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Pur i f i ca t ion  e t  ana lyse  des chaines B e t  C de la c h y m o t r y p s i n e  = 

Les ponts  disulfure rel iant  les trois chaines (A, B e t  C) de ChT-• peuven t  8tre rompus  
pa r  oxyda t ion  ou r~duction.  Une note r6cente', a mont r6  qu 'apr~s  oxyda t ion  per- 
formique de l ' enzyme,  la chaine C "oxyd~e"  est susceptible d 'Stre  purifi~e par  chro- 
ma tograph ie  sur Sephadex  G-5o- La pr~sente note  ddcrit un proc6d6 p e r m e t t a n t  de 
purifier s imul t an6men t  les d6riv6s S-sulfoniques des chahaes B e t  C apr~s r6duct ion 
des ponts  disulfure par  le sulfite en prdsence de cuivre. 

x g de ChT-a (3 lois cristallis6e, inhib~e par  D F P ,  cristallisde de nouveau  3 lois 
l '6 ta t  inactif ,  dialys~e et lyophilis6e) est traitt5 par  le sulfite selon la technique raise 

au  point  pour  ChTg-A (r6f. 2). Apr~s une s~rie de 6 dialyses qui ~liminent  le d6rive'. 
S-sulfonique de la chaine A e t  les r~actifs ut~.!isds pour  la rdduction,  le r appor t  a lanine 
N-tc,-zr, inal~/isoleucine N- te rmina le  (tecl~'fique au fluorodinitrobenz&ne) est ~gal ~ 0.8. 
Le produi t  ob tenu  est  ainsi un mdlange & part ies  sens ib lement  6gales des ddriv~s 
S-sulfoniques des chaSnes B et C. Sa composi t ion en amino  acldes est d 'a i l leurs  
semb!able  ~t celle de ChT-a moins  les 13 r~sidus de ]a chaine A (r~f. 3)- Apr~s lyo- 
phil isation,  40o m g  sont dissous dans  zo ml  d 'une  solution o.ox M e n  phospha te  bi- 
potass ique et 8 M e n  urde*. Le liquide est amen6  ~t p H  8.o par  N a O H  o.x N et it 
est soumis ~ une ch romatograph ie  sur DEAE-ce l lu lose  dans  les condi t ions  indiqu~es 
par  la 16gende de la Fig. x. 

Trai t6s par  le f luorodinitrobenz~ne,  le premier  pic donne p resqu 'exc lus ivement  
naissance ~ de la DNP-a l an ine  et le z6me, ~ de la DNP-isoleucine.  La chromatograph ie  
a ,-lone r6alis6 la s6parat ion des deux chaines. Les analyses  ult6rieures (voir ci-dessous) 
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Fig .  t.  S ~ p a r a t i o n  sur  D E A E - c e l l u l o s e  des  d6r iv6s  S - s u l f o n i q u e s  d e s  c h a t n e s  B c t  C en p r 6 s e n c e  
d 'ur6e  8 M .  C o l o n n e  (3.2 × 25 cm)  de  D E A E - c e l l u i o s e  ( B r o w n  T y p e  4o,  R e a g e n t  grade ,  o .91 
m 6 q u i v / g )  a m e n 6 e  /L p H  8 . o  a v e c  u n e  s o l u t i o n  o . o l  M en p h o s p h a t e  m o n o p o t a s s i q u e  e t  8 M en 
ur6e.  L'61ut ion  d 6 b u t e  a v e c  u n e  s o l u t i o n  o . o l  iVl en  p h o s p h a t e  p H  8 . o  e t  8 M en  ur6e. Apr6s  
ia  s o r t i e  d u  p r e m i e r  v o l u m e  d e  r 6 t e n t i o n  (re ~ ~.oo ml) ,  on  6 t a b l i t  un  g r a d i e n t  l in6aire  de  c o n c e n -  
t r a t i o n  e n  p h o s p h a t e  ( t e r  r6c ip ient ,  i I de  la s o l u t i o n  p r 6 c 6 d e n t e ;  z 6 m e  r6c ip ient ,  x 1 d ' u n e  s o l u t i o n  
o . o 6  M e u  p h o s p h a t e  p H  8 .0  e t  8 M en  ur6e).  D6bi t ,  o .a  vo/h. V o l u m e  des  f r a c t i o n s ,  o . o 4  re.  
T e m p 6 r a t u r e  ord ina ire .  O r d o n n ~ e s  de  g a u c h e ,  a b s o r b a n c e  des  f r a c t i o n s  g z 8 o  rap.  O r d o n n 6 e s  de  

