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LES E N Z Y M E S  PROTP~OLYTIQUES DE C L O S T R I D I U M  HISTOL Y T I C U M  

INFLUENCE DE LA COMPLEXONE III* ET DU CALCIUM SUR 

LA STABILITI~ DE DEUX DE CES ENZYMES 

par  

R. MONIER,  G. LITWACK**,  M. SOMLO ET B. LABOUESSE 

Laboratoire de Chimie biologique, Facultd des Sciences, Paris (France) 

Clostridium histolyticum se signale par l'abondance et l'activit6 des enzymes prot6o- 
lytiques qu'il lib6re dans ses milieux de culture. Parmi ces enzymes, ont 6t6 identifi6s, 
dans diverses conditions, une collag6nase, une prot6ase activ6e par la cyst6ine et capable 
d'hydrolyser la liaison amide ou ester de d6riv6s de la L-arginine ou de la L-lysine, une 
prot6ase inhib6e par la cyst6ine et deux peptidases, agissant respectivement sur le 
L-leucyl-glycocolle et sur le L-leucyl-glycyl-glycocolle 1-5. 

Dans le pr6sent travail, nous montrons notamment qu'~ c6t6 de la collag6nase et des 
deux prot6ases indiqu6es ci-dessus, il existe une troisi~me prot6ase. En outre, nous 
6tudions quelques propri6t6s de ces enzymes prot6olytiques et plus particuli~rement 
l'action de la complexone III et du calcium sur leur stabilit6. 

PARTIE EXPI~RIMENTALE 

I. Conditions de production des enzymes 

Une souche de C1. histolyticum, provenant  des collections de l ' Ins t i tu t  Pasteur,  Paris, est 
cultiv6e sur  le milieu suivant :  peptone de viande*** 60 g; Na~HPO4, I2H20  22. 4 g; KH2PO 4 1.92 g; 
FeSO4,7H20 0.6o0 g; MgSO4,7H20 0.049 g; MnC12,4H20 o.ool 9 g pour  i litre. Le p H  de ce milieu 
est ajust6 avan t  st6rilisation g 7.4 avec NaOH. Les cultures sont  effectu6es en ana6robiose. Le milieu 
est ensemenc6 ~ par t i r  de cultures en vole de croissance sur le m6me milieu, moins de 4 ° heures 
apr6s la st6rilisation. Le rendement  en enzymes prot6olytiques est sensiblement plus 61ev6 ~ 26 ° 
qu '~ 37 °. A la fin de la phase logari thmique de croissance, les milieux sont  rap idement  centrifug6s 

- - 2  °. Le surnageant  (pH 6.9-7.1o) est dialys6 contre deux fois Ioo volumes de t ampon  borate, 
p H  7.4 renfermant  CaCI~ lO -3 M, pendant  au moins 4 ° heures A 4 °. Dans  les pr6parat ions bru tes  
ainsi obtenues, ~ o ° en pr6sence de tolu6ne, les diff6rentes activit6s prot6olytiques se conservent  
au moins deux mois; l 'activit6 collag6nasique par  contre subit  une diminution d6j/~ sensible apr6s 
deux semaines environ. 

2. Dosage des activit~s prot~olytique et collagdnasique 

L'activit6 prot6olytique est d6termin6e soit par  la m6thode d'ANSON e, en uti l isant comme 
subs t ra t  la cas6ine, soit par  la m6thode de coagulation d 'un  " la i t"  synth6tique,  selon la technique 
de GORINI ET LANZAVECCHIA 7. Les prot6olyses et les coagulations sont  effectu6es dans un  the rmos ta t  
/~ 35 °. Dans  le premier  cas, les aetivit6s enzymat iques  sont  exprim6es en millimicromoldcules de 

* Sel de sodium de l'acide 6thyl6ne diamine t6traac6tique; A.G. vorm. B. Siegfried, Zofingen 
(Suisse). 

* *  Fellow of the National  Foundat ion  for Infanti le  Paralysis. A~tresse Actuelle: Depar tmen t  of 
Biochemistry, College of Agriculture, Rutgers  University, New Brunswick, New Jersey, U.S.A. 

