
302 BIOCHIMICA ET BIOPHYSICA ACTA 

specimen of wound callus. We are also grateful to Professor C. RIMINGTON, F.R.S., 
and Mrs. A. LATTER from U.C.H.M.S., London, for their kind assistance in the 
preparation of the manuscript. 

Departamento de Quimica Biol6gica, 
Orientaci6n Qulmica Biol6gica [, 
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, 
Per~ 272, Buenos Aires (Argentina) 

H. A. TIGIER 
A. M. DEL C. BATLLE 

G. LOCASCIO 

I D. SHEMIN AND C. S. RUSSELL, J. Am. Chem. Soc., 75 (1953) 4873 . 
2 A. NEUEERGER AND J. J. SCOTT, Nature, 172 (1953) lO93. 
3 A. M. C. BATLLE, A. M. FERRAMOLA AND M. GRINSTEIN Biochem. ]., lO 4 (1967) 244. 
4 D. L. lXTANDI, Modern Methods of Plant Analysis, Vol. 6, Springer-Verlag,  Berlin, 1963, p. 196. 
5 C. O. MILLER, Modern Methods of Plant Analysis, Vol. 6, Springer-Verlag,  Berlin, 1963, p. 196. 
6 D. J.  MOORE AND R. F. LABBE, Clin. Chem., io  (1964) 11o 5. 
7 0 .  H.  LOWRY, N. J. ROSEBROUGH, A. L. FARR AND R. J. RANDALL, J. Biol. Chem., 193 (1951) 

265. 
8 J. BODMAN, in I. SMITH AND W. HEINEMANN, Chromatographic and Electrophoretic Techniques, 

Vol. 2, Interscience,  London ,  196o, p. 127. 
9 A. E. HARVEY, JR., J. A. SMART AND E. S. AMIS, Anal. Chem., 27 (1955) 26. 

Received July I7th, 1967 
Revised manuscript received September I5th, 1967 

Biochim. Biophys. Acta, 151 (1968) 300-302 

P R E L I M I N A R Y  N O T E S  

BBA 61154 
Sp~cificit6 "hydrophobique" d'une endopeptidase isol6e de Bacillus rnegaterium 

Un enzyme protdolytique exocellulaire provenant d'une culture en phase ex- 
ponentielle de Bacillus megaterium (souche MA) en milieu minimal glucosd & 3 °0 
(rdf. I), a dtd purifid par prdcipitation fractionnde au moyen de l'alcool et du sulfate 
d 'ammonium, puis par passage sur Sephadex G-2oo (rdf. 2). L 'enzyme est stabilisd 
par le calcium et prdsente un optimum d'action sur la casdine tt pH 7.2 (tampon Tris) 
en prdsence de CaC12 2. lO -3 M. Le matdriel s'est rdvdld homog@ne au cours de l'dlectro- 
phor~se sur Cellogel rdalisde tt diffdrents pH entre 4 et lO.3. D'autre  part  il ne fournit 
qu 'un seul pic lorsqu'il est soumis tt une filtration sur colonne de Sephadex G-75. Le 
produit paraissant correspondre & une seule esp~ce moldculaire, une dtude de la spd- 
cificitd d'action a dtd entreprise. 

Activitd exopeptidasique. L'enzyme est totalement ddpourvu d'activitd exopep- 
tidasique. I1 est sans action sur les substrats habituels des carboxypeptidases: Bz- 
Gly-Phe* (Yeda) et Bz-Gly-Leu (Fluka) pour la carboxypeptidase A, Bz-Gly-Arg 

