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Dans un travail  pr6c6dent 1, 6tudiant le r61e jou6 par le calcium dans l 'action pro- 
t6olytique de la trypsine, nous avon s montr6  que ce rn6tal donne lieu ~t une activation 
apparente parce qu'il prot6ge l 'enzyme contre l ' inactivation. Le mangan&se a le m~me 
effet. BIER ET NORD ~ et BENTLEY a sont arriv6s ind6pendamment aux m~mes con- 
clusions. Nous avons montr6 6galement que cet effet de protection n 'est  pas limit6 ~ la 
trypsine. I1 se manifeste aussi pour le substrat  sur lequel nous avons 6tudi6 Faction de 
la trypsine, la s6rumalbumine. Cette derni6re est prot6g6e par le calcium et le mangan6se 
contre l'effet dfl ~ une 616vation de temp6rature, qui augmente la sensibilit6 de cette 
prot6ine ~ l 'action prot6olytique de la trypsine. 

La suite des recherches a montr6 que la pr6sence de certains m6taux, et no tamment  
du mangan6se et du calcium, change toujours la sensibilit6 de la s6rumalbumine ~ la 
trypsine, qu'il  s'agisse de la sfrumalbumine ordinaire (fraction V selon COHN ET EDSALL,  

du plasma de boeuf) ou de celle trait6e pendant  30 minutes ~ 127 ° k l 'autoclave. Du fait 
de cette action portant  k la fois sur l 'enzyme et sur le substrat,  le m6tal contr61e le cours 
de la prot6olyse mais il n ' a  le r61e ni d 'un coenzyme ni d 'un trait  d 'union assurant la 
formation du complexe enzyme-substrat .  

Le prfsent  travail  est consacr6 ~ l '6tude de l 'action de certains mf t aux  bivalents et 
de la complexone,* sur la sensibilit6, ~ l 'action de la trypsine, de la sgrumalbumine 
difffremment trait6e. 

PARTIE EXPI~RIMENTALE 

Techniques. La dispos i t ion  g6n6rale des  exp6r iences  es t  la  m 6 m e  que  p r~c6demmen t  1. La  s6rum-  
a lbumine ,  f rac t ion  V du p l a s m a  de boeuf  (Armour) ,  es t  employ6e  soi t  te l le  quel le  ( " s 6 r u m a l b u m i n e  
ord ina i re"**) ,  soit  apr6s chauffage  de sa  so lu t ion  (5. 2 . 4 %  ) d a n s  du t a m p o n  bora te  5. p H  7.9 a. I oo° 
p e n d a n t  2o minu t e s ,  pu i s  5. 127 ° p e n d a n t  3 ° m i n u t e s ;  ce t te  derni~re cons t i tue  la so lu t ion  mare  
que  nous  avons  employ6e  c o m m e  " s 6 r u m a l b u m i n e  d6natur~e  s t a n d a r d " .  

La  t ryps ine***  ~ 400o /zg /ml  darts l ' eau  bidist i l l~e (il s ' ag i t  de la  quan t i t 6  r6elle d ' e n z y m e  qui  
cor respond A la moit i6 du poids  pes6), es t  dialys6e p e n d a n t  24 heures  5. o ° cont re  de l ' eau  bidist i l l~e 
e t  cons t i tue  la  so lu t ion  m~re de t r yps i ne  q u ' o n  p e u t  conserver  ~ o ° p e n d a n t  deux  ou t rois  jours .  
L ' e n z y m e  dialys6 dans  ces cond i t ions  perd  15% de son  ac t iv i t6  de d6par t .  

Les  so lu t ions  m~res des  sels  m6tMl iques  et  de complexone ,  son t  des so lu t ions  M / I  darts du  
t a m p o n  bora te  (5" lO-3 M), p H  7.9 des ch lorures  de Ca, Ba, Sr, Co, des su l fa tes  de Mn et  de Mg, 
e t  du sel de Na  de la complexone .  E l les  son t  g6n6ra lement  employ6es  ~ une  concen t ra t ion  ioo  lois 
p lus  g rande  que  celle q u ' o n  v e u t  obtenir ,  afin que  leur  add i t i on  ( i / i oo  du  v o l u m e  to ta l  de l 'essai) 
ne  produise  q u ' u n e  d i lu t ion  n6gligeable.  Darts des  eas  sp6ciaux,  lo rsque  la  concen t ra t ion  en m6ta l  
darts l 'essai  es t  sup6r ieure  5. lO -3 M,  on se ser t  de so lu t ions  m~res  p lus  concentr6es,  et  on op~re de 
fagon 5. ne  pas  changer  le v o l u m e  final de l 'essai .  

Acide d i6 thy l~ned iamino t6 t r ac6 t ique  (SIEGFRIED-ZOOFINGEN). 
** E t  non  pas  " n a t i v e "  c o m m e  on l ' ava i t  i m p r o p r e m e n t  appel6e dans  u n  t r ava i l  pr6c6dent  1. 

* * *  Cristal l is6e (Wor th ington~Freehold ,  N.J . )  c o n t e n a n t  5 o %  de SOiMg. 
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Tou te s  les so lu t ions  et  les d i lu t ions  son t  fa i t e s  a v e c  une  solu t ion  t a m p o n  bora te  A p H  7,9 d 'aprSs  
CLARK ET LUBBS 4. Les  cond i t ions  g6n6rales de prot6olyse  sprit l es  s u i v a n t e s :  solu t ion  de s6rum-  
a l b u m i n e  A la d i lu t ion  voulue ,  5 ml ;  so lu t ion  de t ryps ine  5, la d i lu t ion  convenable ,  I ml ;  p t I  7.9; 
pr6sence ou absence  de m6ta l .  Les  concen t r a t i ons  de la s ~ r u m a l b u m i n e  e t l e s  mo lar i t6 s  des  m 6 t a u x  
indiqu~es,  son t  les concen t r a t i ons  f inales r6alis6es d a n s  l 'essai  de prot~olyse.  Les  concen t ra t ions  de 
t r yps ine  i n d i q u 6 e s  sprit e e l l e s  de la so lu t ion  d ' e n z y m e  employ6e.  L ' a c t i o n  e n z y m a t i q u e  es t  arr6t6e 
par  io  m l  d ' ac ide  t r i ch lorac6 t ique  ~ 5 % .  L a  d6 t e rmina t ion  du degr6 de prot6olyse  es t  fai te  pa r  la  
md thode  de ANSON ~ ~t l ' a ide  d ' u n  spec t rophoto lnSt re  de B e c k m a n  (2 = 280 m/0 .  La  t e m p 6 r a t u r e  
de la prot6olyse  es t  25 °, sauf  i nd i ca t i on  contraire .  A cet te  t emp6ra tu re ,  a v e c  une  so lu t ion  de t ryps ine  
5, 2oo/~g/ml  e t  une  concen t r a t i on  de s d r u m a l b u m i n e  ddna turde  s t a n d a r d  de 2 ~o, l ' acc ro i s sement  du 
coefficient d ' e x t i n c t i o n  es t  un i i o rme  p e n d a n t  les  premieres  io m i n u t e s  d 'ac t ion .  Apr~s io minu te s ,  
il a t t a i n t  la  va l eu r  de o.27 o e t  cor respond 5, 2. 5 /zg  d ' azo te  amin6  libdr6 pa r  m g  de s 6 r u m a l b u m i n e  
employ6e  (VAN SLYKE). L a  q u a n t i t 6  de s u b s t r a t  hydro lysd  repr6sente  alors 90/0 du poids  de s6rum- 
a l b u m i n e  employ6e  (KJELDABL). 

