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L'ovomucoide est une mucoprotOine contenue dans le blanc d'oeuf. C'est etle qui est 
responsable du pouvoir inhibiteur de ce dernier sur la trypsinO. Cette inhibition n 'est  pas 
du type  compOtitif avee le substrat,  et en bloquant par  ac~tylation les groupements 
aminOs de la trypsine, on a pu dOmontrer que ces groupements ne sont pas essentiels 
l 'activit6 trypsique, tandis qu'ils doivent rester intacts pour que la trypsine puisse se lier 
avec l 'ovomucoide et 8tre inhibOe 2. L'inhibition aurait  donc lieu sans bloquage des 
groupements de la trypsine responsables de son activit~ protOolytique; ces derniers 
groupements subsisteraient libres dans le complexe ovomucoide-trypsine, mais avec une 
activit6 modifi~e. Le complexe ovomucoide-trypsine a une composition bien dOterminOe : 
une molOcule d 'ovomucoide (p.m. 28,000) s 'unit  ~ une ou deux molOcules de trypsine, 
suivant que, pour cette dernibre, on accepte le poids molOculaire de 36,0003 ou celui 
propos6 tout  derni~rement 4 qui est sensiblement la moiti~ du prOc~dent. 

Jug~ d'apr~s ses constantes de solubilit6 et de viscositO, l 'ovomucoide serait re- 
marquablement  stable, et cela a permis de le sOparer des autres prot~ines du blanc 
d'oeuf: celles-ci coagulent ~ IOO ° s o u  prOcipitent par  l 'acide trichlorac~tique ~t 5 %6, 
tandis que l 'ovomucoide reste dans les deux cas en solution. Mais sa stabilit6 apparai t  
comme beaucoup moins grande si l 'on prend comme test  son pouvoir antitrypsique. 
Ainsi, le pouvoir inhibitettr du blanc d'~euf sur la protOolyse est presque compl~tement 
aboli apr~s chauffage ~ 7 ° ° pendant  une heure ~ et l 'ovomucoide purifi~ perd toute activit~ 
anti trypsique apr~s chauffage £ IOO ° pendant  I heure 1. I1 convient de remarquer que 
l 'ovomucoide est une protOine conjuguOe avec un polysaccharide qui constitue les 25-27 % 
de son poids s e t  on ne sait pas actuellement quels sont les r61es respectifs jouOs par les 
deux constituants, protOine et polysaccharide, dans le mOcanisme d'inhibition trypsique. 
L ' inact ivat ion de l 'ovomttcoide peut done correspondre aussi bien ~t une dOnaturation de 
la partie protOique, qu'~ un phOnomOne diffOrent concernant la patt ie polysaccharidique. 

Nous avons estim6 que les observations publiOes dans une note prOcOdente ° pou- 
vaient fournir une indication sur l 'existence d'une activit6 protOolytique propre du 
complexe ovomucoide-trypsine, et sur la prOsence de deux formes d'ovomucoide, l 'une 
active (douOe d'activit6 antitrypsique) et l 'autre inactive (sans activit6 antitrypsique) 
existant en 6quilibre k 37 °. Le prOsent travail  prOcise et complete ces observations en 
6tudiant les interactions ovomucoide trypsine: nous essayons de dOfinir les conditions 
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dans lesquelles l 'action de l 'ovomucoide s'exerce sur la trypsine avec inhibition de 
l 'activit6 prot6olytique de celle-ci, et celles dans lesquelles une action de la trypsine se 
manifeste sur l 'ovomucoide avec prot6olyse de ce dernier. 

PARTIE EXPt~RIMENTALE 

Materiel 

L'ovomucoide utilis6 est la fraction I I  B lyophylis6e pr~par6e ~ part ir  du blanc 
d'ceuf selon la m6thode d6crite par FREDERICQ ET DEUTSCH ~. La trypsine est de la 
trypsine cristallis6e*. La s6rvmalbumine est la fraction V selon COHN ET EDSALI, TM du 
plasma de boeuf**. Toutes les solutions et les dilutions au cours des essais sont faites 
avee la solution tampon borate ~ pH 7.9 d'apr~s CLARK ET LUBS 11 et 6ventuellement 
ramen6es ~ p H  7.9 par addition de soude. Les solutions d'ovomucoide et de trypsine sont 
faites k o ° et employ6es imm6diatement.  La s6rumalbumine tt 2.4 % est d6natur6e par  
chauffage TM. Les concentrations et les molarit6s indiqu6es sont celles des solutions finales. 
L 'eau utilis6e est de l 'eau tridistill6e dans un appareil en verre Pyrex. 

