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SUR L E  M E C A N I S M E  D E  P R O T E C T I O N  D E  LA 

T R Y P S I N E  P A R  Ca ++ OU Mn ++ 

par  

L U I G I  G O R I N I  ET F R A N ~ O I S E  F E L I X  

Laboratoire de Chimie biologiqwe de la Faculld des Sciences, Paris (France) 

On salt que la trypsine, en solution dans des conditions de pH et de temp6rature 
permet tant  l 'action prot6olytique, s 'autolyse: cette autolyse se manifeste k la fois par 
une diminution progressive de l 'activit6 enzymatique et par une formation graduelle 
de produits d 'hydrolyse 1. Dans le but  d'6tudier le m6canisme de la protection de la 
trypsine par Ca++et par Mn ++ 2,3, nons avons commenc6 par 6tudier l'influence de ces 
m6taux sur l 'autolyse de l 'enzyme en question. A priori, deux m6canismes se pr6sentent 
k l'esprit, qui pourraient expliquer l 'action protectrice de Pun ou de l 'autre de ces 
m6taux vis k vis de cette autolyse. I1 a 6t6 6tabli sur des substrats complexes 2, ~ ou 
simples ~ que Ca ++ et Mn++ augmentent l 'action prot6olytique de la trypsine en favorisant 
l 'action d'une plus grande quantit6 d'enzyme. On peut alors penser 2, 3 que le m6tal agit 
en d6pla~ant un 6quilibre entre trypsine inactive et trypsine active, en faveur de cette 
derni~re; le substrat, constitu6 par la trypsine inactive, diminue donc, et, comme sa 
concentration est le facteur limitant de l 'hydrolyse, la vitesse de celle-ci diminue. On 
peut supposer d 'autre part  que le m6tal agit en diminuant la sensibilit6 de la trypsine 
"~ sa propre at taque prot6olytique de fa~on comparable k ce qui se passe dans le cas 
d 'autres prot6ines, telles que la s6rumalbumine 5 on le lysozyme 6, soumises k l 'action 
de la trypsine. Cette diminution de sensibilit6 pouvant  elle-m4me 4tre due soit ~ ce que 
l'aflinit6 entre l 'enzyme et son substrat  se trouve r6duite, soit ~ ce que le complexe 
enzyme-substrat  se d6compose plus lentement. 

L'6tude de l 'autolyse elle-m~me d'une part,  l '6tude de l'influence de Ca ++ et de 
Mn ++ sur la sensibilit6 ~ la trypsine libre de d6riv6s de la trypsine enzymatiquement 
inactifs mais "non d6natur6s" d 'autre  part,  et d 'autre  part  enfin l '6tude de l'infiuence 
de ces m6taux vis k vis de l 'action de la trypsine sur un substrat  tel que chaque mol6cule 
d 'enzyme en jeu ne puisse exercer qu'une seule lois son action, ces trois 6tudes con- 
firment l 'hypoth6se que Ca ++ et Mn ++ diminuent la sensibilit6 de la trypsine ~ sa propre 
attaque. 

Influence de Ca ++ et de M n  ++ sur l'autolyse de la trypsine 

L'autolyse est effectu6e en maintenant  k 3 6° de la trypsine" (cristallis6e, Worthing- 
ton; d6barrass6e du MgSO 4 par dialyse) en solution darts du tampon borate (5" lO-2 M) 

pH 7.9, contenant ou non le chlorure de l 'un des m6taux (lO -2 M). La d6termination 
de l 'activit6 prot6olytique r6siduelle est faite par  la technique habitnelle 2 sur la s6rum- 
albumine d6natur6e. La d6termination des produits d'hydrolyse solubles dans l'acide 

* Le poids mol6culaire de la t rypsine est  consid6r6 ici comme 6tant  de ~7,7oo. 
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trichlorac6tique ~ 3% est faite par la mesure de l 'extinction "t 280 mtz du surnageant 
trichlorac~tique. 