A ction des ions mdtalliques sur la protdolyse de la s~rumalbumine d~natur~e standard 

Etant donn6 que les ions m6talliques 6tudi6s exercent une action non seulement sur 
la prot6ine qui constitue le substrat, mais aussi sur celle qui constitue l'enzyme, on dolt 
6tudier leur action dans deux conditions diff6rentes. Dans un cas, le substrat, en faible 
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Fig. I. Vi tesse  de pro t6olyse  en fonc t ion  de la  c o n c e n t r a t i o n  de la s ~ r u m a l b u m i n e  d6natur6e  s t a n d a r d .  
T r y p s i n e  200/~g/ml  

concentration par rapport ~ l'enzyme, est en quantit6 limitante; dans un autre cas le 
substrat, en forte concentration par rapport ~t l'enzyme, est en quantit~ saturante. Dans 
le premier cas, il est possible de mettre en 6vidence l'action de l'ion m6tallique sur le 
substrat, l'enzyme 6rant suffisamment en execs pour que les diff6rences dans la quantit6 
de sa forme active provoqu6es par la presence ou l'absence du m6tal, n'aient pas d'in- 
fluence sur le cours de la r6action enzymatique. Dans le deuxi~me cas, la situation est 
renvers6e et l'exc~s de substrat dolt permettre aux variations qui surviennent dans la 
quantit6 d'enzyme actif de devenir ~videntes, sous r6serve des pr6cisions qu'on donnera 
plus loin. 

La Fig. I donne une vue d'ensemble sur l'allure de la prot6olyse en l'absence ou en 
pr6sence de calcium ou de manganese (lO -3 M) lorsque les rapports quantitatifs enzyme- 
substrat changent. Les vitesses de prot6olyse obtenues par une quantit6 de trypsine de 
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2oo ~g/ml sont exprim6es en fonction de la concentration de s6rumalbumine d6natur6e 
s tandard employ6e. 

Tout  d 'abord,  on dolt remarquer  que la conrbe repr6sentative de la prot6olyse faite 
avec tampon seul doit 6tre considdr6e r6ellement comme une courbe de saturation de 
l 'enzyme par le substrat.  En effet, si dans la prot4olyse de la s6rumalbumine ~ 2 % on 
augmente la quantit6 d 'enzyme (250/,g/ml au lieu de 2oo), on obtient une valeur de pro- 
t6olyse plus grande, qui correspond exactement  ~ la valeur calcul6e d'apr~s le chiffre 
d'exp6rience de l'essai: substrat  2 % enzyme 200/~g/ml. 

D 'aut re  part ,  les courbes de la Fig. I s 'entre-croisent: lorsque le substrat  est en 
quantit6 limitante, les vitesses de prot6olyse varient dans l 'ordre suivant:  tampon seul 
> Ca > Mn. I1 apparai t  ainsi que le calcium, et plus encore le manganese, diminuent la 
sensibilit6 ~ la trypsine de la s~rumalbumine d6natur6e standard. Lorsque c'est la 
trypsine qui est en quantit6 limitante, l 'ordre des m6mes vitesses devient : Ca > Mn > 
tampon seul. Puisque l 'on sait 1 que la quantit6 de trypsine active est augment6e du fait 
de la presence de calcium ou de manganese, ces r6sultats doivent, en pat t ie  au moins, 
~tre l 'expression de l 'action de ces m6taux sur l 'enzyme. Mais l 'allure particuli~re des 
courbes correspondant aux experiences faites en pr6sence de m6tal, d6pend 6galement 
d 'autres  faits qu'il  conviendra mieux de pr~ciser apr~s la discussion des r~sultats des 
exp6riences se r6f6rant aux figures 2 et 3. 

L'influence des diff6rents m6taux a 6t6 6tudi6e en choisissant, d'apr~s les indications 
fournies par  la Fig. I ,  des rapports  substrat /enzyme tels qu 'on rdalise les deux conditions 
de substrat  l imitant  et de substrat  saturant.  Les essais dans lesquels le substrat  est en 
quantit6 l imitante contiennent une concentration de s6rumalbumine d6natur6e s tandard 
de 0.2 %, et la solution de trypsine employ6e est k 4oo ~g/ml (rapport substrat /enzyme 
~- 3o). Dans les essais avec le substrat  en quantit6 saturante,  la s6rumalbumine d6na- 
tur6e s tandard est ~ une concentration de 2 % et la solution de trypsine employ6e 
contient 20o/zg/ml d 'enzyme (rapport substrat /enzyme = 600). 

T A B L E A U  I 
ACTION DES M]~TAUX SUR LA PROTI~OLYS]~ DE LA SI~RUMALBUMINE D~NATUR]~E STANDARD 

R a p p o r t  s u b s t r a t / e n z y m e  

3o 60o 
M ~ t a l  (subs trat  l im i tan t )  ( subs trat  sa turant )  

Concen t ra t ion  en m~tal  Concen t ra t ion  en mdta l  
z,o -2 M xo  -3 M .to -~ M z o  -3  M 

M n  63 91 lO8 lO 3 
Ca 8o 96 I 16 I o 4 
Sr 83 98 i I I I oo 
Mg 84 97 113 99 
B a  89 i o o  lO 9 i o o  
Co - -  83 i o o  i o o  

C o m p l e x o n e  85 92 lO 3 i o o  
T d m o i n  i oo I oo 

Le Tableau I donne les r6sultats obtenus exprim6s en pourcentage de la valeur 
donn6e par l'essai fait en pr6sence de tampon seul. Les valeurs donn6es par  le cobalt ne 
sont pas tout  k fait comparables aux autres parce que ce m6tal provoque dans ces con- 
ditions une 16g~re pr6cipitation de la prot6ine. Avec les sulfates de cuivre et de zinc, 
cette pr6cipitation est si importante  que l'essai est rendu impossible. Le Tableau I montre 
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que t o u s l e s  m6 taux  exp6r iment6s  et  la  complexone ,  d iminuen t  la sensibil i t6 de la  s6rum- 
a lbumine  d~natur6e s t a n d a r d  ~t l ' a e t ion  de la t ryps ine ;  pa rmi  eux, le manganese  a l 'effet  
le p lus  marqu6.  I1 mon t r e  aussi  que ces m~mes m6taux ,  ou bien n ' o n t  aucun  effet sur  la  
t ryps ine ,  ou bien a u g m e n t e n t  son ac t iv i t6  appa ren te .  On doi t  penser  qu ' i l s  a u g m e n t e n t  
la  quan t i t6  de la forme ac t ive  de l ' enzyme  comme cel~ a 6t6 d6j~ d6montr6  dans  le cas 
du  calc ium et du  mangan~seL ~. 

