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I. LES COMPLEXES ENZYME-SUBSTRAT 

La connaissance des ~nergies et entropies de formation des complexes prot~iques 
dissociables permettrait  de pr~ciser la nature des liaisons qui y sont impliqu~es, et de 
comprendre l'effet sp~cifique qui en r~sulte. 

Ainsi l 'action catalytique des enzymes est g~n6ralement expliqu~e par une attrac- 
tion entre l 'enzyme et le substrat. Plusieurs m~canismes de d6tail ont ~t~ proposes 1. 
Par  exemple, l 'attraction de deux substrats juxtapos6s sur l 'enzyme les presse Fun 
contre l 'autre et favorise leur union. Darts une repr6sentation plus ~labor~e de l 'activa- 
tion, STEAR~ ~ consid~re l 'hydrolyse d'une liaison peptide. La formation du groupe 
d'atomes activ~ CONH serait facilit~e par l 'approche d'un dipole de l 'enzyme qui 
attire l 'oxhydrile vers le groupe C-N. L'attraction du substrat par renzyme servirait 

vaincre les forces de r~pulsion qui s'opposent ~ ce rapprochement. 
D'autre part, on peut admettre que l'abaissement de l'~nergie d'activation ne 

d6pend pas directement de la combinaison de l 'enzyme avec le substrat, pris comme un 
tout et dans son ~tat normal. L'~nergie potentielle de l'~tat activ~ serait abaiss~e par 
r~sonance d'un groupe r~actif du substrat dans l'~tat activ~ avec un groupe correspon- 
dant de l'enzyme. Le m~canisme sugg~r~ par DELBR0CK 3 pour expliquer l 'auto- 
reproduction des prot~ines s 'apparente ~ cette mani~re de voir. La connaissance exacte 
des ~nergies de liaison serait utile pour entreprendre une discussion serr~e de ces deux 
conceptions. 

Or, on ne poss~de pas de donn~es certaines sur les ~nergies d'association des enzymes 
avec leur substrats. Celles dont on dispose jusqu'ici ont ~t~ obtenues en appliquant la loi 
de Van 't Hoff ~ la variation de la constante de Michaelis en fonction de la temperature. 
Comme l 'ont mis en 6vidence BRIGGS ET HALDANE 1, cette constante KM n'est pas n6ces- 
sairement 6gale ~ l'inverse de la constante d'affinit6 K de l 'enzyme pour son substrat. 
La variation de K M avec la temp6rature ne peut donc servir sans r6serves ~ calculer la 
chaleur de formation k pression constante ou enthalpie/!  H du compos6. La condition 
est que la vitesse kl de la dissociation du compos6 ES en E et S, soit grande par rapport 

la vitesse k s de d~composition du complexe en produit final de la r~action, ou que la 
d6composition du complexe ait la m6me ~nergie d'activation que sa dissociation. 

La constante d'affinit~ K de l 'enzyme pour son substrat a bien 6t~ d~termin~e directe- 
ment, dans une circonstance, par CHANCE ~. Elle est ioo fois plus grande que I]KM. II 
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s'agit de la peroxydase et du peroxyde d'hydrog~ne dont runion donne un compos6 
caract6ris6 par son spectre d'absorption. Malheureusement la variation de la constante 
avec la temp6rature n'a pas ~t6 d6termin6e, si bien que m~me dans ce cas on n 'a  
pas encore renthalpie. La technique employ6e par CHANCE est d'ailleurs restreinte 
aux associations enzyme-substrat qui ont un spectre d'absorption caract6ristique. 

Une autre technique, applicable sp6cialement aux associations des enzymes avec de 
grosses mol6cules, peut 6tre fond6e sur une autre propri6t6. On sait mesurer, en principe, 
les poids mol6culaires k partir de l'intensit6 de la lumi~re diffus~e et tirer des indications 
sur les dimensions des molecules ~ partir de la distribution angulaire de cette intensit6. 
Cette technique, actuellement mise en oeuvre dans notre laboratoire, pourra ~tre appli- 
qu~e aux complexes form6s entre les enzymes prot6olytiques et leur substrat. 

