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Short Communications and Preliminary Notes 

CRISTALLISATION D'UNE NOUVELLE CHYMOTRYPSINE FORMt~E 

PAR ACTIVATION RAPrDE DU CHYMOTRYPSINOGI);NE DE BOEUF 

par  

M. ROVERY,  M. P O I L R O U X  ET P. D E S N U E L L E  

Laboratoire de Chimie Biologique, Facultd des Sciences, ,Vlarseille (France) 

La nouvelle chymotryps ine  d~pourvue d'alanine N-terminale, dont  une r6cente note 1 laissait 
pr6voir l 'existence, a ~t6 cristallis6e sous forme de son d&iv6 diisopropylphosphoryl6 (DFP). Un 
hydrolysa t  de chymotrypsinog~ne 1, pr@ar6 selon JACOBSEN 2 (activit6 sp&ifique (K): 3.6), est 
additionn6 ~ pH = 7.6 de 5 mole de D F P  par  mole de zymog~ne. Au bout  de i h ~ o ° (K: o.16. io-2), 
il est trait6 dans des conditions analogues ~ celles d6crites pour  la cristaltisation de la DFP-chymo-  
trypsine-a a*. Apr~s 3 cristallisations, on obtient  des aiguilles bien form6es (Fig. i) avec un rendement  
global d 'environ 3 ° %. a b c a b c d 
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Fig. 2. Amino acides libdr6s 
par  la carboxypeptidase.  I :  
Solvant: butanol,  acide for- Leu 
mique, eau: (a) nouvelle Leu 
chymotrypsine  k l '6tat  de 
d6riv6 D F P ;  (b) t6moin 
tyrosine (I/IO ° de mole par  
mole de prot6ine) ; (c)t6moin 
tyrosine + leucine (i mole : " ' , 
par  mole de prot6ine). I I :  
Solvant : alcool amylique ter- 
tiaire satur6 d 'eau:  (a) I I I  
t6moin; (b) et (c) DFP-chymotryps ines-a  et y. (d) d6riv~ D F P  de la nouvelle chymotrypsine .  

* Seule la concentrat ion en sulfate d ' a m m o n i u m  doit &re plus faible au d6but ~le la cristallisation. 
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La prot6ine (5 Iois cristallis~e; K:  1.2. io -2) contient o.92-1.o 4 atome de P par  mole (22,500 g). 
C'est donc manifestement  une chymotryps ine  s61ectivement inhib6e sur  son centre actif pa r  un radical 
diisopropylphosphoryle.Trait6e par  la technique de SANDER, elle engendre o.8 mole de DNP-isoleucine. 
Aucun autre r6sidu N-terminal  (l'alanine en particulier) ne peut  y 8tre d6ceM. Le deuxibme r6sidu 
de la s~quence N-terminale est ]a valine, comme dans la chaine "isoleucine" de la cbymotryps ine-a  
et dans la chafne unique de la t rypsine ~. Un t ra i tement  de 3 ou 5 h par  la carboxypeptidase (rapport  
molaire enzyme/subs t ra t :  0.03; incubation pendant  15 rain de l 'enzyme en solution dans LiC1 avec 
une quant i t6  6quimolaire de DFP) libbre 0.8 mole 5 de leucine et des quanti t6s insignifiantes de 
diff6rents autres  amino acides*. Les deux chromatogrammes  de la Fig. 2 mont ren t  clairement que, 

l ' inverse des DFP-chymot ryps ines -a  et ~**, la prot~ine ne contient pas de tyrosine C-terminale 
accessible & la carboxypeptidase.  

Tous ces r6sultats sugggrent  que la nouvelle chymotryps ine  poss~de un seul des deux r6sidus 
N- te rminaux  de la chymotryps ine-a  (l'isoleucine sans l 'alanine 4) et un seul des r6sidus C-terminaux 
de cet enzyme la leucine sans la tyrosine7). L'id6e la plus simple est donc d 'admet t re  qu'elle repr6sente 
une 6tape dans la conversion chymot ryps inog~ne- -~  chymotrypsine-a.  Selon cette prelni6re hypo- 
thbse, le nouvel enzyme se formerait  pa r  rup ture  t rypsique d 'une liaison I leu-Leu dans le zymog6ne 
et il se convert irai t  ul t6rieurement en enzyme-a par  autolyse d 'une liaison Ala-Tyr. Toutefois, les 
mesures cin6tiques de JACOBSEN 2, la sp6cificit6 bien connue de la t rypsine et l ' isolement annonc6 
par  GLADNER ET NEURATH 7 d 'un  peptide basique form6 pendant  l 'activation, font qu'il  est difficile 
d ' abandonner  5. l 'heure actuelle le concept 2 d 'une chymotryps ine  primaire (~) tr~s instable avec un 
r6sidu C-terminal basique 7. La prot6ine nouvellement  cristallis6e serait alors le d6riv6 D F P  de la 
chymotrypsine-d de JACOBSEN et le processus d 'act ivat ion pourrai t ,  tout  au moins dans ses grandes 
lignes, 6tre sch6matis6 comme il est indiqu6 dans la Fig. 3. 
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Fig. 3. Sch6ma provisoire de l 'activation du chymotrypsinog~ne. T I et T2: i o et 2 ° hydrolyses t ryp-  
siques. A: autolyse. - -  -: chatnes peptidiques fondamentales.  - - - - :  pont(s) inter ou intra  chaines. 