L a  Fig.  2 m o n t r e  l ' inf luence du ca lc ium et du manganese  ~ des concen t ra t ions  mol6- 
culaires diff6rentes sur  le degr6 de prot6olyse  d ' une  solut ion ~t o.2 % de s6 rumalbumine  
d6natur6e  s t a n d a r d ,  provoqu~e p a r  une quan t i t 6  de t ryps ine  de 40o/~g/ml,  dans  les 
condi t ions  habi tuel les .  La  s6 rumalbumine  6 tan t  en quan t i t6  l imi tan te ,  les va leurs  mesu-  

- // 
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N 

-log. ¢oncenfn molto, en m~fo( 

Fig. 2. Vitesse de prot~olyse de la s6rumalbumine 
d~natur6e standard, en quantit6 limitante, en 
fonction de la concentration en m6tal. S6rum- 

albumie o.2%; Trypsine 400/~g/rnl 
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Fig. 3- Vitesse de prot601yse de la s6rumalbumine 
d6natur6e standard, en quantit6 saturante, en 
fonction de la concentration en m6tal. S6rurn- 

albumine 2% ; Trypsine 2oo/~g/ml 

r6es d @ e n d e n t  de la  concen t ra t ion  du subs t ra t .  L ' a l lu re  des courbes  est  assez comparab le  
celle d ' une  courbe  classique d ' une  dissociat ion ob6issant  ~ la loi d ' a c t i on  de masses.  

On doi t  donc avoi r :  
SA den + n Me ~ SA den Men 

SA den repr6sente  la s6 rumalbumine  d6natur6e  s t a n d a r d  l ibre,  et  SA den Me n le com- 
plexe de ce t te  derni~re avec le m6tal .  Bien entendu,  p a r  no t re  m6thode,  nous suivons la  
fo rma t ion  du  complexe  p ro t6 ine-m6ta l  seu lement  pa r  l ' inf luence que ce t te  fo rma t ion  
exerce sur  la  sensibil i t~ de la prot6ine  ~ la t ryps ine ;  mais  les au t res  possibil i t6s d 'un ion  
du  m6ta l  avec la prot6ine  ne modi f ian t  pas  ce t te  sensibili t6,  nous 6chappent .  C'est  avec 
ce t te  res t r i c t ion  qu ' i l  convien t  d ' i n t e rp r6 t e r  l '6qui l ibre  donn6 ci-dessus, et  ceux que nous 
donnerons  p a r  la suite.  Sur  la gauche  des courbes  de la Fig.  2, on peu t  pr6voir  un pa l ie r  
r ep r6sen tan t  la  vi tesse  de pro t6olyse  du  complexe  SA den Men non dissoci6, de m6me 
que le pa l ie r  de dro i te  repr6sente  celle de la SA den l ibre.  Le subs t r a t  est  doric const i tu6 
et  p a r  la  s6 rumalbumine  d6natur6e  s t a n d a r d  l ibre,  et  pa r  son complexe  avec le m6tal ,  la  
sensibi l i t6  de ce dern ie r  ~ la  t r yps ine  6 tan t  au moins  cinq lois plus faible que celle de la 
s6 rumalbumine  l ibre.  L a  va leur  du  loga r i thme  de la  concen t ra t ion  en m6ta l  au  po in t  
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probable d'inflexion de la courbe, donne l 'ordre de grandeur de la concentration, qu'il  
faut employer pour que la moiti6 des liaisons peptidiques consti tuant le substrat  de la 
trypsine, soit rendue inat taquable par l 'enzyme. Pour le manganese, elle est ici de l 'ordre 
de lO -2, et pour le calcium de 3" lO-2- 

La Fig. 3 concerne les r6sultats obtenus dans une exp~rience analogue ~ la pr~c6- 
dente, mais dans laquelle le substrat  est en quantitfi saturante,  la concentration de la 
solution de trypsine ~tant de 2oo/xg/ml et celle de la s~rumalbumine de 2 %. I1 est clair 
que l 'augmentat ion de la quantit~ de trypsine active provoqufie par le m~tal, ne permet 
pas ~ l 'action simultan~e et en sens inverse de ce m~tal sur le substrat,  d 'etre toujours 
~vidente. C'est seulement avec une grande concentration en m~tal, que cette derni~re 
devient prfidominante. 

Si l 'on revient ~ la Fig. I ,  il est possible maintenant  de faire de nouvelles remarques 
sur l 'allure particuli~re des courbes relatives aux expfiriences faites en presence de cal- 
cium ou de manganese. En effet, les variations dans la concentration de s~rumalbumine 
en presence d'une quantitd fixe de m~tal, provoquent des variations dans la composition 
du substrat  qui, on le sait, est un m~lange de SA den libre et de SA den Men. Les courbes 
en question correspondent donc ~ un substrat  de composition non d~finie, pour lequel la 
trypsine change continuellement d'affinit~. 

Protdolyse de la sdrumalbumine ordinaire 

Si l 'on soumet la solution k 2 % de sfrumalbumine ordinaire £ l 'action de la trypsine 
(400 ~g/ml) et si l 'on suit la prot6olyse en fonction du temps, on observe apr~s les pre- 
mieres minutes d'action, une diminution brusque de la vitesse de prot6olyse : elle devient 
1/7 ~ peu pros de celle du d@art ,  et se maintient constante pendant  un temps assez long* 
(voir les courbes de la Fig. 4). I1 est fivident que la s6rumalbumine ordinaire n 'est  pas une 
substance homog~ne: elle contient au moins deux types de liaisons peptidiques, A et B, 
diff6remment sensibles k la trypsine; ces deux types peuvent correspondre soit ~ deux 
mol6cules difffrentes, soit k deux types de liaison dans la mfime mol~cule. Quant aux 
relations possibles entre A et B: ou il peut s 'agir de deux substrats ind@endants dans 
les conditions d'expfirience, ou encore A et B peuvent  dfr iver  l 'un de l 'autre (Avers  B) 
pendant  le cours mgme de l 'expfrience, et un 6quilibre peut exister entre eux. Les expf- 
riences faites k ce sujet, qui font l 'objet  d 'un travail  en cours, ne semblent pas contredire 
la deuxi~me hypoth~se, qu'on dolt alors prfciser de la fa~on suivante: il s 'agit de la for- 
mation d 'un substrat  B £ part ir  d 'une protf ine A insensible ~ l 'action de la trypsine% Le 
schfma de la rfact ion devient donc le suivant : 

A ~- B Trypsine ~ Produits d 'hydrolyse 

La vitesse de formation de B ~ part ir  de A est petite par rapport  ~ la vitesse d 'hydro-  
lyse de B. Pendant  les premieres minutes (premiere p6riode) la prot6olyse se poursuit 
aux d6pens surtout  de la quantit6 de B pr6sente au moment  de l 'addition de l 'enzyme; 
apr~s eette premiere p6riode, la vitesse devenue constante (deuxi~me p6riode) n 'est  pas 

