6 p a r 6 s  p a r  u n e  c h r o m a t o g r a p h i e  s u r  C M - c e l l u l o s e .  L a  F i g .  I 

6 -  
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Fig. ]. Pr6para t ion  du t rypsinog6nc et  du c h y m o t r y p -  
sinog6ne-A de pore pa r  ch romatograph ie  sur  CM- 
cellulose (m~quiv acides/g, 0.50, pK, 4.6} pr~par6e 
au Laboratoi re  selon les indications de PETERSON ET 
SOB~-a ~. Elle est ~quilibr6e avec un t a m p o n  c i t ra te  de 
N a o . o 5  M ( p H 4 . 3 ) .  La  colonne (3 × 9 c m :  VR, 25 ml) 
est lav6e avec 250 ml de t ampon  (~o VR), on y in t rodui t  
1.5 g de poudre  lyophilis~e dissoute duns to ml  de  
t a m p o n  (0. 4 VR). Au m o m e n t  indiqu6 p a r  les fl6ches 
dans  la figure, le t a m p o n  initial est remplac6 par  des 
t ampons  de m6me molarit6, mais  de p H  4.6, puis  5.0. 
Le choix du m o m e n t  o¢, le t a m p o n  doit 6tre chang~ 
est facilit6 pa r  l 'emploi  d 'un  enregis t reur  cont inu 
d ' absorbance  mont~ sur la canal isat ion de sortie de la 
colonne. D6bit  de la colonne, 1.6 Vn]h. Volume des 
fractions,  0. 4 Vn. Ordonn~es, activit~s potent iel les  
( trait  continu} et prot6ines ( t rai t  pointill6) t rouv~es 

dans  les fractions, on pour-cent  des quant i tds  totales  in t rodui tes  dans  la colonne. Abscisses, volume 
de l '~luat exprim6 en hombre  de VR. Les nombres  le long des pies indiquent  les act ivi t6s Sl~cifiques 
{chymo~r~psiquc pour  lc pic dc chymotr~psinog~ne (ChTg) ct tr3"psique pour  le pic de trypsinog~ne 
(Tg)), Les prot6incs de la charge se r6par t issent  ~t concurrence de 3 ~/o dans  le premier  pic, 25 ~o 

dans  le deuxi6me et 60 ~o dans  ie troisi6me. 

* La filtration est plus rapide lorsque la suspension contient  d6j5. un pcu de SO4(NH4) =. 
"* Ce f ract ionnement  duns SO4(NH4) s ~ la sa tu ra t ion  o. 4 est utile lorsqu 'on d~sire p repare r  A la 

fois le chymotrypsinogbne-A et le tr3-psinog~ne de pore. I1 est inutile pour  le t rypsinog~ne seuI, dont  
une part ie  dolt ~tre ult~.rieurement r6cul~r~e en 6levant  le degr6~ de sa tu ra t ion  ~ o.8. 

Biochim. Biophys. ztcta, 69 (t963) x,xS~129 
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indique les r~suttats  de ce t te  chromatographie .  ~ ~0~¢mme es~ ~ b r ~ e  et charg6e 
~t p H  4-3- Apr6s la sortie d ' un  pet i t  pic inact i f  et ~ : ~ , .  ~¢Nynlo t ryps inog~ne-  
A est 61u~ en 6levant  le p H  ~ 4.6 et le t ryps in  o g ~ ,  em ~tI~m~t /~ nouveau  le p H  
jusqu'& 5.0. 

Une ch romatograph ie  ident ique est rdalis6e ~a-~c ~ tpm,~e~irtes prdcipit~es par  
S O d N B ~ )  ~ ent re  o.4 et  o.8 sa tura t ion .  Les fraclSoms ¢ ~  g~t t rypsinog~ne sont  
i m m d d i a t e m e n t  acidifi~es ~ p H  3. Celles pr6senta~a~ ~ ~ ~  sp~cifique de 6 I - 6 3  
sont  r~unies, dialysdes contre  HC1 IO -z M e t  l y e . .  ~es%r te  Ie d iam~tre  de la 
colonne est 3 cm, c o m m e  il est s#c i f i~  darts la  t ~ e m ~  d~e I/m F ~  L chaque  ch romato -  
g raphie  pe rme t  d ' ob t en i r  environ 3oo m g  de ~ , , % ~ a ~  ~mztfi~. Le Tab leau  I 
sugg~re que le r endemen t  global  des opdrat ions e~t ~dte 2,~; g ~ pg6curseur ~t par t i r  de 
I kg de pancr6as  frais. E t a n t  donn~ l ' abondance  ,~a ~ ~  dmas te pancr6as de 
porc, ce r e n d e m e n t  dolt  pouvoi r  a tre  a u g m e n ~  ,de if~0na s ~ r ~ e  en per fec t ionnant  
pa r  exemple  la t echnique  d ' ob t en t ion  du premier  ~ .  ~ l~"~at actueI,  il est de 
43 % h pa r t i r  de l ' ex t r a i t  avec un t a u x  de pm-ifica~0m &e ~.~ foN environ.  

T A B L E A U  ~I 

BILAN D'U'NE ~-R~C.~LtS&tmN 

L e s  p o i d s  d e  p r o t ~ i n e s  e t  l es  h o m b r e s  d ' u n i t ~ s  s o n t  r ~ l : r p m t t ~  n Ik@ d i r p a x m r ~ a s  f ra i s .  L e s  r e n d e -  
m e n t s  e t  l e s  t a u x  d e  p u r i f i c a t i o n  s o n t  c a a c u l 6 s  ~ ~ a ~  d~e l r ~ i ~  s u l i u r i q u e  i n i t i a l .  

Poids de .4ctivitd Taux d~ 
~tape prot~ine (g) ~ h .  ~ 1 ~  .~pdcifique p:~ri~c~tier" 

~ x t r a i t  s u l f u r i q u e  * 

P r 6 c i p i t 6  I ( 0 . 2 - o .  4 s a t u r a t i o n )  

Pr6cipit6 2 (o.4-o.8 saturation) 
Total (x + 2) 
Chromatographie 

~6.6  4g~ro noo, -'-4 r .o 

8. 7 -.~'~. ~) } ] 2  1-3 

-4 ~611 n6, 4 ° r . 9  

IO. I  ~ ~ ,  3 4  t . 4  

.8 ~77- ~ 4~3~ 6 r--63 - ' .6 

" C e t  e x t r a i t  c o n t i e n t ,  n o n  s e u l e m e n t  d e s  prot~dne~. ~ mm~s ~ d l ~  a ~ i d e s  n u c l ~ i q u e s  q u i  a u g -  
m e n t e n t  f a l t a c i e u s e m e n t  s o n  a b s o r p t i o n  ~ 280  r a g .  O n  ~ e  (di~rnr ~ ~ r o t ~ i m e s  p a r  p r 6 c i p i t a t i o n  
d a r t s  S O 4 ( N H ~ ) ~  0 . 8  s a t u r a t i o n ,  a v a n t  d e  p r o c ~ d e r  ~_ l eu r , c lomlNr .~ l tmCtmop~o tom~t r ique .  