d r o i t e ,  m o l a r i t 6  en  p h o s p h a t e  de  l 'diuat.  Absc i s se s ,  v o l u m e  de  l'61uat c x p r i m 6  en  re. 

A b r S v i a t i o n :  Ch'I'-~, c h y m o t r y p s i n e  ~ o b t e n u e  par  a c t i v a t i o n  " l e n t e "  du  c h y m o t r y p s i n o g 6 n e  
A d e  b o e u f  {ChTg-A) .  

" L a  prfmence  d 'ur~e  c o n c e n t r 6 e  a p o u r  b u t  de  s u p p r i m e r  les  trGs f o r t e s  i n t e r a c t i o n s  e x i s t a n t ,  
d ' u n e  p~r t ,  e n t r e  les d e u x  c h a i n e s  et ,  d ' a u t r e  part ,  e n t r e  los c h a t n e s  e t  lg  p h a s e  s o l i d e  d e  la  chro -  
m a t o g r a p h i e .  

Biochim. Biophys. Acta, 69 (I963) x88-I9o 
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T A B L E A U  I 

~O~X~P~SITION EN AI~IINO ACIDES IDES CHA|NES B ET C ET BILAN G]~N~RAL 
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C,~aine B Chain¢ C C l~aine C Somme 
.Atmimoauid¢ oxydte A + B + C ChT-g 

~n~'s Corrigds A rrondis B~uls Corrigts A ~ondis 

,Ma ti..~5 I I .37 II  IO.25 lO.4O I O - l l  l O - i l  22-23 22 
Arg ~.o¢~ I.o4 I 1.75 1.78 2 2 3 3 
a ~  1~-I9 13.26 13 8.91 8.95 9 IO 22-23 21 
I / 2 C ~ "  - -  . . . . .  5 - -  IO 
G ~  I~ . , o  lO.6O IO-I I  4.oi  3-90 4 4 I 5 - I 6  I~ 
GIy ~-5~ 11.44 ~1-12 xo.4t xo.55 iO--II II 23-25 23 

~.S 5 x.92 2 o.oo o.oo o 0 2 2 
I~e~ ~-92 5.98 6 3.07 3.02 3 3 IO IO 
L¢~ 9~23 9 .I6 9 8.08 8.18 8 8-9 I9-2o  19 
L y s  7.92 8.oo 8 6.00 6.07 6---7§§ 7 14-15 ~ - t l §  
~ [ e ~  o . o ~  0 . 0 0  o 1.94 2.02 2 2 2 2 

l :~e 3-73 6.06 6 o.2~ o.oo o o 6 6-7 § 
I ~ o  3 - 3 ¢  3 . 2 7  3 4.17 4-3 ° 4 5 9-1o 9 

~ - 9 ~  13.8o 14 ~o.4o 1o.1o lO xI 25-26 26-29§ 
I~.7o 11.7o I2 9 .12 9 -10 9 9 2I 22 

T r y  °" --- 3.65 4 ~ 4 .20 4 -- 8 7-8§ 
T3~ i.~ 1.96 2 1.9o 1.93 2 2 4 4 
~'~fll ~j.~8 I2.99 13 8.07 8.03 8 8 23 22-23§ 