Les r6sultats indiqu6s dans le Tableau I (colonnes d et h) montrent que dans les 
conditions exp6rimentales r6alis6es, la perte d'activit6 et la solubilisation dans l'acide 
trichlorac6tique sont bien toujours parall6les. Les Tableaux I e t  II montrent 6galement 
que le temps n6cessaire pour obtenir un pourcentage d6termin6 d'autolyse, au maximum 
de 6o%, est inversement proportionnel & la concentration initiale de la trypsine, soit 
en l'absence (Tableau I) soit en pr6sence de Ca ++ ou de Mn ++ (Tableau II), quoique, 
dans ce dernier cas, la vitesse d'autolyse soit r6duite d'environ 7 o fois (Tableau III). 

T A B L E A U  I 

AUTOLYSE DE LA TRYPSINE ,~ 36° ,  EN ABSENCE DE CATIONS BIVALENTS 

a = T r y p s i n e  i n i t i a l e  ( m i c r o m o l / l i t r e )  
E t = E x t i n c t i o n  (. IO") d u e  5. l a  t r y p s i n e  t o t a l e  
t = T e m p s  e n  m i n u t e s  
E = E x t i n c t i o n  (. i o  a) d u e  5~ l a  f r a c t i o n  d e  t r y p s i n e  so lnb i l i s6e  a u  t e m p s  t = t r y p s i n e  t r a n s f o r m d e  

a u  t e m p s  t. 
V = V i t e s s e / m i n u t e  (A e x t i n c t i o n ,  i o S / m i n u t e )  d e  p r o t d o l y s e ,  5. 25 °, s u r  l a  s d r u m a l b u m i n e  d d n a t u r 6 e  

= t r y p s i n e  e n c o r e  i n t a c t e  a n  t e m p s  t. 
/ = F r a c t i o n  d e  l a  r 6 a c t i o n  e f f e c t u d e  a u  t e m p s  t e x p r i m d e  e n  % d e  l a  r d a c t i o n  t o t a l e :  

I = c a l c u M e  d ' a p r ~ s  E 
I I  = c a l c u l d e  d ' a p r ~ s  V 

Expdrience r; a =  ~o; E t ~  85 Expdrience 2; a = 5; Et = 43 

t E v / t E V f 
(a) @) (c) (d) (e) (f) (g) (h) 

I 11 1 I I  

O 2 31.1  - -  - -  o I 15 .25  - - -  
IO 26 20 31 35 .5  20 14 10 .25  32 .5  33 
15 35 18 41 42 3 ° 18 8 .8  42 42 .5  
3o  49  12. 5 58 6O 60  26  6 60.  5 60.  5 
45 58 IO 68 68  9 ° 30  4 .4  7 ° 71 

T A B L E A U  I I  

AUTOLYSE DE LA TRYPSINE /~ 360  EN PR]~SENCE DE C a  ++ o u  DE M n  ++ 

a = T r y p s i n e  i n i t i a l e  ( m i c r o m o l / l i t r e )  
t = T e m p s  e n  h e u r e s  
V = V i t e s s e / m i n u t e  (A e x t i n c t i o n ,  i o S / m i n u t e )  d e  p r o t S o l y s e ,  5. 25 °, s u r  l a  s 6 r u m a l b u m i n e  d 6 n a t u r 6 e  

= t r y p s i n e  e n c o r e  i n t a c t e  a n  t e m p s  t. 
] = F r a c t i o n  d e  l a  r 6 a c t i o n  e f f e c t u 6 e  a u  t e m p s  t e x p r i m d e  e n  % d e  l a  r 6 a c t i o n  t o t a l e .  