Techniques 

D~termination du pouvoir antitrypsique de l'ovomuco~de 

La d6termination se fait en m61angeant au moment  de l 'analyse les 6chantillons 
dont on veut mesurer l 'activit6 antitrypsique, avec une quantit6 donn6e de trypsine. 
L 'act ion inhibitrice sur la trypsine est imm6diate et on mesure par la m6thode de Anson la 
l 'activit6 prot6olytique r6siduelle du m61ange, en ajoutant  ~ 0.5 ml de celui-ci 2.5 ml de 
]a solution du substrat  suivant la technique d~j~ d6crite TM. La prot6olyse a lieu dans les 
conditions g6n6rales suivantes : Substrat,  s6rumalbumine d6natur6e 2 % ; p H  7-9, tampon 
borate;  pr6sence de CaClz lO -2 M;  temp6rature 25 o; temps de prot6olyse Io  minutes. On 
arr~te l 'action prot6olytique par  addition de 5 ml. d'acide trichlorac~tique 5 %. La 
centrifugation doit avoir lieu apr~s un d61ai constant, pour tousles essais, et on d6termine 
le coefficient d 'extinction ~ 280 m/z du surnageant obtenu. Dans ces conditions, Fang- 
mentat ion du coefficient d 'extinction (Ae) obtenu dans les IO premieres minutes de pro- 
t6olyse, est proportionnelle k l 'activit6 de la trypsine pr6sente jusqu'~ la limite de Ae 
0.300 TM. Dans cette limite, le Ae mesur6 aprSs l 'addition d'ovomucoide est done l 'expres- 
sion inverse de l'effet inhibiteur sur la trypsine de l'6chantillon analys6. D 'aut re  part,  le 
pouvoir anti trypsique de l 'ovomucoide ne se montre proportionnel k la quantit~ d 'ovo- 
muco[de employ6e, qu e si l 'activit6 r6siduelle du m61ange ovomucoide-trypsine n 'est  pas 
inf6rieure k IO % de l 'activit6 de la trypsine seule (Fig. 2). Ainsi, les valeurs Ae, entre les 
limites de 0.o3 ° et 0.300, sont l 'expression quanti ta t ive inverse de la quantit6 d 'ovo- 
mucoide actif pr6sent darts l '6chantillon ~ analyser. 

Au cours des exp6riences dans lesquelles on suit en fonction du temps la disparition 
de l'ovomuco~'de actif, les prises pr61ev6es en vue de la d6termination du pouvoir anti- 
trypsique contiennent soit de l 'ovomucoide seul, soit d6jk un m61ange d'ovomucoide et 
de trypsine. Dans ce der~ier cas, cette trypsine, au fur et k mesure de la disparition du 

* Worthington, Friehold, N.J. Elle contient 5o% de SOIMg. Les concentrations en trypsine 
indiqu6es dans le travail correspondent ~t la trypsine pure. 

* Armour Chicago, Ill. 
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pouvoir antitrypsique, intervient de plus en plus dans les valeurs des coefficients d'ex- 
tinction qu'on mesure. Pour chaque exp6rience donc, on 6tablit la quantit6 de trypsine 
& rajouter aux prises au moment de l'analyse, et la dilution qu'il convient de leur faire 
subir, en se basant sur les consid6rations suivantes; (a) la quantit6 de trypsine ~ rajouter 
doit porter le rapport global ovomucoide/trypsine 5 une valeur telle que dans la prise 
initiale pr6sentant le pouvoir antitrypsique maximum, le Ae soit au moins 6gal ~ o.o3 o, 
ce qui correspond ~ une quantit~ d'ovomucoide 6gale ~ 8o% de celle de la trypsine. 
(b) la dilution doit ~tre suffisante pour que, m~me dans la dernib, re prise pr6sentant 
le pouvoir antitrypsique minimum, l'activit6 r6siduelle ne d@asse pas Ae = o.3oo. 

D~termination de l'activit~ prot~olytique du complexe ovomuco~de-trypsine 

(a) Sur la sdrumalbumine d~natur~a. La technique de mesure restant la m6me que 
celle d6crite plus haut, le probl~me se ram~ne ~ mesurer l 'activit6 r6siduelle d 'un m61ange 
ovomucoide trypsine dans lequel la quantit6 d'ovomucoide est 6gale ou sup6rieure 
celle qui est n6cessaire pour former le complexe mol6culaire (80 % par rapport k la 
trypsine). Dans les limites de temps permettant  de consid6rer comme constante la 
quantit6 d'enzyme, ici le complexe ovomucoide-trypsine, la r6action reste d'ordre z~ro 
jusqu'~ des valeurs Ae de l 'ordre de 0.3o0. (b) Sur l'ovomuco~de. Le probl6me se pose 
pour un m61ange ovomucoide-trypsine pr6sentant un grand exc~s d'ovomucoide. L'ovo- 
mucoide et ses produits d'hydrolyse 6rant ~galement solubles dans l'acide trichlorac6- 
tique ~ la concentration employ6e, i.l n 'a pas fit6 possible de suivre la prot6olyse de l'ovo- 
mucoide par l 'apparition de ses produits d'hydrolyse. On a done utilis6 les techniques 
pr6c6dentes en d6terminant la dispaxition de l 'ovomucoide par la perte de son pouvoir 
antitrypsique. En r6alit6, il est possible de suivre directement la prot6olyse en dialysant 
la solution d'ovomucoide apr~s 1' action de la trypsine. On se d6barrasse ainsi des peptides 
courts r6sultant  de l 'hydrolyse et le coefficient d'extinction de la solution dialys6e 
devient de plus en plus petit  au fur et k mesure que l 'hydrolyse progresse. Cette m6thode 
nous a donn6 en effet la d6monstration directe de l 'at taque de l 'ovomucoide par la 
trypsine, mais elle est trop impr6cise pour permettre une 6tude quantitative. 

