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D(upansinuo’ �-h’svdro mxvlmuso’ (EC 1 . 14 . 1 7 . 1 ) ‘s’s-mis iso�itit cc! mis mu jiuno ‘ � oro it o’in’s fro onus mm I sinnuans

l)luo’t-)t’hiroon’st-ucYtcun’smmu. ‘iTho’ tumi’soun en’szvn’so’ h’smus t’huo’siuicmul mmn’sciPhi�sit’m’s1 pn’oupo’ntio’s simisilmut toi
flit-use oil flit’ o’s’szvn’smo’ isoulmuted from’s l)ouvltit’ adro’simul ms’so’dulla. i3tofh’s o’nszvniuo’s mint’ glyo’ompno oto’inss

timid hsavo’ sin’s’silmur minmimso music! t’t-uns’spousitionus. Both o’mizyns’so’s lutiv o’ sul)ins’sif mist olo’culmur wo mgl’sfs

ub 75,000-77,000 do’ft’nis’situc’cI liv soodiuni domdo’cvl -unlim’sto’ �oo1ymic’rylmsss’sido’ go’! o’lo’c’tnooplsoot’o’sis

amid liv t’quilibniunii c’o’nut nilugmufiouts iso 6 �i gumunuidinso’ hsydro ((‘lilt mnido’ muffo’n n’o’dunc’t it ins mimic!

carhouxvnso’th’svlmutio mu . Ec 1unilibniusi’s c’o’tut nifungmmt it ons i nu t lit’ lJro’so’nsc’o’ o 1 6 �n gunmutoidimmo ‘ luvdro o-

chilonidc’ is’s flit’ mul)sO’nsco’ oil nethinc’insg msgo’n’sts givo’s stsl)utsit isscolo’c’unlas- ‘svciglsts omf muhouuf I .50,()00

loin both t’nuzvsuso’s. Stunchit’s oil flit! simufivo’ emszvmmut’ cubtain’sed irounis the h’sun’ssmumstunsuor sh’soo’sv that,

il’s con’sfnmust tcu flit! l)ovjnie O’tiZysi’se, Imunumun dopm-’sss’sin’so’ $-liydroxylmuse l’sm’ssmini unsusual temiclenscv

ft-i dissociatc’ tumid aggregate; lio’svever, its l)ehavior on’s So’phumudex G-200 ��uggesfs m’smiii mlo’o’unltir

‘svc’ighmt of 300,000, flit’ san’so’ mis that oil flit’ boovinue o’nuzvnsit’.

Punificmu-t-iouni oof flit’ o’m’szvsmmo’do upmtm’s’sin’so’�3-h’sy-

dnox\’lase (3 , 4-dihvdnooxyphuo’n’sylo’thuylams’sinse,

ascounl)afo’ : ouxygo’ms 0 mxiclo oro’dunc’faso’, EC

1.14.17.1) brooms’sboovimso’ m’sthro’n’sm’slsiio’chnllmu‘svmus

first ro’poirfc’tl l)y Io’vimo et a!. in’s 1960 (1).

Vivenos, Ant1tno’rous, mimic! Kinslun’so’n (2) imuter

cio’niso unsfrmuto’d flit-it tluo’ o’mszvns’sc’ is no’lo’asc’d

sinnultanuo’ouuslv ‘svithu flit’ (‘afo’chuoulmunu’sin’so’s irons

time tudnesimul niio’oiullm’s, m’snscl omfh’so’rs (3) report ct-I
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the coun’scoum’s’sifanit c!isc’huargo’ oil chopmin’suinio’ �-hsy-

tirooxvlast’ tumid c’mufo’c’h’solmuns’sin’so’s upton’s stinuiunlmu-

fititi 0 of svn’spat lit’fit’ muo’uroun’ss. hit’ tlefo’t’f iuni

cii do upmin’s’smn’so’ /3-h’svc!ro oxylmust’ in’s huun’s’smun’splmusni’smu-

it’d tti flit! pr�pousmil th’smif ifs mictivitv in’s �1mustsimi-

n’sa�- prouvic!o’ mit’s instlo’x o ml syn’spafhuo’tic nst’rv-

ouus svsto’n’su funs’sctiouss in’s nssmunm (4) , tunsoi m’sltenmi-

fit-mis cub iulmusnstu tb opmutssinoo’ �-hmyc!mt oxylmuso’

muctivitv have l)t’o’ni ro’poonfo’d four tliso’muso’s f limit

arc’ assouc’iafc’d ‘svifhu m’sbo’rrmufioonus oil mudnemsc’ngic

bunmuc’tioot’s (5-7).

Ht’c’o’tifly it ‘svmos Prool)oost-’c! flit-it rmudiouinu-

m’smun’soumissav tub doupmunuiin’so’ �-hsyc!rooxylmoso’ Pro-

teini ssumuv nm’soune act’urmutc’lv ro’flect svmu’spa-

thit’tit’ tut’rvc’ ml(’tiVifV thumun’s mussmuv oil flit!

plasnmmu c’suzymuuatic mictivity (5). Hoo’svcvo’r,

thmcusc’ c!mifa ‘svt’no’ tlo’nivt’cl brooms’s mu sttndv mm
1009
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‘svlmio’hs hmo’to’roulogoous huouvinso’ doopmuns’sinic’ �-liy-

(inooxvlmuso’ ‘s’smus uso’ch foor pr(’panmutiouns oil muniti-

so’ninmss ; 0 it lion, mist mt-c’ ro’o’c’nst invest igat iounss,

unfilizinsg mumstiso’rmu iro’iiaro’ci mugmumnsst flit’ hu-

nm’sminoo’mszvnm’so, humivo’ no’vo’milc’d a high coorrela-

f iou’s I ott ‘svo’o’n’s lsumiiami cit uptinisinso’ �3-huycit’ox-

vlm’sso’ jiro mfo’ins timid plassimmu o’nizvniue mut’tivity

(9, 10 ). l”our this no’asots, ‘svc’ humive isoolmuto’ch

h’sunms’san’s doopm’snuminsc’ �3-hiychrouxylmuse in’s tort-br to

t’ounuupmuro’ stiti’sO! tub its l)n’oul)o’t’tio’s ‘svifhi th’soust’ ouf

flit’ boovinso’ o’nuzvnmo’.