Mdtal Expdrience r; a ~  20 Expdrience 2; a ~  5 

zo -~ M 
t V f t V f 

Ca++  

M n + +  

o 3 ° - -  o 14. 5 - -  
i o  20. 5 31.  5 20 9 .7  33 
23 14.8 5o .5  46  7-3 5o  

o 3 ° - -  o 1 4 .  5 - -  

IO 20.  5 31 .5  20 IO 31 
23 15.5 48  4 6  7 .7  47  

B i b l i o g r a p h i c  p .  5 4 2 .  
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T A B L E A U  i I [  

I N F L U E N C E  D E  C a  .} k G T  D E  3'lrl  + ~" S U R  L A  V I T E S S E  D ' A U T O L Y S E  D E  L A  T R Y P S I N E  ~'\ 3 0  ° 

K ( =  c o n s t a n t e  de  v i t e s s e  d ' a u t o l y s e )  ca lcu l6  it p a r t i r  des  v a l e u r s  des  T a b l e a u x  I e t  I I ,  d ' a p r 6 s  
l a  f o r m u l e  : 

l [ 

t£(a-.r) K a  

p o u r  d e u x  m o l d c u l e s  de t r y p s i n e  r d a g i s s a n t  e n t r e  d i e s .  

u --  t r y p s i n e  i n i t i a l e  
x = t r y p s i n e  t r a n s f o r m 6 e  au  t e m p s  t. 
t = t e m p s  

3ldta! K/litre/mol/sec 

N 6 a n t  90 
Ca  ++ i -3  

Mn  ++ 1-3 

Ainsi, avec ou sans m6tal, la cin6tique observ6e est celle d'une r6action d'ordre 2; 
elle correspond au sch6ma suivant : 

Tryps + Tryps  ~ (Tryps )2 -+  Tryps -t- Produits d 'hydrolyse 

Dans ce sch6ma, les deux mol6cules de trypsine r6agissant entre elles sont repr6sent6es 
comme 6tant les m~mes. Mais on peut aussi bien admettre  qu'elles sont diff6rentes, 
pourvu qu'il existe entre elles une relation d'6quilibre dynamique telle que la vitesse 
avec laquelle eet 6quilibre se r6tablit soit loin d'fitre le facteur l imitant de l 'autolyse. 
L'existence d 'un tel 6quilibre entre une forme active et une forme inactive de la trypsine 
a 6t6 observ6e depuis longtemps dans les solutions de cet enzymeL Dans le cas o/1 on 
laisse l 'autolyse se poursuivre jusqu'~ 97 % du maximum possible, cette autolyse parai t  
correspondre k une r6action d'ordre sup6rieur ~t 2s; cette autolyse serait alors ralentie 
par les produits d 'hydrolyse de la trypsine. Mais dans les conditions d'exp6rience du 
pr6sent travail, et au moins tant  que l 'autolyse ne d@asse pas 6o% de son maximum, 
on trouve toujours que l'ordre de la r6action est de 2. I1 est done permis d'affirmer que 
darts ces limites, les produits d 'hydrolyse n'interf6rent pas sensiblement avec le cours 
de l 'autolyse, et que l'effet du m6tal sur la vitesse de eette autolyse est ind6pendant 
de l 'action 6ventuelle que pourraient exereer les produits d'hydrolyse. 

Influeme de Ca ++ et de M n  ++ sur la sensibilitd 
vis d vis de la trypsine de d~rivds alkylphosphorylds de la trypsine 

On salt 9,1o que la trypsine hydrolyse certains esters alkylphosphoriques en se trans- 
formant elle-m6me en un d6riv6 phosphoryl& Les produits de l 'hydrolyse par la trypsine 
du diisopropylfluorophosphate (DFP) ou du di6thyl-(p-nitroph6nyl) phosphate (E 600) 
sont ainsi respectivement l'acide fluorhydrique et la trypsine-diisopropylphosphoryl6e 
(TryDIP) ou le p-nitrophfnol et la trypsine-di6thylphosphoryl6e (TryDEP). Chaque 
mol6cule de trypsine hydrolyse une seule mol6cule de DFP  ou de E 600, la T r y D I P  et 
la T ryDEP  6tant d6pourvues d'activit6 enzymatique, et n '6tant  plus susceptibles d'fitre 
phosphoryl6es davantage. 