RESULTATS 

Influence du Ca et du Co sur la stabilit~ de l'ovomuco~de 

Darts des essais pr61iminaires, nous avons remarqu6 que Ca et Co favorisent l'inacti- 
vation de l 'ovomucoide d'une fagon tr~s marqu6e; les autres m6taux essay6s (Mg, Sr, 
Ba, Mn, Ni, Zn, Cu) n,alt~rent pas ou alors tr~s pen, la vitesse d'inactivation obtenue 
dans le tampon seul. Les solutions d'ovomucoide ~ 2o0 ~g/ml additionn6es ou non des 
chlorures de Ca ou Co (lO -3 M), sont maintenues ~ 7 °0 et les prises pr61ev6es ~ des temps 
donn6s sont reffoidies rapidement ~ 0% La mesure de l'activit~ antitrypsique r~siduelle 
se fait en m61angeant les prises au moment de l 'analyse avec un volume 6gal d'une solu- 
tion de trypsine ~t 400 t~g/ml, ce qui constitue toujours un exc~s par rapport ~ t 'ovomu- 
coide. Au d6but de l'exp6rience, cet exc~s de trypsine donne une activit6 initiale de 
l 'ordre de Ae = o.12o. La Fig. I montre en fonction du temps l'allure du ph6nom~ne 
d'inactivation. La vitesse d'inactivation obtenue dans le cas du tampon seul se trouve 
fortement augment6e en pr6sence de l'un des deux m6taux employ6s mais quoique le 
degr6 d'inactivation atteint  soit finalement & peu pros le mSme, l'allure des courbes est 

Bibliographie p. 579. 



VOL.  1 0  (1953) C O M P L E X E  O V O I ~ U C O I D E - T R Y P S I N E  5 7 3  

tr~s diff6rente selon le m6tal pr6sent. Alors qu'en pr6sence de Co on obtient une courbe 
classique de d6naturation (r6action du premier 
ordre), on observe en pr6sence de Ca une acc616ra- 
tion progressive de l ' inactivation. Ce comporte- 
ment  inhabituel ne nous int6resse ici que pour 
etablir une comparaison avec ce qui se passe en 
pr6sence de trypsine. 

Par  des exp6riences analogues, prolong6es 
pendant  48 heures, nous avons pu v6rifier qu 'une 
temp6rature de 4 °o est encore trop faible pour 
provoquer une inactivation sensible, saul en 
pr6sence de Co. Nous avons aussi constat6 que la 
concentration de l 'ovomucoide a une grande in- 
fluence sur la vitesse d ' inactivation. Des solutions 
d 'ovomucoide IO fois plus concentr6es que celles 
utilis6es pour l 'exp6rience de la Fig. I ,  s ' inactivent 
plus lentement et, tandis que l 'action inactivatrice 
du Ca par  rapport  an tampon seul ne varie pas, 
celle du Co diminue. 

Le complex~ ovomuc~ide-trypsine 

0 3 0 0  _ _  _lPyput~ *'m.t ovomueoidP Co 

0.f00 i i ̧  
0 2 4 

Fig. I. Inactivation de l'ovomucoide 
~. 7 °0 C. 

(a) Activit~ prot~olytique propre du complexe. La courbe de la Fig. 2 exprime la rela- 
tion entre la quantit6 d 'ovomucoide et son effet inhibiteur sur la trypsine;  elle comprend 
deux parties : la premi+re est constitu6e par  une droite, de pente telle que son prolonge- 
ment  coupe l 'axe des abscisses en un point correspondant ~ une quantit6 sto6chiom6tri- 
que d 'ovomucoide par  rappor t  ~ la trypsine. Au fur et ~ mesure de son addition, l 'ovo- 
mucoide se combine donc avec une quantit6 croissante de trypsine pour former un 
complexe d6fini prat iquement  indissoci6. Mais avant  d 'a t te indre l 'axe des abscisses, la 

.__._..__~ 
o ~o ~ 6o 

- -  t * g  o v o n ~ c a d e  , .  