* Ce brusque changement  de vitesse avai t  6t6 interpr6t6 darts un  t ravai l  pr6c6dent 1 comme 
une indication que la sa tura t ion  de l 'enzyme avai t  ~t6 at teinte,  et qu 'on  avai t  rejoint la vitesse 
max imum.  L'existence d 'une deuxi~me p6riode de prot6olyse, de toute  mani~re, ne rend pas moins 
valable la supposi t ion Iaite dans le t ravai l  cit6,/~ savoir  que la s6rumalbumine ordinaire est  constitu6e 
sur tout  par  une grande par t ie  de prot6ine inat taquable ,  et  seulement  par  une peti te quant i t6  de 
subs t ra t  r~el, d6rivant de la premiere. Cette supposi t ion conserve route sa validit6 comme hypoth~se 
de travail ,  ainsi qu 'on  le verra  dans la suite de la discussion. 
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celle de la prot6olyse du substrat B, mais celle de 
la vitesse de la r6action A -~ B qui est devenue le .~ 
facteur limitant du syst~me. ~6oo 

Les courbes de la Fig. 4 repr6sentent, en fonc- 
tion du temps, la prot6olyse ~ deux temp6ratures 
diff6rentes, en absence et en pr6sence de manganese 
(IO -~ M), d'une solution ~ 2 % de s6rumalbumine 40O 
ordinaire trait6e par une solution de trypsine ~ 200 
Fg/ml. On voit que le rapport des vitesses de pro- 
t6olyse obtenues ~ o ° et ~ 24 ° pour la premiere 
pdriode de l'hydrolyse, reste le m~me, en pr6sence 
ou non de m6tal, et il a une valeur voisine de 5; 2oo 

tandis que pour la deuxi6me p6riode de prot6olyse, 
ce m~me rapport, encore de 5 lorsque le mangan6se 
est pr6sent, atteint la valeur de io en l'absence de 
ce dernier. Ces diff6rences entre les coefficients de 
temp6rature indiquent que dans la deuxi~me p6- 
riode un autre ph6nom6ne vient s 'ajouter ~ celui 
de la prot6olyse, et que ce ph6nom6ne est contre- 
carr6 par la pr6sence de mangan6se. I1 s'agit d~ la 
r6action A ~ B. Ainsi, dans le cas de la s6rumalbu- 
mine ordinaire, l 'addition du m6tal provoquerait 
donc non seulement une diminution de sensibi- 

/ .24 ° 
Tampon / 

/ 
// 
• x 240 

T ~//"- _.---~ 0 ° 

0 20 40 60 80 100 
Minutes 

Fig. 4. Prot6o]yse en fonction du 
temps, ~ deux temp6ratures diff6- 
rentes ,  en pr6sence et  ell absence  de 
Mn, de la s 6 r u m a l b n m i n e  ordinaire.  
S 6 r u m a l b u m i n e  2~0; T ryps ine  2oo 

/~g/ml 

~ 400 

~ 300 

r. zoo / x  

100 ~ ' ~ "  

t 
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lit6 du substrat, mais aussi nne diminution 
dans la vitesse de sa formation. 

La relation entre les deux vitesses de 
prot6olyse et la concentration du substrat 
est exprim6e par les courbes de la Fig. 5 qui 
sont le r6sultat d'une exp6rience faite avec 
une solution de trypsine de 400 Fg/ml agis- 
sant sur la s6rumalbumine ordinaire ~ diff6- 
rentes concentrations. 

La courbe A concerne la vitesse en io 
minutes, calcul6e d'apr~s les valeurs de pro- 
t6olyse obtenues pendant les 3 premi6res mi- 
nutes d'action, elle correspond ~ l 'hydrolyse 
d 'un substrat dont la quantit6 ne devient 
jamais saturante pour l 'enzyme pr6sent, du 
moins pour les concentrations maximum en 
s6rumalbumine atteintes dans l'exp6rience 
(2%). La courbe B donne la vitesse en IO 
minutes mesur6e apr6s avoir laiss6 s'6couler 
les IO premieres minutes d'action. Les vites- 
ses mesur6es entre IO et 20 minutes, ou entre 
20 et 30 minutes, donnent deux courbes 
superposables: on volt donc qn'il s'agit ici 
d 'un ph6nom~ne d'allure uniforme et on peut 
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en d6duire dans quels rapports  quantitatifs,  entre trypsine et s6rumalbumine ordinaire, 
la formation de B devient suffisamment grande pour saturer l 'enzyme pr6sent. 

Action des ions m~talliques sur la prot~olyse de la s~rumalbumine ordinaire 

L'act ion des m6taux a 6t6 6tudi6e dans deux conditions. La premiere a 6t6 r6alis6e 
en faisant agir une solution de trypsine dialys6e k 6oo ~g/ml sur une solution de s6rum~ 
albumine ordinaire ~ 0.2 % (rapport substrat /enzyme -~ 20). D'apr~s la courbe B de la 
Fig. 4, dans ce cas l 'enzyme est en exc~s. Dans la deuxi~me condition, une solution de 
trypsine dialys6e ~t 200 ~g/ml agit sur une solution de s6rumalbumine ordinaire k 2% 
(rapport substrat /enzyme = 600). Ici l 'enzyme est compl~tement satur6. Les m6taux 
sont employ6s k la concentration de lO -3 M. 

TABLEAU II  
ACTION DES M~TAUX SUR LA PROT]~OLYSI~ D]~ LA S]~RUMALBUMINE ORDINAIRE 

Premiere 
M~tal p~riode 

(Io -3 M) de 
prot~olyse 

Deuxi~me p~riode de protdolyse 

Rapport substrat/enzyme 

20 600 
(trypsine en exc~s) (trypsine saturde) 

M n  80  45 47  
C a  87 65 76 
Sr  95  i o o  i o o  
M g  89 82 85 
B a  9 7  IOO i o o  
Co 85 62 86  

C o m p l e x o n e  i o o  85 89  
T 6 m o i n  I o o  i o o  i o o  

Le Tableau I I  donne les vitesses de prot6olyse pour chacune de ces conditions, 
mesur6es entre o e t  IO minutes (p6riode I), et entre IO et 20 minutes d 'act ion (p6riode II) ,  
exprim6es en pourcentage de la valeur obtenue avec le tampon seul. On volt que sur la 
s6rumalbnmine ordinaire, les m6taux lorsqu'il s 'agit  de la p6riode I I  de prot6olyse, ont 
une action beaucoup plus grande, et h une concentration beaucoup plus faible que sur la 
s6rumalbumine d6natur6e standard. Cette action est si forte qu'elle est encore positive, 
tout  en devenant plus faible, lorsque la trypsine est compl~tement satur6e. Dans le cas 
de la p6riode I, l 'action des m6taux est beaucoup plus faible, et elle se rapproche de ceUe 
obtenue avec la s6rumalbumine d6natur6e standard. 

