554 PRELIMINARY NOTES

Purification du chymotrypsinogene-B du boeuf

Le chymotrypsinogéne-B (ChTg-B), dont les proportions dans le suc pancréatique
de boeuf sont égalest a celles du chymotrypsinogene-A de NorTHROP ET KUNITZ?,
a ¢té cristallisé depuis plusicurs années®—>. De nombreux travaux, encouragés par
I’apparente homogénéité électrophorétique du produit cristallisé®, ont ¢té consacrés
al’étude de ses propriétés physicochimiques®®, de son activation” et de sa structure® -1°.
Les ¢tudes de structure avant toutefois montré que le produit n'était pas homogtne,
méme aprés une purification ultéricure, nous avons cherch¢ & mettre au point une
technique satisfaisante pour la préparation d'un précurseur dont I'intérét est ¢vident.

Notre procédé de purification est basé sur le fait que ChTg-B, protéine acide de
point isoélectrique 5.2, peut étre séparé des principaux composés qui I'accompagnent
(ChTg-A et trypsinogéne), grice 4 unc solubilité moindre dans le sulfate d’ammonium
4 0.4 de saturation (SO,Am,) ct une ¢lution plus aisée au cours d'une chromatographie
par ¢échange de cations. Toutes les opérations doivent ¢tre effectuées a [roid ¢t 4 un
pH légerement acide, sous peine de modifier la structure du précursceur et d'abaisser
son activit¢ potentielle. Les principales ¢tapes de la purification ont ¢té controlées
en mesurant individuellement, apres activation trypsique & 0, les activités chymo-
trypsiques A et B, au moyen de 'acétyl-L-tyrosine ¢thylester et de lacétyl-r-
tryptophane éthylesterl. Les activité spéeifiques ont ¢té déterminées a laide de
Pacétyl-L-tyrosine éthylester, aprés activation a 357 (ref. 11).

2 kg de pancréas de hoeuf sont extraits par SO,H, 0.25 N selon la méthode
classique décrite par Kunirz pour ChTg-A2. L'extrait limpide (rapport ChTg-B/
ChTg-A, 0.43; tencur en protéines totales, 1.0-1.5 ") est précipité 4 o° par addition
de SO,Am, saturé jusqu’d unc concentration de 0.8 satn. Le précipité est dissous
dans HCl 1073 M (teneur en protéines, 2.0 %). Le nouveau précipité obtenu a o°
entre 0.0 et 0.4 satn. est dissous dans HCl 103 M, dialysé contre cet acide et lyo-
philisé (rapport ChTg-B/ChTg-A, 1.4; rendement en ChTg-B, 849,

Le produit lyophilisé (0.6 g), dissous dans du citrate o.05 M, pH 4.2 (20 ml),
est chromatographié dans une colonne de carboxyméthylceellulose ¢quilibrée avec ce
tampon (Fig. 1, diagramme de gauche). Apres la sortie d'un petit pic inactif, ChTg-B
est élué par du citrate 0.05 M, pH 4.6 en un pic presque symimétrique mais hétérogene.
On dialyse et lvophilise 1a ou les fractions dont 'activité est 2.5--2.6. On chromato-
graphie & nouveau les autres fractions dans les mémes conditions (Fig. 1, diagramme
de droite). Les fractions d’activité 2.5-2.6 sont réunies aux précédentes, aprés dialyse
et lvophilisation. Celles dont Iactivité est inféricure, sont définitivement rejetées.
Rendement global en ChTg-B, 38°¢,; taux de purification, 7.

Afin d’évaluer 'homogénéité du produit dactivité 2.5--2.0, un échantillon est
soumis 4 une chromatographie d’équilibre sur DEAE-cellulose & pH 8.0 (Fig. 2). Bien
que la dialyse prolongée a laquelle il est indispensable de procéder* avant chromato-
graphic fasse tomber lactivité 4 2.2, méme en présence de diisopropylfiuorophosphate
0.7-101 M, le diagramme de la Fig. 2 révele une homogénéité satisfaisante. En
utilisant des phesphates de molarités différentes, le pic de ChTg-B est déplacé dans
un sens ou dans I'autre. Mais il reste toujours & peu pres homogeéne.

Abbréviation: ChTg, chymotrypsinogéne; SO, Am,, sulfate d’ammonium; DEAE-, diethyl-
aminoethyl.
* Quand la solution de ChTg-1 est simplent amende 4 pll 8.0 avee de la soude, 'augmentation
de force ionique est sutfisante pour empécher Uadsorption de la protéine sur DEA E-cellulose.
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Fig.1.Chromatographiedu chymotrypsinogéne-
B sur carboxyméthylcellulose. Le tampon
d’équilibrage (citrate o.o5 M pH 4.2) est rem-
placé par du citrate 0.05 M pH 4.6 au moment
indiqué par la fleche. En trait plein: courbe de
I'activité potentielle chymotrypsique en 9. En
pointillé, courbe des protéines en 9,. Colonne
3.0 X 9.0 cm. Débit, 60 ml. Volume des {rac-
tions, 1o ml. Temp., 5°. A gauche, précipité
0.0-0.4 satn. (voir le texte). A droite, nouvelle
chromatographie des fractions dont l'activité
estinférieure a 2.5 dansle diagramme de gauche.
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Fig. 2. Chromatographie d’équilibre du chy-

motrypsinogéne-B sur DEAE-cellulose. Colon~
ne (0.9 X 15cm)de DEAE-cellulose équilibrée
avec du phosphate 0.05 M pH 8.0,0.7 1074 M
en diisopropylfluorophosphate. Solution (1.3 ml)
de ChTg-B (20 mg). Activité spécifique initiale,
2.5-2.6; aprés une dialvse de 24 h apH 8.0, 2.2.
Elution avec le tampon d’équilibrage. Les con-
ventions d’écriture et de dessin sont celles de
la Fig. 1.

Le ChTg-B ainsi préparé est totalement inactit. 11 posséde, comme le ChTg-A!?,
1 résidu N-terminal de 1/2 cystine par mole. Aucun autre résidu N-terminal ne peut
v étre décelé, ce qui est un signe supplémentaire d’homogénéité. L’étude de sa séquence
C-terminale et de sa composition en amino acides est en cours.
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