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ROLE DU CALCIUM DANS LE 

SYSTI~ME TRYPSINE-S]~RUMALBUMINE 

par  

L U I G I  G O R I N I  

Laboratoire de Chimie biologique de la FaculM des Sciences, 
Paris (France) 

11 a @t6 montr6 pr6c6demment 1 que le calcium joue un r61e fondamental dans la 
structure et par cons6quent dans la stabilit@ et l'activit@ d'une s6rie de prot6inases 
bact6riennes. I1 @tait utile de rechercher si un tel r61e du calcium se retrouve dans le 
cas de la trypsine; l'6tude de cet enzyme, dont le pa optimum est voisin de celui des 
prot@inases bact6riennes dont il a @t6 question, pr@sente, en plus de son int6r~t propre, 
l'avantage de mettre en oeuvre un enzyme cristallis6. D'autre part, on pouvait se 
demander si le calcium ne joue pas @galement un r61e dans la constitution d'autres 
prot@ines, notamment de prot@ines susceptibles de servir de substrat ~ la trypsine. Nous 
avons consid@r@ ~ ce point de vile la s@rumalbumine cristallis6e; cette prot6ine est ici 
particuli~rement int@ressante, puisqu'elle est susceptible d'etre @tudi@e soit sous forme 
native, soit ~ l'6tat compl~tement d6aatur6, soit sous des 6tats interm~diaires entre la 
forme native et l'@tat totalement d6natur@. A titre de comparaison, nous avons @tudi6 
@galement le r61e du calcium dans l'action de la trypsine sur la g61atine, cette derni~re 
repr@sentant le type classique d'une prot@ine compl@tement d@natur@e. 

PARTIE EXP~RIMENTALE 

Techniques 
. . . .  ~r j 

La  t r yps ine  uti l is6e es t  de la  t r y p s m e  c r l s t a lhsee  d apr@s NORTHROP ; ce t te  pr@paration con t i en t  
env i ron  5O~/o de  son  poids  de SO4Mg; on en fa i t  une  so lu t ion  A o.4~/o dans  de l ' eau  tridistill@e. Cet te  
so lu t ion  es t  ensu i t e  dialys6e g o ° cont re  de l ' e au  tr idis t i l l~e p e n d a n t  48 heures .  El le  cons t i tue  une  
solution-re@re d o n t  le PH est  vois in  de  5.5 et  q u ' o n  p e u t  conserver  que lques  s ema ines  ~ o ° s ans  pe r te  
sens ib le  d'activit@. Pou r  ces essais ,  ce t te  so lu t ion  es t  ex temporan@ment  dilu@e, c o m m e  il es t  indiqu@ 
p lus  bas,  pa r  une  so lu t ion  t a m p o n  de  bora te  selon CLARK ET LUBBS A PH 7.9, l ' en semble  @rant t ou jou r s  
m a i n t e n u  ~ o% 

Les  s u b s t r a t s  son t  so i t  la  g61atine, soi t  la  s@rumalbumine.  La  so lu t ion  de g61atine, h PH 7.9, 
darts u n e  so lu t ion  t a m p o n  de bora te ,  es t  pr6par@e c o m m e  il a 6t6 d i t  pr@c@demment 2. La  s@rum- 
a l b u m i n e  ut i l is~e ~ es t  la  f rac t ion  V cristallis@e d'apr@s COHN ET EDSALL a, pa r t i r  du  p l a s m a  de 
boeuf. On  en  d i s squ t  2. 4 g d a n s  u n e  q u a n t i t 6  de so lu t ion  t a m p o n  de bora te  g PH 7.9 te l le  que,  apr@s 
y avo i r  ajout@ o.55 ml  de so lu t ion  de N a O H  N/ Io ,  le v o l u m e  to t a l  soi t  de  ioo  ml.  L a  so lu t ion  finale 
es t  h PH 7.9. Cet te  so lu t ion  es t  u t i l i s6e  sot t  te l le  quelle,  e t  la  prot@ine s ' y  t r ouve  alors p resque  enti@re- 
m e n t  sous  fo rme  n a t i v e ;  soi t  apr~s chauffage  A 118 ° p e n d a n t  3 ° m inu t e s ,  e t  la  prot@ine es t  alors 
c o m p l ~ t e m e n t  d6natur6e,  m a i s  elle res te  en  so lu t ion ;  soi t  apr~s chauffage  ~ des t e m p 6 r a t u r e s  in te r -  

* W o r t h i n g t o n  Biochemica l  Labora tor ies ,  Freehold,  New-Jersey .  
~* A r m o u r  Labora tor ies ,  Chicago.  
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m6diaires pendant  des temps divers, ce qui provoque une ddnaturation seulement partielle de la 
prot6ine. 

R~acti/s 
Toutes les solutions et les dilutions au cours des essais sont faites avec la solution tampon 

borate & PH 7.9 d'apr~s CLARK EX LUBBS. Les r~aetifs employ~s sont dissous dans le m~me tampon 
et les solutions sont 6ventuellement ramen6es ~ PH 7.9 Par de la soude. Dans tons les cas, l 'eau 
utilis6e est de l'eau tridistill6e dans un appareil enti~rement en verre Pyrex. Les molarit~s indjqu6es 
sont celles des solutions finales. 

Prot~olyse 
a. G~latine. D'une fagon g6n&ale, les tubes o~ se fait  la prot6olyse contiennent finalement 5 ml 

de solution de g61atine, t ml d 'une solution de trypsine pr6par6e en diluant 2oo lois la solution-m~re, 
et  I ml soit de tampon, soit de l 'une des solutions des r~actifs dans le tampon, la 1agon dont on fair 
le m61ange &ant  pr~cis~e plus bas; la concentration de la g61atine est ainsi de 5 % ;  la prot6olyse 
est effectu6e ~ PH 7.9 et ~ la temp&ature de 3 6°. On suit la chute de la viscosit6 apr6s TO minutes; 
on exprime cette chute par la quantit6 Fx0 dont la d6finition a 6t~ donn6e pr6c6demment ~. Rappelons 
que la valeur de Fz0, d 'autant  plus grande que l 'activit6 protc~olytique est plus forte, n 'est  toutefois 
pas proportionnelle ~ cette activit& La courbe de la Fig. ~ donnant  les valeurs de Fz0 en fonction 
des quantit6s de trypsine employ6es, permet cependant d 'exprimer quanti tat ivement les r6sultats 
avec une approximation suffisante. 

b. S~ruraalbumine. D'une fagon g~n~rale, les tubes oi~ se fair la prot6olyse contiennent finalement 
5 ml de solution de s6rumalbumine, et ~ ml d 'une solution de trypsine pr6par6e en diluant zo lois 
la solution-m~re, soit avec la solution tampon soit avec l 'une des solutions des r6actifs dans le tampon, 
la fa~on dont on fair le m61ange 6tant pr6- 
cis6e plus bas. La concentration de la s6rum- 
albumine est ainsi de 2%;  la prot6olyse est 
effectu6e A PH 7.9, g la temp6rature de 26 °, 
et pendant  io minutes. On interrompt l'ac- 
tion enzymatique par addition de io ml 
d'acide trichlorac&ique A 5%. Apr~s cen- 

300 
r,o 
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fO(; 

% 25 50 Tryps/ne Hg 
Fig. I. Degr6 de prot6olyse de ]a g61a- 
tine en fonction de quantit~s variables 
de trypsine. Viscosim&rie. Dur6e de la 
prot6olyse: io  minutes; teml~rature:  

36°; PH 7-9 (tampon borate) 
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Fig. 2. Degr6 de prot6olyse de la s6rumalbumine en 
fonction de quantit6s variables de trypsine. Mesures 
photom&riques. Dur6e de la prot6olyse: zo minutes; 

teml~rature:  26°; PH 7.9 (tampon borate) 
I. S&~umalbumine compl~tement d6natur6e, prot6olyse 

en pr6sence de Ca M.  i o  - 2  

I'.  S~rumalbumine compl&ement d6natur~e, prot6olyse 
en l 'absence de calcium 

II. S~rumalbumine native, prot6olyse en l 'absence de 
calcium 

II ' .  S~rumalbumine native, prot6olyse en presence de 
Ca M.  IO -2 
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trifugation*, on mesure le coefficient d'extinction ~ 280 m/, de la solution limpide, A l'aide d'un 
spectrophotom~tre de Beckmann, en utilisant une cuve de IO mm. Les valeurs obtenues sont propor- 
tionnelles aux quantit~s de tryptophane et de tyrosine contenues dans la partie de prot6ine hydrolysSe 
rest6e dissoute dans l'acide trichlorac&ique ; avec la s6rumalbumine compl~tement d6natur6e, et dans 
les conditions r&alis~es ici, les coefficients d'extinction sont d'autre part proportionnels aux quantit~s 
de trypsine employ6es (Fig. 2). 