La Fig. 6 montre  l'influence du calcium et du manganese employ6s h des concen- 
trations mol6culaires diff6rentes, sur la vitesse de prot6olyse mesur6e entre les IO et les 
20 premieres minutes d'action, d 'une solution de trypsine ~ 6o0/~g/ml snr une solution 
k o.2 % de s6rumalbumine ordinaire. On est ainsi dans la deuxiSme p6riode d'action de la 
trypsine, l 'enzyme 6tant en exc~s. 

La  courbe de la Fig. 6 qni concerne le manganese montre deux paliers, et sur la 
gauche elle tombe prat iquement  ~ z6ro. On volt que la diminution de la sensibilit6 de la 
prot6ine lorsqu'on augmente la concentration en m6tal, se fait en deux stades, ce qui 
montre  que l 'action du m6tal s 'accomplit  par deux effets diff6rents, chacun exigeant une 
concentration propre d'ion m6taUique. Pour obtenir une action 6gale ~ la moiti6 de la 
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grandeur totale dn premier effet, il faut employer une con- 
centration de mangan6se de l'ordre de 10 -4 M. Pour le 
deuxihme effet, on doit aller jusqu'~ i0 -z M. Pour le cal- 
cium, ces valeurs sont plus grandes, mais moins facilement 
d6terminables. D'apr6s l ' interpr6tation consid6rant la 
deuxi6me p6riode de prot601yse comme l'expression de la 
vitesse de formation de la prot6ine attaquable B ~ partir 
de la prot6ine A inattaquable, on pent expliquer ces r6sul- 
tats de la fa~on suivante: le m6tal, lorsqu'on augmente sa 
concentration, agit d 'abord en d6pla~ant l'6quilibre A ~ B 
en faveur de A, par suite de la formation d 'un complexe 
Prot A Me dont la constante de dissociation est voisine de 
10-4; puis en donnant avec B u n  complexe Prot B Me moins 
sensible que B libre ~ la trypsine, et dont la constante de 
dissociation est proche de la valeur de I0 -~. 

La mSme exp6rience faite dans des conditions de sub- 
strat saturant donne des courbes analogues, un peu plus 
d6plac6es vers la gauche, tandis que les courbes qu'on pent 
dessiner d'apr6s les vitesses donn6es dans les I0 premi6res 

50 

°l i J -  / 
/ 

-log. concentr mot. en rn6tol 

Fig. 6. Vitesse de prot6olyse 
de la s6rumalbumine ordi- 
naire pendant la deuxi6me 
p6riode de prot6olyse, en 
fonction de la concentration 
en rn6tal. S6rumalbumine 
0.2%; Trypsine 600 /~g/inl 

minutes d'action, c'est-~-dire se r6f6rant au substrat hydrolys6 pendant la p6riode I, 
sont assez comparables ~ celles de la Fig. 2, obtenues avec la s6rumalbumine d6natur6e 
standard. 
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Action de la s&umalbumine  prot~geant la trypsine en presence et en absence de m~tal 

L'interpr6tation des r6sultats obtenus par l 'action des m6taux sur la trypsine lorsque 
la s6rumalbumine d6natur6e standard est en quantit6 saturante, est compliqu6e du fait 
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Fig. 7- Prot6olyse en fonction du 
temps de la s6rumalbumine d6na- 
tur~e standard. S6rumalbumine 
2%; Trypsine 2o jug/ml; Temp6ra- 

ture 360 
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qu'on doit s 'attendre en m~me temps ~ une action pro- 
tectrice exerc6e sur l 'enzyme par le substrat. I1 6tait 
donc utile d'6tudier s6par6ment autant que possible les 
deux actions : celle des m6taux et celle du substrat. Pour 
ce faire, on a choisi des conditions de temp6rature telles 
que l 'inactivation irr6versible de la trypsine et sa pro- 
tection par le calcium soit bien 6vidente. D'apr6s le 
travail d6j~t cit6 z on sait qu'~t 37 °, la trypsine en solution 
dans du tampon borate ~ pH 7.9 perd 50% de son acti- 
vit6 apr6s 60 minutes, tandis que la pr6sence de calcium 
lO _3 M. la prot6ge compl6tement. On a donc fait des 
essais de prot6olyse k cette temp6rature. 

La Fig. 7 montre les r6sultats obtenus en laissant 
agir ~t 37 ° une solution de trypsine ~ 20 ~g/ml sur de la 
s6rumalbumine d6natur6e standard ~ 2%, donc en tr6s 
grand exc~s, en absence et en pr6sence de calcium IO -2 M. 
Les quantit6s de prot6olyse sont exprimdes en fonction 
du temps. On voit que la vitesse de prot6olyse se main- 
tient uniforme soit en pr6sence soit en l'absence de cal- 
cium, pendant un temps exc6dant largement celui qui 
aurait suffi pour r6duire de moiti6 la quantit6 de tryp- 
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sine active pr6sente si cette derni~re avait 6t6 conserv6e seule ~ la m~me temp6rature. 
On voit 6galement que cette vitesse, en p%sence de calcium, est toujours sup6rieure "~ 
eelle obtenue sans m6tal. La p%sence de substrat, ainsi que celle de calcium, protege 
donc la trypsine de son inactivation irr6versible, mais le m6tal favorise encore plus le 
cours de la prot6olyse. 

Cette m~me exp6rience montre aussi que dans les limites de nos conditions de 
travail, on n 'a  pas ~ enregistrer une intervention des produits d'hydrolyse dans l'activit6 
enzymatique. En effet, dans les essais faits ~ 25 °, avec une quanti% de trypsine dix fois 
sup~rieure, on pourrait penser que la vitesse de prot6olyse tend ~ baisser apr~s IO minutes 
d'action, la concentration des produits de la r6action 6tant rendue suffisante pour que 
ces derniers commencent ~ devenir inhibiteurs pour l'activit6 enzymatique. La valeur 
du coefficient d'extinction de la partie des produits de prot6olyse solubles dans l'acide 
trichlorac6tique d6pend de la concentration de ces produits, et elle est de l'ordre de 0.27 ° 
au moment de l'inflexion de la courbe. Si cette interp%tation 6tait correcte, l'effet du 
calcium pourrait ~tre attribu6 ~ une action d6toxifiante de ce m6tal contre les produits de 
l'hydrolyse. Or, dans l'exp6rience de la Fig. 7, on n'enregistre aucune diminution de 
vitesse lorsque le coefficient d'extinction atteint la mSme valeur de 0.270, et bien que 
les produits de l 'hydrolyse soient, par rapport ~ la quantit6 d'enzyme, dix fois plus con- 
centr6s que dans les exp6riences ~ 25 °. Dans nos conditions de travail donc, la vitesse de 
prot6olyse baisse par manque de substrat, et non pas ~ cause de l 'accumulation des pro- 
duits d'hydrolyse, et l'effet du calcium ne peut donc pas ~tre attribu6 ~ une action d6- 
toxifiante vis ~ vis de ces produits. Des exp6riences de prot6olyse faites en p%sence d'une 
solution des produits obtenus par action de la trypsine sur la s6rumalbumine, confirment 
ces r6sultats. 