- -~ Conversions pr6vues par  la th6orie de JACOBSEN. - - - - - +  Autre conversion. 

Ce schema pr6cise et modifie celui de GLADNER ET NEURATH 7 sur  quelques points impor tan ts :  
(a) L 'ac t ivat ion " rapide"  engendre l 'enzyme-b parce que la trypsine,  employee en fortes quantit6s, 
scinde le peptide X-Base avant  que la liaison Ala-Tyr ait eu le temps  de s 'autolyser.  (b) E t an t  donn6 
la posit ion externe de la liaison X-Leu, l 'enzyme-b ne contient qu 'une  seule chaine ouverte, bien 
que sa formation exige la rupture  de deux liaisons. (c) Rien ne s 'oppose en principe darts ce sch6ma 

ce que l 'enzyme-b se convertisse en enzyme-a par  autolyse. Si, comme le pense JACOBSEN 2, cette 
conversion ne se produi t  pas, il faudrait  admet t re  que le d6part du peptide X-Base r6duit consid6rable- 
ment  la tendance de la mol6cule ~ l 'autodigestion. (d) Si le chymotrypsinog~ne est bicyclique 4, un 
schema analogue peut  8tre 6tabli en pla~ant les liaisons I leu-Base et X - L e u  dans le premier cycle 
et la liaison Ala -Tyr  dans le second. Le mode d'association des r6sidus N e t  C-terminaux de l 'enzyme-a 
doit seul ~tre change. 

* La r6sine Zeocarb 225 utilis6e au cours de cette 6tude nous a 6t6 a imablement  fournie par  Dr. 
S. 1~{. PARTRIDGE. 

** Les chymotryps ines  a e t  7 contiennent  donc, non seulement les m6mes r6sidus N- te rminaux 4, 
mais  aussi les m~mes r6sidus C-terminaux. 
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E V I D E N C E  F O R  D I F F E R E N T  S P E C I F I C I T I E S  O F  D N A s E  I A N D  D N A S E  I I *  

by  

M. P R I V A T  D E  G A R I L H E * *  AND M. L A S K O W S K I  

Department of Biochemistry, Marquette University School o] Medicine, 
Milwaukee, Wisconsin (U.S.A.) 

Up till now the  conclusion t h a t  t he  desoxyr ibonuc lease  f rom panc reas  (DNase I) is different  
f rom the  DNase  I I  f rom t h y m u s  was  based  on differences in the  o p t i m u m  p H  and  fhe rmolab i l i t y  
of the  two enzymes ,  the i r  behav iou r  toward  m a g n e s i u m  and  c i t ra te l , i ,a ,  4, and  toward  a n a t u r a l l y  
occurr ing  inhibitoI4,~,e,L A par t ia l  pur i f ica t ion  of the  DNase  I I  f rom t h y m u s  s es tab l i shed  t h a t  the  
two e n z y m e s  have  also different  charac te r i s t i cs  of solubi l i ty  and  s tabi l i ty ,  and  offered a new oppor-  
t u n i t y  to  compa re  t he  two e n z y m e s  in respec t  to the  p roduc t s  formed.  Whi le  on ly  ve ry  few of these  
p r o d u c t s  have  been identif ied so far, t h e y  were s t r ik ingly  different  for the  two enzymes .  Therefore  
the  conclus ion t h a t  the  D Nase  I and  the  D N a s e  II  are non- iden t ica l  is now suppo r t ed  by  a p p a r e n t  
differences in the i r  specificity. 