R~SULTATS 

I. Action do la trypsin, sur la #latine 

A. Influence de qudques r~acti]s du calcium 

Les r6actifs du calcium utilis6s ici sont les suivants: citrate, oxalate, nitrilotriac6tate 
(Complexone I = c I) ,  ~thyl~nediaminot6trac&ate (Complexone I I  = c I I ) ,  hexam&a- 
phosphate de sodium (HMP), tous k la concentration initiale de 2 M" lO -3. 

Dans une premiere s6rie d'essais, la solution de trypsine et la solution d'un des 
r6actifs sont m61ang6es, puts l'ensemble est ajout6, apr~s quelques minutes, ~t la solution 
de g61atine. Dans ces conditions, on n'observe gu~re d'influence des divers r6actifs sur 
la prot6olyse. Dans une autre s6rie d'essais, la solution de trypsine et la solution des 
r6actifs sont m61ang6es; le m61ange est maintenu 3 heures k diff6rentes temp6ratures, 
la trypsine se trouvant ainsi en pr6sence de chacun des r6actifs ~ la concentration de 
M. lO -3. Apr~s 3 heures, le m61ange est ajout6 ~ la solution de g61atine. D'autre part, 
des essais t6moins sont faits ell remplaqant la solution tampon contenant les r6actifs 
par la solution tampon seule, ces essais &ant soumis aux m~mes conditions que les 
pr&6dents. L'influence des divers r6actifs sur l'activit6 de la trypsine, dans ces con- 
ditions, est indiqu& darts le Tableau I. 

T A B L E A U  I 

PROTI~OLYSE DE LA GI~LATINE, EXPRIM]~E PAR FlO 

I n a c t i v a t i o n  de la  t r yps i ne  en pr6sence de d ivers  r~actifs  du  ca l c ium (M.  IO -s) p e n d a n t  3 heures  
e t  g diff~rentes t emp6ra tu re s .  

Temp6rature 

o o 
18 ° 
26 ° 
36 ° 

T6moin 

84 
78 
48 

8 

Cit ra te  

71 
47 

Oxa l a t e  

71 
44 

CI 

63 
3 ° 

C II 

77 
44 
x6 

o 

HMP 

8o 
45 
26 

Les chiffres du Tableau I montrent que: 1. d~j~ en l'absence de tout r~actif du 
calcium, la trypsine, k pii 7.9, subit une inactivation lorsqu'eUe a ~t~ maintenue 3 heures 

des temperatures sup&ieures k o°; cette inactivation, qui t~moigne de la d~naturation 
de la prot~ine, faible encore ~ 18 °, devient presque totale ~ 36 °. 2. d'une fa~on g~n&ale, 
aucun des r~actifs en question ici n 'a d'influence sensible k o°; mais aux temp&atures 
sup&ieures, ils exercent une action dont l'intensit6 varie d 'un r~actif ~ l'autre. Cette 

* I1 n ' e s t  pa s  poss ible  ici de  filtrer su r  papier ,  car  les d ivers  pap ie r s  filtres essay6s  a b a n d o n n e n t  
p lus  ou moins  darts le l iqu ide  des  s u b s t a n c e s  p o s ~ d a n t  une  for te  a b s m p t i o n  ~ la  lougueur  d ' onde  
utilis6e. 
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action permet de les classer selon un ordre qui est le m~me que celui que l'on obtient 
en les rangeant d'apr~s leur aptitude ~ former des complexes avec le calcium, ~ l'ex- 
ception de l 'hexam6taphosphate*. Des r6sultats comparables ont 6t6 observ6s au cours 
d'exp6riences analogues concernant certaines prot6inases bact6riennes 1. 

B. Influence du calcium d diverses concentrations 

L'~tude de l'influence du calcium ~t diverses concentrations sur la d6naturation de 
la trypsine par la chaleur, est faite en ajoutant ~ la solution de trypsine le m~me volume 
soit de la solution tampon contenant du CaC12 ~ des concentrations variables, soit la 
solution tampon seule; le tout  est ensuite maintenu h la temp&ature de 4 °0 pendant 
des temps diff6rents. Les r6sultats obtenus (Tableau II) montrent que la pr6sence de 
calcium ~t des concentrations sup6rieures ~ lO -4 M protege partiellement la trypsine 
contre l 'inactivation due ~t la chaleur. Cette protection est d 'autant plus forte que la 
concentration en calcium est plus grande; toutefois, elle n'est jamais complete, mSme 
k la plus forte concentration en calcium employ6e, quoique cette concentration soit 
consid6rable si on la compare k celle de la trypsine. Le calcium ralentit donc l'inacti- 
ra t ion sans pourtant l'arrSter. 

T A B L E A U  I I  

PROT~OLYSE DE LA G]~LATIN]~, ]gXPRIM~E PAR FIO 

Protection, par  le calcium, de la  t ryps ine  contre son inact iva t ion  par  la chaleur  (4 o°) pendan t  
des t emps  var iables  

Temps  
(heures) 

Concentra t ion du calcium 

o M- lO -5 M .  lO -4 M-  lO -2 

o 87 85 lO 4 114 
3 5 5 I4 95 
6 o o 4 74 

24 o o o 4.5 

C. Effet de la presence simultan~e de Comptexone I I  et de calcium 

La Complexone II  se montre ici celui des r&ctifs du calcium dont t'effet acc616rateur 
st~r la d6naturation de la trypsine est le plus marqu& I1 6tait int6ressant de rechercher 
si le calcium est capable d 'at t6nuer ou m~me de supprimer compl~tement cet effet de 
la Complexone II. Les exp&iences sont faites de la fagon suivante: k la solution de 
trypsine on ajoute le m~me volume soit de la solution de Complexone 2 M.  lO -8, soit 
de cette m~me solution de Complexone II, mais contenant en outre CaCI~ M-IO -z, soit 
la solution tampon seule; le tout  est maintenu soit ~ o °, soit ~ 37 °, les mesures &ant 
faites apr~s 30 minutes et apr~s I heure. D'autre part, on fait un essai en maintenant 
la solution de trypsine seule ~ 37 ° pendant 30 minutes, apr~s quoi on lui ajoute le m~me 
volume de la solution de CaC11 2 M.  lO -3 et on la maintient encore 30 minutes ~ la 
m~me temp6rature. Les r6sultats obtenus sont donn6s dans le Tableau III.  

Les chiffres du Tableau n I  montrent que le calcium, non seulement annule l'action 
de la Complexone II, mais en plus, 6tant ~ une concentration cinq fois sup6rieure ~ celle 

* L 'hexam~taphospha te  se compor te  souvent  d 'une  fagon aber rante ;  il est possible que ce fair 
soit dfl A une d6composit ion hydro ly t ique  du produi t  au cours des essais. 
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de cette derni6re, il exerce une action propre en ralentissant l ' inactivation de l 'enzyme 
par rapport k celle que ron  observe lorsque la trypsine est dans la solution tampon 
seule. D'autre part, le calcium M.  lO -3, ajoutd au cours de rexposition ~ la chaleur de 
la solution de trypsine dans le tampon seul, arr~te ~t peu pros compl~tement l 'inactivation 
de l 'enzyme; cette inactivation reste alors ce qu'eUe dtait au moment de raddition du 
calcium. 