DISCUSSION ET CONCLUSIONS 

I1 r6sulte des investigations qui font l 'objet du present travail, que certains ions 
m6talliques bivalents sont capables de faire diminuer d'une fa~on tr~s importante, et 
mSme de r~duire k z6ro, la prot6olyse de la s6rumalbumine par la trypsine. On peut 
obtenir cet effet avec toutes les formes de s6rumalbumine 6tudi6es, correspondant 
diff~rents degr~s de d6naturation. Nous avons pris en consid6ration deux formes: une 
premi6re constitu6e par la fraction V du plasma de boenf, le fractionnement 6tant fait 
selon COHN ET EDSALL 7, k l'alcool, dans des conditions de temp6rature et de force ionique 
bien d~finies. Nous l'appelons ici "s~rumalbumine ordinaire", laissant de c6t6 toute 
discussion sur les changements que la prot6ine peut avoir subis au cours de son extraction 
par rapport k ce qu'elle 6tait in vivo. La deuxi~me forme 6tudi~e est autant ~loign6e de 
la forme in  vivo que peut l'Stre la s~rumalbumine ordinaire chauff~e ~ 127 ° pendant 30 
minutes, en solution ~ pH 7.9 et que nous avons d6sign~e ici comme "s~rumalbumine 
d6natur6e standard".  

Dans nos conditions d'exp6rience, cette diminution de prot~olyse ne pent pas 6tre 
attribu6e, comme on l 'a vu, {~ une action des m6taux sur l 'enzyme ou sur les produits 
d'hydrolyse; elle doit donc d6river d'une action directe des m~taux sur le substrat. En 
effet, la s~rumalbumine donne avec les m~taux 6tudi~s des complexes qui ont une sensi- 
bilit6 ~ la trypsine beaucoup plus r6duite que la s~rumalbumine libre, et pouvant aller 
jusqu'{~ une insensibilit6 compl6te. L'action des m6taux est imm6diate, et il suffit que les 
ions en question soient pr6sents pendant le cours de la prot~olyse, sans aucune p6riode 
d'incubation pr~alable avec la s~rumalbumine. 
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L'ensemble de tousles r6sultats fait penser ~ une r6action de double d6composition 
entre deux sels : les groupements anioniques de la prot6ine salifi~s avec les m6taux alca- 
lins apport6s par le tampon ~ pH 7.9, et le sel du m6tal bivalent ajout6, 6changent leurs 
cations. Les m6taux bivalents 6tudies qui s'unissent de cette fagon ~ la prot6ine, perdent 
leur propri6t6 de donner des ions en solution. Comme dans le cas de leurs complexes avec 
certains acides gras hydroxyl6s, ils se lient ~ la prot6ine non seulement par les forces 
ioniques classiques (par exemple avec le deuxi~me carboxyle des acides amin6s dicarbo- 
xyliques), mais aussi par des forces polaires (par exemple avec les groupements OH des 
acides amin6s hydroxyl6s). Mais il n'est pas moins vrai que ces unions restent compl~te- 
ment r6versibles. Ainsi, il est bien connu que la quantitd de calcium contenue dans un 
sac ~ dialyse renfermant une prot6ine, demeure sup6rieure ~ celle contenue dans l'eau 
qui est ~ l'ext6rieur du sac, m~me dans des conditions d'6quilibreS, 9. Mais une dialyse 
prolong6e contre de l 'eau courante, ou l 'addition d 'un r6actif sp~cifique d'affinit6 con- 
venable, peuvent 61oigner compl~tement le m6tal li6 ~ la prot6ine. 

On sait 6galement que la s&umalbumine peut donner des complexes avec un grand 
nombre de substances. En particulier, le caract~re amphotbre de la mol6cule prot6ique, 
lui permet de former des complexes avec les anions comme avec les cations. Les travaux 
de DUCt.AN ET LUCK 1° ont d~montr~ que la s~rumalbumine peut m~me ~tre prot~gb.e 
contre la d6naturation, en se complexant avec des acides gras de structure particuli~re, 
comme elle le fair avec les m6taux, n convient d'interpr~ter le comportement de la com- 
plexone observ6 dans ce travail, en se basant sur ces consid&ations. Le fait que l'acide 
~thyl&nediaminot~trac6tique (complexone) agit sur la sensibilit6 de la s6rumalbumine 
dans le m6me sens que les m6taux, exclut la possibilit6 que dans ce cas, cette substance 
puisse agir indirectement en rant que r6actif d 'un m6tal pr6sent en traces dans la pro- 
t6ine. Ce cas particulier fournit donc une preuve que la complexone peut avoir aussi une 
action propre qui s'explique par une union directe de ce corps avec la s6rumalbumine, 
la complexone 6tant l 'anion et la prot6ine fournissant les groupements cationiques. 

Les diff6rences quantitatives dans l'ensemble des forces constituant l'affinit6 des 
substances 6tudi6es pour la s6rumalbumine, expliquent en partieles actions quantitati- 
vement tr~s diff6rentes des divers m6taux et acides. Une 6tude plus approfondie dans le 
cas du calcium et du manganese, montre que la r6duction maximum de sensibilit6 qu'on 
peut obtenir avec une m~me forme de s&umalbumine, est vraisemblablement toujours 
du m6me ordre, quel que soit le m6tal employ6, ce qui change 6tant seulement la con- 
centration en m6tal n6cessaire ~ cet effet. I1 n'est pas facile d'imaginer comment les ions 
6tudifs, en s'unissant & la s6rumalbumine, provoquent une diminution de sa sensibilit6 

la trypsine. De toute fa$on, les courbes de saturation par le calcium et le mangan&se 
montrent que cette diminution de sensibilit6 d@end de la pr6sence de ces ions suivant 
la loi de l 'action de masses. Une mol6cule de s&umalbnmine s'unit ~ n atomes de m6tal 
(ou d'acide), dormant ainsi lieu ~ un complexe dans lequel un certain type des liaisons 
peptidiques constituant le substrat de la trypsine, est bloqu6. I1 en r6sulte une prot6ine 
beaucoup moins sensible ~ la trypsine que la s6rumalbumine libre du d@art. I1 est possi- 
ble que le complexe, & son tour, s'unisse, par un autre degr6 d'affinit6, ~ n' atomes de 
m6tal, et forme un nouveau complexe. Ce dernier rend inattaquable une nouvelle quan- 
tit6 des liaisons peptidiques int6ressant la trypsine, et ainsi de suite, jusqu'~ soustraire 

l 'action de cet enzyme toutes les liaisons peptidiques qui formaient son substrat. Pour 
la s&umalbumine d6natur6e standard, et dans nos conditions d'exp6riences, la sensi- 
bilit~ ~ la trypsine a pu ~tre r6duite au maximum au cinqui~me de sa valeur normale, et 
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la quantit6 de m6tal n6cessaire pour atteindre la demi saturation est assez 6lev6e: 35 
atomes de Mn, le m6tal le plus puissant, pour chaque mol6cule de s6rumalbumine. 