* Tous  les acides aminds  des s u b s t r a t s  syn t hd t i ques  c o n t e n a n t  u n  carbone  a - a s y m d t r i q u e  
son t  de conf igura t ion  L. Les  abrdvia t ions  su i van t e s  son t  util isdes : Bz, benzoyl  ; Z, ca rbobenzoxyl  ; 
Ac, acdtyl ;  B A E E ,  benzoyl -a rg iny l  e thy l  ester ;  TAME,  tosy l -a rg iny l  m e t h y l  ester ;  BANA.. 
benzoyl-arginy]  p-n i t ran i l ide ;  A T E E ,  ace ty l - ty rosy l  e thy l  es ter ;  B T E E ,  benzoy l - ty rosy l  e thy l  
ester.  
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et Bz-Gly-Lys (Mann) pour la carboxypeptidase B. n n'attaque pas les substrats des 
aminopeptidases: l'enzyme est sans action sur les neuf amides suivantes: Gly(NH2) , 
Arg(NH~), His(NH2), Met(NH2), Leu(NH,), Tyr(NH2), Trp(NH~), Ser(NH,) et 
Phe(NH2) (Yeda) ainsi que sur la leucyl p-nitranilide. 

Activitds di- et tripeptidasique. La prot~ase est sans action sur les dipeptides 
suivants: Gly-Leu, Gly-Phe, Gly-Asp, Gly-Tyr, Gly-Gly, Ala-Gly, Ala-Leu, et 
Leu-Ala ainsi que sur les tripeptides Gly-Gly-Gly, Leu-Gly-Gly et Gly-Leu-Tyr 
(Produits Yeda, Fluka, Calbiochem, Hoffman-Laroche, N. B. C.). Par contre l'enzyme 
attaque certains de ces peptides lorsque les extr6mit6s amin6e et carboxylique sont 
bloqu6es. Ii a donc les caract6ristiques rigoureuses d'une endopeptidase. 

Activitd endopeptidasique. L'enzyme n'attaque pas les substrats habituels de 
la trypsine BAEE, TAME et BANA, ni ceux de la chymotrypsine ATEE et BTEE. 
I1 ne scinde pas non plus la N-acetyl-Tyr(NH~) ni la N-acetyl-Trp(NH2). I1 parait 
exiger une v6ritable liaison peptidique et deux r6sidus d'acides amin6s semblent 
indispensables. 

L'action de l'enzyme a d'abord 6t6 6tudi6e sur divers polypeptides et prot6ines 
dont la s6quence des acides amin6s est connue de fa~on ~ observer une 6ventuelle 
sp6cificit6. Ont 6t6 choisis: chaine B carboxym6thyl6e de l'insuline (Mann), glucagon 
(Eli Lilly), cytochrome c (Type III Sigma), chymotrypsinog~ne (Choay), trypsinog~ne 
(Worthington), ainsi que deux peptides provenant d'inhibiteurs de la trypsine. Les 
fragments obtenus apr~s scission des chaines peptidiques ont g6n6ralement 6t6 s6- 
par6s par chromato61ectrophor~se sur papier Whatman 3MM (r6f. 3) : 61ectrophor&se 
dans un tampon ac6tate de pyridine pH 6.4; 60 V/cm, 45-60 min; chromatographie 
dans le m61ange alcool isoamylique-pyridine-eau (3:3:3.5, v/v/v) pendant 18 h. Les 
peptides sont r6v616s avec la ninhydrine dilu6e (o.oi % dans l'alcool) et 61u6s avec de 
l'acide ac6tique 20/0 . La composition en acides amin6s des fragments a 6t6 d6termin6e 

TABLEAU I 

LIAISONS DE DIVERS POLYPEPTIDES OU PROTI~INES SCIND]~ES PAR LA PROT]~ASE DE B. megaterium 
INFLUENCE DU R]~SIDU ENGAG]~ PAR LE GROUPE AMIN]~ 
Les lettres entre parentheses indiquent les peptides ou p~ot6ines dans lesquels la liaison a 6t6 
scind6e. La position de la liaison dans la chaine peptidique est signal6e par le num6ro figurant 
sous le premier r6sidu (r6sidu engag6 par son groupe carboxylique). B, chatne B de l'insuline car- 
boxym6thyMe (Mann Research Laboratories, Inc.); G, glucagon (Eli Lilly Co.); C, cytochrome c 
du coeur de cheval, grade III  (Sigma); E, end6capeptide Gln-CySO3H-CySO3H-Ile-Ala-Ser- 
Ala-Gly-Phe-Val-Arg;  T, t~trapeptide Asn-Asn-Phe-Lys;  Tg, trypsinog~ne (Worthington); 
CTg, chymotrypsinog~ne (Choay). 