Nous avons obtenu la T r y D I P  et la T r y D E P  en traitant,  pendant six jours ~ 00-2 ° 
de la trypsine 7" lO-5 M, par une quantit6 de DFP  ou de E 600 trente fois sup6rieure 
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en milieu tampon borate ~ pH 7.9. Les pr@arations ont 6t6 d6barrass6es de tout exc6s 
d'inhibiteur par dialyse pendant six iours ~ o°-2 ° contre du tampon borate au m~me 
pH. Les solutions de TryDIP  et de T ryDEP ainsi obtenues ont une teneur en prot~ine 
(valeur de l 'extinction ~ 28o m/z) 16g~rement inf6rieure h celle dn d@art (IO % environ) 
et ne provoquent aucune inhibition d'une solution de trypsine (2.1o .5 M) aprbs un 
contact de 2o heures ~ 25 ° alors que dens les m~mes conditions, une solution de DFP 
ou de E 6oo IO -6 M provoquerait une inhibition de l'ordre de lO%. La quantit6 d'inhi- 
biteur libre 6ventuellement encore pr6sente dans nos pr@arations est donc sfirement 
inf6rieure k celle qui pourrait provoquer une action mesurable au cours de nos ex- 
periences. 

D'autre part, les solutions de TryDIP  et TryDEP ne sont pas compl6tement 
d@ourvues d'activit6 prot6olytique. Test6es sur la s6rumalbumine par la m6thode 
habituelle, elles pr6sentent respectivement une activit6 prot6olytique de l'ordre de o.o5 
et de o. 5% de celle qu'elles manifesteraient si route la prot6ine pr6sente 6tait sous la 
forme de trypsine active. Lorsque ces solutions sont maintenues 5, 36°, les d6rivds de 
la trypsine qu'elles contiennent subissent une lyse progressive (augmentation avec le 
temps de la valeur de l 'extinction ~ 28o mt~ du surnageant trichlorac~tique). On constate 
que l'activit6 prot6olytique sur la s6rumalbumine des solutions en question reste con- 
stante, alors que la lyse du d6riv6 prot6ique qu'elles contiennent progresse ; d'autre part, 
cette lyse est arrSt6e par addition d'un exc6s d'inhibiteur (DFP) (Tableau IV). On doit 
donc conclure que les solutions de TryDIP  et de T ryDEP contiennent respectivement 
o.o5 et o.5% (par rapport ~t la prot~ine totale) de trypsine libre dont l'existence est 
vraisemblablement due ~ une 16gbre dissociation de la trypsine phosphoryl~e. C'est cette 
fraction de trypsine active qui provoque l 'hydrolyse de la trypsine phosphoryl6e in- 
active. La cin6tique de cette hydrolyse est celle d'une r6action d'ordre z6ro tant que 
la quantit~ de prot~ine rendue soluble dans l'acide trichlorac~tique ne d@asse pas o/ I4/o 
de la prot6ine totale. Le Tableau V montre que la pr6sence de Ca ++, Mn ++, Mg ++ i o  -2  M 

(chlorures) dans les solutions de T ryDIP  et de TryDEP,  pendant l 'incubation ~ 36°, 
diminue la vitesse de la lyse; Ca ++ et Mn ++ rfduisent cette vitesse ~t pen prbs de vingt 
fois, et Mg ++ de quatre fois. D'autre part, on constate (Tableau IV) que ces rn~mes 
m~taux n'influencent sensiblement ni l'activit6 prot6olytique des solutions de TryDIP  
et de TryDEP vis ~ vis de la s6rumalbumine, n i l a  stabilit6 de cette activit6 pendant 
l 'incubation ~ 36°. I1 est ainsi 6vident que la pr6sence de Ca ++ ne provoque pas une 
diminution (qui devrait ~tre ici de 20 fois) de la quantit6 de trypsine libre pr6sente; 
il apparait au contraire que la prot6olyse de la s6rumalbumine d6natur6e est augment6e 
en pr6sence de Ca ++, en accord avec l'effet connu 2 de Ca ++ sur cette prot6olyse. 