A 29-g phso’cuc’h’sn onmmoucvfouns’smi ‘svmos oubfainio’ti

i�i5 ml simrgicmul spo’t’iti’st’I’s insins’so’climufo’ly unpoon’s

ro’t’suouvmil. �1’hmo’ glmun’sci ‘s’s�as c’lo’mimio’d oil imut munich

h’sounsioogo’nsizo’c! ins 5 voolut’sio’s ouf ico’-t’oolch 0.3 �m

suc’n’ooso’. ‘Flit’ Iioumsmogc’nsato’ ‘svm’ss c’o’n’sfniiugo’d mut

MOo )< i-i four 10 mum’s, mimic! fist’ pro’c’ipifmuto’ was

t!iso’tuntlo’d. ‘Flit’ supo’nniatai’st irmict it on , ‘svh’sieh’s

(‘oomofmoimso’OIh insfmuct- clint onsiaffino vo’sit’Io’s, ‘s’s-mis

c’c!nifniiugo’tl t’st 2(,000 )< g four 15 nun’s. ‘Fist’

pno’c’il)itmuto’, c’outsfmuinsimug c’I’sro omismuffins vc’siclo’s,
‘svmss ‘svmusl’so’d t’svit’c’ in’s ico’-could 0.3 �n smart-iso’,

ro’c(’nstniiugo’tI at 26,000 X q lour 10 sums, at’sd

hconsuougo’miizo’d t’svicc’ in’s ic’c’-could ‘svmuto’n too lysc’

t lit’ vo’sit’Ic’s. ‘Flit’ no’sultin’sg h’stinmogt’tsate (100

ni’s!) was thuo’no c’o’tstnifugo’d mit 100,000 X g

four GO mum’s in’s circler tou st’dim-uit’m’st flit’ pmunficu-

late do ojum’ssisim’se j3-h’sydnouxylaso’ fractioni. ‘Flit!

iuno’t’ipifmoto’ ‘s’s-as ‘svmusheci with 10 msisi ph’sois-

Pl’stitt’ i)mnffo’r mit pH 6.5 amid rt’censfnibugecl muf-
100,000 X g. T’ho’ precipitmuft’, coon’stmuinuii’sg tIme

pmurtit-’ulmuto’ c’nizyl’suc’, was lrozc’mu boor fustunre

assay , timid flue 100,000 X g supo’rniatan’st-

fracfioonss ‘svo’no’ c’onsibit’sed for assmuv timid flit!

nensimiim’scio’r oof t lie ist-ulaticus.

‘Flit’ sinpo’rnummtm’sn’sf iractkut’s ‘s’s-mis t’ciIst’�’n’s-

fnm’sto’cl liv .--\suiicon’s Dimiflo filtration’s (X)�I100A

n’s’so’nu’sbrmumio’)too 30 smil,nt’dilufed ‘svifiu10 ns’s’sm

PhtiSiul’stit e i ouffc’r (pH 6.5) , ansd again’s (‘(iii-

(‘enstnmuto’d tou 30 sssl. Part (10 nssl) oil this mmmc-

fioun’s ‘svm’ss mi�)plit’d directly tcu m’s coulunsunu cob

DEAE-c’o’hlmnloose o’cjuihihrmutc’d ‘svith’s 10 t’s’s�’si

i)i’scuslulimite l)Isffer, pH 6.5, tumid flit’ resi’sainider
(20 miii) ‘s’s-mis chimulvzec! four 18 hr againsst 6000

mmmloil 10 s’sm�i pi’souspluate buffo’r (pH 6.5) in’s

ort!o’n tou rc’nuouvo’ cmutecluolan’sin’sc’s i)o’Iore mup-

plic’mitios’s ft-u fist’ coolumimmu. TI-ic o’suzyme ‘s’s-as

ehnto’d ‘sviti’s mu Iinuo’mun smulf coun’scc’t’sfrmitioit’s gradi-

t’nsf 0 mf� 0-0.5 it 5(OdiUtii ch’slonido’ ins 10 simun

ih’soosiui’sm’sto’ 1)ufic’r (pH 6.5). ‘Flit’ muctivity cuf’
fist’ nit on’stlimulvzo’d bract icon’s ‘s’sas o’luf c’cl w-ithu flit!

mmmajomt. ps�toto’iii iut’tik iio’t’svo’o’n’s 0.05 mun’sd 0.15 ‘sn

scotliimmui ohio onithc’, tumid thmo’ clialvzo’d inmuct it on’s

was o’lunto’d bo’t’svo’o’mi 0.04 tunic! 0.06 ‘sn soudimnn’si

t’hulo undo’. Sin’sco ‘ suni iso’o iuo ‘nit Iro ucc!clurt�s

vic’lc!c’c! a ioi�n t#{149}o’cooVc’5�yoil o’nizyss’so’ Irousim flit’

nsounudialvzo’d frmuctioums, flit! dialyzed fracfiounu

‘s’s-mis uso’ch four sunbsc’quno’n’st tlo’to’nnuinsaticuns (of

flit’ ns’sculo’culan pm’oopo’n’t mc’s.