Fig. 2. Inactivation de ioo /,g de trypsine 
par des quantit6s diff6rentes d'ovomucoide. 
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courbe s'infl~chit brusquement et donne lieu 
la deuxi~me partie, de pente tr~s faible. 

L'activit6 r~ic~uelle au point d'inflexion, tr~s 
peu sensible ~ une augmentat ion ult~rieure 
de la quantit~ d'ovomuco-~d~ est toujours 
peu pros Io  % de l 'activit6 de la trypsine 
employ6e au d6part. Ce comportement  laisse 
penser que cette activit6 r~siduelle n 'est  pas 
due ~ de la trypsine fibre par  suite d 'une dis- 
sociation du complexe inactif, mais plut6t au 
complexe lui-m~me. 

La validit~ de cette mani~re de voir est 
renforc6e par  le parall~lisme se manifestant  
entre ce changement d'allure des courbes, et 
le changement du type d'inhibition exerc~e 
par  des quantit6s croissantes d'ovomucoide 
sur une quantit6 donn6e de trypsine. Les 
exp6riences de la Fig. 3 sont analogues aux 
pr6c6dentes, mais l 'activit6 prot6olytique est 

39 
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ici d6termin~e sur de la s6rumalbumine ~ trois concentrations difffirentes. Les r~sultats 
sont exprim6s suivant la repr6sentation graphique de LINEWEAVER ET BURR 14 c'est 
dire que v / v  i est exprim6 en fonction de la quantit6 d' inhibiteur i; v 6tant l 'activit6 de 
l 'enzyme sans inhibiteur, et vi celle correspondant ~ l'effet de diff6rentes quantit6s 
d' inhibiteur i ajout6es ~t l 'enzyme. Le diagramme comprend deux parties correspondant 
aux deux phases de l'exp6rience, chacune exprim6e dans une base de calcul diff6rente. 
Dans la partie gauche, correspondant ~ la phase dans laquelle la quantit6 d 'ovomucoide 
rajout6e reste insuffisante pour complexer toute la trXdsine, ves t  l 'activit6 de la trypsine 
employ6e seule: ici, l ' inhibition reste ind6pendante de la concentration du substrat  2. 
Dans la pat t ie  droite du diagramme, la concentration d'ovomucoide est devenue suffi- 
sante pour que la trypsine soit enti6rement complex6e; ici, v est l 'aetivit6 d 'un m61ange 

t 

I ./ 
/ 

o / j /  

t 
t 

v = v trypsine v = v complexe 
vi = v trypsine + ovomucoide vi = v complexe + ovomucoide 

Fig. 3. Inhibition de 4oo/tg de trypsine par diff6rentes concentrations d'ovomucoi'de en pr6sence de 
diff6renfes concentrations de substrat 

• S6rumalbumine 2 % × S6rumalbumine o.5 % ® S6rumalbumine 0.2 % 

ovomucoide trypsine dans lequel la trypsine est sfirement toute complex6e (la quantit6 
d 'ovomucoide exc~de de io  % la quantit6 sto6chiom6trique), et v~ celle de ce m~me 
m61ange en pr6sence d 'un exc6s croissant d 'ovomucoide;  l ' inhibition d6pend alors des 
concentrations relatives de l ' inhibiteur et du substrat.  

Nous pensons pouvoir dolmer l ' interpr6tation suivante:  L 'ovomucoide peut s 'unir  
~t la t rypsine de deux malfi~res diff6rentes, D 'abord  il peut  se lier avec une affinit6 rela- 
t ivement  grande, aux groupemer~ts qui ne sont pas directement responsables de l 'activit6 
prot6olytique : il se forme le complexe ovomuc0ide-trypsine qui se comporte comme un 
enzyme prot6olytique dou6 d 'une activit6 io  lois plus faible que celle de la trypsine seule. 
L 'ovomucoide petit 6galement s 'unir  aux groupements actifs de la trypsine et de ce fait 
entrer en comp6tifion avec la s6rumalbumine employ6e comme substrat.  Maist'affinit6 
de cette r6action est tr~s faible; le ph6nom~ne de comp6tition ne cleviendra donc 6vident 
que lorsque la concentration de l 'ovomucoide sera sufIisamment grande vis k vis de celle 
d e l a  s6rumalbumine, ce qui, 6rant donn6 la grande affinit6 de la premiere r6action, 
entraine la t ransformation pr6alable de la trypsine en ovomucoide-trypsine. 