II. L'UNION DE L'AGGLUTININE AUX HI~MATIES 

I. Equilibre de l' agglutination 

Pour un autre type de complexes prot6iques dissociables, celui form6 par un anti- 
g~ne avec un anticorps, une mesure directe de la chaleur d6gag6e a 6t6 effectu~e par 
BOYD et ses collaborateurs 5. Ces auteurs ont trouv6 que la combinaison de rh~mocyanine 
avec son anticorps chez le cheval, d~gage 40000 calories par mol6cule d'antih6mocyanine. 

On a depuis ARRI~NIUS cherch~ k obtenir la chaleur de r6action k partir  de l'effet 
de la temp6rature sur l'6quilibre qui s'6tablit entre antig~nes et anticorps. La difficult6 
est d'expliciter la relation qui unit les constantes d'6quilibre k la composition du com- 
plexe form6. En particulier, les r6sultats d6pendent de l'id6e que l'on se fait de la struc- 
ture de ce complexe, de la valence des constituants, et des interactions entre les groupes 
r~actifs d'une m6me mol6cule. 

Nous avons pens6 que le proc6d6 statistique le plus simple pouvait ~tre appliqu6 
risoh6magglutination. Celle-ci 6tant une r~action de surface, on devait 6tre k m~me de 

calculer, avec un minimum d'hypoth~ses, la relation existant.entre la grandeur observ6e 
et une constante d'6quilibre. Ce ph6nom~ne pr6sentait en outre ravantage que sa 
r6versibilit6 avait 6t6 tr~s sfirement prouv6e. 

Soit z le taux d'a'iglutination, c'est-k-dire, en appelant N1 le nombre d'h6maties 
libres, le rapport entre le nombre des h6maties agglutin~es (No--N1) et le nombre total 
d'h6maties No. FILITTI-WURMSER ET JACQUOT-ARMAND 6 ont ~tabli que, par num6ration 
clans un h6matim~tre, rerreur  standard sur le taux d'agglutination varie entre o.3% 
pour 7 = 0.99 et 7% pour T = 0.45. La technique est donc utilisable pour une ~tude 
quantitative. Elle a servi k d6montrer la r6versibilit6 de l'agglutination par les faits 
suivants. 

a) Dissociation de l'agglutinat. On obtient le mSme 6tat d'6quilibre quand on agglu- 
tine des h6maties ou quand on dissocie un agglutinat. 

Pour le prouver on m61ange dans une premiere op6ration un s6rum avec un nombre 
donn~ d'h6maties et une solution tampon de mani~re ~ avoir un volulre V. On obtient 
un certain taux d'agglutination. Dans une deuxi~me op6ration on m6lange le m~me 
s~rum avec le mSme nombre d'h6maties et une quantit~ de solution tampou telle que 
le volume ves t  plus petit que V. I1 se forme un agglutinat plus abondant. Lorsque celui-ci 
a atteint son 6quilibre, on dilue jusqu'au volume V. Le nouveau taux &agglutination 
qui s'6tablit est 6gal k celui obtenu dans la premiere op6ration. 
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b) D~ptacement de l'~quilibre par la temperature. Lorsque, ~ un s6rum donn6, on ajoute 
des quantit~s croissantes d'h6maties, on obtient, suivant la temp6rature ~t laquelle on 
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Fig. I. log (h~maties agglutin6es) en fonction de log 
(h6maties totales) • ~. 15 ° C, x ~. 25 ° C, o ~. 37 ° C 

ment  k 37 °, soit apr~s une raise en 6quilibre 
l 'agglutinat ~t 37 °. 

op~re, les r6sultats repr6sent6s par la 
Fig. i. Sur ce diagramme on a port6 en 
abscisses log N Oet  en ordonn6es log 
(No--N1). On voit que le nombre maxi- 
mum d'h6maties agglutin~es augmente 
quand la temp6rature s'abaisse. 

