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Etude compar~e des s~quences N-terminal~;s des 
ch,vrnotrgpsinog~nes A et B 

II est  in td ressan t  de c o m p a r e r  les s t ruc tu re s  des d e u x  c h y m o t r y p s i n o g 6 n e s  (chymo-  
t ryps inog6ne  A (ChTg-A)-et  c h y m o t r y p s i n o g S n e  B (ChTg-B)) syn th f t i s~s  p a r  le pan-  
c r fas  de boeuf  en r u e  selon tou te  a p p a r e n c e  de la m g m e  fonct ion  biologique.  On sai t  
ddj~ que  ces pr6curseurs  sont  const i tu~s  p a r  une  seule chalne  p e p t i d i q u e  1 et  qu ' i l s  
poss6dent  la m g m e  s fquence  N- t e rmina ]e  ~. ( C y s - G l y - V a l ) ,  des s~quences C- te rmina les  
ana logues  2 et  des poids mol fcu la i res  voisinsa, 4. Mais ieurs compos i t ions  globales  en  
a m i n o  acidesa, 4 et  leurs  po in t s  isodlectr iques diff6rent  n o t a b l e m e n t .  L ' o b j e t  de la 
p rdsen te  no te  est  de m o n t r e r  que  les 17 p remiers  r6sidus des prdcurseurs  sont  ident i -  
ques,  A l ' excep t ion  du  r6sidu 14 qui  est la s6rine d a n s  ChTg-A et  l ' a l an ine  dans  ChTg-B.  

Lorsque  ChTg-B p u r  1 est  ac t iv6  p a r  la t ryps ine  dans  les cond i t i ons  p r o v o q u a n t  
l ' a c t i va t i on  " r a p i d e "  de  ChTg-A, il a p p a r a l t  x r6sidu d ' i so leucine  N - t e r m i n a l e  p a r  
mole.  Mais, ni la s f ry la rg in ine ,  ni aucun" a u t r e  p e p t i d e  sp6cifique ne  p e u v e n t  gtre  
ddceMs p a r  c h r o m a t o g r a p h i e  d i rec te  su r  Dowex-5o  ou c h r o m a t o g r a p h i e  sur  pap i e r  
des d6rivds d in i t rophdnyl6s .  I1 est  donc  v ra i semblab le  que  l ' a c t i v a t i o n  p r ima i re  des  
d e u x  pr6curseurs ,  c 'es t  ~ dire  la f o r m a t i o n  de  ChT-Azr et  ChT-B~*,  r~sulte,  c o m m e  
on l 'a  d 'a i l leurs  d~j~ envisag65, de la r u p t u r e  d u  m ~ m e  t y p e  de  l iaison. Mais, darts 
le cas de ChTg-B,  ce t t e  r u p t u r e  ne pa ra l t  pas  ~tre  auss i t6 t  suivic,  c o m m e  dans  le 
cas de ChTg-A,  de l ' au to lyse  6 d ' u n e  liaisor, voisine.  U n  tel  fai t  p e u t  s ' exp l ique r  p a r  
une  ac t iv i t6  moindre  de  ChT-Bn ou p a r  une  diff f rence spficifique de s t r u c t u r e  
l"endroit  p r fc i s  oh l ' au to lyse  doi t  n o r m a l e m e n t  s 'effectuer .  

L a  seconde hypo th~se  est  suscept ib le  d ' g t r e  vdrifi~e en  c o m p a r a n t  ]a s t r u c t u r e  
des cha ines  A'** de ChT-A:t e t  ChT-Bn.  Les  d e u x  prficurseurs (20 m g / m l  de solut ion)  
son t  donc  act iv6s  A o ° d u r a n t  1.5 h p a r  la t r y p s i n e  (x/4 o° en  pds) d a n s  u n  t a m p o n  

