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Purification du chymotrypsinogene-B du boeuf 

Le chymotrypsinogbne-B ((ql'l'g-B), dont les proportions clans le suc p'ancr('atiqne 
de boeuf sont 6gales 1 it celles du chymotryt)sinogbne-A de NORTHI~OP 1,;T KUNITZ 2, 

a 6t6 cristallis6 depuis plusienrs anndes a a. 1)e nombreux travaux,  eucourag('s par 
l 'apparente  homogdndit6 61ectrophon"tique du produit cristallisd a, ont 6t6 consacrds 
h l 'dtude de ses propridt6s physicochimiques '~,", de son activation 7 et de sa structure s m. 
Les 6tudes de structure avant  toutefois montr (  que le produit n'dtait  pas homog~'~lae, 
m&ne apr~'s nne purification ultdrieure, nous avons cherch6 iL lnettre au point une 
technique satisfaisante pour la prdpara tion d 'un prdcm-seur dont l'intdrdt est 6vident. 

Notre proem:d6 de purification est bas6 sur le fair quc ChTg-lt, prot6ine acide de 
point iso61ectriqne 5.2, peut £~tre s6par6 des principaux compos6s qui l 'accompagnent  
(ChTg-A et trypsinogbne), grSce it une solubilit6 moindre dans lc sulfate d ' ammonium 
it 0.4 de saturation (SOIAm,,) et une 61ution plus aisde au corn s d 'une chromatographic 
par 6change de cations. Toutes les opdrations doivent 6tre effectudes it froid ct it un 
pH 16g~,rement acide, sons peine (to modifier la structure du pr6curseur et d 'abaisser 
son activit(' potentielle. I.es principales drapes de la pnrification ont (,t(' contr616es 
en mesurant  individuellement, apr6s activation trypsiqu,~ ~t o", les activitds chwno-  
trypsiques A et B, au moyen de l 'acdtyl-L-tyrosine (,thylester et de I'ac~:tvl-L- 
t ryptophane  6thylester 1. Los activitd sp6cifiques ont 6t6 d(,termindes tt l 'aide de 
l 'ac6tyl-I=tyrosine ~;thylester, aprbs activation it 35 > (ref. zz). 

2 kg de pancr6as de boeuf sont extraits par SO,H 2 o.z 5 N selon la mdthode 
classique ddcrite par Ktr.,,'I'rZ pour ( 'hTg-A 2. L 'extrai t  limpide (rapport ChTg-B/ 
ChTg-A, o.43; teneur en protdines totales, z.o--i. 5 %) est pr6cipit6 ~t o '  par addition 
de SO,Am 2 satur(' jusqu'~t une concentration de 0.8 satn. Le pr6cipit6 est dissous 
dans HC1 zo a M (teneur en prot(~ines, 2.o '~)). Le nouveau pr6cipit6 obtenu i~ o ° 
entre o.o et o. 4 satn. est dissous dans HC1 Io --a M, dialys6 contre cet acide et lyo- 
philis(' (rapport ChTg-B/( 'hTg-A, L4; rendement en CIITg-B, 84' 'o.  

Le produit  lyophilis6 (o.0 g), dissous dans du citrate o.o5 M, pH 4.2 (zo ml), 
est chromatographifi dans une colonnc de carboxym('thylcellulose dquilibr(:e avec ce 
tampon (Fig. i, diagramme de gauche). Apr6s la sortie d 'un  petit pic inactif, ( 'hTg-B 
est (dud par du citrate o.o5 M, pH 4.6 en un pic presque symm6trique mais h~t6rogbne. 
On dialvse et lyophilise la ou les fractions dont l 'activit(  cst e.5--e.6. On chromato-  
graphic ~t nouveau les autres fractions dans les mt*'mes conditions (Fig. I, diagramme 
de droite). Les fractions d'activit6 _o.5-e.~ sont r6unies aux pr6c6dentes, aprbs dialyse 
et lyophilisation. Celles dont l 'activit6 est inf~rieure, sont ddfinitivement rejet6es. 
Rendement  global en ChTg-B, 38 "0; taux de purification, 7. 

Afin d '6valuer l 'homog6n(i t (  du produit d 'activitd z.5 2.(), un (,chantillon est 
soumis "t u n e  chromatographie d'~quilibre sur D E A E - c e l l u l o s e  5. pH 8.o (Fig. 2). B i e n  
que la dialyse prolong6e ~ laquelle il est indispensable de procdder* awmt  chromato-  
graphic fasse tomber l'actix itd it e.,~, m~me en presence de diisopropylfluorophosphate 
o. 7 '  IO * M, le diagramme de la Fig. 2 rdv~,le une homogdng,'it6 satisfaisante. E n  
utilisant des phosphates de molaritds diffdrentes, le pic de ChTg-B est d6plac6 dans 
un sens on dans l 'autre. Mais il reste toujours "t peu pr6s homog~'ne. 