Le t ryps inog~ne fmalement  o b t e n u / t  l '~ta~ l y o t ~ q ) ~  ~ ~.~-e conserv~ plusieurs 
mois  ~t - -  20 ° sans ac t iva t ion  ni a l t6ra t ion not~bte~_ N . .~ -~N ,~s i p H  3 sont  ggMe- 
m e n t  s tables.  A p H  5 et 4 °. il 6prouve tm d ~ a ~  -~ ,d"~ts0mrt t~ t ion  et une baisse 
d ' ac t iv i t~  potent ie l le  au bou t  de 4 h e n - ~ c ~  ~ em ~ ~ c e  de cliisopropyl- 
f luorophospha te  IO-* M. I1 est donc essentiel d ' a ~  ~ t e m e n t  les fract ions 
s o r t a n t  de la  colonne de ehromatograph ie .  

La  pure t~  de ce t rypsinog~ne para i t  s a t i s f ~  _'~o~ wemrons plas  loin q u ' u n  
seul r~sidu N- t e rmina l  et  un seul r6sidu C - t ~ a t l  ~r ~ ~ . .  La  Fig. 2 donne les 
r~sul ta t s  d ' u n e  deuxi~me ch roma tog raph ie  sur ,Ca~I-od~N~e ~ ~ p H  6.0 dans  des 
condi t ions  d '6qui l ibre  avee un 6chanti l lon d ' a ~  ~ 6z. t l  est  vra isem- 
blable  que le t r y p s i n o # n e  commence  A se d~_grader ~ ~ p H  6. N6anmoins ,  
le d i a g r a m m e  est p resque  celui que l 'on peu t  ~ ~  d ' ~ @  lI~Otffme homog~ne. Plus 
de 90% des prot~ines  se t r o u v e n t  sous tm seal # e  ~ ~mates Ms fract ions  ont  la 
m~me  ae t iv i t6  sp~cifique. 

~ B i ~ . ~ ~ . . . ~ c t a , ,  6 9  ( I 9 6 3 )  I 1 5 - I 2 9  



TRYPSINOGt~NE ET TRYFSINE DE PORC 12I  

Composi t ion en amino acides ; r~sidu N- terminal ;  sgquence C-lerminale 

Le Tab leau  I I  donne  les rdsul ta t s  de 2 analyses  compl~,tes effectu6es sur  2 prdpa-  
ra t ions  diff~rentes de t rypsinog~ne,  A r a i d e  de ranalyseua- d ' a m i n o  acides Spinco- 
Beckman .  La  protdine  ddsionisde et  lyophilisde est  dquilibrde avec l ' a i r  a m b i a n t  
d u r a n t  I Z h. Chaque  ana lyse  compor t e  2 dd t e rmina t i ons  de poids sec p a r  chauffage h 
xoo ° sous vide en prdsence de PaOs, 2 mesures  d ' abso rbance  A 280 m/~, 2 d6 t e rmina t i ons  
de la t eneu r  en azote  p a r  la m 6 t h o d e  Kjeldahl ,  2 dd te rmina t ions  de N-arnide p a r  micro-  

l o  

51 (3 
, .  

o s I~ 

Fig. 2. Test d'homogdnditd du trypsinog~ne de porc au moyen d'une chromatographie d'dquilibre. 
Le trypsinog~ne (30 mg )d'activitd spdcifique 62 est chromatographid ~t 4 ° dans une colonne 
(0.9 × 9 cm) de CM-cellulose 6quilibr6e avec un tampon citrate o.oI 5 M (pH 6.o}. contenant du 
diisopropylfluorophosphate A la concentration io -4 M. Volume de rdtention (VR), 2.25 ml. Ddbit, 

1.8 F'n/h. Volume des fractions, o.44 VR. 

diffusion apr~s hydro lyse  dans  HC1 3 N e t  enfm l '6 tude  de 3 h y d r o l y s a t s  de 24, 48 et 
72 h. Chaque  h y d r o l y s a t  a fait  l 'ob je t  de 2 c h r o m a t o g r a p h i e s  comple tes  c o m p o r t a n t  
chacune  le dosage des amino  acides bas iques  dans  une  colonne de I5  c m  et celui des 
au t r e s  amino  acides dans  une colonne de I5o cm 14. L a  cys t iue  est  dd te rminde  A l ' d ta t  
d ' ac ide  cystdique apr~s oxyda t ion  pe r fo rmique  de la protdine  ddsionisde. 

Les analyses  reprodui tes  dans  les 2 p remieres  colonnes du  T a b l e a u  I I  d o n n e n t  des 
rdsu l ta t s  r e m a r q u a b l e m e n t  concordan t s .  Elles ne la issent  subs is te r  que deux  incert i -  
tudes ,  conce rnan t  Ie giycocolle (24 ou 95 rdsidus p a r  mole) et  les amides  (26 ou 27 
rdsidus). La  s o m m e  des poids  des rdsidus est dgale A 95 .6% du  poids  de la pro td ine  
en jeu. Le bi lan d ' azo te  est  de 99 .6%.  Le t ryps inog~ne  de porc  appara ' : t  aL-asi c o m m e  
d t an t  composd de 228-229 rdsidus avec 15 cent res  bas iques  (4 arginines  et  i i  lysines) 
et  18 - I9  cent res  acides (45 d ica rboxy l iques  moins  26--27 amides) .  Le poids mold- 
culaire  dddui t  de l ' ana lyse  est 25000 envi ron .  La  t eneur  en azote  est  i 6 . 9 %  et le 
po in t  isoionique est 7-5. 

Trai tds  pa r  le fluorodinitrobenz¢~ne et hydrolysds ,  deux  dchant i l lons  de t ryps ino-  
g~ne engendren t ,  d ' a u t r e  pa r t ,  0 .37-0.47 mole /mole  de DNP-phdny la l an ine ,  0 .08-0.00 
mole  de D N P - v a l i n e  et  0 .04-0.03 mole  de DNP-sdr ine .  Un  mdlange  dquimolai re  de 
chymot ryps inog~ne -A  de boeuf  et  de phdnyla lan ine  fourni t  dans  Ies mSmes  condi t ions  
o.3z mole  de DNP-phdny la l an ine .  On peu t  doric dire  que le t ryps inog~ne  de porc  
poss~de une  ex t rdmi td  N- te rmina le  oceupde pa r  la phdnylManine.  

