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Structural changes in the activation of chymotrypsinogen 

}~:xper imenta l  e v i d e n c e  h;~s h( 'en re( e n t l y  pr()x'idc([ I ,:~ to  sut)l)()rt t h e  \ i c w  t h a t  t i le ( ,mvc r s i ( )u  
()1 c h y m o t r y p s i n o g e n  to.-r-( h y l m d r v p s i n  is acc ( ,mpan ied  by  the  hx 'dr (dvs is  ()1 t i le  ;irgiHyl-i>(Heucy] 
b o n d  in t h e  s e q u e n c e  l e u c y l - s e r y l  a r g i n y ]  l.~,4eucyl-~ a l ine .  T h e  p ~ s s i b i l i t y  e x i s t s  t h a t  ( d h c r  m o r e  
o r  less p r o f i m n d  i n t r a m ( f l e c u l a r  c h a n g e s  l i kewise  (wcur ,  or(rating a c()nt igur:~t i (m e m h , w e d  w i t h  
e n z y m i c  f t l n c t i o n s  a. 

S i n c e  t h e  o p t i c a l  r ( ) t a t i (m (H pr(~te ins  h a s  b e e n  s h o w n  t~, be  \ e r v  s e n s i t i v e  to  s t r u c t u r a l  
c h a n g e s  4,s,6,7, t h i s  m e t h ( ) d  w a s  a p p l i e d  in t h e  \~ork  i lescr ibe( l  in t h i s  c ( ) m m u n i c a t i o n .  

( ) p t i c a l  r o t a t i o n s  w e r e  m e a s u r e d  in a R u d ( d p h  I~recisi(m t ) ( t l a r ime te r  equ ippe ( I  w i t h  a s ( )diunl  
\ ;llT(ir l a m ] ) . . \  2o cm l t lhe,  z rill capac i t y ,  
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Fig .  I. C u r v e ,  o p t i c a l  r o t a t i o n  c h a n g e  d u r i n g  a c t i v a  
t i o n ;  O, e s t e r a s e  a c t i v i t y  d e t e r m i n a t i o n s .  

w a s  m a i n t a i n e d  ~tt t, ( ' .5, us inR a 
w a t e r  j a c k e t .  : \ c t i x a i i ~ m  m i x t u r e s  we re  
p r e p a r e d  un( Ic r  c (m( l i t i (ms  l e a d i n g ,  p ro  
( l , ) m i n a n t l y .  t(, t h e  t : o rma t ion  ~,f .7 
c h y m ( , t r y p s i n .  T h e  t()ml)()si t i(m ~)1 t in '  
s o l u t i o n s  w a s  as  I(dh~ws: c h y t n H t r l ' p s i -  
II['gell 5 " (TY <J • t v y s t a l l i z c d . . t  o In< 
pe r  m l :  t r y p s i n  o..  t m;a per  m l :  s o d i u m  
ph{>spha te  l m f l e r  o.~ 5 .11, p l l  7.S, c<m- 
t a i n m g  o. l 31 /~-phen3 I p r o p i o n a t e . . \ c t i  
va t i ( )n  w a s  c a r r i e d  ~,ut a t  o . ( )p t i ca I  
r o t a t i ( m  w a s  Ille~lS'Llr(!(I C(711tilltl(Tllsl\: fl)r 
t h e  f irst  5 ° l n i l l u t c s  a n d  t h e n  a t  a p p r ( ,  
p r i a t e  t i m e  i n t e r v a l s .  E n z y m i c  a c t i v i t y  
( a c e t y l - L - t y r o s i n e  eth \ ' l  e s t e r  as  s u b  
s t r a t e " )  w a s  l l le iTsured in o. I ml  a l i q u o t s  
w h i c h  w e r e  r e n n ) x e d  a t  p r e d e t e r m i n e d  