En outre, le taux d'agglutination 
est d 'abord voisin de l'unit6 (portion 
lin~aire des courbes) & toutes les tem- 
peratures, mais au-del~t d'une certaine 
valeur de N o, le taux d'agglutination est 
net tement  plus 61ev~ quand la temp6ra- 
ture est plus basse. On peut mettre  en 
6vidence le d6placement r6versible de 
l'6quilibre par le fait qu 'un m6me taux 
d'agglutination est atteint soit direete- 
5 ° suivie d'une dissociation partielle de 

I1 fallait, pour l 'application de la statistique que nous voulions faire, s'assurer que 
l'effet de la temp6rature n 'est  pas dfi ~ l 'existence de groupes actifs diff~rents. Plusieurs 
preuves en ont 6t6 donn6es: en particulier, de l 'agglutinine extraite par  61ution d 'un 
agglutinat form6 ~ 37 ° pr6sente le mSme effet de temp6rature que le s6rum lui-mSme. 

2. D~termination de l'~nergie de formation du complexe agglutinine - -  groupe agglutinog~ne 

Nous avons donc admis ~ que l 'aggtutination r6sulte de la fixation de mol6cules 
d'agglutinine A sur des groupes G tous pareils situ6s h la surface des h6maties, et assez 
61oign6s les uns des autres pour ~tre sans interactions. Les h6maties qui s 'agglutinent 
sont celles qui ont fix6 en moyenne un nombre minimum l de mol6cules d'agglutinine. 
I1 suffit alors pour obtenir le taux d'agglutination en fonction de la concentration d'ag- 
glutinine (A) d'appliquer un raisonnement classiqne. 

S'il existe ~t la surface de chaque h6matie m groupes capables de r6agir r6versible- 
ment  avec l'agglutinine, il y aura une distribution des h6maties HA portant  un nombre 
n de mol6cules d'agglutinine, n variant  de o (h6maties hues) h m (h6maties satur6es). 

Soit K la constante "intrins~que" correspondant h l'~quilibre: 

G + A ~ G A  

entre ragglutinine et les groupes agglutinog~nes suppos6s r6agir comme s'ils 6taient des 
mol6cules s6par6es; K(A)/I  + K(A) est la probabilit6 pour qu 'un groupe individuel fixe 
une mol6cule d'agglutinine. En portant  cette valeur dans la relation de Bernoulli, on 
trouve que le taux  d'agglutination est: 

n=m m/ 
= [I + K(A)]-m n=t ~ n / ( m - -  n).t [K(A)]" 

La variation du taux d'agglutination en fonction de la concentration d'agglutinine 
une temp6rature 40nn6e, peut ~tre obtenue exp6rimentalement. On sait t i trer l 'agglu- 
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tinkle en valeurs relatives a (A) d'apr~s le nombre maximum d'h6maties agglutin6es 
4 ° C. On obtient la courbe z = f[a(A)]  de la mani~re suivante: les valeurs de z sont 
d6termin6es directement dans une premiere agglu- 
tination en comptant  les h6maties rest~es fibres 
dans les m61anges constitu6s par  une quantit6 fixe 
de s6rum et des quantit6s croissantes d'h6maties 
dans un volume constant. Les valeurs correspon- 
dantes de a (A) proviennent des titrages effectu6s 
par  une s6rie d'agglutinations pratiqu6es cette lois 
sur le liquide obtenu en eentrifugeant chacun des 
m61anges ayant  servi h la mesure de ~, apr~s que 
l'6quilibre d'agglutination a ~t6 atteint.  

Les courbes de la Fig. 2 repr6sentent les r6sul- 
ta ts  obtenus pour des agglutinations d 'un m6me 
s6rum du groupe A, ~ 25 ° C et ~ 37 ° C. 

On d6termine k par t i r  de ces courbes le rapport  
des valeurs de K k 25°C et ~ 37 ° C, en faisant 

J // 
o 

, /  

Fig. 2l T a u x  d ' agg lu t i na t i on  en fonc-  
t ion de la concen t r a t ion  d ' a g g l u t i n i n e  
non  fix6e (en v a l e u r s  re la t ives)  

x ~ 2 5 ° C ,  o ~ 3 7 ° C  

comme seule hypoth~se que le nombre l ne varie pas ou varie tr~s peu avec la 
temp6rature. Ce rapport  K2dKs~ est 6gal au rapport  (A)8~/(A)26 des concentrations 
relatives d'agglutinines pour un m6me taux d'agglutination. La valeur trouv6e est 
3.5 4- 0.2, ce qui correspond k une enthalpie A H de - -1900o calories. 