B i b l i o g r a p h i e  p .  5 7 9 .  
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(b) Influence du Ca et du M n  sur l' activit6 du complexe. Nous avons 6tudi6 l'effet de la 
pr6sence du Ca et du Mn sur l 'activit6 de m61anges 
en proportions diff6rentes d'ovomucoide et de tryp- 
sine. Tant  qu'il reste de la trypsine libre, ces m6taux 
donnent lieu k une augmentation de la prot6olyse, 
ce qui est en accord avec les observations ant6-~ 
rieures relatives ~ la trypsine ~2, ~, mais c'est seule- 
ment ~t partir  du moment off toute la trypsine est  
li6e k l 'ovomucoide, qu'on peut mettre en 6vidence~ 
l'action de ces m6taux sur l 'activit6 du complexe.~ 
On observe alors un effet inverse du pr6c6dent, I 
c'est ~ dire une diminution de la prot6olyse (Fig. 4). 
Comme ces m6taux exercent une action protectrice 
vis h vis de la prot6olyse sur la s6rumalbumine 
employ6e comme substrat ~, nous ne pouvons af- 
firmer qu'ils diminuent l 'activit6 prot6olytique du 
complexe. Mais de toute fa~on ils ne l 'augmentent 
pas comme dans le cas de la trypsine. Ce compor- 
tement est une nouvelle preuve en faveur de 
l'existence, en tant  que nouvel enzyme, du com- 
plexe ovomucoidetrypsine. 

Prot~olyse de l'ovomuco~de 

,Tampon 
xOa 

~ lffn 

Fig .  4. A c t i v i t 6  p r o t 6 o l y t i q u e  su r  l a  
s 6 r u m a l b u m i n e  du  c o m p l e x e  o v o m u -  

co~'de - -  t r y p s i n e  [20o]2o01 . 

vit6 prot6olytique du complexe ovomucoide- 
trypsine pr6sent. Nous avons donc 6tudi6 la 
diminution du pouvoir inhibiteur de l 'ovomu- 
coide k une concentration de 3500 /~g/ml dans 
du tampon borate en pr6sence de iooo/~g/ml 
de trypsine. D6duction faite de la quantit6 
d'ovomuco~de engag6e dans le complexe ovo- 
mucoide-trypsine, il reste 2700/~g/ml d'ovomu- 
coide libre. Cet exc~s d'ovomucoide porte, au 
d6part de l'exp6rience, ~ une valeur de Ae = 
o.12o l'activit6 d'une solution de trypsine de 
500 t~g/ml qu'on m61ange au moment de l 'ana- 
lyse, volume k volume, avec les prises dilu6es IO 
fois. La Fig. 5 montre, en fonction du temps, la 
diminution de ce pouvoir inhibiteur lorsqu'on 
maintient le tout  h 360 en pr6sence ou en ab- 
sence de Ca ou de Co (lO -2 ]1//). L'allure des 
courbes obtenues et leur position relative, sont 
analogues ~ celles qu'on avait obtenues lors de 
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Fig. 5. Act iv i t~ prot~olyt ique sur l 'ovo- 
m u c o l d e  d u  c o m p l e x e  o v o m u c o l d e -  

t r y p s i n e ;  T = 3 6o C. 

.Co 

/ /  ro ,~  ~o0 ag/m~ 

/ 

Ca) Par le complexe ovomuco~de-trypsine. Dans 
certaines conditions, l 'ovomucoide, bien que stable 
lorsqu'il est seul, ne l'est plus en pr6sence d'une petite quantit6 de trypsine 9. D'apr~s 
ce qui pr6c~de, on peut se demander si la disparition de l'ovomuco~de est due ~ l'acti- 
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l'6tude de l ' inactivation irr6versible de l'ovomuco~de en absence de trypsine ~t une 
temp6rature plus 61ev6e (Fig. i). En pr6sence de Co, la vitesse est maximum, en pr6sence 
de Ca on observe une acc616ration progressive de l'inactivation. Cette analogie est flap- 
pante, et bien que dans l'exp6rience avec trypsine intervienne sfirement la prot6olyse de 
l 'ovomucoide pour qu'il puisse disparaitre, on doit penser que le ph6nom~ne qui se mani- 
feste doit &re analogue k l ' inactivation en absence de trypsine, puisqu'il est peu pro- 
bable que le m~me comportement des mSmes m&aux puisse &re attribu6 k deux ph6no- 
m~nes diff6rents. 

Dans une experience parall~le faite k 24 °, l ' inactivation n'est d&elable qu'k partir  
de 8 heures, et dans le cas du Co seulement. Le Q10 qu'on d6duit de ces deux s6ries 
d'exp6riences ~ 36 ° et k 24 ° est grand, certainement pas inf6rieur ~ IO, ce qui est incom- 
patible avec une r6action d'hydrolyse catalys6e par la trypsine. Ceci est une nouvelle 
preuve que l 'hydrolyse n'est pas le ph6nom~ne qu'on suit directement, mais qu'elle est 
limit& par une r6action analogue k celle qu'on observe lors de l 'inactivation k 7 o°. 

Ce 

| 

, , °  ° • • . . . • • r ~ o ~  

,~ ~ ~o 
- - . & ~ t ' e S  --- 

F ig .  6. Inact ivat ion de l 'ovomucoide en pr6sence de t rypsine en exc&; ovomucoide i65o/~g/ml;  
trypsine 2ooo/,g/ml; T = 360 C. 