‘Flue frmtt-’tiout’ss ‘svitlm flit’ pt’mik choupmunmuinsc’

(3-l’s\’dnoxvlaso’ muc’tivitv ‘svo’ro’ t’onicem’stnato’cl liv

Amisit’ouns I)iafloo filtratioons (Xi\IiOOA nmuo’mm’s-

brm-un’so’) , anid 1 �n sodiui’sm c’hulcinido! ‘svas added

toi mu finsmul c’ounuco’ntnmutions oil 0.1 un sodiumsi

c’hmlounidc’. This soulufion’s ‘svas I)misst’d throuughi

mi comknns’sI’s cii So’ph’smuc!o’x (-200 j)rc’vioolnsly

t’o1uilibnmuto’d ‘s’sith 0.1 �i sodiunnu chmlounide cons-

tain’simsg 10 t’siM �ihsoospluafo’ buffo’r (pH 6.5).

‘Fhmo’ G-200 coulunimn’s limit! i)o’en calibrated with

lililt’cho’xtrmun’sanal humid mu vouid vouhnn’s’so’oil i30

isil. ‘Flit’ mictivo’ irmictioonss, ‘svI’sich’s ‘s’so’no’ ekntt-’c!

uvithi m’s svns’sn’so’tm’ical i)o’ak mit 145 i’sml, ‘svoi’re

(‘tini’sI)isiO’(l munid dialyzed mugaitist 10 mmi’snI)liOs-

ph’safo’ buffo’n (pH 6.5). ‘Flue soiiution’s ‘svas tlic’n’s
con’sc’c’i’stratc’c! by lyooj)luihizatiouli, dissoulvc’d in’s

water, dialyzo’cI , mutsd m’sgainu c’ounucc’n’stnato’d I�’

filtration’s.

Usii’sg 0.5-50 �g oil doupalssin’se f3-huydnt-ix-
olasc’ j)nouto’inm i)’n assay, o’nzvssse activity ‘s’s-mis

det o’nnuinsed si)ecf n(upl’scotdum’s’sc’tnictullv ho’ flit’

assay tub Nagatsu auth Uc!c’s’siniensd (1 1).
Activity is o’xpno’ssed mis nmic’noumsuolo’s oil oucfoop-

an’s’sirue fooni’s’sed �er mm’siiumnte lc’n ns’silhgrm’smu’s cml

pro�to’imi mit 37#{176};as�muv ccon’sditiounss ‘svt’ro’ mul’svays

optimmul ft-in enszysmme muctivity. Prioin too clint-u-

irimut cignmuj)hmv , prcot cit’s t’t utict’tif rat it-)t’s ‘svmus mus-

saved i)\� flit’ ns’so’thmoud oil Lcuwrv el al. (12)

follt-iwing i)no’cmpitmutiouni with 0.5 M t-nichslourmu-

(‘etic acid; tlic’reaito’n proft’inu was sm’so’musunt’d

by dc’tenrninsitug the (opficmul den’ssity at 280 nun’s.

Disc go’i t’lo’ctnopluoro’sis ‘svas Pt’nftints’sO’ch

usinug mu stan’sdmird, pH 8.3, 7.5 � mit’rylas’suit!o’

go’! fourtsuulmutioti (13). After trt’atnm’sc’i’st oil flit’

prootein’s with 1 � � sodiums’s cioiclo’o’yl sulfafo’ ant-I
1 ‘ � 2-nio’rc’muptouethmmun’soul, elo’ctnt-iph’st-uno’sis

canned tout tom’s 10 � � l)oil��ac’n�1tin’s’sic1e gc’ls in’s

0.1 :sI phosphate l)uffo’r, pH 7.1, esst’tstimullv

as described by \Vo’bo’r munich ()shorl’s (14). ‘Flit’

gc’ls ‘s’s-o’ne c’mulihnatc’d usitig pr(uf(’in’s oil km’stu’svsi

nut-ult’t’ulan wo’ight mis sl’su’svn in’s l’ig. 2. ‘Flue

gc’ls ‘svc’re stained uvitis Cououms’sassio’ brilliant

blunt’ to revc’mu! flit’ J)rutc’iss i)min’sds munich ‘svithi the

periodic acid-Scl’siff ro’mugen’st tou chett’nnisinse flit’

prt’sen’sc’c’ uf carboohvclratc’ (15).

St’dism’sesifafion’s o’t�usilibniunm’su thc’to’nss’sinsat lOtiS

‘svt’re carried count in’s mm Bet’kI’s’san’s nu’sooc!el E



tuitt’t’ h’svpootoon’sic lvsis oof’ VO’sit’l(’s monsd c’o’nst nifu-

gmifiouno mit 100,000 X q. �1’i’so’ro’‘svmusmu tootm’sl

muctivifv cuf 67 unnsits in’s tluo’ slnj)o’n’niafmunst irtut’-

tioums tunic!oumilv :35 unsifs in’stlso’ Pn’t’t’iluitmttt’.