*** UCLAF, Romainville, Seine. 
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tyros |he/rain,  l )ans  It: second tits, elles sent  t raduites  s,,it ,~ I'aidc do I'ex|)rcssi<m I / / .  to :l, ila]l~ 
laquelle 7" ddsigne le temps  de coagulation en secolatles et (lui est en prelni~!re approximati(m direct(> 
m e n |  proportionuelle tl l'activit(:, soit 5 FaMe d'unitds arl) i trairement ddfinies (h pt [ o. 4 ct h 11t1 S. t, 
on convient  qu 'une  solution d'enzynle tlui coa~4ule le halt en 1,ooo secoll(l(,s d:lus los c~mditi~ms 
expdrimentales employdes 7, renferme o. i unitds par  m[; h p l l  7.4, en lU-dsence (it' cys t ( |he  2. to '-' 3[. 
o.1 ullitds par  nil corrcsp(m(lent " t u n  telups de coagulation dc 5oo see(reties), i~enmrqtttms qu"l  
pH 0. 4 et pH 8. 4 la t~rop()rti,)nnalitd eutre t /T e t l a  concentrati(m en enzx'mc cst ,,l~ser\-&, jusqu 'h  
des dilutitms impor tantes  (7' au moins dgal h 4,oo() secondes), t:m(lis (ttt'[i pfl 7.1, e n  l ) l t : s e l l c c  tie 
cystdine, cette prop()rtiomlalitd n 'est  rdelle que tlans un (lonlaine tie dilutitm plus rcstreint, le d()sagc 
n 'd tan t  significatif que pour  7" 5oo see(males. 

l , 'activitd collagdnasique est d~)sde sur (lu collagbne prdpard ~ par |Jr  tit, f ragments  d(' tend(ms 
de queues tie rat  par  la t eC l l l l i q t l e  d'Ig.INI~INIIER ET SCHUBERT ~, ell  s u s p e n s i ( ) l l  (l~lllS (hi  t a l u p o u  | ) o r a t e ,  
p t l  7-4, CaCI2 to a3] ,  en d( ' terminant  la quanti t( '  tl 'azote total passant  en soluti(m, l.e dosage tic 
l 'azote est effectu6 par  la nldth(~de tie I.UBOCtIINSKY ET ZAI.TA 9. I llllit(" d'activitd c()llagbnasique 
correspond /I la luise ell solution (le 1(1o ulicro1110|(,cu]es (l'az()te par  ]letlre il part ir  de 2o II1~ dO 
c t ) l l a g b n e  ell  s u s p e l 3 s i o n  f l a i l s  Ull \ t) lUllle t ( ) t a l  d e  2 111]. 

3. l)Hcclio~z des aclivih;s sin' di/i&'('~tls sltl)sll.'alx s)'~HhHiqm's 
12act|vital des peptidases a dtd recherchde sur le L-leucyl-glycoc()lle et le L leucyl-glycyl-glyco- 

colic, en solutions lo 2 3/ clans le tanlpon borate, pH 7.4- Dans  le cas du premier peptide, on ~tjoute 
CoCI 2 I o a  Ms. L'hydr()lyse dventuelle des subs t ra t s  est suivie ~t l'aide {le la chr()umtographie semi- 
quant i ta t ive  sur papier  (solvant : ,~-l)utanol/acitle formique/eau ; 75/I5/ i  o). 

I. 'activitd sur benzoyl-L-arginine am|de  est ddterminde en t ampon  borate, p i t  7.4 (coucentrat ion 
en subs t ra t :  5" lo a ~11) en (h)sant l ' ammoniaque  libdrde au rdactif de Nessler aprbs mierodiffusion 
en cellule <le CON'~VAY TM, 

4. 2htri/ica/lot2 par/ielle des e~rz),mes 
11 est possible tie fract ionner gross |b remen |  et tie purifier part iel lement les euzylnes protdolyti- 

ques, selon le schdma indiqud, h l 'aide de sulfate d ' amnmnium.  
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Les pr6cipitations, les extractions et les centrifugations sont conduites ~, une temp6ratnre 
comprise entre - - 3  et - -5  °. On obtient finalement deux fractions Aet  B qui renferment l'essentiel 
des activit6s prot6olytiques des filtrats de culture initiaux partiellement s6par6es les unes des autres 
(voir Tableau VIII). 