TABLEAU II I  
PROT~OLYSE DE LA G~LATINE EXPRIM]~E PAR FIe 

Inactivation de la trypsine en prdsence de Complexone II  (M. io -3) et de CaC1 s (5 M.  IO -3) 

Temps 
(minutes) 

3o 
6o 

Tampon 

86 

0 ° 

C II 

77 

c I I+  Ca 

81 

Tampon 

5I 
36 

37 ° 

Tampon + Ca 
introduit 

apr~s 30 rain 

5I 

C II C I I + C a  

43 
15 7 ° 

D. Influence de quelques autres m~taux bivalents 

I1 dtait utile de rechercher jusqu'k q.uel point l'action du calcium ainsi mise en 
dvidence dtait spdcifique de ce mdtal. Aussi avons-nous dtudid l'action dventuelle des 
mdtaux bivalents suivants: Sr, Ba, Co, Mg, Zn, Mn, les trois premiers dtant utilisds sous 
la forme de chlorure, les trois antres sous la forme de sulfate. Les expdriences sont faites 
de la fa~on suivante: k un volume de la solution de trypsine, on ajoute un volume de 
la solution des mdtaux en question ~t la concentration de 2 M.  IO -s. Le tout est maintenu 
3 heures ~ 3 6°. On en prdl~ve ensuite, comme d'habitude, 2 ml que l'on ajoute k 5 ml 
de la solution de gdlatine et l 'on d6termine F10. Les rdsultats obtenus (Tableau IV) 
montrent que seul Mn manifeste une action comparable k ceUe du calcium. 

TABLEAU IV 
PROTI~OLYSR DE LA G~LATINE EXPRIM]~E PAR F10 

Influence de quelques mdtaux sur l'inactivation de la trypsine par la chaleur (3 heures ~ 36°). 

Mdtal Flo 

o (t~moin) I 3 
Ca 37 
Sr 13 
Ba 19 

Mdtal 

Mg 
Zn 
Co 
Mn 

F1o 

I2 
O 
16 
34 

H. Action de la trypsine sur la s~rurnalbumine compl~tement d~natur~e 

La protdolyse de la sdrumalbumine prdsente snr celle de la gdlatine, l 'avantage 
d'une part de pouvoir ~tre dtudide d'une fa~on rigoureusement quantitative (Fig. 2) et 
d 'autre part  de pouvoir s'exercer sur une protdine dont on peut obtenir des dtats inter- 
mddiaires entre la forme native et l 'dtat compl~tement ddnaturd. Nous dtudions tout 
d'abord le comportement de la trypsine vis ~ vis de la sdrumalbumine compl~tement 
ddnaturde. Les expdriences concernent en premier lieu la protection de l'enzyme, par 
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le calcium, contre la d6naturation irr6versible par la chaleur; en second lieu le rSle jou6 
par  le calcium dans la r~versibilit~ de 
la phase r~versible de la d~naturation. 

A. Inactivation irreversible 

Les solutions de trypsine sont ob- 
tenues en diluant IO lois la solution- 
m~re, soit avec la solution tampon 
seule, soit avec la solution tampon ad- 
ditionn6e de quantit6s de CaCI~ telles 
que les solutions de trypsine r6sultant 
contiennent CaCI, ~ des concentrations 
variant  de M.  lO -2 k M.  lO -5, soit avec 
la solution tampon additionn6e d'une 
quantit6 de Complexone I I  telle que la 
solution de trypsine r6sultant contienne 
cette complexone ~ la concentration de 
M.  lO-3; ces solutions de trypsine sont 
maintenues ~ diverses temp6ratures. De 
la solution de trypsine dans la solution 
tampon seule et  maintenue ~ 36°, on 
pr61~ve de temps en temps I ml et on 
y introduit o.oi ml (soit un volume 
n6gligeable) d 'une solution de CaCL, M;  
les ~chantillons ainsi trait6s, contenant 
dor6navant CaCl, M . I o  -3, continuent 

~tre maintenus ~ 36°. D 'aut re  part,  
on pr6lSve ~ des temps d6termin6s des 
~chantillons des divers essais dont on 
mesure l 'activit6 prot6olytique apr~s les 
op6rations suivantes: on ajoute 6ven- 
tuellement ~ ces 6chantillons, d~s leur 
sortie du thermostat ,  le i / i oo  de leur 
volume d 'une solution de CaC12 k une 
concentration teUe que la concentration 
finale du calcium soit de M.  lO -2 puis 
on les plonge rapidement dans un autre 
thermostat  ~ 26 ° oh on les abandonne 
IO minutes. Au bout  de ce temps, on 
introduit darts chacun des 6chantillons 
la solution de sdrumalbumine d6natur6e, 
contenant, elle aussi, du calcium M.  lO -2 
et on laisse la prot6olyse se faire dans 
les conditions habituelles. D'apr~s les 
r6sultats obtenus (Fig. 3, 4, 5, 6) on 
voit que, comme les essais avec la g6- 
latine l 'avaient d6j~ montr6, l ' inactiva- 
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Fig. 3. Inact ivat ion de la trTpsine en fonction 
du temps, ~ PH ?.9, en pr6sence de calcium 

diverses concentrations ou de Complexone 
II, ~ o °. Courbes I ~ III  en pr&ence de cal- 
cium: I, Ca M.Io-2; II, Ca M.Io-S; III, Ca 
M. IO -5. Courbe IV en absence de calcium. 
CourbeV en pr6sence de Complexone M. zo -~ 
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Fig. 4. Inact ivat ion de la trypsine en fonction du 
temps, ~ PH 7-9, en p r~ence  de calcium ~t diverses 
concentrations ou de Complexone II,  tL 26 °. M6mes 

explications que dans la Fig. 3 
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Fig.  5. I n a c t i v a t i o n  de  la t r yps i ne  en  fonc t ion  du t e m p s  
~t PH 7.9, en pr6sence de  c a l c i u m  ~t d iverses  concen-  
t r a t i o n s  ou de  Complexone  II, ~ 36°. M6mes  expli-  
ca t ions  que  d a n s  la  Fig.  3. Les  courbes  en  point i l ld  
r ep rdsen ten t  le cours  de  l ' i n a c t i v a t i o n  apr~s add i t i on  

de  Ca M .  IO - s  a u x  t e m p s  ind iquds  pa r  les flAches 

% activtf$ 
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tO0 

50 
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Fig.  6. I n a c t i v a t i o n  de la  t r yps i ne  en  fonc t ion  
du  t emps ,  A PH 7.9, en  pr6sence de  c a l c i u m  
diverses  concen t r a t i ons  ou de  Complexone  II ,  

47 °. M~mes  exp l i ca t ions  que  d a n s  la  Fig.  3 
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tion de la trypsine provoqude par la 
temp6rature est d 'autant moins mar- 
qu6e que la quantit6 de calcium pr6- 
sente est plus forte; toutefois, m~me 
une concentration en calcium de 
M. lO -3, qui ralentit fortement l'inac- 
tivation, ne suffit pas ~ la supprimer. 
On voit en outre que l'addition de 
calcium, au cours de l'inactivation de 
la solution d'enzyme qui n'en contient 
pas encore, modifie imm6diatement la 
vitesse de cette inactivation : la courbe 
correspondante devient alors sensi- 
blement parall~le ~ celle qui reprdsente 
l 'inactivation de la trypsine en pr6- 
sence d'une concentration 6gale en 
calcium lorsque celui-ci est introduit 
d~s le d6but. 

