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PRELIMINARY NOTES

BBA 61154
Spécificité “hydrophobique” d’une endopeptidase isolée de Bacillus megaterium

Un enzyme protéolytique exocellulaire provenant d'une culture en phase ex-
ponentielle de Bacillus megaterium (souche MA) en milien minimal glucosé a 30°
(réf. 1), a été purifié par précipitation fractionnée au moyen de l'alcool et du sulfate
d’ammonium, puis par passage sur Sephadex G-200 (réf. 2). L’enzyme est stabilisé
par le calcium et présente un optimum d’action sur la caséine a pH 7.2 (tampon Tris)
en présence de CaCl, 2 - 10~ M. Le matériel s’est révélé homogéne au cours de 1'électro-
photése sur Cellogel réalisée 4 différents pH entre 4 et 10.3. D’autre part il ne fournit
qu’un seul pic lorsqu’il est soumis A une filtration sur colonne de Sephadex G-75. Le
produit paraissant correspondre 4 une seule espéce moléculaire, une étude de la spé-
cificité d’action a été entreprise.

Activité exopeptidasique. 1'enzyme est totalement dépourvu d’activité exopep-
tidasique. Il est sans action sur les substrats habituels des carboxypeptidases: Bz-
Gly-Phe* (Yeda) et Bz-Gly-Leu (Fluka) pour la carboxypeptidase A, Bz-Gly-Arg

* Tous les acides aminés des substrats synthétiques contenant un carbone a-asymétrique
sont de configuration L. Les abréviations suivantes sont utilisées: Bz, benzoyl; Z, carbobenzoxyl;
Ac, acétyl; BAEE, benzoyl-arginyl ethyl ester; TAME, tosyl-arginyl methyl ester; BANA,
benzoyl-arginyl p-nitranilide; ATEE, acetyl-tyrosyl ethyl ester; BTEE, benzoyl-tyrosyl ethyl
ester.
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et Bz-Gly-Lys (Mann) pour la carboxypeptidase B. Il n’attaque pas les substrats des
aminopeptidases: 'enzyme est sans action sur les neuf amides suivantes: Gly(NH,),
Arg(NH,), His(NH,), Met(NH,), Leu(NH,), Tyr(NH,), Trp(NH,), Ser(NH,) et
Phe(NH,) (Yeda) ainsi que sur la leucyl p-nitranilide.

Activités di- et tripeptidasique. La protéase est sans action sur les dipeptides
suivants: Gly-Leu, Gly-Phe, Gly-Asp, Gly-Tyr, Gly-Gly, Ala-Gly, Ala-Leu, et
Leu-Ala ainsi que sur les tripeptides Gly-Gly-Gly, Leu-Gly-Gly et Gly-Leu-Tyr
(Produits Yeda, Fluka, Calbiochem, Hoffman-Iaroche, N. B. C.). Par contre I'enzyme
attaque certains de ces peptides lorsque les extrémités aminée et carboxylique sont
bloquées. I1 a donc les caractéristiques rigoureuses d'une endopeptidase.

Activité endopeptidasique. L'enzyme n’attaque pas les substrats habituels de
la trypsine BAEE, TAME et BANA, ni ceux de la chymotrypsine ATEE et BTEE.
Il ne scinde pas non plus la N-acetyl-Tyr(NH,) ni la N-acetyl-Trp(NH,). Il parait
exiger une véritable liaison peptidique et deux résidus d’acides aminés semblent
indispensables.