Biochim. Biophys. Acta, 69 (t963) lX5-x29 
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C ~ , ~ e  lle l r ) ~ s i n o g 6 n e  de boeuf  zz, Ie tr!y'psino! ~:~e de porc n 'engendre  a u c u n  
a m i ~ o  a ~ d e  h-bre par hydraz ino lyse .  Effectu6e  dane ~es m 6 m e s  cond i t ions ,  l 'hydra-  
zi~olV,se de  la  c h y m o t r y p s i n e - ~  de boeuf  p e r m e t  sans  difficult6 de met t re  en 6v idence  
d e a x  d e s  t ~ i s  r~si~us C - t e r m i n a u x  de ce t te  prot6ine,  ~ tyros ine  (63% de la q u a n t i t 6  
t h ~ o r ~ e ~  e~ la ~euci~e (55%)- 

To~tefo~- ,  c o n t r a i r e m e n t  h ce que  l'on observe  :~ e c  le t ryps inogbne  de boeuf ,  la 
~ . x 3 _ T ~ ~ e - A  a t t a q u e  le t ryps inog6ne  de p c ,  m ~ m e  h l'6tat natif .  Cet te  
a t t a q ~ e  ~ t  a ~ l ~ r ~ e  par une  d 6 n a t u r a t i o n  pr6ala~ -~ ~ans l'ur6e 6 M et,  d a v a n t a g e  
e ~ ,  par la rtrptmre des  pont s  disulfure.  Le di~ ~nme de  g a u c h e  de la Fig.  3 
ind ique  la ~ l t i q u e  de  l ib6rat ion des a m i n o  acides ~ f ir  du  S-sulfo  t ryps inog6ne  de  
pore.  O n  voi~t q ~ e  Fasparagine  et l 'a lanine appara.ie ~: en premier  lieu h un r y t h m e  
sen~-b leme~l  6 q m v a l e n t .  L'asparagine ,  toute fo i s ,  ~pe c e r t a i n e m e n t  la pos i t ion  

T A B L E A U  I I 

A N A L Y S E  D U  T R Y P S r - ~ ' O G ~ N E  " P O R C  

TYFpxinoot~n¢ de pore TvypsinogO~,c de bocu/  (~i t itrc de 
c omparaison/  

Nb. de_ rds idus  par mole Nb. 

P~emiiwe analyse Deuxi~me ana!yse ie plus eke (18) (ao) 

.-XIa 15 .5  xS .Z  ~5 
A_rg 4 -1  4 . 0  -i 
. ~  2 7 . 9  2 8 .  x 23  
Gl~a t 6 . 8  1 7 . 0  t 
G l y  2 5 . 2  2 4 . 2  24  5 

3 . 8  3 . 9  -: 
l l e ' n  1 5 . o  I 5 . 3  
L c r a  I 6 . 2  I 5 . 8  
L y s  x o . 7  1 o . 8  l 
M e t  ":, .o 2 .o 

5 .2  5 .2  
t o . 8  l O . 8  t 
2 5 . 2  2 ~ . 2  2 

T h r  1 1 . o  x t .  r l 

T , e T  8 .  o 7 . 7  
X:"aa 1 5 . 8  I 5 . 8  r 

T ~ - "  - -  4 . 0  

.gtmitie - -  26 .  4 2 = 2 7  

]~2~tis ~ 2 4 9 o o  ~--~ 5 5 0  2 . 5 3 2 7  ~ 4 9 2  

E l  m £ 2 5 o  tm~ ~t3.9 1 3 . 9  a% 
~ . , / ~  I 6 .  9 1 6 . 9  
1 ~ 6 ~ .  . . . . . .  ~ 7 -5  

13 
2 2 

2 4  2 6  
I o  I I  
21  

3 3 
I 2  

1 4  I 4 - - I  5 
I 

4 3 
~4 1 4 - r g  
3 8  4 ° 

9 - i 1  I I  

9 4 

2 3 

2 3  8 o 0  2 3 3 2 o  ~ 2 8 0  

1 3 . 9  

9 . 3  - - -  

t L e  ~ e s t  d o s 6  p a r  2 t e c h n i q u e s  diff6~ a r e s .  L ' u n e  la c o m p o r t e  u n e  h y d r o l y s e  
¢1~ ~ - u g ~  ( x o  m g  d e  p r o t 6 i n e  d a n s  i m l  d e  N .<~,H 5 N .  C h a u f f a g e  en  t u b e  s c e l l 6  s o u s  N 2 

~ m m a a t  2 o  h )  ~ d'ut~e c h r o m a t o g r a p h i e  d a n s  l a  coF.  . . . .  .~ d e  x5 c m  d e  l ' a p p a r e i l .  L e s  r 6 s u l t a t s ,  
d e  ~ ~m~ge d e  t r 3 q a t o p h a n e  a u  c o u r s  d e  l ' h v .  • ::i~-se ( coe f f i c i ent  d e  c o r r e c t i o n ,  I o o / 8 o ) ,  

4 ~ o  t ~ l ~ t ~  d e  t r y p t o p h a n e  p a r  m o l e  d e  tr-,. : ~ m o g ~ n e  d e  p o r e  e t  7 . 4  r 6 s i d u s  p o u r  l e  
¢ ~  _ " " A d e  b o e u f .  La  t e c h n i q u e  colorin~ ~ique d e  S P l ~ s  ~-T C H A M B E R S  2l d o n n e ,  

4 _ 0  e t  7 - 9  r G s i d u s .  L a  v a l e u r  de  4 - o  r ~ s i d  ~ ~ ~c t r ) ~ p t o p h a n e  p a r  m o l e  d e  t r y p s i n o g ~ n e  

:i~:~him. B i o p h y s .  A c l a ,  6 9  ( z 9 6 3 )  t t S - t 2 9  



TRYPSINOGENE ET TRYPSINE DE PORE I~z] 

C- terminale  puisque r h y d r a z i n o l y s e  fourn i t  des r6su l ta t s  ndgatifs.  Puis ,  v i ennen t  ha 
g lu tamine ,  l ' isoleucine et la thr6onine.  L ' ensemb!e  de ces r~sul ta ts  sugg&re ainsi q ue  
la sdquence C- terminale  du  t ryps inog~ne  de porc est  : T h r - ( I l e u , G l u ( N H z ) ) - A l a - A s p  
(NHz). 

i0 j ®_~___~- ~ Am 

,- GIu(NH2} [ / ~ = I , e u  

f 
5 ~o ~ 20 2~ 3o ~ ~o ~s m 2~ 3o 

Fig. 3. Actiot, de ia carboxypeptidase-A sur les ddrivds S-sulfo du trypsinog~ne et de la DP- 
trypsine de i)orc. A gauche, S-sulfo trypsinog~ne de porc. A droite, ddrivd S-sulfo de la nP -  
trypsine de porc. Les conditions opdratoires sont donndes dans le chapitre des TECHI~IgU~. 