B. Inactivation r~versible 

On sait a que la d6naturation de 
la trypsine par la chaleur, ~ p~i 7.9, 
dont il vient d'6tre question, avant de 
devenir irr6versible, passe par une 
phase r6versible; on pouvait se de- 
mander si le calcium intervient dans 
l'existence de cette derni~re. Chaque 

exp6rience effectu6e dans cette direction 
comporte deux s6ries parall~les d'essais: 
dans chacune de ces sdries, la solution de 
trypsine dans le tampon seul (solution-m~re 
dilu6e IO fois) est maintenue ~t des tempd- 
ratures d6termin6es pendant des temps 
donn6s (premiere pattie de la colonne"traite- 
ment" du Tableau V) ; au bout de ces temps, 
on sort les essais du thermostat et on y 
introduit I/IOO de leur volume, soit de 
solution tampon seule, soit de solution 
tampon contenant CaC12 M; cette introduc- 
tion est repr6sent6e dans le Tableau V par ¢. 
Les essais de la premiere s6rie, additionnds 
ou non de calcium, sont plac6s ~ 26 °, tem- 
p6rature ~ laquelle on les maintient IO 
minutes avant d 'y ajouter la solution de 
s6rumalbumine contenant elle-m~me CaC1 z 
M.  lO -2 lorsque la solution de trypsine a 
6t6 additionn6e de calcium, ou la solution 
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de s6rumalbumine dans le tampon seul lorsque la solution de trypsine n 'a  pas regu de 
calcium. La prot6olyse s'effectue comme toujours k 26 ° pendant  IO minutes. Les essais 
de la deuxi~me s&ie sont, les uns mis imm6diatement en contact avec la solution de 
sfirumalbumine qui l~ encore a regu ou non du calcium M.  IO -~ selon que la solution 
enzymatique a 6t6 ou non pr~alablement additionn~e de ce m6tal, les autres refroidis et 
maintenus k o ° pendant  IO minutes avant  l 'addition de la s6rumalbumine. De toute 
Iaqon, la prot~olyse s'effectue ~ 26 ° et pendant  Io minutes. Bien qu'on ne r~alise pas 
ainsi des conditions telles que les ~tats de la trypsine aux temp6ratures d'exposition 
diffSrentes de 26 ° se maintiennent int~gralement pendant  la prot~olyse k a6 °, on obtient 
des chiffres suffisamment diff6rents de ceux de la premi6re s~rie pour pouvoir gtre 
compares avec eux, et cela parce que la quantit6 de trypsine active n 'a  gu6re le 
temps de s'~carter sensiblement de celle qui existait au moment  de l 'addition de la 
s~rumalbumine. 

Dans ces conditions, si ' la phase r~versible de 1'inactivation de la trypsine d6pend 
de la presence de calcium, la diff&ence (ACa) entre les quantit~s de trypsine active 
lorsqu'on a ajout6 du calcium, et lorsqu'on n 'a  pas ajout6 de calcium, doit rester ~ peu 
pros la m~me dans les divers essais au cours desquels les solutions de trypsine ont 6t6 
maintenues au moins io minutes ~ 26 ° juste avant  la prot6olyse; cette diff&ence doit 
au contraire varier dans les autres essais. Les chiffres du Tableau V sont les moyennes 
de quatre exp6riences identiques faites comme il vient d'Stre dit. 

T A B L E A U  V 

INFLUENCE DU CALCIUM SUR LA PHASE RI~VERSIBLE DE LA D~NATURATION 
DE LA TRYPSINE PAR LA CHALEUR 

P r o t ~ o l y s e  ~ 26 ° p e n d a n t  i o  m i n u t e s  

T r a i t e m e n t  s u b i  p a r  A c t i v i t 6  p r o t d o l y t i q u e  
/kCa 

l a  t r y p s i n e  S a n s  c a l c i u m  A v e c  c a l c i u m  

I~re  s6 r i e :  

i o m i n  o ° ~, i o m i n 2 6  ° 
l o m i n 2 6  ° ~, l o m i n 2 6  ° 

4 m i n 5 2  ° ,~ i o m i n 2 6  ° 

2~me  s6 r i e :  

IO m i n  o ° 
I o m i n 2 6  ° ~ I o m i n o  ° 

4 m i n  52 ° $ 

0 .278 
0.278 
0 .079 

0.287 
0 .287 
0 .086  

o.3ox 23 
o . 3 o l  23 
0 . i o 5  26 

o .3oo  
o.3oo 
o.116 

13 
x3 
3 ° 

Ces chiffres montrent  que: x. Dans tous les cas, la prot6olyse est plus intense 
lorsqu'on a ajout~ du calcium; 2. les valeurs de A C a  sont sensiblement les mgmes, de 
l 'ordre de 24, clans tous les  cas oi~ les solutions de trypsine ont 6t6 maintenues au moins 
IO minutes ~ 26 ° avant  la prot6olyse, et ce, queUe qu'ai t  6t6 la temp&ature  ~ laquelle 
ces solutions ont 6t6 soumises auparavant ,  et quoique les valeurs absolues de la prot6o- 
lyses different par  suite de l ' inactivation irr6versible subie par  la trypsine ~ 52°; 3. l'in- 
tensit~ de la prot6olyse lorsque la trypsine a 6t6 pr6alablement maintenue ~ z6 ° en 
l 'absence de calcium, est plus forte lorsque la trypsine a 6t6 ensuite placSe ~ o ¢ avant  
d'gtre en contact avec la s6rumalbumine; une telle diff&ence n'existe pas lorsque les 
solutions ont 6t6 additionn6es de calcium. 

Bibliographie p. 334. 



326 L. GORINI VOL. 7 (I95I) 

C. Influence de quelques autres ra~taux bivalents 

Les exp6riences sont faites de la fa~on suivante: on pr6pare la solution de trypsine 
en diluant IO lois la solution-m~re soit avecla solution tampon seule, soit avec la solution 
tampon contenant l 'un des sels suivants aux concentrations suivantes: 

M.  IO-X: CaC18, SrCI z, BaCI 2, S04Mg, SO4Mn. 
M-lO-2: CaCli, SrCL 2, BaCI~, SO4Mg, S04Zn, CoClz, S04Mn. 
M.  lO-8: CaCI2, SO4Mg, S04Mn. 

La solution d'enzyme ainsi obtenue est maintenue 3 heures ~ 36 °, puis son activit6 
prot6olytique est mesur6e sur la s6rumalbumine h 26 ° dans les conditions habituelles. 

T A B L E A U  VI 

PROT]~OLYSE DE LA S]~RUMALBUMINE COMPL~TEMRNT D~NATUR]~E 

Inf luence  de que lques  m 6 t a u x  su r  l ' i n a c t i v a t i o n  de  la  t r yps ine  pa r  la  cha l eu r  (3 heu res  ~ 3 5°) 

Act iv i t6  r6siduelle  en  % de l ' ac t iv i t6  de la  t r y p s i n e  non  chauff6e 

Concen t r a t i on  
Ca Sr B a  Mg I Zn  Co Mn 

M .  IO -1 
m '  IO -~ 
M .  IO -a 

89 49 18 39 - -  69 
74 24 21 2o 15 19 73 
5o - -  __ 14 42 

Solu t ion  de t ryps ine  t6moin,  non  addi t ionn6e  de  m6ta l :  15 

De mgme que dans le cas de la g61atine, les rfsultats obtenus (Tableau VI) montrent 
que seul Mn poss~de une action protectrice comparable ~ ceUe du calcium vis k vis de 
l 'inactivation de la trypsine. 

Ainsi, de l'ensemble des r6sultats obtenus jusqu'ici, ressort nettement une premiSre 
conclusion: le calcium s'oppose tt l 'inactivation, c'est-k-dire ~ la d6naturation de la 
trypsine par la chaleur ~ p~ 7.9. 

I l L  A aion de la trypsine sur la s~rumalburaine plus ou moins d~natur~e 

Dans toutes les exp6riences pr6c6dentes, dans lesqueUes la trypsine agissait sur des 
prot6ines d6j~profond6ment d6natur6es, la question du r61e du calcium dans la d6natu- 
ration de ces derni~res ne se posait pas. I1 6tait int6ressant de rechercher si, de m~me 
que le calcium protege la trypsine contre la d6naturation ~ pi~ 7.9 par la chaleur, de 
m~me ce m6tal est capable de prot6ger la s6rumalbumine sous forme native contre sa 
d6naturation au m~me pH, 6galement par la chaleur. I1 est possible d'6tudier exp6ri- 
mentalement cette question : en effet, on admet classiquement que la trypsine n 'at taque 
que difficilement les prot6ines non d6natur6es; dans le cas de la s6rumalbumine, nous 
avons constat6 que la trypsine exerce son activit6 prot6olytique uniquement sur la 
fraction d6natur6e qui accompagne toujours plus ou moins la forme native: c'est ce 
qu'indique les courbes n e t  I I '  de la Fig. 2. Ces courbes sont obtenues dans les m~mes 
conditions que les courbes I e t  I'. La courbe II  montre de fa~on 6vidente que le facteur 
limitant la vitesse de la prot6olyse (quantit6 de s6rumalbumine hydrolys6e en IO 
minutes), lorsque la quantit6 d'enzyme croit, est la concentration en substrat r6el; cette 
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concentration se r6v~le ici tr~s inf6rieure k celle de la s6rumalbumine totale pr6sente 
(2%), relativement 61ev6e. On verra plus loin que ce substrat  r6el est pr6cis6ment la 
s6rumalbumine ~ l '6tat d6natur6 soil r6versiblement, soit irr6versiblement. On a donc 
1/~ la possibilit6 de mesurer la quantit6 de s6rumalbumine d6natur6e, et par  cons6quent 
d'6tudier l'influence 6ventuelle du calcium sur sa d6naturation. 