L’action de I'enzyme a d’abord été étudiée sur divers polypeptides et protéines
dont la séquence des acides aminés est connue de fagcon A observer une éventuelle
spécificité. Ont été choisis: chaine B carboxyméthylée de I'insuline (Mann), glucagon
(Eli Lilly), cytochrome ¢ (Type III Sigma), chymotrypsinogéne (Choay), trypsinogéne
{Worthington), ainsi que deux peptides provenant d’inhibiteurs de la trypsine. Les
fragments obtenus apreés scission des chaines peptidiques ont généralement été sé-
parés par chromatoélectrophorése sur papier Whatman 3MM (réf. 3): électrophorése
dans un tampon acétate de pyridine pH 6.4; 60 V/cm, 45-60 min; chromatographie
dans le mélange alcool isoamylique-pyridine—eau (3:3:3.5, v/v/v) pendant 18 h. Les
peptides sont révélés avec la ninhydrine diluée (0.01%, dans I'alcool) et élués avec de
l'acide acétique 29%,. La composition en acides aminés des fragments a été déterminée

TABLEAU1

LIAISONS DE DIVERS POLYPEPTIDES OU PROTEINES SCINDEES PAR LA PROTEASE DE B. megaterium
INFLUENCE DU RESIDU ENGAGE PAR LE GROUPE AMINE

Les lettres entre parenthéses indiquent les peptides ou protéines dans lesquels la liaison a été
scindée. La position de la liaison dans la chaine peptidique est signalée par le numéro figurant
sous le premier résidu (résidu engagé par son groupe carboxylique). B, chaine B de I'insuline car-
boxyméthylée (Mann Research Laboratories, Inc.); G, glucagon (Eli Lilly Co.); C, cytochrome ¢
du coeur de cheval, grade III (Sigma); E, endécapeptide Gln-CySO,H-CySO,H-Ile-Ala-Ser—
Ala-Gly-Phe-Val-Arg; T, tétrapeptide Asn-Asn-Phe-Lys; Tg, trypsinogéne (Worthington);
CTg, chymotrypsinogéne (Choay).

Leu Phe Ile Val Ala Thr

Tyr-Leu (B) Gly-Phe (B) Lys—Ile (C) Phe-Val (E) Arg-Ala (G) Tyr-Thr (B)
18

16 23 8 9 26
Tyr—Leu (G) Gly-Phe (E) Lys-Ile (Tg) Lys-Ala (C)
13 8 6 100
His—Leu (B) Phe—Phe (B) Arg-Ile (CTg) Ser—-Ala (E)
5, 10 24 15 6
Ala—Leu Asp-Phe (G) CySOz;H-Ile (E)
14 21 3

Asn-Leu (C) Thr—Phe (G)

31 5
Gly-Leu (C) Asn—Phe (T)
34 2
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soit semi quantitativement par chromatoélectrophorése sur papier3, soit quantitative-
ment au moyen d'un analyseur automatique Spinco 120 B, aprés hydrolyse par HCI
6 M, en tube scellé sous vide, pendant 48 h a 105°. La composition permet de déduire
la structure et de localiser le peptide dans la chaine, donc de connaitre la nature des
liaisons scindées. Dans le cas de la chaine B de l'insuline, du glucagon et des morceaux
des inhibiteurs la totalité des fragments obtenus a été examinée mais pour les autres
protéines I'étude n’a pas été effectuée d’une fagon compléte. Les 22 liaisons dont la
scission a été observée, indiquées dans le Tableau I, ont été classées suivant la nature
du résidu engagé par le groupe aminé. Il apparait que la quasi totalité des scissions
concerne des liaisons dans lesquelles ce résidu posséde un caractére hydrophobe: Leu,
Phe, Ile, Val, Ala. Le nombre de liaisons de la leucine et de la phénylalanine coupées
est particuliérement élevé. En outre une étude de la vitesse de libération des peptides
réalisée sur la chaine B de l'insuline a révélé que la liaison Tyr-Leu était coupée la
premiere aprés 1 min (rapport pondéral enzyme/substrat 29%,), suivie de His-Leu, et
d’une fagon générale que les liaisons de Ia leucine et de la phénylalanine étaient rapide-
ment attaquées et entiérement scindées aprés une durée d’hydrolyse relativement
courte (5 h pour un rapport pondéral de 29%,).