R]~SULTATS 

I. Action de concentrations croissantes de cyst~ine sur t'activitf coagulante et l'activit~ prot~o- 
lytique et sur l'hydrolyse de la benzoyl-L-arginine amide dans une prfparation brute. 

Les courbes de la Fig. I t raduisent ,  en pour cent des activit6s in i t ia lement  trouv6es 
dans une pr6parat ion brute  k pH 7.4, la var ia t ion de l 'activit6 coagulante et de l 'activit6 
prot6olytique en fonction de la concentrat ion en L-cyst6ine. La L-cyst6ine, en solution 
dans  le t ampon  borate k pH 7.4, est ajout6e ~ l 'enzyme I minute  avant  le d6but des 
d6terminations.  Les concentrat ions indi- 
qu6es sont les concentrat ions pr6sentes 
dans le milieu r fact ionnel  pendan t  les 
prot6olyses ou les coagulations. 

L 'act ivi t6 coagulante et l 'activit6 pro- 
t fo lyt ique passent  chacune par  un  mini-  
m u m  pour  une concentrat ion en cystf ine 
6gale k 2 . 5 . I o - a M .  Les prfpara t ions  
brutes  cont iennent  donc au moins deux 
groupes d 'enzymes,  les uns inhib6s et les 
autres act ivfs par  la cyst6ine, ainsi que 
l ' avaient  d6j ~ montr6 VAN 'HEYNINGEN 11 et 
TYTELL ET HEWSON 3. I1 importe  de sou- 
ligner le parall61isme 6troit entre les varia- 
t ions de l 'activit6 coagulante et celles de 
l 'activit6 prot6olytique. Ce parall61isme 
sugg6re que les diff6rents enzymes, actifs 
dans la prot6olyse, le sont 6galement dans 
la coagulation et que les deux m6thodes de 
dosage permet ten t  la d6tection des m~mes 
enzymes. 

L 'eau  oxyg6n6e et l ' iodac6tamide, qui 
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Fig. I. Action de concentrations croissantes de 
L-cyst6ine sur les aetivit6s coagulante et 
prot6olytique d'une pr6paration brute ~ pH 7-4. 
En abcisses, log (C) = logarithme de la concen- 
tration mol6culaire en L-cyst6ine. En ordonn6es, 
activit6 = activit6 en pour cent de l'activit6 
en l'absence de L-cyst6ine. O - - O  = activit6 
coagulante; X - -  × = activit6 prot6olytique. 

inhibent  l 'act ivi t6 mesur6e apr6s addit ion de cystfine,  sont, dans les m~mes condit ions 
exp6rimentales, dfpourvues  d 'act ion sur l 'activit6 observ6e en l 'absence de cyst6ine. 

TABLEAU I 

ACTION DE L 'EAU OXYG~N]~E ET DE L'IODAC~TAMIDE SUR LES 
ACTIVIT]~S COAGULANTES D 'UNE PRI~PARATION BRUTE 

pH 7.4 
pH 6.4 pH 8.4 en prdsenee de 

(uniMs/ml) (unitds/ml) Cystdine 2 .xo -2 M 
(unit~s mO 

T6moin o. 51 o.39 o. 2 i 
H~O 2 o.I %* 0.50 0.40 o.o 
T6moin 0.74 0.52 0.25 
Iodac6tamide lO -3 M* 0.80 o.53 o.Io 

* H~Oa et iodac6tamide sont ajout6s aux 6chantillons d'enzyme une minute avant dosage. 
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En outre, l'activit6 stir la benzoyl-L-argininc amide, tr6s marqudc en t)r(*scnc( , (lc 
cyst(}ine, est tr6s faible en son absence. Par cons(*(luent, dans los c()nditions cmploydcs 
ici, le ou les enzymes actiwtbles par ]a cystdinc, sont l)ratiquenlcnt inactifs (.it son 
absence c t les  activitds mesurdes en l'absencc de cvstdinc sont 1)resqtt'exclusiv(,m~,nt 
dues aux enzymes non activds par la cystdine. 