Comme dans le cas de la d6naturation de la trypsine, il convient d'envisager l 'action 
6ventuelle du calcium vis k vis de la s6rumalbumine au point de rue  de la d6naturation 
irr6versible de cette derni~re, et au point de rue  de sa d6naturation r6versible. 

A. D~naturation irreversible 

Chaque essai est fait de la fa~on suivante: 5 ml de solution de s6rumalbumine native 
sont maintenns k 52 ° en l 'absence d e  calcium ou en pr6sence de calcium M . x o - "  ou 
M.  IO -s. Apr~s des temps d6termin6s, on sort les essais du thermostat ,  on les refroidit 

26 ° et on y ajoute o.o5 ml d 'une solution tampon eontenant du CaC12 k une concen- 
tration telle que la concentration finale en Ca soit de M- lO -2, puis I ml de la solution 
de trypsine dans la solution tampon contenant du calcium M- lO -2. Indiquons tout de 
suite que, si avant  de placer les essais ~ 26 °, on 1~ maintient, m~me plusieurs heures, 

o °, on observe exactement les m~nes  r6sultats. La prot6olyse a lieu, comme d'habitude, 
26 ° pendant  I0 minutes. Les r~sultats obtenus sont donn~s dans le Tableau VII .  

T A B L E A U  V I I  

INFLUENCE DU CALCIUM SUR LA D]~NATURATION IRR]~VERSIBLE DE 
LA S]~RUMALBUMINE PAR LA CHALEUR (52°) 

Prot~olyse de la s~rumalbumine  ~ 26 °, en presence de Ca M .  Io  -z, pendan t  IO minu tes  

Temps  d 'exposi t ion  
la chaleur  

o 
5 rain 

IO min 
2 heures  
4 heures 
6 heures  
8 heures  

12 heures  
2 4 heures  
30 min/~ xx8 ° 

Concentra t ion en calcium 

o.o6o 
0.o82 
O. IOO 
o.I34 
o.I56 
0.210 

0.200 

0.240 

0.260 
0.320 

M .  i o  - 8  

0.059 

o.o88 

0. I80 

0,202 

0.204 
0.284 

M" IO -2 

0.058 
o.060 
o.o6I 
0.072 
o.o76 
o.o8I 
o . I o I  
0.I20 

o.x44 
[ - 

Les chiffres du Tableau VI I  montrent  que la sensibilit~ de la s6rumalbumine /~ 
l 'action de la trypsine, en presence d'une concentration en calcium donn~e, augmente 
avec la dur6e du chauffage; mais pour une dur~e donn~e, cette sensibilit~ diminue 
lorsque la concentration en calcium augmente. Ainsi se trouve d6montr~e Faction 
protectrice exerc~e par  le calcium sur la d6naturation irreversible de la s~rumalbumine. 

A ti tre de comparaison et de contr61e, nous avons fait des experiences analogues, 
mais dans lesquelles la s~mmalbumine utilis~e avai t  ~t~ pr~alablement compl~tement 
d~natur~e (Tableau VII I ) .  

D'apr~s les chiitres du Tableau VI I I ,  on voit  que la s~rumalbumine compl~tement 
d~natur~e ne pr~sente aucune difference de sensibilit~ ~ la trypsine lorsqu'elle est 
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maintenue k 5 20 m&me pendant 25 heures, et ce, aussi bien en pr6sence qu'en l'absence 
de calcium. 

TABLEAU VIII 
INFLUENCE DU CALCIUM SUR LA PROT]~OLYSE DE S~RUMALBUMINE COMPL~TEMENT D~NATUR]~E 
(3 o m i n  A 118 °) PUIS MAINTENUE tk 520 PENDANT DES TEMPS DONN~S, EN PEI~SENCE OU EN ABSENCE 

DE Ca. M "  IO -3 

Prot6olyse ~ 26 ° en pr6sence de Ca M. IO -* 

Temps &exposition 
520 (heures) 

O 

9 
25 

En absence 
de Ca 

o.318 
o.313 
0.305 

En pr6sence 
de Ca 

o.316 
o.312 
0.307 

La, concentration de Ca,CI 2 dans la solution de s6ruma,lbumine compl~tement d6na,tur6e ne peut 
pa,s d6passer M. 10 -8 pa,rce qu'une concentration plus 61ev6e fait pr6cipiter l a, s6rumalbumine lorsqu'on 
chauffo ~ 52°. 

B. Phase r~versible de la d~naturation 

De m~me que dans le cas de la d6naturation r6versible de la trypsine, on a r6alis6 
deux conditions diff~rentes de prot6olyse de la s6rumalbumine plus ou moins d6natur6e, 
l 'une en l'absence de calcium, l 'autre en pr6sence de calcium M. lO -2. 

Chaque exp6rience comporte deux s6ries parall~les d'essais: dans chacune de ces 
s6ries, la solution de s6mmalbumine dans tampon seul est maintenue ~ des temp6ratures 
d6termin6es pendant des temps donn6s (premiere partie de la colonne "traitement" du 
Tableau IX);  au bout de ces temps, on sort les essais du thermostat et on y introduit 
I/IOO de leur volume, soit de solution tampon seul, soit de solution tampon contenant 
CaC12 M; cette introduction est repr6sent6e dans le Tableau IX  par ~. Les essais de la 
premieres 6rie, additionn6s ou non de calcium, sont places k 26 °, temperature ~ laquelle 
on les maintient I0 minutes avant d 'y  ajouter la solution de trypsine contenant elle- 
mSme CaCI, M.  10 -2, lorsque la solution de s6rumalbumine a 6t6 additionn6e de calcium, 
ou la trypsine en solution tampon seule, lorsque la solution de s6rumalbumine n 'a  pas 
re~u de calcium. La prot6olyse s'effectue comme toujours ~ 26 ° pendant I0 minutes. Les 
essais de la deuxi~me s6rie sont mis imm6diatement en contact avec la solution de tryp- 
sine qui, 1~ encore, a re~u ou non du calcium M. 10 -2 selon que la solution enzymatique 
a 6t6 ou non pr6alablement additionn6e de ce m6tal, et la prot6olyse est effectu6e comme 
toujours ~ 26 ° et pendant I0 minutes. Les m~mes commentaires faits ~ propos des 
exp6riences analogues effectu6es dans le cas de la d6naturation de la trypsine, s'appli- 
quent aux essais de cette deuxi~me s6rie. 