Desoxyr ibonucle ic  acid (DNA) was p repared  according to DOUNCE and  co-workers  9. Once 
crysta l l ized DNase  I*** was prepared  according to KUNITZ 1°, and  pa r t i a l ly  purif ied DNase  II  was 
p repared  according to t he  p rev ious ly  descr ibed m e t h o d  8. The  digests  were m a d e  us ing  IOO or 200 m g  
D N A  in 5 or IO ml,  a t  37 °. I n  s tudies  of DNase  II, 2 to 4 m g  of the  lyophil ized e n z y m e  were used 
in o. i  M ace t a t e  buffer  p H  5.0 w i t hou t  Mg;  i ncuba t ion  t ime  4-8  hours .  In  case of DNase  I e i ther  
o.2 M bora te  buffer  p H  7 or o. i  M ace ta te  buffer  p H  6 were used ;  in e i ther  case Mg was added  to 
a t t a i n  0.025 M,  5-1o m g  of e n z y m e  was  used and  the  i ncuba t ion  t ime  was  8-16  hours .  I n v a r i a b l y  
(with bo th  enzymes)  t oward  the  end  of the  d iges t ion  period when  the  v iscos i ty  of the  solut ion de- 
creased a whi te  p rec ip i ta te  became  appa ren t .  Th i s  prec ip i ta te  was cen t r i fuged  down and  discarded.  

Fig. i r ep resen t s  a c h r o m a t o g r a m  ob ta ined  accord ing  to t he  m e t h o d  of MARKHAM AND SMITH 11 
us ing  5 m g  quan t i t i e s  of the  digests .  A m o n g  the  p roduc t s  of DNase  I I  digest ion,  adenyl ic  acid and  
guanyl ic  acid were identif ied by  the i r  spectra .  A m o n g  the  digest ion p roduc t s  of DNase  I t hymidy l i c  
and  cyt idyl ic  ac ids  were identif ied.  Similar  e x p e r i m e n t s  were t h e n  repea ted  on a p repa ra t i ve  scale 
us ing  ioo m g  quan t i t i e s  of t he  digests .  The  b a n d s  t h u s  ob ta ined  were t h e n  e i ther  r e c h r o m a t o g r a p h e d  
according to M A R K H A M  AND SMITH 11, CARTER TM, o r  H O T C H K I S S  TM (the l a t t e r  to exclude nucleosides) ,  
or ionophor ized according to MARKHAM AND SMITH 11. I n  add i t ion  to the  p rev ious ly  identif ied nucleo-  
t ides  t h y m i d y l i c  acid was  found  in the  digest  of t he  DNase  II .  

In  t he  n e x t  series of exper imen t s ,  2o0 m g  quan t i t i e s  of  digests  were f rac t iona ted  on c o l u m n s  
of Dowex  i,  2 % cross l inkage,  according to a s l ight ly  modif ied m e t h o d  of SINSHEIMER 14. W e  are 
g rea t ly  indeb ted  to Dr. R.  L. SINSHEIMER for le t t ing  us  read  his  m a n u s c r i p t  pr ior  to publ ica t ion .  
I n  order  to ob ta in  sal t -free fract ions,  SINSHEIMER'S sod i um ace ta te  buffer  p H  5.5 was s u b s t i t u t e d  
by  a m m o n i u m  fo rma te  buffer  p H  4.5, which  sub l i ma t ed  in vacuo; formic acid of ind ica ted  mola r i ty  
was  t i t r a t ed  wi th  a m m o n i a  to p H  4.5 (glass electrode).  U n d e r  these  condi t ions  a fair reso lu t ion  of 
mononuc leo t ides  and  d inucleot ides  was ob ta ined  in the  first run .  Only  in i t ia l -par ts  of e lut ion p a t t e r n s  
are reproduced  in Fig. 2. T he  p a t t e r n s  of t he  digests  by  the  two DNases  were s t r ik ing ly  different .  
I n  a g r e e m e n t  wi th  the  p rev ious  d a t a  l~,ls, 1~ only  a smal l  por t ion  of the  D N a s e  I digest  was r ep resen ted  

* Aided  by  a g r a n t  f rom the  Amer i can  Cancer  Society upon  r e c o m m e n d a t i o n  of the  C o m m i t t e e  
on Growth  of t he  Na t iona l  Resea rch  Council.  

* *  Fu lb r igh t  Scholar.  
*** We  are i ndeb ted  to Mr. R. J .  PEANASKY for th i s  p repara t ion .  W h e n  fresh it  h ad  a h igh  ac t iv i ty ,  

b u t  was  losing i t  on s torage.  
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