T A  BIJ ' ] : \  I; 11 

ACTIVITI~; SUR BENZOYL-L-ARGININE AMIDE I)'UNE PRI~,'PARAT[ON I~RUTI'; 

Concenlralion ]lurdc de l'hydrolyse Nubslral hydrolysd 
en cysh:ine (M) (rain) (%)  

o 240 5 
2" IO 2 20 IOO 

2. pH optimum des activitds coagulante et protdolytique. 

En l'absence de cyst6ine, l'activit6 coagulante des pr@arations brutes, ainsi quc 
celle des pr@arations purifi(~es B, pr6sente deux pH optimum vers pH 6. 3 et vers 
pH 8.3 (Fig. 2 et 3)- Ceci sugg6re que Cl. histolyticum lib6re, dans nos conditions de 
culture, au moins deux enzymes coagulant te lair et non activ6s par la cyst6ine. I1 n'est 
pas possible, cependant, de distinguer deux optimums sur la courbe qui traduit l'action 
du pH sur l'aetivit6 protdolytique sur cas(dne de la pr@aration brute. 

En pr6sence de cyst6ine 2. Io -2 M, l'aetivit6 prot6olytique et l'activit6 coagulante, 
dans les pr@arations brutes, pr6sentent chacune un seul optimum, au voisinage de 

pH 7.4- 
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Fig .  2. V a r i a t i o n  des  a c t i v i t d s  c o a g u l a n t e  e t  
p r o t 6 o l y t i q u e  ( t a m p o n  v 6 r o n a l - a c 4 t a t e )  d ' u n e  
p r 6 p a r a t i o n  b r u t e  en  f o n c t i o n  d u  p H .  O . . . . .  O = 
a c t i v i t 4  c o a g u l a n t e ;  × - -  × - -  a c t i v i t 6  p r o t d o -  

l y t i q u e .  
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Fig .  3. V a r i a t i o n  de  l ' a c t i v i t d  c o a g u l a n t e  (le la 
f r a c t i o n  B e n  fonc t ion  du  p H .  

3. Action de la complexone l I I sur la stabilit~ (~ la chaleur des activit~s coagulante et prot~o- 
lytique 

Une pr@aration enzymatique brute en solution dans le tampon borate (pH 7.4) en 
pr6senee de CaCl~Io -3 M, est pr6chauff6e IO minutes ~ 35 ° puis additionn6e d'unc 
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solution, dans le m4me tampon, de complexone I I I  5. une concentration convenable et 
incubfe 5. 35 °. Les activit6s coagulantes sur des "laits" 5. pH 6. 4 (activit6 6.4) et 5. 
pH 8. 4 (activit6 8.4) en l 'absence de cyst6ine, et sur un lait ~ pH 7.4, en pr6sence de 
cystfine 2-1o .2 M (activit6 7.4) sont mesur6es par la technique habituelle apr6s des 
temps d6termin6s et compar6es aux activit6s d'une pr6paration t6moin, renfermant les 
m~mes concentrations initiales d'enzymes, incub6e au m6me pH en l 'absence de vers6ne. 
Les r6sultats obtenus avec de la complexone I I I  ~ la concentration lO .2 M sont repr6- 
sent6s par les courbes de la Fig. 4. Ces courbes ont 6t6 obtenues en portant  en abcisse les 
temps d'incubation et en ordonn6es les valeurs de l'expression log Co~C, lans laquelle Co 
d6signe l'activit6 coagulante initiale et C, l 'activit6 au temps t, calcul6es & l'aide des 
unit6s arbitrairement d6finies dans la partie expfrimentale. On constate que : 

(I) les trois activit6s 6.4, 8,4 et 7.4 varient 
tr6s peu, dans les conditions employ6es, en l 'ab- 
sence de complexone. ~ P 

(2) l'activit~ 7.4 est tr~s peu affect~e par la 
pr6sence de complexone lO -2 M. / (3) les activit6s 6.4 et 8.4 sont au contraire 
fortement sensibilis6es h la d~naturation ther- 
mique par la complexone et cela de fa~on trbs 
in6gale, l 'activit6 6.4 6tant la plus atteinte. 