Lor squ 'on  fait  agir  la c a r b o x y p e p t i d a s e  sur  le t ryps inog~ne  ddna tu rd  au sein de  
i 'urde 6 M, le.~ m~mes ami:to acides sont  lib6rds avec,  en plus, un  peu  de leucine e t  h..e 
vaiine.  Ce t te  obse rva t ion  indique,  d ' une  pa r t ,  que le t rypsinogAne subi t ,  rn~me 
d d n a t u r a t i o n  pa r  ru rde ,  une ldg~re ddg rada t i on  secondaire  d u r a n t  le t r a i t e m e n t  
la c a r b o x y p e p t i d a s e  et,  d ' a u t r e  pa r t ,  que  la rdauc t ion  pa r  le sulfite ne p rovoque  
aucune  r u p t u r e  de iiaisons pept~diques.  Ce sont  les rdsu l ta t s  o b t e n u s  avec le S-stdfo 
t ryps inog~ne  qui  sont  les plus nets  et  les plus  a i sdment  in te rprd tab les .  

A utoact ivat ion du trypsinog~ne de porc 

La  Fig.  4 r ep rodu i t  des courbes  d ' a c t i v ~ t i o n  spontande  des t ryps inog~nes  de  
porc et de boeuf  ~t p H  7-9 et 4 °, en prdsence ou en absence d ' ions  calcium. L'6cham- 
tillon de t ryps inog6ne  de boeuf  utilisd a dtd purifid au  prdalable  sur  CM-cellulose ~ ,  
ce qui  a u g m e n t e  b e a u c o u p  l ' in tdr~t  de la compara i son .  Le t ryps inog~ne  c r i s t a l i i ~  
commercia l ,  en effet, con t i en t  /k la fois des inh ib i t eu r s  de tr3,psine e t  de la t r y p s i n e  
act ive.  Son a u t o a c t i v a t i o n  a donc peu  de r a p p o r t  avec celle du  p r o d u i t  pur .  L 'exameai  
de la Fig.  4 mon t r e  que les a u t o a c t i v a t i o n s  des deux  prdcurseurs  de boeuf  et  de pore  
sont  analogues,  pour  ce qui concerne la vi tesse du  phdnom~ne,  la l imi te  s u p b ~ u r e  
de r .act ivi td t r y p s i q u e  f ina lement  ob t enue  (act ivi td potentieUe) et r in f luence  des ions 
calcium. Dans  les d e u x  cas, ces ions a u g m e n t e n t  cons iddrab lement  la vi tesse  e t  e r a -  

AS 

40 ~. 

,q 
20 / 

d 
_ ~ rain , 

30  6 0  9 0  

Fig. 4. Autoactivation du trypsinog~ne de 
porc. Toutes les activations sont r6ali~Sc~ i 
pH 7.9 et 4 ° sur des solutions ~t a-3% de 
prdcurseurs totalement ddpourvus ~ 1'~rig~e 
d'activit6 trypsique. Signes noirs et traits 
pleins, trypsinogi~ne de porc. Signes hlattes 
et traits polntillds, tr3-psinogAne de b o e ~  
A gauche, autoactivations spontandes ~a 
sence de CaCI z, 0.05 M. A droite, ~ctivatkms 
en rabsence de calcium du t r T p s L n ~  de 
porc seul (cercles noirs) ou additionn~ de 2 *m / 
de trypsine (carrds noirs) et du trytmitaogLN~ 
de boeuf additionnd de 9 % de trypsine ( ~  

blancs) Les activitds propres ~ la trypsine ajoutde sont d@duites du diagramme de ~ .  

Biochim. Biophys. Acta, 69 (1963) Ix5-~-"9 



I 2  4 M. C H A R L E S ,  M. R O V E R Y ,  A. G U I D O N I ,  P. D E S N U E L L E  

l ~ c h e n t  que la moiti6 des moI6cules du  pr6curseur  soit conver t ie  en prot6ines  " in-  
er tes '  ' I .  

Ces r6sul ta ts  6 tan t  acquis,  il dev ien t  intfiressant de savoir  si l ' au toac t iva t i on  du  
t ryps inog6ne  de porc s ' accompagne ,  comme celle du  t ryps inog6ne  de boeuf,  de l 'abla-  
t ion de la s~.quence N- te rmina le  de la mol6cule sous la forme d ' un  pept ide  libre et, 
dans  ce cas, quelle est la na tu r e  du  pept ide .  Une  solution de 4 /zmoles  de trypsinog6:_". 
de porc dans  4 ml  de CaClz o.o 5 M est incub~e d u r a n t  z h tt 4 ° et  p H  7-9- On v~rifie sur 
une  par t i e  a l iquote  que l ' ac t iva t ion  est b ien complfite et on a]oute  du di isopropyl-  
f luorophospha te  au  res te  de la solut ion jusqu'~t une  concen t ra t ion  o.o 4 M. Apr~s 
2 h ~ o  °, on a m i n e  le p H A  3 pa r  H C I I  N e t  on dialyse 6 fois contre  IO ml d'HC1 Io  -z M 
p e n d a n t  I2 h. Les d ia lysa ts  sont  r6unis, lyophilis6s et  ch romatograph i6s  dans  une  
colonne (o. 9 × 6o cm) de Dowex-5o X 2 forme Na  + (lOO-4OO mesh) 6quilibr6e avec 
un  t a m p o n  c i t ra te  0.2 M (pH 4.0). La  colonne est 61u6e pa r  5o ml du  t a m p o n  pr6c6dent ,  

T A B L E A U  I I I  

D ] ~ G R A D A T I O N  R ] ~ C U R R E N T E  DL" P E P T I D E  DIE L ' A C T I V A T I O N  

Ph¢ Pro Thr Asp  

P e p t i d e  i n i t i a l  0 . 9 4  r . o8  I . o t  4 . 0 0  
P r e m i e r e  d d g r a d a t i o n  o . o o  I. i 8 0 . 9 8  4 . 0 0  
D e u x i ~ m e  d ~ g r a d a t i o n  o . o o  o . o o  o . 9 6  4 . o o  
T r o i s i ~ m e  d ~ g r a d a t i o n  o . o o  o . o o  0 .62  4 . 0 0  

de 50 ~ 250 ml  p a r  un  grad ien t  exponent ie l  de o.2 M (pH 4.0) h o.3 M (pH 5-5), enfin, 
de 250 h 350 ml p a r  un  deuxi6me g rad ien t  exponent ie l  de 0.3 M (pH 5.5) ~ x.o M 
(pH 5.6)(volume de la c h a m b r e  de m61ange, 360 ml). 

Le d i a g r a m m e  d'61ution compor te  une sdrie de 15e tits pics con tenan t  chacun  
plusieurs  pept ides ,  et  un  g r a n d  pic don t  le sommet  cor respond ~t I4o  ml d '~luat  et qui  
fourn i t  apr~s hydro lyse  5 amino  acides" ph6nyla lanine ,  proline,  thr6onine,  acide 
a spa r t i que  et  lysine, dans  les r appor t s  molaires  o . 9 6 : I . I r  : I .o1 :3 .96 : I .o4  . L ' ana lyse  
ind ique  ~ga lement  que  ce pep t ide  est libdr~ ~t concurrence  d ' a u  moins  0. 7 mole pa r  
mole  de t ryps inog6ne  d u r a n t  une ac t iva t ion  don t  le r endemen t ,  rappelons-le,  est o.9. 
L '~quiva len t - leuc ine  du  pept ide  est o.95. 