~oam~ax' '"  I29-131 96-99 xoI-XO3 238-247 235-242 

" ~ e r m m 6 e _  A 1Mtat d 'acide cyst6ique dans  la chaine C et  ChTg-A. Les r6sidus S-sulfoniques 
des  ~ r~d'trXtes sont  convert is  en cys t ine  duran t  l 'hydrolyse,  avec, dans  le cas pr@sent, un 
~ ~ l t  d~er~vixon 60 ~o- 

"*' I ~ t ~ i t t ~  par  colorim6trie a. 
° "° L ~  ~ a ~ x  concernant  les d6riv@s S-sulfoniques des chaines B et  C incluent ,  respeet ivement ,  

4 eft ~ ~ de t/2 cyst ine.  Celui concernant  la chaine C oxyd@e inclue 4 r@sidus de t ryp tophane .  
L 'u~e  des  analyses  de ChTg-A (r6f. 5) donne :  Lys,  I3; Phe,  6-7;  Ser, 29; Val, 22 et  Try,  7, 

L'aulbr~ d~n~e:  Lys,  x3-14; Phe,  6; Se~, 26; Val, 23 et  Try,  8. Les autres  r6sul ta ts  concordent  
~ e ~  daa~ Ie~ deux analyses.  

L a ~ m ' o ~  consid~re exclus ivement  les r6sul tats  de la pe t i te  eolonne de l ' ana lyseur  (r6sidus 
~ ~ ) ' ! ~  o~ t rouve  pour  2 r~sidus d 'arginine,  7 r@sidus de lysine au lieu de 6. 

~ l t  t o u t e f o i s  la  pr@sence  d ' e n v i r o n  4 %  d e  c h a l n e  B d a n s  le  p i c  C e t  r ~ c i p r o q u e -  

m e t a l .  U n e  s e c o n d e  c h r o m a t o g r a p h i e  n e  p e r m e t  p a s  d e  r ~ d u i r e  c e t t e  c o n t a m i n a t i o n .  
L e s  a n ~ l _ ~ e s  u t t@r ieures  m o n t r e n t  6 g a l e m e n t  q u e  le  r e n d e m e n t  g l o b a l  d e  l a  p r 6 p a -  
r a t i o n  e~-t d e  F o r d r e  d e  20 % p o u r  les  d e u x  e h a i n e s .  

A #  d i a l y s e * ,  l y o p h i l i s a t i o n  e t  h y d r o l y s e  (24, 4 8  e t  72 h ) ,  l es  d e u x  c h a i n e s  
s o n t  ammlys6es  ~ I 'a icle  de  l ' app t~re i l  a u t o m a t i q u e  S p i n c o  B e c k m a n  s e l o n  la  t e c h n i q u e  

c l a s s y # .  L e s  r ~ s u l t a t s  b r u t s ,  e x p r i m ~ s  e n  m o l e s  d e  r ~ s i d u s  p a r  m o l e  d e  c h a i n e  d a n s  

l e  T a b l e a u  ! ,  s o n t  c o r r i g 6 s  a f i n  d e  t e n i r  c o m p t e  d e  l a  f a i b l e  c o n t a m i n a t i o n  m e n t i o n n ~ e  

~--__~:,~:~L% ~ i ts  s o n t  a r r o n d i s  a u  h o m b r e  e n t i e r  l e  p l u s  p r o c h e .  L e  T a b l e a u  I r a p p e l l e  

6ga~eme~l t ,  ~ t i t r e  d e  c o m p a r a i s o n ,  I ' a n a l y s e  d e  l a  c h a i n e  C " o x y d ~ e  ''1 e t  l a  s o m m e  
d e s  r ~ f i d ~  i(tentiaq@s j u s q u ' i c i  c lans  les  c h a l n e s  A ,  B e t  C. L a  derni(~re c o l o n n e  d u  
t ~ b L e a u  d o m m  Ia c o m p o s i t i o n  d e  C h T - ~  t e l l e  q u ' e l l e  e s t  t r o u v ~ e  e n  r e t r a n c h a n t  d e  l a  

c o m ~  d e  C h T g - A  (r@fs. 5, 6) les  4 r 6 s i d u s  (Arg ,  Se r ,  T h r ,  A s p ( N H ~ ) )  s c i n d ~ s  

d m a n t  l " a c t i v a t i o n  " l e n t e "  d e  ce  p r@curseur  7. 