(b) Par la trypsine libre. Lorsque les conditions d'exp6rience rendent possible l'inac- 
tivation de l 'ovomucoide en pr6sence de trypsine, cette inactivation ne s'axr~te pas 
lorsqu'on atteint  la quantit6 n6cessaire au complexe, mais elle continue jusqu'k la dis- 
parition de toute l 'activit6 antitrypsique. Nous avons donc 6tudi6 (Fig. 6) l ' inactivation 
de l 'ovomucoide dans des m61anges clans lesquels il se trouve en d6faut par rapport ~ la 
trypsine. Une solution, contenant par ml. 15oo ~g d'ovomucoide et 2ooo t~g de trypsine 
est maintenue k 360 pendant des temps d&ermin6s en pr6sence ou en absence de Ca 
io -~ M. Les mesures d'activit6 sont faites apr~s une dilution au Io~me de chaque prise. 
En presence de Ca, le 16ger exc~s de trypsine qui subsistait au d6but s'inactive tr~s vite;  
toutefois, la courbe, sit6t apr~s cette inactivation, devient parall~le ~ l 'axe des abseisses: 
l 'activit6 de la trypsine ne s'annule doric pas ici, comme ce serait le cas apr~s seulement 
deux ou trois heures si la trypsine 6tait conserv6e seule sans ovomucoide. En pr6sence 
de Ca, l 'activit6 crott progressivenent jusqu'k atteindre la m~me valeur que pr6sen- 
terait une 6gale quantit6 de trypsine seule sans ovomucoide si elle avait ~t~ conserv6e en 
pr6sence de Ca pendant le m~me temps et ~ la m~me temp6rature. En outre, une addition 
de Ca au cours de l'exp6rience r~alis6e en absence de ce m~tal, porte l'activit6 k une 
valeur d 'autant  plus voisine du maximum atteint par l'essai entiSrement r6alis6 en 
pr6sence de Ca, que l 'addition de m&al a 6t6 faite plus t6t. La pr6sence de Ca favorise 
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donc l ' inactivation de l 'ovomucoide, permet tant  ainsi son hydrolyse par  la trypsine avec 
laquelle il ne peut  plus se complexer, ~tant devenu inactif. Le Co aussi favorise l 'inacti- 
vation de l 'ovomucoide, mais, ~ l'oppos~ du Ca, il ne protege pas la trypsine devenue 
libre contre son inactivation ~ la temp6rature de l'exp6rience. 

CONCLUSION 

L'addit ion d 'une solution d 'ovomucoide ~ une solution de trypsine donne lieu ~t la 
formation imm6diate du complexe ovomucoide-trypsine. Ce complexe se comporte 
comme un enzyme prot6olytique dont l 'activit~ est IO fois plus faible que celle de la 
trypsine libre. E tan t  donn~ que l 'ovomucoide se fixe sur les groupements de la trypsine 
qui sont susceptibles d 'etre ac~tyl6s, il est int6ressant de noter que le bloquage de ces 
groupements par  le r6sidu ac~tyle ~ la place de l 'ovomucoide, donne lieu aussi ~ un 
nouvel enzyme, ac~tyl-trypsine, dont l 'activit6 est 80 % de celle de la trypsine libre ~. 

La trypsine engag6e dans le complexe est beaucoup plus stable que la trypsine libre 
vis ~ vis de l ' inactivation irr6versible par  la chaleur, et il suffit de d6truire le pouvoir 
anti trypsique de l 'ovomucoide par des moyens appropri~s, pour voir r~apparaitre la 
trypsine active. Ceci est encore possible apr~s un temps 20 lois plus grand que celui qui 
serait suffisant pour at teindre une inactivation totale de la trypsine seule maintenue dans 
les m~mes conditions. Alors que le Ca ou le Mn, m6taux protecteurs de la trypsine libre, 
sont sans effet sur la stabilit6 k 37 ° de la trypsine engag~e dans le complexe, leur presence 
devient n6cessaire d~s que l 'ovomucoide a disparu. D 'aut re  part,  le Ca ou le Mn, qui 
favorisent l 'activit6 de la trypsine libre, n 'augmentent  pas celle du complexe ovomucoide- 
trypsine. On explique leur effet sur la trypsine libre en admet tan t  que ces deux m~taux 
prot~gent la forme active de la trypsine vis ~ vis de son inactivation r6versible 12,15. 
Puisque l 'activit~ du complexe n 'est  plus susceptible d 'etre augment~e, il est logique de 
penser que l 'existence d'une forme de trypsine r6versiblement inactive, est rendue im- 
possible lorsque la trypsine se trouve li~e £ l 'ovomucoide. Donc ce dernier agirait sur 
l'6quilibre d ' inactivation r6versible de la trypsine, de la m~me mani~re que le Ca ou le 
Mn. Devant  ces effets semblables de l 'ovomucoide et du Ca ou du Mn, sur la stabilit~ de 
la trypsine, on ne doit pas conclure que le lieu de leur action sur la molecule prot~ique est 
le m~me. En effet, en 6tudiant l ' inactivation de la trypsine par l'ovomuco~de en presence 
ou en absence de Ca ou de Mn, nous n 'avons pas observ6 de comp6tition entre l 'ovomu- 
coide et l 'un de ces m6taux lors de la formation du complexe. La protection d'une 
certaine structure d 'une prot6ine peut donc se faire 6galement en agissant sur des lieux 
diff6rents de sa mol6cule. 