Dt’sj)ifo’ fist’ fm’so’t thumsf flit’ 26,000 X g joo’llo’t

n’smoosfliko’ly c’oonstmuinuo’th soum’sio’ t!oopmuss’sinio’ �-huy-

t!rooxvlmiso’ tussouc’imuto’ci with’s vo’sic’lo’ n’smo’nusbrmunso’s

lint oko’ts durimsg f iso’ hiro’lumun’mufit ins , flit’ rmuf iou oil

soolublo’ too jumurtio’unlmufo’ o’mizyns’sc’‘s’s-mislsighuo’r

flimunsfh’smotiomunsd ins muc!no’nsmulglmun’sc!soil tot luo’r

5i)t’t’mt’S (16, 17) tonic! insdic’afes flumut muf lo’most
65 ‘ tub tiuo’ t’muzymsic’ ‘s’s-mis Iuro’so’n’sf ins m’sro’muciily

sooluluilizo’ch foonnuu.

I)isc’ go’l c’lo’ct roiplit oro’sis omi t iso’ juunrif lot!

Pno’Pmurmit ioim’s ‘s’s-ithi mulio� it s 0 of 1 2.5, 25, mood 50
4ug oil juroto’in’s vio’lc!o’ch tinily omit’ slimurp i)mmnid

(1’ig. 1 ). Soot!itntuitlooc!o’o’vlsulimito’ go’l o’lo’c’-

fromphuooro’sis tiisplto�o’th omit’ msimojooniuansoi tunic!

so’vo’rm’sl miiinsor iumunids ( l’ig. 1 ) . \\ i’so’ms thuo

o’lo’t’fI’ooluhsooro’tic’ mssouiuilitv ‘svmus pltutto’d againist

tluo’ loogmirithunuss iii flit’ kn’soo’svns hunootc’in’s nssoulo’t’u-

lar ‘svo’ighsfs, thso’ msiomlo’ounlmtr ‘svc’igiuf oil flit’

c!ool)an’sumnio’fl-luvt!rooxvlmiso’subuinuif ‘svmuso’sti-

sustutt’ci too hit’ 75,000-77,000 (I”ig. 2). A smumuiplo’

oil ti’so’ loro’homunmttioun’s sfmuinso’(i ‘svifh’s flit’ po’nioo(hio’

t’s(’i(h-St’hiifi n’mugo’nsf tlo’nuso mist rmufo’th oomso’ I)in’sk

hmun’sd, coorro’sptoni(linsgfou timo’ msimujiunl)t�ott’im’s

iuann(h (1’ig. 1).

‘#{149}fist’sunbmnnsit miuoolo’c’unlmun ‘svo’igluf oil l’sumnmuno

cioopmumusinoo’ /3-l’sycim’ooxylmu(o’ was cho’to’rnisinso’d in’s

6.3 �n gumunsidinso’ FI(11 1iy so’dinsmo’nstmif it on’s to itni-

liiuniinns. Tfmuhulo’ 2 lunt’so’nsts flit’ ro’sulfs, ‘s’slsic’li

sl’soi’s’s fliat flit’ liO)l\l)t’l)fitlc’ o’humuinu moms’s thso’

h’sutn’sumtns o’n’szvnsso’ Istos fIst’ smunuo’ nuuoolo’o’ulmon

Totat Totat Specific ‘s�o’igii t t05 f limit oii t Iso’ ho ovin so’. Two u lit olypo ‘p-
enzyme protein activity tido’s tort’ chisunhfido’-hoonstlo’ti ins fist’ nimotivo’
activity

------�---_------� ------------- nu’soolo’culo’.
ui�i:Is iizg unils’mg lilt n’nu(’o’nst t�i lugmul st u(hio’s 0 ii t lit’ titif ivo’ o’ns-

3()00 00(o zvssuo’ in’s 0.1 �n souditnns’s c’huoonido’--O.S ‘sn soucliunms’s

900 0.07 mucetmito’ Iuufi’o’r (p1-I 5.0) ton in’s 0.1 ‘sn soudiunnu’s

c’l’s!ounidt’-O.Oi ‘sn soutliunmu’s I)h’stmsPiimtft’ butTon

(pH (u.S) tot mu vmunio’ty oil rootoor spo’o’ds (6,000--

3_I 44�o 0 07 � rpnu’s) sisoo’svo’cl no’vo’rsiblo’ t’sggno’gmufioom’s
to) ms’somlo’o’inlmir �vo’iglits mus high as 500,000

11 .4 13.2 0.86 at flit’ c’o’Ih iuouttoum. Tiio’ lou’svesf muuoulc’c’inlmir
‘sveighut t-uiuso’rvo’tl tot flit’ nsuensisc’us tot 15,000
I.pni ‘svas 145,000, ‘sVh’si(’hi o’ourrc’spo)nsc!s too flit’

t!itsst’s’ nu’soulo’t’ulan ‘svc’igh’sf (obs(’nvo’(! ins gutt’snsi-

dine 11(1. ‘list’ i’smnni’smunso’nszvn’sse mipjuo’mirs too
8.2 9.5 0.87 . . .

exist mus flit! tnsniso’n m’st o’ouno’t’nstrm’stsounn tot 0.01 1-

S - 1 1 �5 :� .40 0. 1�) iisg/tsil, in’s dmno’ct c’oumotnmust too flit’ iuo ovinit’
enuzyt’sic’, ‘svhsic’h’s is m’s f of rmini’so’r oover f Iso’ to ins-

SHORT t-O\L\�UN�t-.�’�ION 10 1 1

ulfnac’o’nst niiugt’ t’t�uiip�uo’cl ‘s’sifhu a julio ito uo’lo’o’-

tnic scmunsn’ser. Partial specific voolmnn’sso’ wmus

calculmuto’tl f’rt-uni tlso’ mumsuinsco m’scid m’smimulvsis,

aisd flit’ c’oun’scc!n’stnmutioun’s oil guaniidin’so’ h’svt!no m-

clihuniclo’ ‘s’s_misdc’to’rms’sinso’ch liv neirmuc’t ivo’ imsdo’x

ssuc’misuno’miso’nits mit 25#{176}.