Mais la formation des complexes m6talliques provoque 6galement la perte de sensi- 
bilit6 de la s6rumalbumine 5. la trypsine, d 'une autre mani~re. En effet, on peut supposer 
qu 'une prot6ine, dans certains 6tats de d6naturation, est constitute par  un m61ange de 
deux formes, A et B, en 6quilibre, la forme B seule 6tant at taquable par la trypsine. 
Dans ce cas, les m6taux donnant  des complexes avec l 'une comme avec l 'autre forme, 
peuvent  entralner la diminution de la concentration du substrat  (la forme B) par  deux 
voles: en se complexant  avec la forme B elle-m~me, mais aussi avec l a  forme A, ce qui 
d@lace l'6quilibre entre A et B e n  faveur de A. Le sch6ma le plus simple 5. proposer est 
alors le suivant : 

+ M e  
P r o t  A ~ -  P r o t  A Me 

P r o t  B - ~ -  P r o t  B Me 

+ T r y p s i n e  

P r o d u i t s  d ' h y d r o l y s e  

E t  si l 'on suppose que l'affinit6 du m~tal est beaucoup plus grande pour la forme A 
que pour la forme B, on voit que la diminution du substrat  B e s t  due surtout au dfiplace- 
ment  de l'fiquilibre entre A et B. C'est ce qui a lieu probablement dans le cas de la s~rum- 
albumine ordinaire. D'apr6s son comportement  particulier pendant  le cours de sa pro- 
t~olyse, il semble que eette derni~re soit constitu6e par  un m~lange de prot~ine A et de 
prot~ine B. Pendant  la premiere p~riode de prot~olyse qui correspond essentiellement ~ 
l 'hydrolyse de la prot6ine B d~j~. prgsente, le m~tal agit en donnant lieu au complexe 
Prot  B Me, moins at taquable.  Pendant  la deuxifime p6riode qui est l 'expression de la 
vitesse de formation de B, le m6tal agit sur cette vitesse en se complexant avec Prot  A 
pour laquelle il aurait  une plus grande affinit~ que pour Prot  B. E t  c'est aux grandes 
concentrations de m6tal seulement, que l'effet dfi ~. la formation du complexe Prot  B Me, 
viendrait s 'a jouter  5. celui du complexe Prot  A Me dans le ph6nom~ne de protfiolyse. En 
effet, les rfisultats obtenus avec la s6rumalbumine ordinaire montrent  que pendant  la 
premiere pfiriode de prot6olyse, la prfisence des m6taux agit d 'une fa~on assez comparable 
au comportement  de la sfirumalbumine d~natur~e standard;  pour le deuxi~me, il suffit 
de concentrations en m~tal cent fois plus faibles pour obtenir un effet dfijS, tr~s net, et si 
l 'on augmente la concentration en m6tal, on peut, apr~s avoir d@ass~ un premier palier, 
arr~ter compl~tement toute action protfiolytique. 

Pour conclure, en ce qui concerne la sfrumalbumine,  les r6sultats de nos recherches 
antfirieures 1 se t rouvent  ainsi confirm~s : l 'action des m6taux fitudifis porte non senlement 
sur l 'enzyme mais aussi sur le substrat,  contrairement ~. l 'opinion exprimfie par  d 'autres  
auteurs 2. Bien que nos recherches portent  seulement sur des formes dfinatur~es de la 
sfrumalbumine,  les r~sultats permet tent  d'envisager d 'une fa~on dynamique la possi- 
bilitfi de r~sistance d 'une protfiine aux enzymes prot6olytiques in vivo. Et  on peut con- 
sidfirer l 'action des m6taux fitudifs comme le facteur pr6dominant dans ce phfinom~ne, 
si l 'on pense 5. leur grande diffusion dans le monde vivant,  et au fait que d~js. pour la 
forme de la s6rumalbumine que nous appelons "ordinaire",  il snffit d 'une concentration 
en m6tal de l 'ordre de lO .4 M, c'est-k-dire cent lois plus petite que pour la forme d6na- 
tur~e standard, pour r~duire de plus de moiti~ la sensibilit~ de la prot6ine 5. la trypsine. 

Bibliographie p. X92. 



VOL. 9 (1952) SENSlBILIT~ DE LA SERUMALBUMINE 191 

Quant au comportement de la trypsine, les pr6sents r6sultats montrent que les 
valeurs obtenues quand le substrat employ6 est la s6rumalbumine, ne peuvent que 
donner une indication sur la qualit6 de l'action, positive ou n6gative, que ces m6taux 
exercent sur la trypsine, mais ne sont pas l'expression quantitative de cet effet. Un 
premier examen des r6sultats actuels parMtrait les mettre en d6saccord avec ceux obte- 
nus pr6c6demment, lors de l'6tude de l 'action des m6taux sur l 'inactivation irrfversible 
de la trypsine due ~ une 616ration de temp6rature. Dans ce dernier cas seuls le calcium 
et le manganese avaient nne action importante, du m4me ordre de grandeur, et les autres 
m6taux restaient sans effet. Dans les conditions du pr6sent travail, tous les m6taux 
paraissent avoir une action; celle du mangan6se est non seulement moindre que celle du 
calcium, mais aussi inf6rieure ~ celle de la plupart des autres m6taux. L'explication de 
ces diff6rences de comportement est ~ rechercher dans les conditions diff6rentes des deux 
sfries d'exp6riences. Dans le premier cas, l 'action du mftal  s'exerce sur la trypsine sou- 
mise ~ une 616vation de temp6rature, mais en l'absence de toute autre prot6ine : ainsi le 
m6tal peut agir seulement sur l 'enzyme. Dans le cas actuel, le m6tal est mis en pr6sence 

la fois de la trypsine et du substrat s6rumalbumine: il s'6tablit done une comp6tition 
des deux prot6ines pour l'ion m6tallique. I1 faut encore ajouter que le ph6nom6ne de 
protection de la trypsine contre l ' inactivation provoqu6e par une 616ration de temp6ra- 
ture 6tudi6e dans le travail cit6, n'est pas compl6tement comparable ~ celui qu'on 6tudie 
dans les exp6riences actuelles: dans le premier cas l 'action des m6taux porte sur la 
vitesse d'une r6action irr6versible, tandis que dans le deuxi6me cas leur action est essen- 
tiellement celle de provoquer le dfplaeement d 'un 6quilibre entre une forme active et une 
forme inactive de la trypsine. I1 est 6vident que pour l'6tude de l 'action des mftaux sur 
la trypsine, on doit avoir recours ~ des substrats dont l'insensibilit6 aux ions m6talliques 
a 6t6 d6montr6e. A priori il n'est pas possible d'affirmer qu'il enest  ainsi pour des pepti- 
des simples, surtout apr~s les observations de GILBERT, OTE¥ ET PRICE 11 sur la diminu- 
tion de sensibilit6 aux peptidases de certains dipeptides complex6s par le cobalt. 