(4) les courbes qui traduisent les variations 
des activit6s 6.4 et 8. 4 en pr6sence de complexone 
ne sont pas des droites. 

Le fait que les vitesses d'inactivation des 
activit6s 6.4 et 8. 4 sont nettement diff6rentes en 
pr6sence de complexone confirme l'existence, 
dans nos pr@arations brutes, de deux enzymes 
non activ~s par la cyst~ine d~js. sugg~r~e par la 
forme des courbes d'activit6 en fonetion du pH. 
En outre la tr~s faible variation de l'activit6 7.4 
en pr6sence de complexone, compar6e ~ la baisse 
tr~s marqu6e des activit6s 6.4 et 8.4, d6montre 
que, dans ces m61anges, l 'enzyme activ6 par la 
cyst6ine est, au moins en premiere approxima- 
tion, seul responsable de l'activit6 mesur6e 5, pH 7.4 en pr6sence de cyst6ine 2. lO -2 M. 

Dans le Tableau I I I  sont r6unis les r6sultats d 'un essai d'inactivation par la chaleur 
en pr6sence de complexone d'une pr@aration brute, essai dans lequel les aetivit6s 
protfiolytiques et coagulantes, 5. pH 6. 4 et & pH 8.4, ont 6t6 d6termin6es simultan6ment. 
Dans eet essai, on a choisi une concentration en complexone suffisamment faible 
(2. lO -3 M) pour que son action inactivante puisse ~tre supprim6e, pendant le temps que 
durent les prot6olyses, par  l 'addition aux solutions de cas6ine employ6es, de la concen- 
tration en CaC12 (5 . Io -3M)  maximum compatible avec la stabilit6 de ces solutions. 
Dans ees conditions les prot6olyses r6alis6es restent d'ordre z6ro. 

On voit que, ~t chaque pH, l'activit6 protfiolytique et l 'activit6 coagulante dimi- 
nuent exactement dans les mSmes proportions. Par  cons6quent, les deux enzymes 
responsables des activit6s coagulantes 6.4 et 8.4 sont tous les  deux capables de prot6- 
olyser la cas6ine. 

1.500 

I 1.0o 

o.5oo: ~~ ~,.. .4"""--1 
. . . . . . . .  - . . . . . .  ---_---~4. . . . . .  -:_-:~ 

50 100 
= remps(minJ 

Fig .  4- A c t i o n  d e  l a  c o m p l e x o n e  l iT  
IO 2 M s u r  l a  s t a b i l i t 6 ,  & p H  7.4 eL 35 ° d e s  
d i f f 6 r e n t e s  a c t i v i t 6 s  c o a g u l a n t e s  d a n s  u n e  
p r 6 p a r a t i o n  b r u t e  ( - -  O - -  = a c t i v i t 6  6 .4  ; 
- - A - -  = a c t i v i t 6  8 .4 ;  - - × - -  = a c t i v i t 6  
7 .4 .  C o u r b e s  en  p o i n t i l l 6 s  = t 6 m o i n s  s a n s  
c o m p l e x o n e .  C o u r b e s  e n  t r a i t s  p l e i n s  = 

e n  p r 6 s e n c e  d e  c o m p l e x o n e  lO -2 M ) .  
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V = v i t e s s c  i n i t i a l e  d c  pr~)t( '()lysc, c n  n a i l l i m i c r o m ( d d c u h >  de  tyr , )s in( ,  p a r  m i n u t c .  