p H  7.8 o.05 M e n  p h o s p h a t e  e t  o . I  M e n  p -ph6ny lp rop iona t e .  AprSs add i t i on  d ' u n  
gros  excSs de D F P ,  les so lu t ions  son t  dialysfies con t r e  HC1 xo -s  M,  centrifugfies,  
d6chlorurdes  su r  Dowex-2  et  oxyd6es  p a r  l ' ac ide  pe r fo rmique  s. Les p rodu i t s  lyophil is~s 
(6o mg) sont  t ra i t6s  ~ l ' eau  e t  les e x t r a i t s  son t  c h r o m a t o g r a p h i ~ s  s d a n s  une  co lonne  
(1.5 × 4 ° cm) de S e p h a d e x  G-5 o 6quiht ,  rfie avec  HCI o.oo5 N.  Les f rac t ions  qu i  
c o m p o s e n t  le deux i6me  pic*** (61ution p o u r  un  v o l u m e  compr i s  e n t r e  ~ et  3 lois le 
v o l u m e  de r6 t en t ion  de la colonne) sont  lyophilis6es,  reprises  d a n s  x ml  de  f o r m i a t e  
d ' a m m o n i u m  o.2 M ~ p H  3.25 et  c h r o m a t o g r a p h i ~ e s  /~ n o u v e a u  d a n s  une  co lonne  
(o.9 × 15 cm) de Dowex-5o  X2 dquii ibr6e avec  le t a m p o n  pr6c~dent .  L '6 tab l i s se roen t  
d ' u n  g r ad i en t  exponen t i e l  de force ion ique  e t  de  p H  (xi~re c h a m b r e ,  IOO ml  de fonnMate 
d ' a m m o n i u m  o.2 M ~ p H  3.25; ~$me c h a m b r e ,  ac~ ta te  d ' a m m o n i u m  x.o M / t  p H  5.I5)  
fai~ s c ~ i r  dans  les deux  cas un  g r a n d  pie symfi t r ique  s i tu6 dans  la rdgion des pep t ides  
neu t re s  (66me v o l u m e  de r~ ten t ion  de la colonne apr~s l '~ tab l i s sement  du  gradient ) .  

Abzdviatio'as: ChTg-A, chyrnotrypsinog6ne A; ChTg-B, chymotrypsinog6ne B. 
* On connait g l'heure actuelle trois chymotrypsines (~, ~, ¢,) ddrivant do ChTg-A. E!les sont 

ddsigndes par les syrnboles ChT-An, ChT-A~ et ChT-Aa. La chymotrypsine primaire issue de 
ChTg-B est ddsign6e par le symbole ChT-Bn. 

** Le symbole A" est utilis6 ici afin de bien marquer qu'il "s'agit de chaines appartcnant ~ des 
chymotrypsines de t~pe ~, au sein desquelles l'autolyse ne s'est pas produite, et non de chalnes 
"A'" comme celle existant par exemple au sein de ChT-Aa (r6f. 7). 

*'° Ce pic, ddpourvu d'amino acides aromatiques, est trouvd par des mesures d'absorption 
z3o m/~ {r6f. 8). 
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Des analyses  effectu6es ~ l 'a ide  d 'ma ~ &~o~z=t ique  Spinco B e c k m a n  d o n n e n t  
les formules  b ru t e s  su ivan te s  pou r  te~ , d l ~ 2 ~  A" v~n~i isoI~es" 

Chaine  A '  de ChT-An:  
Alax.oo, Arg0.~,  CySOsHo.98, Glul.~ee. ~G~w~,~ ~ m ~ v  Leul.gs , Proz.07, Ser].ag, Vall.9?. 

Chalne  A '  de ChT-Bn:  
Alaz.oo, Argl.00, CySOaHx.o0, Ghaa.,~., G~w~2~ ~ ~ r ,  Lear.9?, Pr°z.0a, Sero.9o, Va!x.~. 

On voi t  que  la compos i t ion  cte ~ta , ~ ~  A ~ d e  ChT-A~ cor respond  e x a c t e m e n t  
k celle de la cha ine  A (r6f. 7), p]~s ges ~ ~ s ~  Ser  et Arg  61imin6s ~ l ' 6 t a t  de 
S e r - A r g  au  cours  de l ' au to lyse .  L a  , ~  A ~' ¢~ CkT-B~ con t i en t  le m~me n o m b r e  
de r6sidus,  soit  x 5. Mais mn r6sid~ ,die ~ y est  remplac6  pa r  un r6sidu d ' a l an ine .  
E n  a t t a q u a n t  les chaines  p a r  tes , c t m t t ~ ~ ~  B e t  A, on s ' aperqoi t  que  le 
r e m p l a c e m e n t  est  i n t e r v e n u  e~_ ~ a_g, ~ - q e  ~ i t  le r6sidu C- te rmina l  d'a_romnine. 