L a  prdsence de ph6nyla lan ine  en posi t ion N- te rmina le  m o n t r e  que, comme dans  
le cas du  pr6curseur  du  boeuf,  le pept ide  en ques t ion  p rov ien t  de la s6quence N- te rmi-  
nale  de la chaine.  Comme dans  le cas du t ryps inog6ne  de boeuf  dgalement ,  le pept ide  
con t ien t  I r6sidu de lysine et 4 rdsidus d 'ac ide  aspar t ique .  M.'ds il renferme 2 r6sidus 
suppl6menta i res ,  la proline et  la thr6onine  qui  en font un oc tapept ide .  Le Tab leau  I I I  
donne  les rdsul ta ts  ob tenus  d u r a n t  les d6grada t ions  rdcurrentes  de ce pept ide  qui 
p e r m e t t e n t  de d6 te rminer  l 'ordre  d ' e n c h a l n e m e n t  de ses r6sidus. Dans  un  b u t  de 
sirnplit ication, les r~sul ta ts  sont  calcul6es dans  le t ab leau  pa r  r a p p o r t  ~t l 'acide as- 
pa r f ique  d o n t  les p r o p o r h o n s  sont  un i fo rmdment  fix6es ~ 4 moles/mole.  L a  tysine 
C- terminale  n ' a  pas  6t~ dos6e. 

Le T a b l e a u  I I I  m o n t r e  que  les 2 premieres  ddgrada t ions  donnen t  des rdsul ta ts  
r e m a r q u a b l e m e n t  nets.  La  phdnyla lan ine  d ' abord ,  puis  la proline, d ispara issent  
t o t a l e m e n t .  La  t rois i6me d~gradat ion,  p a r  contre,  ne fait  baisser  les propor t ions  de 
thrdonine  que  de o.96 ~t o.69 mole. Afin de confirmer que  la thr6onine  occupe bien la 
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t rois i6me posi t ion,  on effectue a~or.~ ,dien~ d l ~ a d ~ t i o n s  successives  sur  un  a u t r e  
dehant i l lon  du  pep t ide  et  on condense  lie [ t n ~ o t ~  tr~t.a~,t avec  le d in i t ro f luorobenz6ne .  
Apr6s  hydro lyse ,  seule la DNP-thr~¢mtme ~ ~ttre, i i~ntifide.  La  lysine est  ce r ta ine-  
m e n t  C- te rmina le  pu i sque  le p e p t i d e  ~¢~fiim~ dl"m~e l~ydrolvse t ryps ique .  Sa  forrnule 
s 'dcri t  done-  P h e - P r o - T h r - ( A s p )  a -~J~.  

Purif icat ion et caractdrisation de la *r.V;j~Vin~ o~. flora- 

U n e  solu t ion  "h 2.5°70 de t r 3 ~ ~ ' ~ a e ,  die i ~ r ¢  dkaxm CaCIo o.o5 M est  incubde ~t 
p H  7-9 et 4:" d u r a n t  I h. Le  mdlaxage ( t a ~  st~kifi~tue, 63) est amend  ~t p H  5.o p a r  
add i t i on  de HC1 1 N e t  c h r o m a ~ o g r ~  d ~  ureas, ¢otonne de CM-cellulose dquil ibrde 
avec un t a m p o n  (pH 5.o) o.o6 M eta,ct i~a~e~t oz~0,n ~ en~ CaCle. L 'd lu t ion  de la co lonne  
p a r  le m ~ m e  t a m p o n  p r o v o q u e  la semtiie die~s dtams~ pixzs t racds d a n s  le d i a g r a m m e  de 
gauche  de la Fig.  5- Le p remie r  egt ~aacttiilL I ~  d i e - - m e  con t i en t  ta t r y p s i n e  ac t ive  

0 ~5 ~]Z) "~ t 0  

Fig.  5. C h r o m a t o g r a p h i c  de  l a - t r y p s i n c  de  ~¢~wc-at~ (Cgit-~ell~alose. C o h ) n n e s  (0.9 × 9 c m )  de  CM-cel -  
lu lose  ( m 6 q u i v a l e n t s  a c i d e s  p a r  g, o .5o ;  f q41~) &~2~ili-~ee s e t  d ludes  a v e c  u n  t a m p o n  ( p H  5.o) 
0 .06 M en  c i t r a t e  e t  o.o~ M e n  CaCI 2. T e m ~  ~. .  I9~3~i~, r,.6, Vnlh.  V o l u m e  des  f r a c t i o n s ,  0. 4 Vn. 
( ) r d o n n d e s ,  a b s o r b a n c e  des  f r a c t i o n s  h 2~qo mZa, tmn [ p ~ u ~ e n t  de  l ' a b s o r b a n c e  t o t a l e  de  la s o l u t i o n  
i n t r o d u i t e  d a n s  la c o l o n n e .  Absc isses ,  a ,di tnnt ,  dlt, l [ ~ n ~  e , ~ r i m d  en  v o l u m e  de  r d t e n t i o n  de  la  
c o l o n n e .  A g a u c h e ,  c h r o m a t o g r a p h i c  de i ia  r~T~.tp~4im.amlikxt~: ILes h o m b r e s  le l o n g  d e  la c o u r b e  ind i -  
q u c n t  l ' a c t i v i t d  spdc i f i que  des  i r a c t i o n s .  __~ ,d~0iim~:, e t l ~ o m a t o g r a p h i e  de  la D P - t r y p s i n e .  Les  
c h r o m a t o g r a p l f i c s  p r 6 p a r a t i v e s  s e n t  rdat i~dc~ ~ h t ~  t~.~ m ~ m e s  co~ ,d i t ions  "h l ' a i d e  d e  c o l o n n e s  d e  

~. 5 cm ~de ,~i~im~. in~di~eur. 