R~SUM~ 

L'addi t ion  5~ une solution de s6rumalbumine  ~ p H  7.9 des sels ionis6s de certains m~taux  bi- 
valents  tels que le calcium et le manganese  (et ~ un  moindre degr6 le cobalt  et  le magnesium),  provoque 
la format ion imm6diate  de complexes m6tall iques de la prot6ine tr~s peu a t taquables  pax la t rypsine  
et  m6me compl~tement  ina t taquables .  

Cette propri6t6 de donner  des complexes subsiste,  quel que soit le degr6 de d6natura t ion  de la 
s6rumalbumine.  Mais le m6canisme qui commande  la diminut ion de seusibilit6 A la t ryps ine  est  double, 
et ddpend des dtats  de d6natura t ion  de la protdine. Le m~tal peu t  agir  d i rectement  (s6rumalbumine 
trait6e par  la chaleur) en se complexan t  avec la s~rumalbumine  pour  donner  lieu A un subs t r a t  
moins sensible A la t rypsine.  Dans  d 'au t res  cas (s6rumalbumine non traitde par  la chaleur), le m6tal  
joue un  r61e indirect  en agissant  sur  l '6quilibre qui existe entre  deux formes de sdrumalbumine:  
une seule de ces formes est a t t aquab le  pa r  la t rypsine,  et le m6tal  d~place l '~quilibre vers l ' au t re  
forme pour  laquelle il poss~de une plus  grande affinit6. La  concentra t ion de manganese  n6cessaire 
pour  obtenir  la moiti6 de l 'effet to ta l  qu ' i l  peu t  provoquer ,  est  de IO -~ M pour  la s6rumalbumine  
traitde par  la chaleur, et  de lO -4 M pour  celle non chauff6e. Pour  le calcium, ces concentrat ions  
sont  ldgbrement supdrieures. Le manganese  et le calcium sont  done de pu issan ts  r6gulateurs de la 
prot6olyse de la s6rumalbumine  par  la t rypsine.  

L'acide 6thyl~nediaminot6trac6tique (complexone) a une action propre,  dans  le m6me sens que 
celle des m6taux,  et ne d6rivant  pas  du fair que ce corps est  un  r6actif des m6taux  6tudi6s. 

L 'ac t ion de ces subs tances  sur  le subs t r a t  s 'a joute  et s 'oppose ~t celle qu'elles ont  v i s& vis de 
la t rypsine.  De ce fair, les s t tbs t ra ts  prot6iques  ne sont  pas  indiqu6s darts une 6rude du compor temen t  
de la t ryps ine  en pr6sence de diff6rents m6taux.  

Bibliographie p. z92. 
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SUMMARY 

The addit ion of ionised sa l t s  of certain bivalent  metals  such as calcium and manganese  (and to 
a lesser degree, cobal t  and magnesium) to a solution of se rumalbumin  at  p H  7.9 provokes the im- 
mediate format ion of metallic complexes of the protein,  which are nearly, if not  completely, nnat -  
tacked by  trypsin.  

This p roper ty  of forming complexes exists regardless of the degree of denatura t ion  of the 
serumalbumin.  But  the mechanism which controls the diminut ion of sensit ivity toward  t ryps in  is 
twofold, and depends on the  s tates  of denatura t ion  of the protein. The metal  can react  directly 
(With se rumalbumin  warmed)  to form complexes wi th  the se rumalbumin  which is a subs t ra te  less 
sensitive to t rypsin.  In  other  cases ( serumalbumin not  warmed) the  metal  plays an indirect role 
by  influencing the equil ibrium which exists between two forms of se rumalbumin;  one only of these 
forms is a t tackable  by  t ryps in  and the metal  displaces the equil ibrium towards  the other  form, 
fo r  which it possesses a greater  affinity. The concentrat ion of manganese  necessary to obtain half 
of the total  effect which it can provoke is lO -2 M for the heated serumalbumin,  and lO -4 M for the 
non-heated serumalbumin.  For  calcium, these concentrat ions  are slightly higher. Manganese and 
calcium are thus  powerful  regulators  of the proteolysis of se rumalbumin  by  t rypsin.  

Ethylenediaminote t racet ic  acid (complexone) has its own act ion in the same sense as t ha t  of 
tile metals,  and not  due to the fact  t ha t  this compound  is a reagent  of the  metals  studied. 

The action of these substances  on the subs t ra te  is opposite to t ha t  which they  have with regard 
to t rypsin.  Because of this fact, the protein subs t ra tes  are not  indicated in a s tudy  of the behaviour  
of t ryps in  in the presence of different metals.  

ZUSAMMENFASSUNG 

Die Zugabe, zu einer Serumalbumin-L6sung  yon p H  7.9, yon ionisierten Salzen verschiedener 
zweiwertiger Metalle wie Calcium und Mangan (und in geringerem Masse Kobal t  und Magnesium), 
bewirkt  die sofortige Bildung yon Metal lkomplexen des Proteins,  welche sehr wenig oder gar nicht  
durch  Tryps in  angegriffen werden. 

Diese Eigensehaft  der Komplexbi ldung  bleibt  bestehen, wie sehr das Serumalbumin auch 
denatur ier t  sein m6ge. Aber der Mechanismus, welcher die Verminderung der Trypsin-Empfindl iehkei t  
beherrscht ,  ist zweifach, und hAngt vom Denatur ie rungsgrad  des Proteins  ab. Das Metall kann  direkt  
wirken (wArmebehandeltes Serumalbumin)  indem es mi t  dem Serumalbumin  einen Komplex  gibt 
und  so ein gegeniiber Tryps in  weniger empfindliches Subs t ra t  liefert. I n  anderen FAllen (nicht 
w~rmebehandel tes  Serumalbumin)  spielt das Metall eine indirekte Rolle, indem es auf das zwischen 
zwei Formen  yon Serumalbumin  bestehende Gleichgewicht wirkt  : nur  eine dieser Formen  wird durch 
Tryps in  angegriffen und das Metall verschiebt  das Gleichgewicht zugunsten der anderen Form,  ffir 
welche es eine gr6ssere Affinit~t besitzt.  Die Konzent ra t ion  yon Mangan, welche n6tig ist um die 
H~lfte des fiir dieses Metall m6glichen Totaleffektes zu erreichen, ist lO -2 M ftir w~irmebehandeltes 
und IO -~ M ftir nicht erwArmtes Serumalbumin.  Ffir Calcium sind diese Konzent ra t ionen  etwas 
h6her. Mangan und Calcium sind also m~chtige Re~'ui~zren der Proteolyse von Serumalbumin dutch 
Trypsin.  

I4omplexon ha t  eine eigene Wirkung  im gleichen Sinne wie die Metalle; sie ist nicht  durch 
die Tatsache verursacht ,  dass diese Verbindung ein Reakt iv  f/dr die un te rsuchten  Metalle ist. 

Diese Substanzen wirken also auch auf das Subs t ra t  und diese Wirkung  ist  der Wirkung  auf 
Tryps in  entgegengesetzt .  Daher  sind Pro te insubs t ra te  fiir ein S tud ium des Verhal tens yon Tryps in  
in Gegenwart  verschiedener Metalle nicht  geeignet. 
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