T A B L E A U  I V  

INFLUENCE DE Ca ++ SUR L'ACTIVITE PROTEOLYTIQUE DE LA SOLUTION 
DE T r y D I P  ET DU D F P  SUR LA LYSE DE LA M~ME SOLUTION 

A ctivitd sur  la sdrumalbumine  Lyse  de la solution * * 
de'naturde * % 

Absence de Ca++ Ca++ z o  s M Absence de D F P  D F P  zo  -n  M 

49 60 42 3 

* A e x t i n c t i o n  (. lO 3) 5, 280 ink, d u  s u r n a g e a n t  t r i c h l o r a c d t i q u e  a p r ~ s  3 h e u r e s  de  p r o t 6 o l y s e  5, 36° .  
* * A  e x t i n c t i o n  (. i o  3) A 280 m/z du  s u r n a g e a n t  t r i c h l o r a c 6 t i q u e  a p r ~ s  27 h e u r e s  5. 36°.  

B i b l i o g r a p h i c  p .  5 4  z .  
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T A B L E A U  V 

I N F L U E N C E  D E  C E R T A I N S  C A T I O N S  S U R  L A  P R O T t ~ O L Y S E  D E  T r y D E P  ET T r y D I P  

Vitesse initiale de lyse/heure * Lyse aprds 23 heures* * 

Mdtal 
TryDIP TryDIP 

xo -= M TryDEP TryDEP 
seulc q~ Trypsine seule + Trypsine* * * 

z o tzg/ml z o [~g /ml 

N6ant 21 5 ° 53 6 I 
Mg ++ 5 - -  24 - -  
Co. ++ 0. 9 2.8 5 16 

Mn++ 0.9 --- 5 - -  

* Pente des droites obtenues en expr imant  en fonction du t emps  l 'extinction (. lO 3) ~t 280 m/z 
du surnageant  tr ichlorac&ique.  

** Ext inc t ion  (-lO 3) k 28o raft du surnageant  t r ichlorac&ique exprim6 en % de l 'extinction totale. 
*** L 'ext inc t ion  due g la t rypsine  rajoutde, si elle 6tait  compl~tement  autolys6e g la fin de l ' e x  

p&ience, serait  de l 'ordre de 1% de l 'extinction totale. 

Du point de vue purement cin&ique, le syst~me contenu dans les solutions de 
TryDIP  et de T ryDEP diff~re de celui d'une solution de trypsine libre, du fait que les 
deux fonctions d'enzyme et de substrat se trouvent s6par6es dans deux mol&ules 
diff6rentes, et qu'un passage r6versible entre elles est pratiquement inexistant. Or, dans 
le cas de l'autolyse de la trypsine, on a vu que deux hypotheses peuvent expliquer 
l'effet de Ca++: un d6placement d'6quilibre, ou une diminution de la sensibilit6 du 
substrat. I1 est 6vident que dans le cas de T ryDIP  et de TryDEP,  la premiere hypoth~se 
se trouve 61imin6e. La seule interpr6tation possible est celle qui attribue ~ Ca ++ et 
Mn ++ (et & un rnoindre degr6 ~t Mg++), le r61e de diminuer la sensibilit6 du substrat 
(TryDIP et TryDEP) ~t l'action enzymatique de la trypsine. Du point de vue chimique, 
rien encore ne permet d'affirmer que TryDIP,  T ryDEP et trypsine libre sont analogues 
quant k leur fonction de substrat ; une telle analogie permettrait  de donner ~ coup stir 
la m~me interpr&ation au r61e de Ca++ dans le cas de l 'autolyse de la trypsine. Toutefois, 

T A B L E A U  VI 

D£TERMINATION DE LA CONSTANTE DE MICHAELIS POUR T r y D I P  ET T r y D E P  (LINEWEAVER n) 

K s ( =  Constante  de MICHAELIS) calcul6e d 'apr~s la formule: 

i K s I + i 

v VM (S) VM 

I . l O  3 . v 

(s) 
TryDIP  TryDEP 

1.3 4 .0 3.9 
1.6 4.6 4.6 
2.0 5-9 5.7 
2.7 7.7 7.7 
4.0 I i . I  i i . i  

V M 2 2 2  

/4 s 5915/~g/ml ~ 3" IO-4 mol/litre 

Bibliographie p..542. 