qui,  si l 'on en croi t  les va leu r s  61evdes idle I r ' ~ f f ,  s~ki_fique (6x-63),  es t  d a n s  un  d t a t  
sa t i s fa i san t  de puretd .  Toutefo is ,  ( ~ o ~  ~ t i 0 ~  q~e. r e %  e n v i r o n  des p ro td ines  d u  
mdlange  on t  dtd dlirninds darts le .:l~erm~rltnici~mali~,. l ;act i~i td  s I~cif ique de la t r yps ine  
purifide p a r  c h r o m a t o g r a p h i e  dex~a~  ~ ~[ l~i i~t~e .  & Vactivi td spdcif ique d u  t ryps i -  
nog~ne, c 'es t  h dire  supdr ieure  h ,6.3. ~ tt~otH~'m~s posds p a r  la c h r o m a t o g r a p h i e  
de la t ryps ine  ac t ive  se ron t  discut~s  ~dtams ~ t]r~,t i~ine p u b l i c a t i o n  t r a i t a n t  de fa~on 
ddtail lde le cas de la t r yps ine  de .',boer. ~ m ~  s i m p l e m e n t  ici que,  d a n s  les con- 
d i t ions  opdra to i res  adoptdes ,  l a  ~ amlii~,, sarbit v r a i s e m b l a b l e m e n t  que lques  
ddg rada t i ons  au  cours  m 6 m e  de a a , c ~ , ~ - ~ ~ . .  1~ es t  b e a u c o u p  plus  aisd, lo rsque  
de s imples  cons iddra t ions  de s t r u ~ e  m a ~ ' ~ e ,  so~ t  en  jeu, de c h r o m a t o g r a p h i e r  la 
t ryps ine  inhibde pa r  le d i i s o p r c r p y ~ ~ ~ e .  ((D.~P'-trypsine). La  solut ion ac t ivde  
p rdcddemrnen t  est  t ra i tde  2 h / t o  ~ ~ r  ~edtn~01i~r~lgytdfl~a~rophosphate 0.04 M e t  amende  
~t p H  5.0 pa r  HCI I N. Sa  chroma~ .ogra~ii~ s~nr ¢]~-eellt t lose est  iUustrde p a r  le dia-  
g r a m m e  de d ro i te  de la Fig.  5. " ~  ua~mr~ ~ e  I~  __mi'~ation de la t r y p s i n e  de porc  su r  
CM-cellulose h p H  5.0 est  mo~ns ~a~iidte ~ ~ d ~  t~q~sinog~ne de la m 6 m e  esp~ce 
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p H  6.0 (voir Fig. 2). Ce fait est en bon accord ax'ec la perte ne t te  de 3 centres acides 
du ran t  l ' ac t iva t ion  (4 acides aspar t iques  moins  I ty.qine). En  outre,  le t rypsinogSne et 
la t rypsine  de porc ax'ant des points  isoioniques plus bas que leurs homotogues du 
boeuf  migrent  plus vi te  qu ' eux  '-'a sur CM-cellulose. 

Le pet i t  pic ~t gauche des d i ag rammes  de la Fig. 5 reprdsente v ra i semblab lemen t  
les prot6ines " ine r t e s "  de NORTHROP c t a l .  ~ qui se forment  en faibles quant i tds ,  mame  
en prdsence d ' ions  calcium, du ran t  l 'actix 'at ion du tr~'psinog6ne. La purification provo- 
qu6e par  la ch romatograph ie  de la DP- t ryps ine  ressort d 'a i l leurs  c la i rement  des r6sul- 
ta t s  su ivants :  Lorsqu 'on  condense ax,ec le f luorodinitrobenzSne,  apr6s une simple 
dialyse,  le m~lange b ru t  engendr,.': par  I'actix-ation, on t rouve  0.6 mole/mole de D N P -  
isoleucine, o.I  mole de DNP-isoleucylx 'al ine,  0.2 mole de DNP-va l ine ,  0.07 mole de 
DNP-s4r ine  et 0.08 mole d 'acides  DN P-aspar t ique  et g lu tamique .  Lorsque la m6me 
technique  est appliqude "X la DP- t ryps ine  purifide par  chromatograph ie ,  :m t rouve 
0. 7 mole /mole  de DNP-isoleucine  ct ~les traces seulement  des aut res  DNi:-ddriv(,s. 
La  D P - t r y p s i n e  ainsi chromatographig,  e para i t  done 6tre une protdine pure. Sa chalne 
ddbute,  comme celle de la t ryps ine  de bovuf 2~, par  l ' encha inement  i leu-Val .  

En  outre ,  si l 'on se reporte  au d i a g r a m m e  ¢tc~ droite de la Fig. 3, on cons ta te  que 
la ca rboxypep t idase  libSre it par t i r  du ddrivd .%-sulfo de la DP- t ryps ine  de porc, les 
m6mes  amino  acides qu'& par t i r  du d~rix'd S-sulf~ du  t rypsinog6ne.  Les deux alia- 
g r a m m e s  de la Fig. 5 sont  en fait  presqu ' ident iques .  Comme,  d ' a u t r e  par t ,  I 'hvdrazino-  
lyse de la DP- t ryps ine  de porc donne des r~-sultats ndgatifs,  on pent  dire que cettv 
t ryps ine  a la m6m~:: sOquc, nce C- terminale  que son prdcurseur.  

I) ISCU.%SI()N 

L a  technique  classique de purification du trypsinog( 'ne et de la t rypsine  de boeuf 
est iond6e sur des f rac t ionnements  au sulfate d ' a m m o n i u m  et des cristall isations en 
milieu alcalin 1. Les p rodui t s  cristallis6s s~mt loin d '6 t re  p u r s e t  l 'on a cherch6 depuis 
plusieurs ann6es h les purifier d a v a n t a g e  par  ch romatograph ie  z~-zT. On a r6ussi 
r6cemment ,  en part icul ier ,  h purifier d i rec tcment  le t rypsinog6ne de boeuf / l  pa r t i r  des 
eaux-m6res  de cristal t isation du chymot ryps inogbne-A et it d6barrasser  la t ryps ine  
cris~allis6e de certaines impuret6s  inactives,  au moyen de chromatograph ies  sur CM- 
cellulose/t  p H  6.0 (voir r6f. _03). Au tours  du pr6sent t ravai l ,  les techniques  de cristal-  
l isation ont  ~t~ d6f ini t ivement  abandonn6es.  Le t rypsinog~ne de porc et le d6riv6 
d i i sopropylphosphoryl6  de la t ryps ine  engendr6e par  au toac t iva t ion  de ce nouveau  
pr~curseur  peuven t  6tre obtenus  h l '6 ta t  pur  par  ch romatograph ie  sur CM-cellulose 
p H  5.o. Bien qu'el le  fournisse un produi t  dou6 d 'une  act ivi t6 sp~cifique tr6s 61ev6e, 
la c h r o m a t o g r a p h i e / t  ce p H  de la t ryps ine  act ive s ' accompagne  d 'un  d6but  d ' au to lyse  
t rahi  par  l ' appar i t ion  de quelques r6sidus t e rminaux  suppl6mentai res .  