Sassiplo’s ‘svc’ro’ hmyciroulyzo’th ins 6 N h’svdroo-

c’hlounic’ mut’ich mit 1 10#{176}ins so’alo’ch. o’vmucumuto’ti

l’sydnoolvsis tubes with mu c’rvsttil tub l)hit’t’stm!

added ft u i)5’t’Vt’m’st cli’stnunt-’f ioun’s cii tvs’ousis’so’.

Hydro olvzo’tl smin’splo’s ‘svo’no’ amsmulyzt’th oon’s mu

Beckss’smuns miioodo’l 121 muuntmnssmufic mim’s’sin’sou mucitl

analyzer o’cjuipped with h’sigh’s-so’nusitivitv cu-

vt’f t c’s mimic! a m’sc’xpmun’scho’ch reco orcio’n ramsgt!. Ins -

jectioumu ro’pnouduc’il)ilmfy �vmus nuuoinsitouno’d by

it’seludin’sg a-mmn’siuiou-�3-gunm’sn’sidinsoopnoipioumsic m’s(’icl

minid L-Isourlt’ucilse (20 ,.�‘sn) in flit’ smun’ssplc’

mtpplmt’mitioun’s binffc’r (0.01 N huyclroochmloos’ic’ at-it!).

I)oujiass’sinio’ �3-huyc!rouxylaso’ ‘svmis iso olm’sto’ti

mcmii flit’ c’lsnoomummuffin’s vo’sic’le h-smut c oil mu

h’suiusami ph’st’o ot-’hunoumiiot’vtoums’sm-u (1�mublc’ 1 ) . ‘Fist’

final pnc’jum’sratmout’s t’cunifainso’d 1 .5 mug oil ps’ou-

f-ens ins �3 m’s’s! oil ph’scuspi’sato’ i)uffen (pill 6.5)

atsd cmuttilvzo’d fi-I’svcirt-ux�’latitin’s oil fvrminisinso’

mit flit’ raft’ oil 5.4 �i’ssooles/m’ssins/n’sg oil jinoof tins.

This t’t’prt’st’iits 80-bt old punnificmufiouts ouf flit’

ch’snt-un’sm’sffit’s vc’siclo’ h-sat o’, ‘sviflm 1 2 fl ro’ctuvo’rv

of c’nzynssc’ muctivify. Of iunnfho’n in’sfo’ro’st ‘svmus

flit’ rmitio o 0 ii so olinblo’ too l)turt iculmito’ o’nszvnio’

T�1tL�: 1

Sn in lilt-i 17J of p ii r i/i-cat ama p!cuo-c(lu ic

Fraction

800 X �i S)nl)errsatamst 181

Chsronsuaffins vesicle h-sate 67

Comso’emstnated vesi(’le lv-

sate (An’siicoon 1)iaflmo

filt-ratitons ss-itls XI\IiOOA

nssensihiramie)

Peak froonsu I )1AE-cehitm-

lose

Couno,eistrated elinate ftouis

DF:AE-celltnlouse (Ams’si-

0_.com) Diaflo filtration

with XM100A niseisu-

bra nse)

Peak froonss Sephadex (�-

20()
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PROTEIN
SDS STANDARDS PAS

--,

‘V

1�:�

� �

� � �

� -�*_ ..�.

,�-- �
�;�‘ �

�-- ‘-�.:�‘ � ��,0’

FiG . 1 . Gel o-leo-trup/mnre+-i.s of /)m(rzIio(l (1Cm/Juno iuio_

j3-hydroxyla.s-e

‘I’lso’ first I unto’ go’ls tons I iso’ left svo’no’ mtmn t’sct’oorol-

i ng I to \Veluer mitt ( )sluo irIs (1 -1 ) ; I Iso’ go’I oni t lie right

‘svas runi ao’ooorohi nig I to ( )rnisl ti ni (13 ) . Poml�-ao’ rvhmo-

mide gels, fnonss left t to right : doupm’snssimie
droxylase in’s P � sooolitnnin oloodo’o’yl smnifate (SI )S) uid

1�;�; 2-msscro’aiut toetlianitol si ai muo-’ol ��-it Is ( ‘ooonssassie

blue ; prooteims -it :‘sniolamds [fno tins t 0 t� t to limit t tolls

phcosphon�’lase (1 (94,(XX) ) , so’rmnnss allot miii ii (68,000),
catalase (60,()(X) ) , tovahlotinisi ii (43,(XX) ) c hvniioit ryp-
Si nogeni (25,7(X)) , ri hoonimno’Io’at-oo’ (I 37K ) � ; o’mizynme
stained wit Ii iieriomdit’ aoiol So’lsitI (PAS) reagent;

disc gel sit mu nec! �i t Is ( ‘o tt onssassio’ lii tie.

o’o’mifnmutioons nmunsgo’ 0.01-i .00 nssg,/ si’s! as tho’ten-

nisinio’tli)\ so’c!imiso’ntmutioon’so’ciuoilil)niusis5

1tLI)lt’�3 shuoo’svsflit’munssinsooacid t’oun’smpousitiol’s

:0 J A� Hevniotlols :‘snsol N. I’�irsbsmser, tnmspmnhhished

oubservati tins.

oil hiunsumun’s doipamsuin’se �3-h’syc!noxylase munich, ion

(‘timusl)iiulistOmi, tilt! c imiip(isitiolis oil thio�! bovis’se

t’tizyniio’ l)ro’vmouusl�’ nepcurted lP,� Crainie et al.