. :  (S) = /*g/ml de T r y D I P  ou T r y D E P  
v = prot6olyse b, 360 en 15 minutes  par  i o # g ] m l  de trypsine.  
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les consid6rations suivantes rendent cette analogie probable: a) les conditions de prd- 
paration de TryDIP  et de T ryDEP ne doivent pas, 5. elles seules, provoquer de dS- 
naturation; b) apr~s dialyse de T ryDIP  et de T ry D EP  une petite quantit6 de trypsinc 
active est rdg6nSr6e par dissociation; c) la constante de MICHAELIS de la trypsine est 
la m6me dans le cas de T ryDIP  et dans celui de TryDEP (de l'ordre de 3" lO-~ mol/litre) 
(Tableau VI). 

Influence de Ca ++ sur l'hydrolyse 
par la trypsine du didthyl-(paranitrophdnyl)phosphate (E 6o0) 

Du fair que la trypsine s'hydrolyse elle-m~me, toute action de cet enzyme sur un 
substrat S est la r6sultante d'une comp6tition entre S et la trypsine consid~r6e comme 
substrat. Cette comp6tition d@end des affinit6s respectives de la trypsine pour S et 
pour elle-m~me, et suivant la valeur du rapport (S)/(T) entre la concentration (S) de S 
et la concentration (T) de la trypsine, l 'autolyse peut 6tre plus ou moins grande; pour 
des valeurs de (S)/(T) suffisamment grandes, cette autolyse dolt m~me 6tre pratiquement 
inexistante. Consid6rons maintenant l 'augmentation de l'action prot6olytique de la 
trypsine en presence de Ca ++ ou de Mn ++. Si cette augmentation est due ~t un d@lacement 
vers la forme active d'un 6quilibre entre trypsine active et trypsine inactive, l'effet de 
ces m6taux se manifestera quelle que soit la valeur de (S)/(T) et ce d 'autant  plus que 
cette valeur sera plus grande, la trypsine devenant alors le facteur limitant de la prot6o- 
lyse. Si, par contre, l 'action de Ca ++ et de Mn ++ correspond h une diminution de la 
sensibilit6 de la trypsine h l'autolyse, l'effet de ces m6taux sera nul lorsque la valeur 
de (S)/(T) sera suffisamment grande pour que l'autolyse devienne n6gligeable. Pour 
d6cider entre ces deux hypotheses, on pourrait done penser h dtudier l'influence des 
mdtaux en question sur la prot6olyse, lorsque (S)/(T) est grand. Mais il convient de 
remarquer que (S)/(T) dirninue progressivement au cours de la prot6olyse; il en r6sulte 
que l'autolyse qui peut 6tre n6gligeable au d6but d'une prot6olyse, devient in6vitable- 
ment importante apr6s un certain temps de rdaction. Etant  donn6 que de route faqon 
la prot6olyse est ici trop faible & ses d6buts pour que les diff6rences 6ventuelles dues 

la presence des m6taux soient significatives, l'6tude de l'influence de Ca ++ ou de Mn ++ 
lorsque (S)/(T) est grand, ne fournit gu~re de renseignements utiles. Plus tard, lorsque 
la prot6olyse est plus avanc6e, la valeur de (S)/(T) s'est abaiss6e et les mesures deviennent 
alors sans int6r~t. 

Mais il est possible de choisir entre les deux hypotheses en question par la mdthode 
suivante : Si on emploie comme substrat S, E 600 sur lequel la trypsine exerce une action 
hydrolysante de faqon telle que chaque moldcule de trypsine ayant exerc6 cette action 
s'en trouve inactiv6e, la valeur de (S)/(T)* augmente au lieu de diminuer au cours de 
l'hydrolyse. Dans ces conditions, si la valeur initiale de (S)/(T) est suffisamment grande 
pour que l'autolyse soit n6gligeable, cette situation ne changera pas au cours de l'hy- 
drolyse; cette derni~re pourra done ~tre suivie aussi longtemps que celA sera n6cessaire 
pour obtenir des r6sultats significatifs. 