On peut se demander si la fraction de s6rumalbumine qui se trouve sous la forme 
r6versiblement d6natur6e, k c6t6 de celle qui existe k l'6tat de d6naturation irr6versible, 
est d6j~ susceptible d'etre attaqu6e par la trypsine et si le calcium exerce une influence 
sur cette fraction. S'il en est ainsi, les diff6rences (ACa) entre les quantit6s de s6rum- 
albumine sensibles ~t la trypsine lorsqu'on a ajout6 du calcium et lorsqu'on n 'a  pas ajout6 
de calcium, doivent rester k peu prbs les m~mes dans les divers essais au cours desquels 
les solutions de s6rumalbumine ont 6t6 maintenues au moins I0 minutes ~t 26 ° avant 
la prot6olyse; ces diff6rences doivent au contraire varier notablement dans les autres 
essais. Les chiffres du Tableau IX montrent h ce point de vue que: 
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T A B L E A U  I X  

I N F L U E N C E  DO CALCIUM SUR LA PHASE R~VERSIBLE DE LA D]~NATURATION 

DE LA SI~RUMALBUMINE PAR LA CHALEUR 

P r o t ~ o l y s e  ~ 26 ° p e n d a n t  i o  m i n u t e s  

T r a i t e m e n t  sub i  p a r  l a  
s 6 r u m a l b u m i n e  

i~re s6rie : 

i o m i n 2 6  ° ~ I o m i n 2 6  ° 
4 m i n  52 ° Jr i o m i n 2 6  ° 
6 m i n 5 2 0  Jr I o m i n 2 6  ° 

2~me s6rie : 

IO m i n  o ° Jr 
4 m i n  520 
6 m i n  52 ° Jr 

Ac t iv i t6  p r o t 6 o l y t i q u e  

Sans  c a l c i u m  

0.084 
O. I00 

O . I 2 9  

0.075 
o . I43  
o . I85  

Avec  c a l c i u m  

0.064 
0.082 
o . I o  7 

0.066 
0.082 
o . I I 6  

ACa 

2 0  
18 
22 

9 
6I  
69 

329 

I. Dans tousles  cas, la sensibilit6 de la s6rumalbumine, suit sous forme native, suit 
l '6tat partiellemellt d6natur6, ~ l'action de la trypsine, est plus grande lorsque la 

prot6olyse se fait dans les milieux oh l'on n'a pas ajout6 de calcium; 2. les valeurs de 
A Ca sent sensiblement les m~mes, de l'ordre de 20, dans tous les cas oh les solutions 
de s6rumalbumine ont 6t6 maintenues au moins IO minutes ~ 26 ° avant la prot6olyse, 
et cela ind6pendamment du temps pendant lequel on a maintenu pr6alablement ces 
solutions k 52°, et quoique les valeurs absolues de la prot6olyse different par suite de la 
d6naturation ixT6versible de la s6rumalbumine ~ 52°. 

A titre de contr61e et de comparaison, nous avons fait des exp6riences analogues 
portant sur de la s6rumalbumine compl~tement d6natur6e. Des essais contenant 5 ml 
de solution de cette prot6ine sent plac6s ~ o °, 26 ° ou 5~°; apr~s IO minutes, on y ajoute 
0.05 ml de solution tampon seule ou de solution tampon contenant CaC11 M;  tout de 
suite apr~s, on y introduit I ml de solution de trypsine dans la solution de tampon seul, 
ou dans la solution tampon contenant CaC12 M.  lO -2, et on plunge le tout au thermostat 

~6 °. La prot6olyse est mesur~e comme d'habitude apr~s IO minutes (Tableau X). 

T A B L E A U  X 

PROT~OLYSE,  EN ABSENCE ET EN PRESENCE DE CALCIUM M .  IO -$  DE  LA S~RUMALBUMINE 
COMPLI~TEMENT D E N A T U R ~ E ,  SOUMISE ~ DES TEMP]~RATURES DONN]~ES 

T r a i t e m e n t  sub i  p a r  la  
s 6 r u m a l b u m i n e  

IO m i n  t~ o ° Jr 
i o  m i n  ~ 26 ° Jr 
z o  m i n  tL 520 Jr 

Ac t iv i t 6  p r o t 6 o l y t i q u e  

S a n s  c a l c i u m  

0.244 
0.253 
0.306 

Avec  c a l c i u m  

0.268 
0.280 
0.327 

ACa 

24 
27 
21 

Comme on pouvait s 'y attendre, la prot6olyse est ici plus 61ev6e en pr6sence de 
calcium, et les diff6rences ACa  ont k peu pros la m~me valeur qui est celle d6jk trouv~e 
dans les exp6riences faisant l 'objet du Tableau V. 
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DISCUSSION 

Les investigations dont il vient d'etre question concernent l'influence du calcium 
sur la d6naturation par la chaleur de deux prot6ines distinctes, la trypsine d'une part  
et la s6rumalbumine de bceuf (fraction V) de l'autre, ces deux prot6ines 6tant toujours 
maintenues k PH 7.9- Nous soulignons ~ nouveau que les consid6rations et interpr6tations 
suivantes sont bas6es sur les r6sultats obtenus k ce Pit. 

La d6naturation de la trypsine a 6t6 suivie par l 'inactivation de l'enzyme, cette 
inactivation 6tant elle-m~me mise en 6vidence par l'allure de l'action de la trypsine soit 
sur la g61atine, soit sur la s6rumalbumine compl~tement d6natur6e; ces substrats se 
trouvent  sous des formes imm6diatement attaquables par l 'enzyme actif, et ces formes 
apparaissent indiff6rentes ~ la pr6sence de calcium. Les r6sultats obtenus avec ces deux 
substrats sont les m~mes: Tout d'abord, le calcium ralentit consid6rablement la d6natu- 
ration de la trypsine par la chaleur (o °, 26 °, 3 6°, 4 5°, 52°); en outre, route substance 
capable de donner avec le calcium un complexe suffisamment peu dissoci6, la Complexone 
II  par exemple, agit en acc616rateur puissant de la d6naturation de l'enzyme. Ces 
r6sultats permettent de conclure que la forme active stable de la trypsine est un compos6 
de prot6ine et de calcium*; dans ce compos6, le calcium n'est pas sous forme ionis6, 
comme l'indique le fait qu'une dialyse, m~me prolong6e contre de l'eau distill6e ~ o °, 
ne r6ussit pas ~ inactiver l'enzyme, qui reste pourtant facilement inactivable par la 
Complexone II. I1 s'agit donc d'un complexe trypsine-calcium. 

On doit donc admettre, et les exp6riences avec la Complexone II  le d6montrent, 
que m~me dans la trypsine active ainsi dialys6e, c'est sous forme d'un tel complexe que 
se trouve l 'enzyme qui doit toujours contenir une certaine quantit6 du m6tal. La trypsine 
apparalt alors, de mSme que les prot6inases bact6riennes 6tudi6es pr6c6demment, comme 
6tant une m6talloprot6ine. Mais ceci, comme on le verra plus bas, ne signifie nullement 
que le calcium joue un r61e direct dans l'activit6 prot6olytique de l'enzyme, par exemple 
en servant de trait  d'union entre l 'enzyme et le substrat, comme ra  envisag6 SmTH 4 
pour d'autres m6taux dans le cas des peptidases. Le m6tal ne doit donc pas ~tre consid6r6 
ici comme jouant le r61e de co-enzyme, mais comme une piece de la mol6cule de trypsine 
lui assurant la structure n6cessaire ~ son activit& 

D'autre part, par le jeu d'expositions ~ des temp6ratures diff6rentes, il se manifeste 
dans certaines conditions des 6tats d'6quilibres diff6rents, correspondant ~ une r6versi- 
bilit6 partieUe d'une forme inactive de l 'enzyme en forme active, c'est-k-dire ~ une 
d6naturation r6versible; le calcium apparalt alors comme provoquant la formation de 
la forme active k partir de la forme inactive r6versible (Tableau V). II apparalt ainsi 
clue le complexe trypsine-calcium est r6versiblement dissociable, la partie prot6ique 
priv6e de calcium est susceptible de rester pendant quelque temps all moins, dans 
certaines conditions, capable de fixer ~ nouveau le calcium et de redevenir active. Mais 
la dur6e de vie de cette partie prot6ique r6versiblement activable n'est jamais tr~s 
longue; elle d6pend de la temp6rature; par exemple, les courbes de la Fig. 5, correspon- 
dant ~ des exp6riences faites k 36 °, montrent que si le calcium arr~te la d6naturation 
de la trypsine active, lorsqu'on l 'ajoute k l 'enzyme en cours d'inactivation, il ne fait pas, 

cette temp6rature, r6trograder sensiblement cette inactivation, ce qui indique que la 

* Ou peut-gtre d'un autre m~tal; seul jusqu'ici le manganese semble pouvoir remplacer le 
calcium ~ ce point de vue. 
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concentration de la prot@ine priv@e de calcium et rest@e ~ l'@tat rTactivable, est pratique- 
ment nulle. 