t i m e  i n t e r v a l s  a n d  d i l u t e d  t o  ro ml  w i t h  0 .oo  5 . ' l l  H C l t o  s t o p  t h e  a c t i v a t i o n .  M e a s u r e m e n t s  w e r e  
e x t e n d e d  u p  t o  i o o o  m i n u t e s  b u t  n o  f u r t h e r  c h a n g e s  iI1 r o t a t i o n  1)( y o n d  40o  l n i n u t e s  w e r e  f(~tln(I. 
T h e  o r d i n a t e  w d u e s  a r e  t h e  p e r  c e n t  c h a n g e  of spec i f ic  r~) ta t ion o r  ~ n z y m i c  activity ( the  l a t t e r  
e x p r e s s e d  as  p e r c e n t a g e  of  m a x i m u m  a c t i x i t y  a t t a i n e d  a f t e r  2oo m i n u t e s ) .  T h e  r e s u l t s  a r e  t h e  
a v e r a g e  of d u p l i c a t e  e x p e r i m e n t s  w h i c h  w e r e  i n d i s t i n g u i s h a b l e  h-~ml o n e  an i i t ] l c r  o \ e r  t h e  in i t ia l  
9o  m i n u t e  t i m e  i n t e r v a l .  

I t  cttI] b e  seen  t h a t  t h e  c h a n g e s  in  o p t i c a l  r o t a t i o n  c o r r e s p ( ) n d  e x a c t l y  t(~ t h e  ; i p p e ( / r a n c e  
of e n z y m i c  a c t i v i t y .  :\ ~ ) - ac t i va t i on  m i x t u r e  ( w i t h o u t  / # p h e n y l l w ( 7 t ) i o n a t e i  v iehle( l  a s i m i l a r  
r e l a t i o n s h i p ,  t h e  f ina l  v a l u e s  ()1 [(gj~)' fo r  a -  a n d  h - c h y m ( T t r y p s i n s  17eing i d e n t i c a l  w i t h i n  the  l im i t s  
of  t h e  e r r o r .  H e n c e  n o  c h a n g e s  ill e i t h e r  spec i l i c  r o t a t i o n  4)r e n z y m i c  a c t i v i l v  i)cl fir  ( l u r i n g  t h e  
a -  t(7 ~) -convers ion .  

~ i n c e  t i le  tw(7 e n z y l n e s ,  in C() l l t ras t  t(7 
i t  w a s  i m p o r t a n t  t() d e t e r m i n e  w h e t h e r  t h e  
c h a n g e s  in o p t i c a l  r o t a t i o n  a r e  t o  1)e a t  85- 
t r i b u t e d  t o  d i l n e r i z a t i ( m .  "l'o t h i s  e n d  t h e  
r o t a t i o n  (if c h y m o t r y p s i n o g e n  an(l  ~}-chylnc> 80.  
t r y p s i n  w a s  i n e a s u r e d  a t  v a r i o u s  p t t  w d u e s  
in w a t e r  a n d  in t h e  t ) r e sence  of  o.2 .11 NaCI .  
: \ s  c a n  I)e seen  f r o m  F ig .  2, t h e  d i f f e r e n c e  75- 
of  spec i f ic  r o t a t i o n s  b e t w e e n  c h y m o t r y p s i -  
iI()gell a n d  i ~ - c h y n m t r v p s i n  v a r i e s  l i t t l e  E ~  ?0 
w i t h i n  t h e  l i m i t s  o [ p H ' 5  S. S ince  a t  p t t s ,  
u n l i k e  p H  7.5, 5 - c h y m o t r y p s i n  r e m a i n s  as  65 
~l n l o n o l n e r  e v e n  a t  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s ,  
t h e  v a r i a t i o n  of  r o t a t i o n  (Tf d - c h y m o t r y p s i n  
w i t h  p l [  is t h u s  a t t r i b u t a b l e  t o  s t r u c t u r a l  60 
c h a n g e s  o t h e r  t h a n  d i m e r i z a t i o n .  

I t  is w o r t h y  of n o t e  t h a t  t h e  c h a n g e  55 
in  o p t i c a l  r o t a t i o n  a t t e n d i n g  a c t i v a t i o n  is 
in  o p p o s i t e  d i r e c t i o n  to  t h a t  p r e v i o u s l y  
re ) ted  for  t h e  d e n a t u r a t i o n  of  p r o t e i n s  b y  
u r e a  a a n d  h e a t  9 a n d  for  t h e  d e n a t u r i n g  
e f fec t  a s c r i b e d  t o  t h e  a c t i o n  of  t r y p s i n  

c h y m ( ) t r y p s i n ( T g e n ,  d i m e r i z e  a re~crs i lTly a t  p i t  7.5, 
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Fig.  2. O ,  c h y m o t r y p s i n o g e n  in (7.-, . l l  NaCI ;  Z~,, 
c h y m o t r y p s i n o g e n  in w a t e r :  O, c h y m o t r y p s i n  in 

o.2 3/  N a C l :  71, c h y m o t r y p s i n  in w a t e r .  