Leu Phe Ile Val A la Thr 

Tyr-Leu (B) Gly-Phe (B) Lys-Ile  (C) 
16 23 8 

Tyr-Leu (G) Gly-Phe (E) Lys-Ile (Tg) 
13 8 6 

His-Leu (B) Phe-Phe  (B) Arg-Ile (CTg) 
5, IO 24 15 

Ala-Leu Asp-Phe (G) CySO3H-Ile (E) 
14 21 3 

Asn-Leu (C) Thr-Phe (G) 
31 5 

Gly-Leu (C) Asn-Phe (T) 
34 2 

Phe-Val (E) Arg-Ala (G) Tyr-Thr (B) 
9 18 26 

Lys-Ala (C) 
IOO 

Ser-Ala (E) 
6 
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soit semi quanti tat ivement par chromato61ectrophor~se sur papier 3, soit quantitative- 
ment  au moyen d'un analyseur automatique Spinco 12o B, apr&s hydrolyse par HC1 
6 M, en tube scell6 sous vide, pendant 48 h A lO5 °. La composition permet de d6duire 
la structure et de localiser le peptide dans la chalne, donc de connaitre la nature des 
liaisons scind6es. Dans le cas de la chaine B de l'insuline, du glucagon et des morceaux 
des inhibiteurs la totalit6 des fragments obtenus a 6t6 examin6e mais pour les autres 
prot6ines l '6tude n 'a  pas 6t6 effectu~e d'une fa~on complete. Les 22 liaisons dont la 
scission a 6t6 observ6e, indiqu6es dans le Tableau I, ont 6t6 class6es suivant la nature 
du r6sidu engag6 par le groupe amin6. I1 apparait  que la quasi totalit6 des scissions 
concerne des liaisons dans lesquelles ce r6sidu poss~de un caract6re hydrophobe: Leu, 
Phe, Ile, Val, Ala. Le nombre de liaisons de la leucine et de la ph6nylalanine coup6es 
est particuli~rement 61ev6. En outre une 6tude de la vitesse de lib6ration des peptides 
r~alis6e sur la chaine B de l'insuline a r~v61~ que la liaison Tyr -Leu  ~tait couple la 
premiere apr&s I rain (rapport pond6ral enzyme/substrat 2~oo), suivie de His-Leu, et 
d'une fa~on g6n6rale que les liaisons de la leucine et de la ph6nylalanine 6taient rapide- 
ment  attaqu6es et enti~rement scind6es apr&s une dur6e d'hydrolyse relativement 
courte (5 h pour un rapport  pond6ral de 2%). 

Les r6sultats obtenus avec les substrats naturels ont 6t6 confirm6s et pr6cis6s 
en utilisant des dipeptides synth6tiques dont le groupe amin6 est bloqu6 par un radical 
benzoyl ou carbobenzoxyl et le groupe carboxylique bloqu6 sous forme d'amide (Pro- 
duits Cyclo). Dans la premiSre s6rie de substances utilis6es le r6sidu fournissant le 
carboxyl est toujours la glycine et le r6sidu fournissant le groupe amin6 est la leucine, 
la ph6nylalalanine, l'isoleucine, la valine ou l'alanine. Les r6sultats obtenus sont con- 
sign6s dans le Tableau II .  I1 apparait  que la liaison Gly-Leu est celle qui est scind6e 
le plus rapidement suivie par la liaison Gly-Phe mais que les liaisons Gly-Ile,  Gly-Val 
et Gly-Ala sont peu ou pas scind6es. La pr6f6rence de l'enzylne pour les liaisons de la 
leucine et de la ph6nylalanine est ici aussi particuli&rement nette. I1 semble d 'autre 
part  qu'en plus de la n6cessit6 d'un r6sidu hydrophobe donnant le groupe amin6, 
certains caract&res soient exig6s du r6sidu fournissant le groupe carboxylique, puisque 
la scission des liaisons Lys-Ile,  Phe-Val ou Arg-Ala a 6t6 observ6e dans le cas des 
chaines polyptidiques. 