(18), 1ooldo’s et a!. (19), a-mid H#{246}rfn’smughet al.

(20) . ‘Flit! ccinsmpoisition’s cmi time huuss’smun’s c’muzvms’se

ro’pourto’cl here ‘s’sas t-’tisiipufed moss’s mini average

oil tv’s-ti values for mull nesidunes t’X(’t’pt tluneo-

n’sinse, sc’nine, vmulimsc’, tumid isouleucinut’. Vmulues

Ion’ humi!i-cvst moe timid trvptopi’smut’s. no’pourto’d

I_tor i)Oivin’sO.’ c!oupanuitse �3-h’sychrouxylm’sso’ (20),

homtvt’ 1)t’O!ni oos’ssitto’d Inoumsu mill cmult’ulm’stioonss as

flut’:�- ‘svert’ sitit cieft-’rn-sitit’d four flit’ h’sunnmtunu

o’nszvnuuo’. A partial spc’cific voulunss’se oil 0.72

mu’s! g was calt’unlafo’ch fnoui’s’s flit’ anisinso acid

co)nuipo)sifioum’s tub flit’ Isunianu o’nizyn’smo’ t’o’pounto’d

in’s rf,’sl)lO, 3.

I )o opmin s’si nit’ �3-i’sydn uxy lm’ssc’ ‘svas isoulmuted

Ircosu’s mul’suniuuan’s pI’seochunt-un’smcuc’yfoins’smu t unit on by

to’o’I’sn’sit1uo’s sinsilan tou tlioso’ dc’sc’nibo’cl lo on the

bt-uvinso’ o’nmzviu’so’ (21 ) . tJIou cain kt’soo’svlo’chgc’ this

s’t’hiton’t so’pro’so’nsts flit’ first dc’tailed c!esc’nip-

fit-ins cml fist’ l)unificationi mind stnuc’tuntul prop-

o’ntio’s t-ui the liutimas’s t’tiZVliit!. ‘Flit’ fimimul pro-

tO!im’s, which was o’lutc’d mms a sin’sglo’, syimu-

suso’tnit’mul peak moms’s the So’phmm’sdo’x G-200

t’t)lUnsst’s, appearo’d to i’se lionuogenueous ton

disc go’l o�lo!ctnopIioresis amid in the an’salyfical

unltrmut’o’nit nifugt’. Tue o’xplan’smitiut’s icon flit!

susimsoir muccessoirv bansds in tho’ soditmns’s doodecvi

suhfm’sto’ gels is nut-it obvious mit flit’ present

tinisc’, but- f-lie o’xtnemely faint stmuinsinug and

iiroxin’sit�’ to tue sin’sgle misajor basuci sumake it
attractive to hypothesize that these nepre-

5t!lit tlc’gradat-ion products of time nuative

protein’s. This hypothesis is supporto’d by tIme

dafmu frtuni the analytical u!f-racen’stnibuge,

which inudicate that conitan’sin’sationi chic! uncut

exct’ed 5 �

These muimmulvses suggest that flit’ hsususans

o’n’szvir’sc isuav diffo’r froni the 1�utivii’so’ in sev-

oral ways. First, the observed fenucio’n’scy tub

flit’ nimutive protein to aggregate in’s flit’ munua-

lvtical uhfracentnifuge at a mcodest l)n’of cit’s

ct-us’scc’n’stnaficus’s is unique to flit’ luunsumun’s c’nu-

zyiiuo’. In’s tour o’xpeniet’sce, tIme i)ovinio’ en’szynio’

reimumuinus as a :3oo,00o m’siol wt fetnmusmuen irne-

spect ive t-uf ei’szyt’s-ie protein cc)n’sct-’m’st rmif it-u’s.

Iii mudditit-unu, the ulfracentrilugmufioon’s dmita

suggest- that the human t-’nizyms’se ssmmuy o’xist-

as a dinner ‘s’s-lien’s presenut at lti’sv pntofo’ino t-.�iii_

co!nitration (‘svifluin the range oil con’sco’nmtnmi-

tioinus cletc’cfed iii husm’sas’s plmusmiumu). F’unnti’so!n-
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\Phosphory(ase (94.000)

N� Dopamune /3Hydroxy(ase (77,000)

N�4 SerumA(bum,n (08,000)

� Cotoiase (60.000)

Ovo(bumin (43.000)

\�Ym���OrYPSt7fl(25.0) 700)

02 0.4 00 08 .0

MOB)L(TY

Fit;. 2. i)t--/cruui i no: t ion (if uu(olo(- ii (or nc mg/il of (lopa 00 1 iU �i-l� !/(lu�J’!/l(i-SO .+ 1(1)11uit frouum -+odzii oh

sulfa/c- gel-s.

Thsc’ liutoluilit ies tire ))lomt ted ro’lat ive too riluonuclease.