Afin de v6rifier que  le r e s ~  ~dte tlemr ~ e  est bien iden t ique ,  les cha[nes 
(z pmoles /ml )  sont  t ra i t6es  p a r  La ~ "  ((7.~8~/~g/rnl) ~ p H  8.o et  20 ° d u r a n t  6 h. 
Des  c h r o m a t o g r a p h i e s  des h y d v ~ a ~  ~amr Dom~2g-fro X z  d o n n e n t  dvux  d iag ra rmnes  
analogues ,  p e r m e t t a n t  d ' iden t i fmr  ~ ~ ~ t s "  (CySO3H, GIy, / a l ,  Pro,  Ala),  
(Ileu, Vai,  Pro,  Glu),  (Leu, Ser~ ~t  ((G~-. L e ~ _  L e  d i a g r a m m e  c o r r e s p o n d a n t  /~ la 
cha ine  A '  de ChT-Am con t i en t  e n  ,,~c~e i~ l t : ~  (Ser, Arg) et  celui co r r e spondan t  

ChT-Bn,  le p e p t i d  : (Aia, Arg)_ Le  ~ ~ t  apr6s hydro lyse  IIeu, Val,  P ro  
e t  Glu se t r ouve  duns  ia r6gioa des  ~ =emizres, m~lang6 avec  Gly, Leu.  I1 ren-  
fe rme ainsi  u n  r6sidu de g l u t ~ ~  ~ m  d '~ f f~e  g l~ tamique .  

C o m p t e  t e n u  des r6su l ta t s  , m a ~ i ~ I ~ v ~ l t  o ~ e a u s  a,7 su r  la cha ine  A de ChT-A~, 
il est  donc  t o u t  A fait  v r a i s e m b L ~ e  ,qtme ik~ dlem~ chaines  A '  on t  la m 6 m e  s t ruc tu re ,  
s a u l  en posi t ion I4. 

C y s - G l y - V a l -  P r o -  A l a -  I te~a - ~  -Pro0,- Cd~ (N H z) - Leu  - S e r -  G l y -  L e u -  (Ser ou 
Ala ) -Arg .  

A la dro i te  de l ' a rg inine ,  se ~ o ~ - e  ¢Lmm~ ~ deu2~ cas !a s6quence ! l e u - V a l .  La  
c o m p a r a i s o n  po r t e  donc  en d6fi~i~i,~-e ~ lh~ ~7 ~ r s  r6sidus de ChTg-A et  ChTg-B.  

La  s u b s t i t u t i o n  en posi t ion L~ 6 e  ~ % ~ m g  ~ ~ s~rine au  sein de sdquences  p a r  
a i l leurs  iden t iques  s ' ~ t e n d a n t  s~r  ~7 ~ ~ i~ t~ressante  car  elle rdv~le l ' ex is tence  
d ' u n e  va r i a t i on  sl:Mcifique de 1 ' ~ . ~ ~ ~  ~ n . t  ia b iosynth~se  de d e u x  e n z y m e s  
panc r6a t iques  6 t r o i t e m e n t  a p p a ~ e a ~  (7."~t elI~ lp~goablement qui  e m l ~ c h e ,  de faqon 
d i ree te  ou  p a r  le biais d ' t m e  mor~fifi~mtic~ d~ s~--~m~ture ter t ia i re ,  l ' au to!yse  de ChT-B~, 
m 6 m e  en l ' absence  de  f l -ph~my~lmx~o~e_  

Les  r6su l t a t s  pr~c6dents  m o , a m ~  ~ t ~  q~x~e l ' a c t i va t ion  des d e u x  pr6cur-  
settrs est  d~ te rmin6e  p a r  la ~ a~e h ~ l iaison (daison A r g - I l e u )  o c c u p a n t  
la  m ~ m e  pos i t ion  d a n s  les ~ ((ear, re ~ ~ x5 et  I6).  

A u  cours  de ce t rava i l ,  no~s  a~em~ ~t~ ~ ~ ~e Cent re  N a t i o n a l  de la Recherche  
Scient i f ique.  le F o n d s  de D 6 v ~ t t  d~ L~ Recherche  Scient i f ique e t  T e c h n i q u e  
(Convent ion  6 x - F R - I I 3 ) ,  le ~ i { ~  ~e~vi~e (Gran t  A-4642) et  la F o n d a t i o n  
RockefeLler (Gran t  R F  62 o22). 

O. GuY 
Inst i lut  de Chimie Biologigue, F ~  da~ ~ ~ ,  M. ROVERY 

Marseillv (Frame} P. DESNUELLE 

* N o u s  r e m e r c i o n s  le  Dr.  M. ~ , ,  ~ dim L ~ b o r ~ t o i r e  Carlsberg,  q u i  n o u s  a a i m a b l e -  
mer i t  f ourn i  u n  6ch&nti l lon  de  s u ~  _~ ~ ~ c o m m u n i q u 6  les  c o n d i t i o n s  e x p 6 r i m e n -  
t a l e s  ut i l i s6es  par  Mrs. B .  MEEDOta dams ~tm ~ d h ~  d~e L~ s ~ u c t u r e  de  la  c h a i n e  A de  C h T - A a  (r6f. 7)- 
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The synthesis of Ser4-11eS-oxytocin (Isotocin) 
The oxytocic principle from the pituitaries of the teleost fishes Pollachius virens L., 
Merluccius merluccius L. and Gadus luscus L. was isolated by ACHER and coworkers 1. 
They proposed for the new hormone the nonapeptide structure having the following 
amino acid sequence 