Apr~s avoir ainsi d~fini les actions de l 'ovomucoide sur la trypsine, nous passons 
l '6tude des actions de la trypsine sur l 'ovomucoide. Nous retenons l 'hypoth~se d6jk 
6uonc6e ~ qui se trouve en accord avec les r6sultats de nos recherches actuelles. L 'ovo- 
mucoide en solution serait consti tute par deux formes A et B en 6quilibre, la premiere 
(A) active au point de rue  antitrypsique, la seconde (B) repr6sentant un 6tat r6versible- 
merit inactif, forme de passage obligatoire soit vers l ' inactivation irr6versible, soit vers 
l 'hydrolyse. Cet 6quilibre sera d6plac6 vers B soit que la vitesse d' inacti~ation irreversible 
devienne sensible par  effet d 'une 616ration de temp6rature, soit qu' intervienne l 'hydro- 
lyse de la forme B sous l 'effet d 'une activit6 prot6olytique. Selon les quantit~s relatives 
d 'ovomucoide et de trypsine en pr6sence, cette activit6 prot6olytique est due soit k de la 
trypsine libre en exc~s, soit k de petites quantit6s de trypsine qui se lib~rent par effet de 
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la dissociation du complexe, soit enfin au complexe lui-mSme. De toute  fa~on, qu ' i l  
s 'agisse d ' une  616ration de temp6ra ture  ou d 'une  act ion prot6olytique,  si la vitesse de 
dispari t ion de B est rendue  suffisamment grande pour  6viter une accumula t ion  de cette 
forme, la m~me r6act ion rfiversible d ' i nac t iva t ion  de A v e r s  B sera toujours  le facteur  
l imi t an t  soit de l ' i nac t iva t ion  irr6versible, soit de l 'hydrolyse.  Le Co et le Ca ont  le m~me 
effet dans les deux cas, leur point  d ' i n t e rven t ion  6 tant  la r6action l imi tan te  A~-~B,  
quelle que soit la voie su ivan t  laquelle B disparalt .  

Une  act ion de la t ryps ine  sur l 'ovomucoide  est donc possible et elle d@ e nd  des con- 
di t ions pe rme t t an t  l 'exis tence d ' une  forme d 'ovomucoide  inact ive  r6versible, exac tement  
comme l ' au to lyse  de la t ryps ine  d @ e n d  des condi t ions  favor isant  la pr6sence dans ses 
solut ions de sa forme inact ive  r6versible 3. Nous avons eu recours ~ une hypoth~se analo- 
que lors de l '6 tude de l ' ac t ion  de la t ryps ine  sur la s6rumalbumine  TM ou sur le lysozyme ~7. 
Dans  tous ces cas, la prot6olyse se fait  ~ la suite du d@lacement  d ' u n  6quilibre entre  une 
forme ina t t aquab l e  (A) et une a t t aquab le  (B) du substrat .  I1 s 'agirai t  de la mSme relat ion 
fonct ionnel le  entre  d6na tu ra t ion  et prot~olyse d 'une  prot~ine, d~j~t ~tablie pour  la fl- 
lactoglobuline TM. Toute  subs tance  capable d ' in t e rven i r  dans l '6quil ibre entre  la forme 
act ive et la forme inact ive  de l 'enzyme,  et dans celui entre  la forme r6sistante et la forme 
sensible du subst ra t ,  peut  dans ces condit ions jouer  un  r61e essentiel dans  la prot6olyse. 
Dans  le cas du syst~me ovomucoide- t rypsine,  la vitesse de prot6olyse presque inexis tan te  
en absence de Ca, devient  tr~s grande en sa pr6sence, parce que ce mfital augmente  en 
mSme temps l ' ac t ion  de l ' enzyme en favor isant  la forme active de la t rypsine,  et la 
sensibilit6 du subs t ra t  en favor isant  la forme inact ive  de l 'ovomucoMe. 