Une d6termination de £ H qui n' implique pas d 'hypoth~se sur le m6canisme 
de l 'agglutination proprement  dite, consiste k porter en abseisses des grandeurs 
proportionnelles k I /K(A ) et en ordonn6es des grandeurs proportionneUes ~ I]Af, en 
appelant Af l'agglutinine fix6e divis6e par la totalit~ des h6maties. Cette quantit6 est 

f / / 

Fig. 3. Inve r se  de la quan t i t 6  d 'agglu-  
t in ine  fix6e (en va leur s  relatives) en  
fonct ion  de l ' inverse  de  la concen t ra -  
t ion  d ' agg lu t in ine  non  fix6e (en va leur s  
relatives).  Sd rum No. 2519, x tt 25 ° C, 
• tt 37 ° C; Sdrum No. to28,  o ~t 37 ° C 

dard a = O.Ol 7. Le rapport  I~5/Ksv 
La  concordance avec le r6sultat 

mesur6e par diff6rence entre l'agglutinine initiale 
et l'agglutinine restante. On dolt obtenir une 
droite, si les groupes sont sans interaction: 

I I I 
- -  = - -  + - -  ( 1 }  

A t m InK(A) 

Le rapport  des pentes k 2 temp6ratures 37 ° C 
et 25 ° C est 6gal an rapport :  K2dKs~. 

La Fig. 3 montre les points exp6rimentanx et 
les droites ealeul6es a d'apr~s la m~thode des moin- 
dres earr~s, pour un m6me s6rum (2519) ~ deux 
temperatures 37 ° C et 25 ° C, et pour un autre 
s~rum (lO28) ~ 37 ° C. II  s 'agit de 2 s6rums de 
titre ~lev6 (Nm~¢ est 6gal ~ z254ooo par /A pour 
le s~rum 2519 et k I925ooo pour le s6rum lO28). 

Les pentes correspondantes pour le s6rum 
25x 9 sont: k 37 ° C, 1.851 avee une erreur standard 
a -~ o.147 et k 25 ° C, o.573 avee une erreur stan- 
est done 3.23 et l 'enthalpie 4 H - -18ooo  calories. 
pr6e~dent - -19ooo  calories est satisfaisante. 
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III. DISCUSSION 

En ce qui concerne la nature des liaisons, on notera que 2o ooo calories correspondent 
5. la formation d'environ 4 liaisons hydrog~ne ou 5. une vingtaine d 'at tract ions de Van 
der Waals (PAoLINGg). Ces valeurs sont raisonnables si l 'on admet,  par  exemple, qu 'un 
groupe agglutinog6ne renferme un polysaccharide. 

On peut avoir une id6e de la grandeur de la constante d'6quilibre K. Cette constante 
"intrins~que" caract6rise l'~quilibre entre l 'agglutinine et les groupes agglutinog~nes 
suppos6s ind6pendants. Elle est ~gale 5. une constante d'~quilibre classique entre l 'agglu- 

tinine et les h6maties portant  un nombre m + i de groupes combin6s, c'est-5.-dire 
2 

les h~maties demi-satur6es, parce que pour ces h6maties l'effet statistique sur l'6nergie 
libre est 61imin6. 

Nous avons utilis6 les donn6es de KABAT 1° sur la concentration de l'isoagglutinine 
dans les s6rums pour calculer la valeur de m /t part ir  du rapport  (A)o/(A) des concen- 
trations d'agglutinine avant  et apr~s agglutination en pr6senee d'un petit  nombre 
d'h~maties (environ 4" lO3 par  /~1). On trouve ainsi que m est de l 'ordre de IO e, qui 
correspond d'ailleurs sensiblement au maximum de place disponible pour l 'agglutinine 
5. la surface d'une Mmatie.  Cette valeur de re port~e dans la relation (I) donne alors 
pour K la valeur 2. IO s 5. 4 ° C, soit I .  lO T 5. 37 ° C. 