,.t clll'th:s 

l)urde de l ' incuhalbm 
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(rain) (?oaguhdi, m l'roh:.lpsc ('uat,'ulalion 

t¢~tilda'#l] o |" ')o lt~zl"ld~ m/ ° 0 

O O.33 IOO l(). 5 tOO O.2() IOO 
2oo  o. I~) 48 9 .o  46  o. l 8 7 ° 

Protd, h,sc 

I" % 

2o. 5 l oo  
15.4 75 

Dans une deuxi6me s('rie d'expdriences, nous avons 6tudid la sensibilisation par la 
complexone ~ la ddnaturation thermique des activit6s coagulantes 6. 4 ct 8.4 dans une 
prfparation purifide B. Les enzymes de la fraction B ont fit6 dissous dans le tampon 
borate "~ pH 7.4 en pr6sence de (;aC12 IO a M, 
la dihltion 6rant calcul6e de fa~on it obtenir 
des activit6s coagulantes comparables h 
celles title l'on trouve dans les pr@arations 
brutes. La concentration en complexone a 
6t6 r6duite h IO a 3I, une concentration phls 
61ev6e donnant ces conditions une vitesse 
d'inactivation trop grande pour ~tre ais6ment 
mesurable. Les r6sultats obtenus sont rcprd- 
sent6s dans la Fig. 5. 

On voit que: 
(I) la stabilit6 "t la chaleur cn l'absence 

de complexone des activitf, s 6. 4 et 8.4 est 
beaucoup moindrc dans les pr@arations 
purifi6es que dans les pr@arations brutes, ce 
qui n'est pas pour surprendre. 

(2) les courbes obtenues sont des droites 
et les rdactions de d6naturation des deux 
activitds dans ces conditions sont donc du 
premier ordre, ce qui permet de calculer des 
eonstantes de vitesse. Ces constantes sont 
respectivement 6gales, pour les activit6s 6. 4 
et 8.4, & 9.2-IO -a min q et 6.9.Io -a min-*. 
L'existence de deux enzymes diffdrents dans 
confirmfe. 

I . . . . . .  ~ i . . . .  "1 

i~00F i / i ! I - 

0,00  ,0 
0 50 100 150 200 
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Fig. 5- Ac t ion  de la complexone [ l I  IO a M 
s u r  l a  s t a b i l i t d ,  & p H  7.4 e t  3 5 ' ,  d e s  a c t i v i t d s  
c o a g u l a n t e s  6. 4 e t  8. 4 da r t s  u r ic  p r d p a r a t i o n  
p u r i t i d e  ( O - -  a c t i v i t d  6 .4 ;  / ~  
a c t i v i t d  8 .4 ;  c o u r b e s  e n  p o i n t i l l d s  --- p r d p a -  
r a t i o n  t d m o i n ;  c o u r b e s  e n  t r a i t s  p l e i n s  .... e n  
p r d s e n c e  d e  v e r s e n c  i o  a 31). L a  c o n s t a n t e  k 
i n d i q u d e  p o u r  c h a q u e  d r o i t e  e s t  d 6 t e r m i n d e  
d ' a p r 6 s  l a  f o r m u l e :  k = 2 , 3 o 3 / t  "/,, l og  C o / C .  
I .  k = 9 . 2 . I o - a ;  I I ,  k ,:: 6 . 9 - 1 o  a; [ l l .  k ~- 

5 . ~ . I o  a; IV.  k 4 . 6 - 1 o  a 

les pr@arations purifides B se trouve donc 

4. R61e du calcium darts la protection des activit~s coagulantes 6.4 et 8.4. 

Le Tableau IV donne les activit6s coagulantes & pH 6.4 et ~ pH 8.4 dans des pr@a- 
rations dialys6es & 4 ° contre des solutions de tampon borate pH 7.4, additionn6es on 
non de CaCI~ IO -a M (l'accroissement de la concentration en ions C1 provoqu6e par 
l'addition de CaC12 est n6gligeable du fait de la concentration en NaC! pr6sente dans h, 

B i b l i o g r a p h i c  p.  82 .  