C'est que la prot@ine ainsi priv@e de son m@tal perd route stabilit@, et se transforme 
plus ou moins rapidement en prot@ine irr@versiblement inactive. Cette transformation, 
trTs sensible k la temp@rature, est ind@pendante de la pr@sence de calcium. On conqoit 
alors facilement que m~me en pr@sence d'une concentration @lev@e en calcium, io -~ M 
par exemple, l'inactivation de la trypsine, quoique trTs fortement ralentie, ne puisse 
pas ~tre compl~tement supprim@e. 

L'ensemble de ces r@sultats conceruant la trypsine aboutit ainsi ~ la repr@sentation 
sch@matique suivante: 

T. Ca ~--T + Ca ++ 

T' 

dans laquelle: T.Ca repr@sente le complexe Trypsine-Calcium, qui est la forme active 
stable de la trypsine; T la prot@ine priv@e de son calcium, dont la structure est alors 
sutfisamment d@form@e pour qu'elle air perdu son activit@ protTolytique, mais reste 
n@anmoins assez proche de la structure initiale pour, en fixant ~ nouveau le calcium, 
retrouver cette structure et par cons@quent son activit@; T repr@sente alnsi la forme 
r@versiblement d@natur@e de l'enzyme; T' la prot@ine irr@versiblement d@form@e, in- 
capable de reprendre, en pr@sence de calcium, sa forme initiale: elle eat ~ l'@tat irr@- 
versiblement d@natur@e. 

La d@naturation de la s@rumalbumine a @t@ suivie par le fair que seule la forme 
d@natur@e de cette prot@ine est sensible k l'action de la trypsine (Fig. 2). Or il apparalt 
que le calcium diminue consid@rablement la proportion de s@rumalbumine d@natur@e 
par exposition de la prot@ine ~ la chaleur; il agit donc en protecteur de la prot@ine native. 
De m~me que dans le cas de la trypsine, ce r@sultat conduit k la conclusion que la forme 
native de la s@rumalbumine est stable lorsqu'elle est sous forme de complexe prot@ine- 
calcium'. De m~me @galement que dans le cas de la trypsine, par le ]eu d'expositions 

des temp@ratures diff@rentes, il se manifeste dana certaines conditions des @tats 
d'@quilibre diff@rents correspondant ~ une d@naturation r@versible. I1 apparatt ainsi que 
le complexe s@rumalbumine-calcium est r@versiblement dissociable, la pattie prot@ique 
priv@e de calcium @tant susceptible de rester pendant quelque temps au moins, dans 
certaines conditions, capable de fixer k nouveau le calcium et de reprendre ainsi la forme 
native r@sistant ~ l'action de la trypsine. La dur@e de vie de cette pattie prot@ique est 
toujours br~ve; nous avons vu qu'elle dTpend de la temp@rature, une lois de plus, comme 
dans le cas de la trypsine. 

On est ainsi conduit k repr@senter les r@sultats obtenus avec la s@rumalbumine par 
le sch@ma suivant, superposable ~ celui que nous avons donn@ plus haut, k propos de 
la trypsine: 

SA. Ca ~ SA + Ca ++ 

SA' 

dans lequel: SA.Ca reprTsente le complexe S@rumalbumine-Calcium qui est la forme 
native stable, r@sistante k la trypsine; SA la prot@ine priv@e de son calcium, dont la 

* Ici encore le manganese pent  remplacer le calcium. 
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s t ruc tu re  est  alors  suff isamment  d6form6e pour  qu 'e l le  puisse subir  la prot6olyse,  mais  
res te  n6anmoins  assez proche de la s t ruc ture  in i t ia le  pour ,  en f ixant  k nouveau  le calcium, 
r e t rouve r  cet te  s t ruc tu re  et pa r  cons6quent  sa r6sistance ~ l ' ac t ion  enzymat ique ;  SA 
repr6sente  ainsi  la forme r6vers ib lement  d6natur6e de la prot6ine;  SA '  la prot6ine 
i r r$vers ib lement  d6form6e, incapable  de reprendre ,  en pr6sence de calcium, sa forme 
in i t ia le :  elle est  ~ l '6 ta t  i r r6vers ib lement  d6natur6 et  essent ie l lement  prot6olysable .  

Ces r6sul ta ts  sont  6v idemment  ~ rapprocher  de ceux, b ien connus, obtenus  pa r  
ANSON ET MIRSKY 5. On sal t  que, d 'apr~s  ces auteurs ,  il  exis te  un premier  s tade  de 
d6na tu ra t ion  de diverses prot6ines,  s tade  qui  est  compl~tement  r6versible  et en 6quilibre 
avec la forme na t ive  de ces prot6ines ;  NORTHROP ET KUNITZ 3 ont  montr6  que la t ryps ine  
se compor te  de m~me. Cet 6quil ibre est  d6termin6 p a r  les condi t ions  de t emp6ra tu re ,  
de PH, et  la pr6sence 6ventuel le  de cer ta ines  subs tances  (ur6e, guanidine ,  acide sali- 
cylique) 3,5. Ce premier  s t ade  de d6na tu ra t ion  est suivi  p a r  un  deuxi~me qui, lui, n ' es t  
pas  r6versible 3, s. On voi t  m a i n t e n a n t  que le calc ium joue  un rble fondamen ta l  dans  ces 
diverses  t rans format ions .  

Ainsi  donc, il a p p a r a i t  que le calcium, cons t i tuan t  de deux prot6ines  aussi  diff6rentes 
que la t r yps ine  et la s6rumalbumine ,  y joue le mgme rble, celui de s tab i l i sa teur  de la 
s t ruc tu re  de la forme na t ive  de ces prot6ines.  I l  ne nous est pas  encore possible  de dire 
jusqu '~  quel  po in t  ce fair est  g6n~ral; mais  il  pose dSs m a i n t e n a n t  la  quest ion de savoi r  
si la s t ruc ture ,  et pa r  cons6quent  le fonc t ionnement  biologique de nombreuses  prot6ines  
consid6r6es jusqu ' i c i  comme const i tu6es un iquemen t  pa r  des acides  amines,  n ' es t  pas  
sous la d6pendance  du ca lc ium ou d ' u n  au t re  m6tal*. 

Enfin,  un r6sul ta t  ~ premi6re  vue  pa radoxa l ,  est  dfi au fai t  que le calc ium emp~che 
la d6na tu ra t ion  de la  t ryps ine ,  qui  correspond k l ' i nac t iva t ion  de l ' enzyme,  et  la  d6na- 
t u r a t i on  de la  s6rum~lbumine,  qui  cor respond ~ l a  sensibi l isat ion de la prot6ine vis ~ vis  
de la t ryps ine ;  le calc ium joue  ainsi  un  rble fondamen ta l  dans  la prot6olyse  de la s6rum- 
a lbumine  p a r  la t ryps ine .  On peu t  imaginer  que, dans  les mi l ieux physiologiques  oh le 
ca lc ium n 'es t  pas  en exc6s, celui-ci se r6par t i t  en t re  les deux prot6ines  selon les affinit6s 
re la t ives  de l 'une  et de l ' au t r e  pour  ce m6tal.  Cette r6par t i t ion  cons t i tue  un fac teur  de 
r6gula t ion de la prot6olyse,  celle-ci a y a n t  lieu d ' a u t a n t  plus que le calc ium est d a v a n t a g e  
fix6 sur la t ryps ine  et moins sur le subs t r a tum.  

RI~SUMI~ 

L'~tude de l'influence du calcium sur la d~naturation de la trypsine A PH 7.9 par la chaleur, 
montre que le calcium ralentit consid~rablement la d~naturation de l'enzyme et que tout substance, 
comme la Complexone II, capable de donner avec le calcium un complexe suffisamment peu dissoci~, 
acc~16re fortement la d6naturation de la trypsine. On dolt donc conclure que la forme active stable 
de l'enzyme est un complexe prot~ine-calcium, le m~tal jouant dans la molecule de trypsine un rble 
assurant A cette derni6re la structure n$cessaire ~ son activitY. 