149,000 20,0(X)

74,0(X) 200(X)

(0-

0

� or
-�

C-

I�

I :�

TABLE 2

Siili ui it 5/il/Ct (4 (�c jim (iui(il!/tical Oulti(I(t-ui I iif�iyc

Solvent i\I oh \st Roter SJ)CC(1

6.3 �t guamuidimse lICi

6.3 ri gtntunsiditseHCI , reduced

+ alk\-latecl

rpm

ls’s(uro’, fist’ spt’c’ifit’ m’st’tivitv oil flit’ pinn’ifit’d

hunsiam’s o’n’szyls’st’ (5.4 mnt’sits,/m’ssg of iunoito’it’s) is

loss than’s flit’ 15 umsits’msig cmi pnouto’im’s nc’cc’nstlv

rc!pounto’d ft-ut’ flit’ bcuvin’so’ o’m’szynmso’ (22). Tfl’se

lcu’svo’rspo’cifit- ac’tivity nssmuy he clint’fou flue

pro’senoco’ omi in’sm’sctivt-’ o’n’szynu’so’s, �io’n1’sm’sps as m’s

resunlt tub aggro’gatioin’s. \Vc’ limive n’souted tlumuf

stt-unago’ 0 ii punt’ boovmn’st’ dopanminso’ i3-liy-

drouxvlmiso’ icon so’vo’ral n’soun’stlus mit 20#{176}ro’smnlts

in’s flit’ boors’smmifitun’soil ti ps’oufo’in’s pnccipitmito’ munid

partimul buss oil tictivify.
(1� o����’s’so on’s juno opo’rt it’s oii liutuitum’s do opmunsin’sc�

�3-hvchno uxvlmuso’ mmmd f lit’ 1)0 ovinso’ o’nszyssit’ tui�t-’

flit’ jiro’so’n’st’o’ out a cmmrboui’sydnmutc iusouiefv, f hue

75,000-77,000 ms’stuleculmur ‘svo’igl’st oil flit’ sub-

i�itiit, fl’so’ 149,000 siuoulo’t-’ulmur ‘s’so!igiut oil flit’

dinssc’r, mmn’sdthe asi’sinsou mit-it-I connposifioon’s cbs-
t-’ussc’d hio’loi’sv . ‘Flit’ imuct thmuf flit’ nimutive

Iuunssami o’n’szynsit’ ‘svm’ss o’luto’d mmii a So’ph’sm-uoiex

(-200 coolusmmn’s in’s flit! sanso’ voluniso’ as tIm’

tiative l)ovin’sc’ enszvsmmo’ suggc’sfs flimuf flit’

n’sativo’ huss’sani t’muzvnmt’ milso lit-is a ssioul(’culmun

‘sveiglut- oil mu�)pt(ixmliimitc’lV :300,000. \\- mullmuc’’,

I’um’anstz, tumid l�oovo’mshio’rg (22) ro’o’o’n’st ly r�o-

l)t-unto’d fhum’st o’moniiouiivdrm’sto’ coonistituto’s 4 ‘ i oof
flit’ hovimso’ tloojumunusin’so’�-lsytlnooxylm’sso’ niucolo’-

emit’. _-\niy t’oinstrihuuntioon’s cii this point ioums oil fist’

su’soilo’o’ulo’ too o’nszvnuut-’ loucmihizm’stioons in i’iu’o

amid--our mit-’tivitv nuunst hut’ togm’sndo’ch mis toot yo’f

o’stmubulisl’so’cl.

�Fhso’ mumuuinso0 muo’id co omusjuousitio on’s oof hsunu’smin’s

-�- doupm’snsuin’so’ �-isy(lrouxyIm’sso’ ro’pounto’d ins �Fabu1o’ �3

is vo’r\ sinsuilmun t i 0 f limit rout mt o’d liv H#{246}nfnag!

o’t mit . (20) to on’ fist’ hut ovinso’ o’nszvn’sso’ (‘Fm’shulo’ �3,

bovimso’ ‘(‘‘‘). ]‘hio’ c’unsupoositioons oil fist’ huouvinst!

(‘nszvnu’so’ n’t’ptonft’ch liv loildes ci (LI. (19), huouvinse

‘‘1�3’’ ins “I1�mululo’ :3, tlifbo’ns signiific’munstlv in’s soonuio’

resiciuo’s frouns’s booth’s flu’ huinmusmins tunic! luouvinst’

t’o)tiuhuo usit it mis but is simuii Ian in’s ouvo’n-mul 1 m’snusin’sou

tic’ici ccon’sto’mst . �Fh’se m’smu’sinsoomut’icl t’omniipoositiooni

tul I uoivinio’ cit upminssino’ �-h’sychro oxylm’sse ro’c’o’n’st ly

ro’poonto’d by (�rmuinio’ Cl a-I. ( 18) (lioovin’so’ ‘‘-\,‘‘

i�ahulc’ :3) is stnikimsglv ciiffo’ro’nit iroonus the

ofhuo’n tIm’staiuno’so’nito’ciin’sfsul)l0’3. �fhmo’ high

t’srgii’simso’ too lysinso’ rmifioo, flit’ o’xtro’ns’so’lv lou’sv

vmulinso’ mimic! iso olo’uncin’so’ coonsfo’m’st , moist! no’lmot ivo’lv

high mutt hit on‘sin’so’ co inst o‘nit no pt mt o 01 1uy t Iso usc’

mouthsoons mint’ at o’xtrt’muso’ vm’snim’snio’o’ ‘svith’s I lie

oith’so’r co umuspo osif it mis ro ‘jut ort o’c! ft or t iso’ ho ovin’se

o!n’szvn’so’ tunic! t lie to in’spo usif it ins oof hunniat’s

doupanuuituo’ �-l’svdroux�-lm’sso’ rt’j)t mt o’d hso’n’o’. If-

st’t’IiiS unsliko’lv that to on’sfmunsiinsmuf it ins liv churcu-

msm(ugrmunuinss c’ouuld 1)0’ no’sjuoom’ssiblo’ loon those

diffo’no’nst’o’s in’s munisinsoo mic’id ci om’sipoosif ioun’ss, mis

fl-it’ t’Isrouniioogramuinss himuvo’ mu suuttc’is isigl’so’r
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Lvsinme 51 19 39 45