C y s - T y r -  I l e - S e r -  A s p ( N H 2 )  - C y s -  P r o -  I I e - G l y - N H  2 ( = Ser  4 -  l l e S - o x y t o c i n  = I s o t o c i n ) .  - 

W'e have synthesized this nonapeptide in the manner outlined in Fig. 1". 
N-Carbobenzoxy-L-isoleucyl-L-serine methyl ester (I) was prepared from N- 

carbobenzoxy-L-isoleucine 2 and methyl  L-serinate 3 by the mixed anhydride procedure 
(yield 62%; m.p. 18o.5-181.5 ° (ethyl aceta te-petroleum ether); [c,]~--  +3 .9  ° (in 
dimethylformamide). Calcd. for C18H¢dN2Od: C, 59.oo; H, 7.16; N, 7.64%. Found" 
C, 59.15; H, 7.o5; N, 7.75%). Catalytic hydrogenation of the protected dipeptide I 
in methanol-cone. HCI gave the hydrochloride of L-isoleucyl-L-serine methyl  ester 
(lI) (yield 88%; m.p. 203-204 ° (decomp.) (methanol-acetone-ether) ;  [cx]~ = +xz.6  ° 
(in methanol). Calcd. for CIoH20N20,-HCI" C, 44.70; H, 7.88; N, xo.42; C1, 13.19%. 
Found" C, 44.61 ; H, 7.61 ; N, lO.Z6 ; C1, I3.28 %). The coupling of S-benzyl-N-tosyl- 
L-cysteinyl--L-tyrosine 4 with II according to the N,N'-dicyclohexyl-carbodiimide 

a.  1 T method in dimethvtformamide-acetonitrile gave S-benzyl-N-t0syl-L-cysteiny,-~- 
tyrosyl--L-isoleucyl-L-serine methyl ester (III) (yield 45 %; m.p. 219-221 ° (metha- 
nol); [~3~ = ~16.9. ° (in pyridine). Calcd. for CseH4eN,0,S2: C, 58.20; H, 6.25; 
N, 7.53; S, 8.64 %. Found" C, 58.28; H, 6.z7; N, 7.71; S, 8.64 %), which was con- 
verted to the corresponding hydrazide IV (yield 61%" m.p. 226--z29 ° (decomp.) 
(dimethy!formamide-acetonitrile); [~3~ = - - - 6 9  .z° (in formic acid). Ca!cd. for 
C85H,6NeOsS ~" C, 56.58; H, 6.~5; N, 11.32; S, 8.64%. Found" C, 56.50; H, 6.z6; 
N, 11.4o; S, 8.57 %). Hydrazinolysis of N-carbobenzoxy-L-asparaginyl-S-benzyl- 

r r L-cysteine methyl ester 5 afforded A-carbobenzoxy-L-asparagin3 l-S-benzyl-L-cysteine 
hydrazide (V) (yield 7 ° %; m.p. 214.5-215.5 ° (decomp.) (dimethylformamide-aceto- 
nitrile); [a]~ ~--- --29.7 ° (in dimethylformamide). Calcd. for CaaH,TNsO~S" C, 55-79; 
H, 5-75; N, 14.79; S, 6.77 %- Found:C,  55-'79; H, 5.61; N, 14.89; S, 6.83 %). Reaction 
of the hydrazide V with NaNO,~ in d imethyl formamide-I  N HCI gave the azide, 
which was condensed with L-prolyl-L-isoleucylglycinamide in dimethyiformamide 
to obtain N-carbobenzoxy-L-asparaginyl-L-cysteinyl-L-prolyl-L-isoleucylglycin- 

All of  t h e  i n t e r m e d i a t e s  w i t h  t h e  e x c e p t i o n  of  t h e  p r o t e c t e d  n o n a p e p t i d e  V I I I .  w h i c h  Con- 
t a i n e d  a m i n o r  i m p u r i t y ,  w e r e  f o u n d  t o  be  h o m o g e n e o u s  b y  t h i n - l a y e r  c h r o m a t o g r a p h y  u s i n g  
s e v e r a l  s o l v e n t  s y s t e m s .  
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