L'action de la trypsine a 6t6 ainsi suivie sur E 600 ~t 25 °dans  du tampon v6ronal- 
Na-HC1 (2. lO -2 M) pH 7.5. L'hydrolyse a 6t6 mesur6e par d6termination colorim6trique 
h 400 m/~, du paranitroph6nol lib~r6 ~°. Dans les conditions r~alis6es, la vitesse d'hy- 
drolyse spontan6e de E 600 se trouve suffisamment r6duite pour pouvoir ~tre n6glig6e; 

* I1 est  bien 6vident  que ( S ) e s t  in i t ia lement  toujours  sup6rieur ~ (T). 
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en  fa i t ,  c e t t e  h y d r o l y s e  s p o n t a n 6 e  ne  d6pas s e  pas ,  ap r6s  48 heu res ,  IO % de  l ' h y d r o l y s e  

due  h la  t r y p s i n e ,  e t  celh so i t  e n  a b s e n c e  so i t  en  p r 6 s e n c e  de  Ca ++ IO -~ M ~. L ' 6 t u d e  de 

l ' a e t i o n  de  la  t r y p s i n e  s u r  E 600 ( T a b l e a u  VII) m o n t r e  q u e  l o r s q u e  la  v a l e u r  de  (S) / (T)  

es t  de  4,5 (E 600 7.5" 1° -4  M ;  t r y p s i n e  1.7.  lO-4 M ) ,  l ' a u g m e n t a t i o n  de  l ' h y d r o l y s e  de 

E 600 e n  p r 6 s e n c e  de  Ca ++ (5 . IO  -3 M)  es t  c o n s i d f r a b l e * .  Mais  si la  v a l e u r  de  (S)/(T)  

es t  de  500 (E 600 iOO-lO -4 M ;  t r y p s i n e  o . 2 . I O  -4 M ) ,  on  n e  c o n s t a t e  a u c u n e  d i f f f r e n c e  

e n t r e  les h y d r o l y s e s  en  p r 6 s e n c e  e t  en  a b s e n c e  de  Ca ++, m6rne  a p r 6 s  48 heu re s ,  a lo r s  que  

les v a l e u r s  de  l ' e x t i n c t i o n  s o n t  de  d i x  fois  s u p 6 r i e u r e s  a u x  l i m i t e s  des  e r r e u r s  e x p 6 r i m e n -  

ta les .  Ces r 6 s u l t a t s  a p p o r t e n t  a ins i  u n e  n o u v e l l e  p r e u v e  d u  fa i t  q u e  Ca ++ d i r n i n u e  la  sen-  

sibilit(~ de  la  t r y p s i n e  en  t a n t  que  s u b s t r a t  de  l ' a u t o l y s e .  

TABLEAU VII  

INFLUENCE DE C a  ++ SUR L 'HYDROLYSE DE E 6 o o  PAR LA TRYPSINE 

(S)[(T) : Rapport  des concentrations de E 6oo et de trypsine. 

Ca++ ~ Extinction ( • zo 3) ~ 400 mt~ apr~s 31 h. d 25 ~ 

5 " I ° - s A I  (S ) / (T ) -=  4.5 (S) / (T)  = 500 

Absent 57 72 
Pr6sent 169 7 ° 

N o u s  r e m e r c i o n s  G. YOUATT, U n i v e r s i t y  of Leeds ,  E n g l a n d ,  a u q u e l  n o u s  d e v o n s  

le D F P  e t  le E 600. 