I1 est d'autre part possible de mettre en ~vidence une r6versibilit~ partielle d'une forme inactive 
de l'enzyme en forme active, le calcium provoquant la formation de la forme active A partir de la 
forme inactive r6versible. Le complexe trypsine-calcium est donc r6versiblement dissociable; mais 
la dur6e de vie de la partie prot~ique rSversiblement activable est toujours br6ve : la prot~ine priv~e 
de son m~tal se transforme plus ou moins rapidement en prot6ine irr6versiblement inactive. Cette 
derni~re transformation est ind6pendante de la presence de calcium. 

I1 est d'autre part possible d'6tudier la d6naturation de la s6rumalbumiue grace au fair que seule 
la forme d6natur~e de cette prot6ine est sensible A l'action de la trypsine. Cette ~tude montre que le 
calcium diminue consid6rablement la proportion de s6rumalbumine d6natur6e par exposition A la 

* Signalons Ace point de vue l'6tude quantitative faite par E. HULTIN s de l'effet stabilisateur 
du calcium sur l'a-amylase. 
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chaleur. De m~me que dans le cas de la trypsine, on est conduit g la conclusion que la forme native 
de la s6rumalbumine est stable lorsqu'elle se trouve sous forme de complexe prot6ine-calcium. Comme 
dans le cas de la trypsine 6galement, le complexe s6rumalbumine-calcium est r6versiblement dis- 
sociable, la partie prot6ique priv6e de m6tal tendant  ~ se d6naturer irr6versiblement. 

Si l 'on rapproche ces r6sultats des r6sultats classiques obtenus par ANSON ET MIRSKY et par 
NORTSROP ET KUmTZ, on doit attribuer au calcium un rSle fondamental dans les transformations 
correspondant, chez les prot6ines, ~ l 'apparition d'une d6naturation r6versible avant la d6naturation 
irr6versible. 

De toute fa~on, il apparatt  que le calcium est un consti tuant de la trypsine et  de la s6rum- 
albumine sous forme native~ et qu'il  y joue le m~me r61e, celui de stabilisateur de la structure de 
cette forme native. Emp~chant la d6naturation de la trypsine et celle de la s6rumalbumine, le calcium 
joue un rSle contradictoire dans la prot6olyse de la s~rumalbumine par la trypsine. II est vraisem- 
blable qu'il  y a 1A un m6canisme de r6gulation de la prot6olyse, celle-ci 6rant d 'autant  plus forte 
que le calcium est davantage fix~ sur la trypsine et moins sur son substratum. 

SUMMARY 

The study of the effect of calcium on the denaturation of trypsin at  PH 7.9 by heat shows tha t  
it  retards considerably the denaturation of the enzyme and that  all substances, such as complexone II, 
capable of forming complexes with the calcium sufficiently li t t le dissociated, accelerate powerfully 
the process. I t  must therefore be concluded that  the active stable form of the enzyme is a complex 
protein-calcium, the metal in the trypsin molecule playing a part  which assures this last the structure 
necessary for its activity. 

On the other hand, there is evidence of a partial reversibility of an inactive form of the enzyme 
into an active form. The calcium promotes the formation of the active form from the reversible 
inactive form. The complex trypsin-calcium is thus reversibly dissociable, but  the life of the reversibly 
activable protein par t  is always short: the protein stripped of its metal is converted more or less 
rapidly into irreversibly inactive protein. This last transformation is independent of the presence 
of calcium. 

I t  is, however, possible to study the denaturation of serum albumin thanks to the fact tha t  
only the denaturated form of this protein is attacked by trypsin. This s tudy shows that  calcium 
considerably diminishes the proportion of serum albumin denatured on exposure to heat. Just  as 
in the case of trypsin, it  is to be concluded tha t  the native form of serum albumin is stable when 
it is in the form of the complex protein-calcium. Likewise, as with trypsin, the complex serum 
albumin-calcium is reversibly dissociable, the protein part  when deprived of its metal tending to be 
denatured irreversibly. 

If these results are compared with the classical results of ANSON ̂ ND MXRSKY and of NORTHROP 
AND KUNITZ, then i t  can be seen tha t  a fundamental r61e must be attr ibuted to calcium in the trans- 
formations, in the proteins, corresponding to the appearance of a reversible denaturation before the 
irreversible denaturation. 

In any case, it  appeared that  calcium is a constituent of trypsin and serum albumin in the 
native form and tha t  i t  plays the same r61e in both cases, tha t  of stabilizing the structure of this 
native form. While preventing the denaturation of t rypsin and of serum albumin, calcium assumes 
a contradictory part  in the proteolysis of serum albumin by trypsin. I t  is probable that  here there 
is a mechanism for regulating the proteolysis which is all the stronger as the calcium is fixed more 
to the trypsin and less to its substratum. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Die Untersuchung des Eirdlusses yon Calcium auf die WArme-Denaturierung yon Trypsin hei 
PH 7.9 zeigt, da~s das Calcium die Denaturierung des Enzyms bedeutend verlangsamt und dass jede 
Substanz die, wie Komplexon II, mit  dem Calcium einen geniigend wenig dissozierten Komplex 
liefern kann, den Prozess sehr beschleunigt. Man muss also schliessen, dass die aktive stabile Form 
des Enzyms ein Eiweiss-Calcium-Komplex ist, die Rolle, welche das Metall in dem Trypsin-Molekiil 
spielt, sichert letzterem die fiir seine Aktivit~t erforderliche Struktur. 

Andererseits kann man eine teilweise Umkehrbarkeit  einer inaktiven Form des Enzyms in eine 
aktive Form aufzeigen, wobei das Calcium die Bildung der aktiven aus der inaktiven reversiblen 
Form bewirkt. Der Komplex Trypsin-Calcium ist also reversibel dissozierbar; die Lebensdauer des 
reversibel aktivierbaren Proteinanteils ist jedoch framer kurz: das seines Metalles beraubte Eiweiss 
verwandelt sich mehr oder weniger rasch in irreversibel inaktives Eiweiss. Diese letztgenannte Um- 
wandlung ist yon dem Vorhandensein yon Calcium unabh~ngig. 

Es ist andererseits mbglich, die Denaturierung yon Serumalbumin zu untersuchen, dank der 
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Tatsache, dass allein die denaturierte Form dieses Eiweisstoffes von Trypsin angegriffen wird. Diese 
Untersuchung zeigt, dgss des Calcium den Serumalbumin-Anteil, der dutch Wi~rme denaturiert wird, 
bedeutend vermindert. Wie im Falle des Trypsins kommt man zu dem Schlusse, dass die native 
Form des Serumalbumins stabil ist, wenn sie als Protein-Calcium-Komplex vorliegt. Gleichfalls ist, 
wie beim Trypsin, der Serumalbumin-Calcium-Komplex reversibel dissozierbar, wAhrend der seines 
Metalles beraubte Proteinanteil  zu irreversibeler Denaturierung rxeigt. 

Vergleicht man diese Ergebnisse mit  den klassischen Befunden yon ANSON UND MIRSKX" und 
von NORTHROP UND KUHITZ, SO muss man dem Calcium in den Umwandlungen, welche, bei den 
Proteinen dem Auftreten einer reversiblen Denaturierung vor der irreversibelen entsprechen, eine 
grundlegende Rolle zuschreiben. 

Jedenfalls zeigt es sich, dass das Calcium ein Bestandteil des Trypsins und des Serumalbumins 
in nativer Form ist und dass es in beiden FXllen die gleiche Rolle spielt, nAmlich die eines Stabilisators 
der nativen Form. WAhrend des Calcium die Denaturierung yon Trypsin und Serumalbumin ver- 
hindert, spielt es bei der Proteolyse des Serumalbumins durch Trypsin eine entgegengesetzte Rolle. 
Es ist wahrscheinlich, dass w i r e s  bier mit  einem Regulierungsmechanismus der Proteolyse zu tun 
haben: letztere ist nAmlich um so starker, je mehr des Calcium an des Trypsin und je weniger es 
an sein Substrat gebunden ist. 
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