Une deuxi~me s6rie de d6fiv6s synth6tiques a alors 6t6 raise en oeuvre: le r6sidu 
hydrophobe est toujours la ph~nylalanine et le r~sidu donnant le groupe carboxyl est 

TABLEAU II 

ACTION DE LA PROT~ASE DE B .  megaterium SUR LES DIPEPTIDES SYNTH~TIQUES DISUBSTITU~S 

Influence du r~sidu donnant le groupe amin~ Influence du r~sidu donnant le groupe carboxylique 

D~riv~ I~moles hydrolys~es Ddriv~ izmoles hydrolys~es 
par rain par mg par rain par mg 
d'enzyme (37 °) d'enzyme (37 °) 

Bz-Gly-Leu(NH2) 0.6 Z-Gly-Phe(NH2) 0. 4 
Bz-Gly-Phe(NHl) 0. 3 Z-Ser-Phe(NH~) 2.6 

Z-Gly-Phe(NH2) o.4 Z-His-Phe(NH2) 3.6 
Z-Gly-Ile(NH2) <o.oo 3 
Z-Gly-Val(NH~) ~<o .oo3  Z-Gly-Ala(NH,) o.007 
Z-Gly-Ala(NH~) 0 . 0 0 7  Z-Phe-Ala(NH,) 0.023 
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soit la glycine soit la s6rine soit l 'histidine. Les r6sultats obtenus (Tableau II) indiquent  
clairement que la scission est plus rapide lorsque le r6sidu fournissant le carboxyl  est 
soit la s6rine soit l 'histidine. L'acc616ration est 6galement notable lorsque ce r6sidu est 
de nature  hydrophobe:  le d6riv6 Z-Phe-Ala(NH2) est scind6 plus rapidement  que le 
d6riv6 Z-Gly-Ala(NH2) (cf. Tableau II). 

L'enzyme poss~de donc une sp6cificit6 assez rigoureuse en ce qui concerne le 
r~sidu fournissant le groupe amin6 qui doit poss6der une chalne lat6rale apolaire, mais 
une st imulation particuli~re est observ6e lorsque le r6sidu donnant  1 e carboxyl  poss~de 
un carbone a-asymdtrique. Le hombre  de scissions observ6es n 'est  pas encore assez 
61ev6 pour d6gager l 'influence de tel ou tel groupement  dans ce r6sidu. On peut  toute-  
fois admet t re  d~s main tenant  que les deux acides amin6s part icipant  ~ la liaison pep- 
tidique interviennent  dans la sp6cificit6 avec une importance d6terminante du r6sidu 
fornissant le groupe amin6. 

Des enzymes poss6dant une sp6cificit6 voisine de celle de la prot6ine de B. 
megaterium, ont 6t6 r6cemment purifi6s ~ part ir  de Bacillus subtilis4, 5 et de Bacillus 
thermoproteolyticuse, 7 et ce type  d 'endopeptidase pourrait  donc ~tre assez r6pandu chez 
les esp~ces du genre Bacillus. Nous proposons d 'appeler  ces enzymes des "amino- 
endopeptidases" pour les distinguer des "carboxy-endopept idases"  telles la trypsine 
ou la chymotryps ine  dont  la sp6cificit6 d6pend de la nature  du r6sidu engag6 darts 
la liaison peptide par  le groupe carboxylique. 

Les auteurs sont laeureux de remercier ici Dr. O. K. BEHRENS qui leur a procur~ 
un 6chantillon de glucagon, Dr. J. CHAUVET et Dr. W. FRAEFEL qui ont  fourni les 
deux oligopeptides. 
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