Les résultats obtenus avec les substrats naturels ont été confirmés et précisés
en utilisant des dipeptides synthétiques dont le groupe aminé est bloqué par un radical
benzoyl ou carbobenzoxyl et le groupe carboxylique bloqué sous forme d’amide (Pro-
duits Cyclo). Dans la premiére série de substances utilisées le résidu fournissant le
carboxyl est toujours la glycine et le résidu fournissant le groupe aminé est la leucine,
la phénylalalanine, 1'isoleucine, la valine ou I'alanine. Les résultats obtenus sont con-
signés dans le Tableau II. Il apparait que la liaison Gly-Leu est celle qui est scindée
le plus rapidement suivie par la liaison Gly-Phe mais que les liaisons Gly-Ile, Gly-Val
et Gly—Ala sont peu ou pas scindées. La préférence de I'enzyme pour les liaisons de la
leucine et de la phénylalanine est ici aussi particuliérement nette. Il semble d’autre
part qu'en plus de la nécessité d'un résidu hydrophobe donnant le groupe aminé,
certains caractéres soient exigés du résidu fournissant le groupe carboxylique, puisque
la scission des liaisons Lys-Ile, Phe-Val ou Arg-Ala a été observée dans le cas des
chaines polyptidiques.

Une deuxiéme série de dérivés synthétiques a alors été mise en oeuvre: le résidu
hydrophobe est toujours la phénylalanine et le résidu donnant le groupe carboxyl est

TABLEAUII

ACTION DE LA PROTEASE DE B. megalerium SUR LES DIPEPTIDES SYNTHETIQUES DISUBSTITUES

Influence du vésidu donnant le groupe aminé  Influence du vésidu donnant le groupe carboxylique

Dérivé pwmoles hydrolysées — Dérivé pmoles hydrolysées
par min pav mg par min par mg
d’enzyme (37°) d’enzyme (37°)

Bz-Gly-Leu(NH,) 0.6 Z-Gly-Phe(NH,) 0.4

Bz-Gly-Phe(NH,) 0.3 Z-Ser—Phe(NH,) 2.6

Z-Gly-Phe(NH,) 0.4 Z-His—Phe(NH,) 3.6
Z-Gly-Ile(NH,) <0.003

Z-Gly—Val(NH,) <0.003 Z-Gly-Ala(NH,) 0.007
Z-Gly-Ala(NH,) 0.007 Z-Phe-Ala(NH,) 0.023
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soit la glycine soit la sérine soit I'histidine. Les résultats obtenus (Tableau II) indiquent
clairement que la scission est plus rapide lorsque le résidu fournissant le carboxyl est
soit la sérine soit I'histidine. L’accélération est également notable lorsque ce résidu est
de nature hydrophobe: le dérivé Z-Phe-Ala(NH,) est scindé plus rapidement que le
dérivé Z-Gly—Ala(NH,) (¢f. Tableau II).

I’enzyme posséde donc une spécificité assez rigoureuse en ce qui concerne le
résidu fournissant le groupe aminé qui doit posséder une chaine latérale apolaire, mais
une stimulation particuliére est observée lorsque le résidu donnant le carboxyl posséde
un carbone a-asymétrique. Le nombre de scissions observées n’est pas encore assez
élevé pour dégager I'influence de tel ou tel groupement dans ce résidu. On peut toute-
fois admettre dés maintenant que les deux acides aminés participant a la liaison pep-
tidique interviennent dans la spécificité avec une importance déterminante du résidu
fornissant le groupe aminé.

Des enzymes possédant une spécificité voisine de celle de la protéine de B.
megaterium, ont été récemment purifiés & partir de Bactllus subtilis®-> et de Bactllus
thermoproteolyticus®:? et ce type d’endopeptidase pourrait donc étre assez répandu chez
les espéces du genre Bacillus. Nous proposons d’appeler ces enzymes des “amino-
endopeptidases’ pour les distinguer des “carboxy-endopeptidases” telles la trypsine
ou la chymotrypsine dont la spécificité dépend de la nature du résidu engagé dans
la liaison peptide par le groupe carboxylique.

Les auteurs sont heureux de remercier ici Dr. O. K. BEHRENS qui leur a procuré
un échantillon de glucagon, Dr. J. CHAUVET et Dr. W. FRAEFEL qui ont fourni les
deux oligopeptides.
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