" L a  t e m ~  en cuivre des prepara t ions  n ' exc~ le  pas ~ ce momen t  o.o9 atome/rnole. 

B i o c h i m .  B io~phys .  A c t a ,  6 9  (1963) 188-x9o 
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L ' e x a m e n  du  Tab leau  I m o n t r e  q u ' u n  accord  tr6s sa t i s fa isant  exis te  en t r e :  
(a) la compos i t ion  du  d6riv6 S-sulfonique de la chaine  C et  celle de ce t t e  m 6 m e  cha3ne 
apr~s o x y d a t i o n ;  (b) la s o m m e  des r6sidus t rouv6s  clans les t rois  cha ines  A, B e t  C, 
et  la compos i t ion  de ChT-a. La  compos i t ion  en a m i n o  acides des t rois  chaines,  d o n t  
la connaissance  est ut i le  ~ la poursu i t e  des t r a v a u x  sur  la s t r u c t u r e  p r imai re  de 
ChTg-A,  pa ru l t  do~nc 6tre  6tab!ie  m a i n t e n a n t  avec  tllle p r&is ion  ra isonnable .  Pr ises  
dans  l 'o rdre  A, B, C, ces t rois  cha lnes  con t i ennen t ,  r e spec t ivemen t ,  x 3, env i ron  I 3 o  
e t  e n v i r o n  IOO r~sidus. L a  cha ine  B e s t  d~pourvue  de m6 th ion ine  et  la cha lne  C, 
de  ph~ny la l an ine  e t  d 'h is t id ine .  

N o t o n s  pou r  t e r m i n e r  que  le fai t  de disposer  pour  l& premiere  lois d ' u n e  ;.echniqu~ 
sa t i s fa i san te  pou r  la s6paf/~tion des cha ines  B e t  C p e r m e t  de savoi r  dans  quelle p a t t i e  
de la moldcule  de ChT-a, se fixe le radica l  d i i sopropy lphosphory le  d u r a n t  l ' inhib i t ion  
s t oech iom6t r i que  de l ' e n z y m e  p a r  D F P .  Lor sque  ChT-~ inhib6e p a r  D F P  m a r q u 6  
au  z2p est  soumise  a u x  t r a i t e m e n t s  pr6c6dents ,  la to ta l i t6  de la r ad ioac t iv i t6  est  
r e t rouvde  dans  le pic C. Ce t t e  obse rva t ion  conf i rme que  la s6rine " a c t i v e "  de ChT-a  
est  b ien  dans  la cha ine  C (r6f. 9), et  non  dans  la cha lne  B (r6fs. x o ,  I I ) .  Si le pouvo i r  
c a t a l y t i q u e  de ChT-cz est  v r a i m e n t  d6 t e rmin6  p a r  ] ' in te rac t ion  d ' u n e  s6rine "ac t ive ' "  
e t  d ' u n e  his t id ine ,  il est  in t6 ressan t  de savoi r  que  l 'un  des 616ments du  sys t~me (la 
s~rine) est  dans  la cha ine  C et  que  l ' a u t r e  ( l 'hist idine) est  clans la cha ine  13. 

D u r a n t  ce t rava i l ,  nous  avons  b6n6fici6 de l 'a ide financi6re du  F o n d s  de Ddve-  
l o p p e m c n t  de I~ R~cherche  Scient i f ique et  Techn ique  (Convent ion  6 I - F R - r x 3 ) ,  du  
Commissa r i a t  ~ l 'Ene rg i e  A t o m i q u e  et  du  Publ ic  H e a l t h  Service (Grant  A-464z ). 
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