Le t ryp~inog~ne repr~sente ~t lui seul pros de 25% des prot~inc~s du suc pancr6a-  
t ique  de porc 5. I1 est donc par t icul i6rement  abondan t  dans  le I~ancr6as de cet te  
esp6ce. Sous sa forme actuelle,  la technique pe rme t  d 'ob ten i r  sans g landes  difficult6s 
environ 2.8 g de t ryps inog6ne h par t i r  de x kg de pancreas  frais. I1 est toutefois  
v ra i semblab le  que ce chiffre pour ra i t  6tre la rgement  d6pass6 en cent r i fugeant  par  
exemple  les ex t ra i t s  sulfuriques au lieu de les fittrer. Le probl6me des rende:ments 
susceptibles d '6 t re  a t t e in t s  au cours de ta pr6para t ion  des chymot ryps inog6nes  et  
des t rypsinog6nes  de boeuf et de pore fera l 'obje t  d ' une  prochaine  publ icat ion.  

Bi, ,chi~t .  Bioi t~hj 's . .4cla,  69 (r963) 1 I5--I29 



TRYPSINOGI'Z.NE ET TRVP~' INE DE PORC I 2  7 

L a  compos i t ion  en amino  acides d u  t ryps inog~ne  de porc ne nous  a p p r e n d  
6 ~ c t e m m e n t  pas  g r a n d  chose sur  sa s t ruc tu re .  Les r6su l t a t s  du  T a b l e a u  I I  sugg~ren t  
m~.mmoins que les p r6curseurs  du  p o r c e t  d u  boeuf  on t  un poids mol6cula i re  voisin de 
Fi,~d~:e de 2 4 o o o - 2 5 o 0 o  et,  v r a i s e m b l a b l e m e n t  aussi ,  le m~me n o m b r e  de p o n t s  
~ u r e  (12 r~sidus de V_, cys t ine  pa r  mole).  L ' impres s ion  d ' e n s e m b l e  laiss6e pa r  
I~s zmtres r6su l ta t s  est clue les d e u x  pr6curseurs  a p p a r t i e n n e n t  ~t une  m d m e  famil le  de 
p~ot~ines r e l a t i v e m e n t  p a u v r e s  en argin ine ,  h is t id ine ,  m6 th ion ine  et  ph6ny la l an ine ,  
m a ~  r e l a t i v e m e n t  r iches en acide a spa r t i que ,  glycocoIle et s6rine. Les diff6rences 
ipa~ois sensibles e x i s t a n t  en t r e  les r6su l t a t s  c o n c e r n a n t  ce r ta ins  r6sidus nous  inc i t en t  
¢ e p e n d a n t  5 penser  que  de larges  sec teurs  des  d e u x  pro t6 ines  on t  en fair une  s t r u c t u r e  
t~maachement d issemblable .  On n o t e r a  que  la v a l e u r  p lus  faible t rouv6e  pou r  le po in t  
i~ ,~tect r ique du  t ryps inog6ne  de porc (7.5 au  lieu de 9-3 pou r  le t ryps inog6ne  de boeuf)  
. , 'expl ique a i s6ment  p a r  une  ba l ance  diff6rente  en t r e  les cen t res  ca t i on iques  et  anio-  
ta~,aes (5 cent res  ca t ion iques  en exc6s d a n s  le t ryps inog6ne  de boeuf ;  3 - 4  cen t res  anio-  
nic, rues en exc~s dans  celui de porc).  

De rou te  6vidence,  la c o m p a r a i s o n  la plus  in t~ressan te  en t re  les d e u x  p r~curseurs  
se, place p o u r  l ' i n s t a n t  au  n i v e a u  du  m~can i sme  de leur  a u t o a c t i v a t i o n .  Ce ph~nom~ne  
i ~ p h q u e  dans  les deux  cas la r u p t u r e  sp6cifique p a r  la t r y p s i n e  d ' u n e  l iaison L y s - I l e u  
~ p p a r t e n a n t  ~ 13 r~gion N - t e r m i n a l e  de la chaine.  D a n s  les d e u x  cas ~ga lement ,  13 
l ~ i ~ m  est f lanqu6e sur  sa d ro i t e  des r6sidus I l eu -Va l  et ,  sur  sa  gauche ,  de q u a t r e  
~ '  :s~us con t igus  d ' a c ide  a spa r t i que .  Une  telle a c c u m u l a t i o n  de  r6s idus  a s p a r t i q u e s  
~t~ ~-oisinage i m m 6 d i a t  de la l iaison s t r a t 6 g i q u e  n ' e s t  sans  d o u t e  pas  l 'effet  d u  hasa rd .  
©,~ sa i t  que  la p rox imi t6  de cen t res  an ion iques  r a l en t i t  d ' h a b i t u d e  Fac t ion  de  la 
iaBrpsine sur  les l iaisons bas iques .  II est  v r a i s e m b l a b l e  que,  d a n s  le cas  pr6sent ,  elle 
ipa~x,-ient au  con t ra i re  ~ l 'acc616rer, s u r t o u t  en pr6sence  d ' ions  ca lc ium.  E n  d ' a u t r e s  
~ermes, les q u a t r e  r6sidus con t igus  d ' a c ide  a s p a r t i q u e  j ouen t  p r o b a b l e m e n t  un r61e 
d ~ e e r m i n a n t  dans  la r u p t u r e  sp6cif ique de la l iaison L y s - I l e u  et  il est  r e m a r q u a b l e  de  
ik~ r e n c o n t r e r  en m 6 m e  n o m b r e  et  ~t la m ~ m e  place  d a n s  les d e u x  t r yps inog6nes  connus  

Fheu~e actuel le .  
On  no te ra ,  p a r  cont re ,  que,  a v a n t  ces r~sidus a spa r t iques ,  on t r o u v e  un u n i q u e  

~ ~ d e  val ine  chez le t ryps inog~ne  de boeuf  et  une  s~quence de t ro is  r6s idus  diff6rents  
( (Phe-Pro-Thr )  chez le t ryps inog~ne  de  porc.  L a  s t r u c t u r e  c o m m u n e  a u x  d e u x  pr6- 
¢~-seurs  et  a p p a r e m m e n t  essentiel le  pou r  leur  b o n n e  a c t i v a t i o n  a donc  des d imens ions  
flo~ Iimit6es,  t o u t  au  moins  vers  la gauche  oh cUe es t  pr6c6d6e p a r  d e u x  s t r u c t u r e s  
t=,~alement d i ssemblables .  