VOL. 18 (1955) ENZYMES PROTEOLYTIQUES DE Cl. histolyticum 77 

tampon initial). La premi6re partie du tableau se rapporte k des fractions aliquotes d'un 
filtrat de culture frais, dialys6es ~ 4 ° pendant 4 o heures contre deux fois IOO volumes 
de solutions de borate. La deuxi6me partie de rapporte ~ des fractions aliquotes d'une 
prfparat ion purifife B, renfermant CaC12 lO -2 M, dialys6es dans des conditions ana- 
logues. Dans les deux cas, les activit6s r6cup6rfes sont plus 61ev6es apr~s dialyse contre 
la solution tampon renfermant du calcium. I1 semble done que les ions calcium aceroissent 
la stabilit6 des activit6s 6.4 et 8. 4 pendant les dialyses ~ 4 °. Le ph6nom6ne mis en 
6vidence ne peut 4tre interpr6t6 comme un ph6nom6ne d'aetivation, puisque toutes les 
dfterminations d'activit6 eoagulante sont effectu6es k l'aide de "laits" renfermant une 
concentration en ions Ca+2 sup6rieure ~ celle pr6sente dans les diff6rents 6chantillons 
d'enzymes. 

TABLEAU IV 
PROTECTION PAR LE CALCIUM DES ACTIVITIES COAGULANTES ~k p H  6. 4 ET 

3. pH 8. 4 PENDANT LES DIALYSES 
I. Filtrat de culture brut 

A ctivitd coagulante 
Concentration 
en CaCl 2 (M) pH 6. 4 pH 8. 4 

( unitds /mO ( unitds /ml) 

o 0.28 o.16 
IO 3 0.35 o.21 

2. Pr@aratior/purifi6e 

pH 6. 4 pH 8.4 

Concentration 
pour cent pour cent 

en CaClJM)  unitds/ml de l'activitd unitds/ml del'activitd 
avant dialyse avant dialyse 

o 0-24 35 0.22 43 
IO-3 0-44 64 0.40 78 

Dans le Tableau V sont indiqu6es les activit6s ~ 6.4 et 8.4 de fractions aliquotes d'un 
filtrat de culture frais, chaque fraction ayant 6t~ dialys6e contre des solutions de borate, 
pH 7.4, renfermant, ~t la concentration lO -3, les sels indiqu6s dans la premiere colonne 
du tableau. Les activit6s sont exprim6es en pour cent des activit6s d'une pr@aration 
t6moin, dialys6e contre du borate non additionn6 de sels. On voit que le magn6sium et le 
baryum peuvent, dans une certaine mesure, remplacer le calcium dans la protection de 
l 'activit6 6. 4. Au contraire, la protection par  le calcium de l'activit6 8.4, parait  beaucoup 
plus sp6cifique. La substitution du manganese au calcium entraine une perte d'activit6 
surtout dans le cas de l 'activit6 8. 4. 

Dans une deuxi~me s6rie d'exp6riences, des fractions aliquotes d'une pr@aration 
brute, dialys6es pendant 40 heures ~ 4 ° contre du tampon borate non additionn6 de 
calcium, ont 6t6 incub6es 5, 35 ° en presence de quantit6s variables de CaCI~ et leurs 
activit6s 6.4, 8.4 et 7.4 mesur6es apr~s des temps d6termin6s. Les r6sultats obtenus pour 
l 'activit6 6.4 sont repr6sent6s par les courbes de la Fig. 6; on volt que ces courbes ne sont 
pas des droites. Au contraire, les courbes se rapportant  ~t l 'activit6 8.4 peuvent ~tre 
assimil6es ~ des droites et les constantes de vitesse correspondantes sont indiqu6es dans 
le Tableau VI. 
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1 . \  I-IIA.;A (T V 

RI];CUPJ£RATION DES ACTIVI'I'I~2.% COAGULANTES ~ p i t  ()'4 El? ,\ p i t  S. 4 
APRI',.'S I)IALYSE EN PRI~;SENCE I)E QUELQUES CATIONS 

Nel afimtd A ctivitd c mgulanl  "* 

au  tampon  p H  qJ.4 p i t  X..I 

C a C I  2 i 25 ~ 3 i 
MgC12 n 2o to  l 
BaCI~  I12  Jol  
MnCI~  08  75 

* en p o u r  c e n t  de  l ' ac t iv i td  m e s u r d e  d a n s  u n  t d m o i n  d i a l y s 6  c o n t r e  un t a m p o n  n o n  a d d i t i o n n 6  
d e  sel ,  

T A B I . E A U  V I  

Df~NATURATION THERMIQUE 2k 35 ° DES ~ 2 0  
ACTIWT~S COAaULANTES )~ p H  6. 4 ET ,k p H  8. 4 '~ 
EN FONCTION DE LA CONCENTRATION EN C a C I  2 

2 .303  Co  ~ 15 
k - -  - - ~  log  C 

. . . . .  