En  conclusion de ces recherches, il est f inalement  uti le de souligner que le syst6me 
enzyme- inh ib i t eur  const i tu6 par  le m61ange t rypsine-ovomucoide,  dans leqnel l ' enzyme 
est une  prot6ase et l ' i nh ib i t eur  une  prot6ine, n 'es t  pas un  syst~me iner te  : plus ou moins  
rap idement ,  su ivan t  les condi t ions  de conservat ion et sur tou t  en pr6sence de Ca, l 'ovo- 
muco~de dispara i t ra  et la t ryps ine  sera lib~r6e. T a n t  qu ' i l  est present,  l 'ovomucoide 
r6duit  fo r tement  l 'ac t ivi t6  prot6olyt ique du syst~me et s 'oppose ~ l'effet d ' i nac t iva t ion  
irr6versible exerc6 par  la chaleur  sur la t ryps ine  libre. 

Rt~SUMt~ 

Le complexe ovomucoide-trypsine se comporte comme un enzyme dont l'activit6 prot6olytique 
sur la s6rumalbumine est environ IO lois plus faible que celle de la trypsine. 

Tout exc~s d'ovomucoide devient substrat du complexe et, pour cette raison, inhibiteur com- 
p6titif vis ~. vis de la s6rumalbumine que nous utilisons pour suivre la prot6olyse. 

La pr6sence de Ca ou de Co acc61~re l'inactivation irr6versible ~ 7 °0 de l'ovomucoide et favorise 
s~ prot6olyse X 36° par le complexe. La r6action qui r6git soit l'inactivation irr6versible, soit la 
prot6olyse, est le passage r6versible entre la forme active et une forme inactive de l'ovomucoide. 

Le complexe ovomuco~de-trypsine n'est pas un syst~me inerte. Plus ou moins rapidement 
suivant les conditions de conservation, l'ovomucoide dispara~t et la trypsine est lib~r6e. Tant qu'il 
est pr6sent, l'ovomuco~de #oppose ~ l'inactivation thermique de la trypsine. 

SUMMARY 

The ovomucoid-trypsin complex behaves like an enzyme whose proteolytic activity on serum 
albumin is about io times less than the activity of trypsin alone. 

Ovomucoid in excess of the stoichiometric quantity becomes a substrate of the complex and 
a competitive inhibitor of the "standard" substrate serum albumin used by us. 

Calcium or cobalt increases both the irreversible inactivation at 7 °0 C of ovomucoid, and its 
proteolytic breakdown at 3 6° C by the complex. The reaction which controls either the irreversible 
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inac t iva t ion  or the  proteolys is  is t he  reversible convers ion  be tween  t he  act ive  and  inac t ive  forms 
of ovomucoid .  

The  o v o m u c o i d - t r y p s i n  complex  is no t  a s ta t ic  sy s t em.  More or less r ap id ly  depend ing  on 
condi t ions ,  t he  ovomuco i d  is i nac t iva t ed  and  t h e  t r yps in  is l iberated.  As long as i t  is present ,  t he  
ovomuco id  p r e v e n t s  t he  t h e r m a l  inac t iva t ion  of t ryps in .  

Z U S A M M E N F A S S U N G  

Der  O v o m u c o i d - T r y p s i n - K o m p l e x  verhi i l t  sich wie ein E n z y m  dessen p ro teo ly t i sche  Akt iv i t i t t  
gegeni iber  S e r u m a l b u m i n  ungef i ihr  z e h n m a l  schwiicher  als die des T ryps ins  ist. 

Jeg l icher  O b e r s c h u s s  an  Ovomuco id  d ien t  dem K o m p l e x  als S u b s t r a t  u n d  h e m m t  dahe r  in 
k o n k u r r i e r e n d e r  Weise  die Pro teo lyse  des  S e ruma l bumi ns ,  dessen  wir uns  bedienen,  u m  die Akt iv i t i i t  
des  E n z y m s  auszuwer t en .  

Die G e g e n w a r t  yon  Ca u n d  Co Ionen  besch ieun ig t  die i rreversible I n a k t i v i e r u n g  des  Ovomuco ids  
bei 7 °0 C u n d  f6rder t  die Pro teo lyse  du rch  den  K o m p l e x  bei 360 C. Die R e a k t i o n  von der das  A u s m a s s  
der  i r revers ib len  I n a k t i v i e r u n g  einerseits,  u n d  der Pro teolyse  andererse i t s  abh~ingt, k a n n  als ein 
revers ib ler  ~ b e r g a n g  des  Ovomuco ids  aus  einer ak t i ven  in eine inak t ive  F o r m  angesehen  werden.  

Der  O v o m u e o i d - T r y p s i n - K o m p l e x  bildet  kein ruhendes  Sys tem.  Mehr  oder  weniger  rasch,  je 
n a c h  den A u f b e w a h r u n g s b e d i n g u n g e n ,  ve r s chwi nde t  das  Ovomuco id  u n t e r  F re i se tzung  des Tryps ins .  
Solange es gegenw~irtig ist, h e m m t  das  Ovomuco id  die t he rmische  I n a k t i v i e r u n g  des Tryps ins .  
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