A cette derni~re temp6rature la variation d'6nergie libre par mol6cule-gramme 
d'agglutinine est A F --- - - I O  ooo calories et la variation d'entropie A S = - -30 ,  environ 
8 unit~s par  liaison. Toutes ces valeurs apparaissent vraisemblables. 

L'6nergie libre ainsi t rouvfe est 5. comparer avec la valeur calcul~e selon les proc6d6s 
ordinaires de la th4orie statistique, par  MORALES, BOTTS ET HILL n pour l'6nergie libre 
de combinaison d'une molfcule d'antih6mocyanine avec une mol4cule d'h6mocyanine. 
Ces auteurs par tent  de la donn6e calorim6trique de BOYD et collaborateurs, ns  tiennent 
seulement compte, pour obtenir la fonction de partition, des effets de translation et de 
rotation et supposent que les deux mol6cules ont m6me masse et m6me rayon, et que 
le moment  d'inertie du complexe est celui d'une sphere 6quivalente. Leur rfsultat  
-ILOOO calories par  groupe fix6 est tout 5~ fait voisin de celui que nous obtenons pour la 
combinaison de l 'agglutinine avec un groupe agglutinog6ne d'une h6matie. Mais dans 
le cas de l 'h6mocyanine, l'6nergie totale 6tant de 400o0 calories, 8 liaisons de 5000 
calories, au lieu de 4, sont impliqu6es dans la formation du complexe; l'6nergie libre 
par  liaison est done moiti6 de celle trouvfie pour l'agglutinine. 

La coh6rence des r6sultats obtenus dans le cas de l 'isoh6magglutination prfsente 
un autre int6rSt que celui de donner une base aux hypoth6ses possibles sur la nature des 
liaisons en jeu. I1 sera utile d'introduire la mesure de ces grandeurs 6nerg6tiques dans 
la comparaison de s6rums d'origines diverses. Apr6s un examen plus approfondi des 
facteurs accessoires (force ionique, pr~sence d'inhibiteurs), susceptibles de les faire varlet  
pour une m6me agglutinine, il n 'est  pas exclu qu'il se d6gage, d 'une telle comparaison, 
des caract6res de groupes int6ressants, m6me 5. un point de vue strictement biologique. 

R/~SUMI~ 

On ne eonna~% pas de donn6es rigoureuses sur l'6nergie de liaison des enzymes ~ lent substrats. 
E n  ce qui  concerne  l ' un ion  des an t ig~nes  a u x  ant ieorps ,  il n ' ex i s t a i t  q u ' u n e  d6 t e rmina t ion  calor im6- 
t r ique  de l ' un ion  de l ' h6mocyan i ne  5. l ' an t ih4mocyan ine .  L ' 4 t u d e  de l'isoh4magglutination a pe rmis  
de calculer  l '4nergie de la l iaison agg lu t in ine-groupe  agg lu t inog~ne  et  d '4va lue r  la c o n s t a n t e  d ' 4qu i -  
l ibre cor respondante ,  soit  i .  io ~ 5. 37 ° C. 
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SUMMARY 

No exact  da ta  are known about  the energy of the  bonds between enzymes and their  substrates. 
As to the  a t t achment  of antigens to antibodies only a calorimetric determination of the  bond 

haemocyanin-ant ihaemocyanin was known. The s tudy of isohaemagglutination has permit ted the  
calculation of the  bond-energy of the complex agglutinin-agglutinogenic group and the  estimation 
of the  corresponding equilibrium constant,  being i .  lO 7 a t  37 ° C. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Man kennt  keine genauen Angaben fiber die Bindungsenergie der Enzyme an  ihre Substrate.  
Was den Komplex Anfigen-Antik6rper anbelaugt, so ist nur  eiue kalorim~trische B~st immung 

der Bindung yon Haemocyanin an Antihaemocyanin bekannt.  
Die Untersuchung der Isohaemagglutination erlaubt die Energie der Verbindung Agglutinin- 

agglutinogene Gruppe zu berechnen und die entsprechende Gleichgewichtskonstante, x . i o  7 b e i  
37 ° C, anzugeben. 
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