Abbrdviation : ChTg, chymotrypsinogene;  S( )4:\m2, sulfate d ' ammon ium ; 1 )E..\ E-, diethyl- 
aminoethyl .  

• Quand la solution de ('hTg-l~; cst sinlplent amende it p l f  8.0 avec de Ia soude, l ' augmenta t ion 
de force i(mique est sult isante p~mr emp£'cher l 'adsorpt ion de la protdine sur  I)EA l,;-cellulose. 
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Fig, I .  Chromatographie  du chymotryps inog6ne-  
B sur ca rboxymdthy lce l lu lo se .  Le t a m p o n  
d 'dqu i l ib rage  (c i t ra te  0.o 5 M p H  4.2) es t  rein- 
p l a t6  pa r  du c i t r a t e  0.05 M pH 4.6 au m o m e n t  
indiqu6 pa r  la flbche. E n  t r a i t  p le in :  courbe de 
l ' a c t i v i t 6  po ten t ie l l e  c h y m o t r y p s i q u e  en ° o. E n  
point i l ld ,  courbe des protd ines  en ° o. Colonne 
3.0 × 9.o cm. Ddbit ,  60 ml.  Volume des frac- 
t ions,  io  ml.  Temp. ,  5 ° . A gauche,  pr6cipi t6  
o.o -o. 4 sa tn .  (voir le tex te) .  A droi te ,  nouve l le  
c h r o m a t o g r a p h i c  des f rac t ions  don t  l ' a c t i v i t 6  
es t  inf6rieure g 2. 5 d a n s l e  d i a g r a m m e  de gauche.  
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Fig. 2. Ch roma tog raph i c  d '6qui l ib re  du chy-  
mot ryps inoghne-B  sur DEAE-celhf lose .  Colon- 
ne (o.9 × 15 cm) de DEAE-ce lh f lose  6quil ibr4e 
avec  du phospha t e  o.o 5 M pH 8.o, o. 7 io  4 M 
en d i i sopropyl f luorophospha te .  Solut ion (i .3 ml) 
de ChTg-B (2o mg). Aet iv i t6  spdcifique in i t i a le ,  
2,5-2.6;  apr6s une d ia lyse  de 24 h g p H  8.o, 2.2. 
E l u t i o n  avee  le t a m p o n  d 'dqui l ibrage .  Les con- 
ven t ions  d 'dcr i ture  e t  de dess in  sont  cel les  de 

la Fig. i .  

Le ChTg-B ainsi prdpar6 est t o t a l emen t  inacti t .  II poss6de, comme le ChTg-A le, 
I rdsidu N- te Imina l  de 1/2 cyst ine  par  mole. Aucun au t re  rdsidu N- te rmina l  ne peut  
y ~tre d6cel6, ce qui est un signe suppl6menta i re  d 'homogdn6it6.  L '6 tude  de sa sfquence 
Cqermina le  et de sa composi t ion en amino acides est en cours. 

Laboratoire de Chimie Biologique, Facult~ des Sciences, 
Marseille (France) 

M. ROVERY 

O. G u y  
P. DESNUELLE 

1 p. j .  KELLER, g .  COHEN ET H. NEURATH, J .  Biol. Chem., 233 (1958) 344. 
2 j .  H .  NORTHROP, ~-~{. KUNITZ ET R. M. HERRIOTT, Crystalline Enzymes, 2 ed., Co lumbia  U n i v e r s i t y  

Press,  New York,  1948 . 
a M. LASKOWSKI, J. Biol. Chem., 166 (1946) 555- 
4 C. ](. KEITH, A. J(AZ]ENKO ET M. LASKOWSKI, J. Biol. Chem., 17o (1947) 227. 
5 E. L. SMITH, D. M. BROWN ET M. LASKOWSKI, J. Biol. Chem., 19I (195I) 639. 
6 V. KUBACKI, K. D. BROWN ET M. LASKOWSKI, J. Biol. Chem., i8o  (1949) 73. 
7 ],~. D. BROWN, R. E. SHUPE ET M. LASKOWSKI, J. Biol. Chem., 173 (1948) 99. 
8 ]~. KASSEL, Federation Proc., 18 (1959) 257. 
9 ]~. KASSEL ET M. LASKO~VSKI, Federation Proc., 19 (196o) 332. 

10 . j .A .  GLADNER ET H.  NEURATH, J. Biol. Chem., 206 (1954) 911. 
11 C. H.  W. HIRS, J. Biol. Chem., 205 (1953) 93. 
12 g. R. BETTELHEIM, J. Biol. Chem., 212 (1955) 235. 

R%'u le II juillet 196o 

Biochim. Biophys. At/a ,  42 0960)  554 555 