U n  a u t r e  po in t  d igne d : in t~r~t  es t  que,  c o n t r a i r e m e n t  au  t r yps inog6ne  de  boeuf ,  
Ee~ t r~ps inog~ne  de porc  possSde une  s6quence  C- t e rmina le  accessible ~t la c a rboxy-  
pep t idase .  Le fair que  le t ryps inog~ne  de  porc  et  13 t ryps ine  q~i e~ dC~iv~ pess'-~.ent 

m~me  s6quence,  p r o u v e  de fa~on d6fini t ive  q u e  l ' a u t o a c t i v a t i o n  de ce t y p e  de  
p ~ u r s e u r s  n ' i m p l i q u e  a u c u n e  modi f i ca t ion  d ' o r d r e  cova l en t  dans  1~ r6gion C-ter-  
i nma te  de la  cha ine  et  qu 'e l le  est  p a r  cons6quen t  e x c l u s i v e m e n t  d6terrnin6e p a r  la 
~ x e  de !a l iaison L y s - I l e u  de la s6quence  N- te rmina le .  On  sa l t  que  ce t t e  p r e u v e  
~ ' i~a i t  fond6e jusqu ' i c i  que  sur  des cons id6ra t ions  indirectes ,  d u  fai t  de l ' incapac i t6  
_e!b.*~s Iaquelle se t r o u v e  la c a r b o x y p e p t i d a s e  d ' a t t a q u e r  les s6quences  C- te rmina les  d u  
tt~3rpsinog6ne e t  de la t r yps ine  de boeuf.  

L a  figure su ivan t e  p e r m e t  de c o m p a r e r  les ph6nom~nes  d ' o r d r e  cova l en t  in ter -  
~ema~t  au  cours  de F a c t i v a t i o n  des t ryps inog6nes  de boeuf  et  de porc :  
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f 

Val-Asp~I.v.~ -*~- 1 lcu-Val . . . . . . . . . . . .  ? 
- i 

"l'ryl.~sint>g(-nc dr, b~,cuf 

l Val_J~.sp,-Lys ] .'- i l l t ' l l - " t l . '  

IIt, xapcptide "l-ryt>ait~t" d~" |,~,.n~ 

I I 'he-I 'ro-Thr-.\.~:p,- l_y- 
. ,  . 

i 

-- llt, tt- Val . . . . . . . . .  Thr :i lluu:~in,\'¢l'.,- \'a~; 

Trypsin,~g~nc dr. i)~)rt" 

i . . . . . .  

¢ lctapcpt idc Trypsint- dr. p~rc 

Fig. 6. IteprCs¢.ntation corn parde d e s  act ivttt i~ m s ¢tt ,s  t r . v p , ~ i n ,  , g ; , n t , s  t l , .  [ , ' , t~l l  }~ *'.I, ii, i!~,,rr, ( " ;1 ,  g l  ilia- 
m i n e '  .'~11, asparltgitl," 

~" f:st'.~tf: 

Le  t r y p s i n o g 6 n e  de porc peu t  6t re  purifi6, en m6me  t e m p s  que'I~tm,ttc-~¢dixxmotr3=psi- 
nog~nes de la m 6 m e  esp6ce, en s o u m e t t a n t  les e x t r a i t s  de panc-rd~ifl , tk+fr-act-ionne- 
m e n t s  pr61iminaires  p a r  le su l fa te  d ' a m m o n i u m  et /t des chroma-t%q~al~iiie~-.~ur CM- 
cellulose 5. p H  5.0. Le t r y p s i n o g 8 n e  est ainsi  purifi(, 2.6 fois:parrrq/l~rrc,~ ~mx extra. i ts  
i n i t i aux ,  avec  un  r e n d e m e n t  de 45°b.  D a n s  1'6tat ac tue l  de ita rtedhliitue; r kg  de 
p a n c r 6 a s  Irais  d o n n e  2.8 g de p r o d u i t  pur .  

L a  compos i t i on  en amino  acides  des t r yps inog6nes  de b~)euf, m, th.D0~r~ p r~sen ten t  
que lques  analogies .  Les poids  moldcula i res  sen t  du m~me ~rrttrc. ~(hp,mdant,  des 
diff6rences de compos i t ion  par fo is  tr~s sensibles sugg6ren t  que . t i e lk  . r~s-sc.eteurs  des 
d e u x  pro td ines  on t  en fair des s t r u c t u r e s  d i ssemblables .  

Le  d~riv6 d i i s o p r o p y l p h o s p h o r y l 6  de la t r y p s i n e  issue t i e  II'an-ttatwik, a t ion  du 
t r y p s i n o g 6 n e  de porc  p e u t  6tre  purifi6 pa r  c h r o m a t o g r a p h i e  sm-<O~+tcdlhl~,:~eA, p H  5,o, 
A p o l i q u d e  ~t la t r y p s i n e  ac t ive ,  la mOme t e c h n i q u e  donne  :na~-stm~e,, ,i~ ttn~ p r o d u i t  
dcu6  d ' u n e  ac t iv i t6  sp~cifique dlevde, ma i s  ldg~rement  a u t o k ~ d .  

L ' a u t o a c t i v a t i o n  du  t r yps inog~ne  de porc  sui t  h peu  :pr~s!termtme. m*,tfime que  
celle du  p rdcu r seu r  de boeuf.  Les ac t iv i t6s  spdcifiques m a : d m u r n  ~a-~xdiite:+ d a n s  les 
d e u x  cas sont  du  m 6 m e  ordre  et  les ions ca lch ;m exerce,.-vt ! e s ~ r : ~ ' , ' ~ t - ~ ; .  Daaas les 
d e u x  cas ~galemen t, l ' a c t i v a t i o n  impliq  ue ta r u p t u r e  d ' u n e  :lia~or, R4.3~-lli~.u~ a p p a r t e -  
n a n t  ~ la s~quence  N - t e r m i n a l e  de la cha ine  et  f lanqu~e-s t r r -~a ~ t m t i e ,  par. q u a t r e  
r6s idus  con t igus  d ' a c i d e  a s p a r t i q u e .  Tou te fo i s ,  au  lieu d ' ~ r e i l a ~ i ~ , i i ~ ; , c e t X e - ! i a i s o n  
occupe  la hu i t i~me  pos i t ion  de la cha ine  du  t ryp~mog~ne  de ipmm. I J a ~ t ~ t i d e  lib~r~ 
est  l ' o c t a p e p t i d e  P h e - P r o - T h r  ~ ~ - " _ _. ~,~p) i - L v s .  La  r6gion cornmtme:at~;¢t~mXl~r~urseurs  
et  a p p a r e m m e n t  essent ie l le  h leur bonne  a c t i v a t i o n  est  donc~r~,-s,~tr~i~mnerm limit6e.  
A u  d e l l ,  des  mod i f i ca t i ons  de s t r u c t u r e  t r a h i s s a n t  de profonds,  e t ~ m ~ t s ~ d a n s  l ' in-  
f o r m a t i o n  g6n6 t ique  s e n t  cons ta t6es .  

Accessible /~ la c a r b o x y p e p t i d a s e ,  Ia s6quence C-terminale<ttum33IT~inogbne e t  de 
la  t r y p s i n e  de porc  est  Th r - ( I l e t , ,G lu (NH2) ) - -A la -Asp (NH~) .  ,'~,e fftitt ~[lai/~tle..~i~ iden-  
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tic1 UC drums lcs &-us prot@ines prtmve clc faqon d&finitive que l’acti 
g&es n’implique aucune rupture de la chaine clans cette dgion. 

. 
\,*a tron ClCS trypsino- 