hlistidimue 25 20 30 23

Arginsine 40 53 So 44

Asiim’srtic aoitl 83 86 82 81

Thmreorsine 58� 60 53 59

Serinte 57e (2 52 76

(,lutamsmio’ acid 113 123 107 105

Proohne 67 Cmii 6.5 56

Giveinse 83 67 84 79

Almonsimse 62 72 75 66

�:ohinse .58� 18 71 61

1ulethsimmmiinse 13 :35 o lii

Isooleticimue :35! 11 42 35

Leticinse 80 111 95 76

Tvroosinse 32 35 26 35

Phiensylalansimso’ :33 46 46 3#{176}.)

-‘ I )eternuimsed as deso’rilied ins t hue text.
6 Calculated frtmnsm (rainse (t cii. (18).

C Calctnhated fromnss Ftiides et al (19)

-I Ca-ic ul mit ed froomsi iI#{246}rtnagi ct a I - (20).
e Corrected for (lest rut-’t ive looses h� tinsue et-ourse

analysis.

f Takens froism 72-hr hydromivsate.

glutmismumito’ c’oum’sto’mst (23) ti’stuii sluoo’svns ins missy

oil flit’ c’tunipcisititon’ss ins ‘Fmublo’ 3.
rfhuc, etszyss’st! utihizc’c! in’s this study �vm’ss

ist-olato’d Intuni a luuns’sam’s funumour, tumid diffc’r-

t’nico’s niumiv exist hc’f’svo’o’n’s this pntufo’im’s and

ei’sZymiit’ iso)lmitt’ti inounis mu sit-insimmil hunsians

midrensal glan’sd our sys’sspatl’st’tic m’sc’rvo’. ‘Flit’

cIt-u,’-,‘c‘ siisuilaritv ins assmin’sou micic! t-’ounutc’nit anal

suhumsif structuno’ cu flit’ houvinso’ amid h’summuan’s

funssor enizysimo’s strounugly suggests a sinsuilar

c’ltuse no’lafiomuship, if taut iden’stify, i)o’fwo’o’ns

the tunmuon t’I’sZ’V55it! timid flit’ o’suzynsc’ pnc’st’mit

in’s normal tissuc’s. 1)espito’ flit! simimilminifio’s,

flit’ funitir timid houviiuo’ o’nuzvmo’s differ its soisno’

l)h�sical pnoipc’rt-ic’s anud humuvo’ diffo’no’tut in’s-
mnussoolcogical spt’t’ificitio’s, mind such diffo’r-

t’n’sco’s ruiav alsoi exist i)o’t’svo’o’ns flit’ o’nzvnmes

isolatc’d inoini’s m’s l)h’s(’ouc’hsrounutuc�ftonssmu anal

frcun’ss n’scinnimii tissue.

Altlituugl’s mucufe alft’nationis ins plasnmsa

do upmunssis’se $-hsvclnoxvlaso’ activity nimmy nsoif

1)0’ sjit’t’ifiti’ four altc’s’o’c! m’sc!ro’nuo’ngic’ iun’setioiis

(24) , 0 �umin’stifmutiouns (if flit-’ o’nszvssuo’ in’s plasma

mismi:�- itu(lO!O’d nc’flo’cf muvmulut’ that- is no’pro’sc’nufmi-

five oil symiupath’so!tic activity oivo’n mu pro-

loomsgo’d tinuso’po’nioci (7). limudioiin’smnssumuomussmuv

t-ui do uptunmiinuc’ �3-hydrouxyImuso’s iromsu I’susi’san’s

iil’so ‘cuo’l’srounsiocvtt-in’smi ( 1 0) minsd lumsmi’smon‘s aunt oupsv
mm(lnena! glamuds (9) mippo’ans too s1uci’s’s’ o’xco’llo’nst

co orro’lmitium’s uvithu m’sssmuys thmut nmeasuro’ o’iuzvis’se

muo’tivitv. Ho’svc’vt-’n, is’sumsuusn’somloogit-’al tussmiys oil

iiimusssuti tlt)i)tiliuini(’ �3-hvdnoxvlmuso’, ‘svhuic’h’s uti-
lizo’ anutiso’rm’s raiso’ch too munitigen’s brooms’s heto’noolou-

gooins si)t’t’it’S (c’u’sv unit! slio’o’p), o’oorro’lmufc’

1)tu0unl�� ‘svifhi o’nuzvmno’ activity in h’sun’smmun’sso’ra

(9). �Flio’ diffo’ro’n’st n’sault’t-’ulmur pntuj)o’n’tio’s tub

flit’ lmun’s’smuni o’n’szvnmc n’smo’nstioon’so’cl aboivo’ ns’sigh’st

mit li’must jumurtially o’xpltuinu flit’ oubso’s’vo’d i)�u�on

inun’s’sunnuoulougicmul cnoss-ro’muctivify ‘sviti’s mumstisc’rmu

tto cloojumunsuinso’ fl-hsvcirooxvlm’sso’s mcmii cothmc’n sj)o’-

01’io’s.

Ac’KNOwLEIuG’sn ENTS

The authors are grateful to l)rs. Saisu Wells

tsnuol ‘oVihlianmi Peete four their help in oobtaimiinug the

tissue tiso�i four this investigation.
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