Rt~SUM~ 

Les auteurs ont 6tudi6 l'influence de Ca ++ et de Mn ++ vis ~. vis de l 'autolyse de la trypsine, 
v i s ~  vis de la sensibilit6 g la trypsine libre de d6riv6s de la trypsine enzymat iquement  inactifs mais 
"non  d6naturds", et vis £ vis de Faction de la trypsine sur un subst ra t  tel que chaque mol6cule 
d 'enzyme en jeu ne puisse exercer qu 'une seule lois son action. Les r6sultats obtenus permet ten t  
d'expliquer l 'action favorisante de Ca ++ et de Mn ++ sur l 'action enzymatique de la t rypsine de la 
fa~on suivante:  lorsque la trypsine agit  sur un substrat ,  la concentration de r enzyme tend ~t diminuer 
du fait de l 'autolyse, r6action parasite qui concurrence l 'hydrolyse du substrat ;  certains cations 
bivalents et plus particuli~rement Ca ++ et Mn++ font obstacle g l 'autolyse, pe rmet tan t  ainsi it une 
plus grande quanti t6 d 'enzyme d'agir  sur le substrat ,  leur action consistant  ~ diminuer la sensibilit6 
de la trypsine A sa propre action prot6olytique. 

SUMMARY 

The authors have studied the influence of Ca ++ and of Mn ++ on the autolysis of t rypsin;  on 
the sensitivity to free trypsin of its enzymically inactive bu t  "no t  denatured"  derivatives, and 
finally on the action of t rypsin on a substrate such t ha t  each enzyme molecule in play can only 
act once. The results obtained permit  an explanation of the favouring action of Ca ++ and of Mn++ 
on the enzymic activity of trypsin : when trypsin acts on a snbstrate,  the concentrat ion of the enzyme 
tends to decrease due to autolysis, a side reaction competing with hydrolysis of the substrate.  Certain 
bivalent cations, especially Ca ++ and Mn ++, have an inhibiting action on autolysis, thus  permit t ing 
a larger amount  of enzyme to act on the substrate, these ions decreasing the susceptibility of t rypsin 
to its own proteolytic action. 

* Mn ++ acc61~re l 'hydrolyse spontan6e de E 6oo; pour cette raison, nous n 'avons pas 6tudi6 Faction 
de la trypsine en pr6sence de ce m6tal. 
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Z U S A M M E N F A S S U N G  

Die Verfasser  h a b e n  den  Einf luss  von  Ca ++ u n d  yon  Mn ++ auf  die Auto lys i s  yon  Tryps in ,  au f  
die Empf ind l i chke i t  yon  e n z y m a t i s c h  i nak t i ven  j edoch  "n i ch t  d e n a t u r i e r t e n "  De r iva t en  yon  Tryps in  
gegenf iber  freien Tryps in ,  u n d  auf  die E i n w i r k u n g  von  T r y p s i n  au f  solcheinen Subs t r a t ,  dass  jeder  
e inwi rkender  e n z y m a t i s c h e r  Molektil n u r  ein einziges Mal seine W i r k u n g  ausf iben  kann ,  u n t e r s u c h t .  
Die e rha l t enen  R e s u l t a t e  e r l auben  den  begf ins t igenden  Einf luss  yon  Ca ++ u n d  yon  Mn ++ au f  die 
e n z y m a t i s c h e  W i r k u n g  yon  T r y p s i n  au f  folgende Weise  zu erkl~ren : wenn  T ryps in  au f  seinen S u b s t r a t  
e inwirkt ,  flillt die K o n z e n t r a t i o n  des  E n z y m s  wegen des Autolysis ,  Nebenreac t ion  die m i t  der  
Hydro lys i s  des Subs t r a t s  z u s a m m e n w i r k t .  B e s t i m m t e  b iva len te  Ka t ione  u n d  besonders  Ca ++ u n d  
Mn++ ve rh inde rn  die Auto lys i s  und  e r lauben  so einer gr6sseren Menge E n z y m  auf  den  S u b s t r a t  
e inzuwi rken ;  ihr  Einf luss  be s t eh t  da r in  dass  sie die Empf ind l i chke i t  des T ryps ins  gegenfiber  seiner 
e igenen p ro teo ly t i schen  W i r k u n g  herabse tzen .  
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