o n  f l - l a c t o g l o b u l i n  6. In  t h e  l i g h t  of  r e c e n t  
i n t e r p r e t a t i o n s  ~,l(7 t h e  d e c r e a s e  in /ev(Tr(Ttation o b s e r v e d  h e r e i n  m i g h t  b e  a t t r i b u t e d  t o  a c h a n g e  
t o w a r d  a m()re  c ( m s t r a i n e d  o r i e n t a t i o n  (Tf t h e  p e p t i d e  c h a i n s .  In  v i e w  of  t h e  v i r t u a l  i d e n t i t y  (if t h e  
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extrapolated sedimentat ion constants  of chynlotrypsinogen,  ,~- and 6-chymotrypsins  3, the three  
proteins mus t  possess nearly equally compact  structures.  However,  the greater sensit ivity of the 
optical ro ta t ion of &chymotryps in ,  as compared with chymotrypsinogen,  to changes in pH might  
imply a greater flexibility of s t ructure  in the active enzyme. While no explanat ion can be offered 
for the discrepancy between the values for the specific optical ro ta t ion of chymotryps inogen  
reported herein and some of those found in the literature11,12,13 for the zymogen and a-chymo- 
trypsin,  it should be s tated tha t  the present  data  were obtained with two different preparat ions  
of chymotryps inogen  both  of which were homogeneous by electrophoretic and end group analyses, 
and essentially free of active enzyme. Details of this work and analogous studies of the activation 
of t rypsinogen will be published alsewhere, 
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Ober die Messung des Energieumsatzes bei der Photosynthese 
mit dem Grossfliichen-Bolometer 

Das GrossflS.chen-Bolonleter, yon LUMMER UND KURLBAUM 1 in der Physikalisch-Technischen 
Reichsanstal t  um 19oo entwickelt, ist bei den grundlegenden Arbeiten der Photochemie yon 
EMIL WARBURG 2 als Strahlungsmesser  benutz t  worden. Das gleiehe I n s t r u m e n t  wurde bei den 
Messungen des Energieumsatzes der Photosynthese  angewendet,  I92O in der Physikalisch- 
Technischen Reichsanstal t  3 und in den folgenden Jahren  im Kaiserwi lhelm-Ins t i tu t  fiir Binlogie 
in Dahlem 4. 

Da es keinen, ftir photosynthet i sche  Exper imente  geeigneteren absoluten Strahlungsmesser  
gibt als das LUMMER-KURLBAUM-Bolometer, veranlasste ich I945 in Berlin die Wiederherstellung 
dieser In s t rumen te  mit  dem Erfolg, dass die F i rma Lassen*-Berlin vor  kurzem 2 Grossfllichen- 
Bolometer naeh den U.S.A. liefern konnte,  das eine nach Madison (Wisconsin) in das Labora tor ium 
Yon FARRINGTON DANIELS, das andere nach Berkeley (Calif.) in das Labora tor ium von MELVIN 
CALVIN-. 

Der Energieumsatz  bei der Photosynthese  ist dadurch in den U.S.A. in bemerkenswerter  
Weise angestiegen. W/~hrend RABINOWlTSCH 5 a u s  dem Labora to r ium y o n  EMERSON, noch im 
Jahre  1952 einen mit t leren Quantenbedarf  yon 12 pro Molektil Sauerstoff meldete, nennt  1955 
DANIELS 6 als Mittelwert des von ihm gefundenen Quantenbedarfs  die Zahl 8.9 und CALVIN 7 sogar 
die Zahl 4.9, wenn bei niedrigen Intensit~tten - -  unter  den Bedingungen unserer Versuche 3 yon 
192o - -  die Dunke la tmung  zu dem im Licht entwickelten Sauerstoff addiert  wurde. 

Trotz dieser Besserung schienen mir die Differenzen zwischen DANIELS und CALVIN noch 
so erheblich zu sein, dass man  Fehler in ihren Arbeiten vermuten  musste.  Tats~ichlich sind in 
beiden Arbeiten, wie im folgenden gezeigt wird, wesentliche Fehler bei der Messung der Licht- 
absorpt ion  gemacht  worden. 

* Je tz t  F i rma  R6hrig, Berlin S.O., Erkelenzdanlm 59. 