Concentrat ion k • l~, 3 (rain -U 

en Ca(;l~ ( M )  p H  6.4 p H  &4 70 

~. Pr /parat ion  brute 

o -- 1. 4 
lO -4  - -  1 .2 

l o - a  _ _  0. 7 

2. P r @ a r a t i o n  puri f ie;e  

o 3 .8  4 . I  
IO a 2. 5 2. 7 
IO 2 2 .6  2 .7  

I 
50 700 750 200 250 

- - Tem#s (ram.) 
F i g .  6. A c t i o n  d u  CaC12 s u r  la  s t a b i l i t 6 ,  "X p H  7-4 
e t  35 o, de  l ' a c t i v i t 6  6. 4 darts u n e  p r 6 p a r a t i o n  b r u t e .  
( - - × - - :  CaC12 - -  o;  - - O  - :  CaC12 - -  lO - 4 M :  

: C a C I  2 .... l o  a M ) .  

La stabilit6 de l'activit6 mesur6e k pH 7.4 en pr6sence de cys%ine dans les prdpara- 
tions brutes n'est pratiquement pas influenc6e par la concentration en calcium. 

Dans un essai semblable, r6alis6 b~ l'aide d'une pr@aration purifi6e B dissoute dans 
un tampon borate sans calcium, les courbes obtenues sont toutes assimilables a des 
droites. Les constantes de vitesse de d6naturation ealcul6es sont indiqu6es dans le 
Tableau VI. On volt que la stabilit6 k 35 ° des activi%s 6.4 et 8.4 est accrue par la prd- 
sence de calcium dans des proportions semblables dans les pr@arations brutes et dans 
les pr@arations purifi~es. Une concentration en CaC12 6gale "t IO a M est suffisante pour 
obtenir l'effet protecteur maximum. 

5. Action de quelques mdtaux sur les activitds 6.4 et 8.4 

A des fractions aliquotes d'une pr@aration brute renfermant CaC12 ~o -a M, on 
ajoute, en solution dans du borate pH 7.4, les sels suivants, k la concentration Io _3 M: 
CdSO4; NiCI~; CoCI~; MnC12; Zn(CHaCOO)2; FeSO4, (NH4)~SO 4. Apr~s une heure "t 
o °, on d6termine les activi%s 6. 4 et 8. 4 et on les compare aux activitds d'une pr@aration 
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t6moin. Les r6sultats obtenus sont rassembl6s dans le Tableau VII. Tous les m6taux 
utilis6s exercent une action inhibitrice plus ou moins marqu6e : les plus fortes inhibitions 
sont obtenues en pr6sence de Cd +2 et de Ni +~. L'activit6 8.4 est, en r~gle g6n6rale, plus 
sensible que l'activit6 6.4. 

T A B L E A U  V I I  

ACTION DE QU]~LQUES M]~TAUX SUR LES ACTIVITIES COAGULANTES ~k pl-I 6. 4 ET ~k p H  8. 4 

Activitd coagulante* 
Mdtal 

pH 6.4 pH 8.~ 

C d  39 .3  18. I 
N i  58 .2  61 .5  
Co 98 .5  93 .5  
M n  94 .o  95 .o  
Z n  95  .0 73.5  
F e  94 .0  89 .0  

* e n  p o u r  c e n t  de  l ' a c t i v i t 6  m e s u r 6 e  d a n s  un  t 6 m o i n .  

6. Activit~ collag~nasique et r~partition des di~rentes activit~s coagulantes entre les /ractions 
A etB. 

Les pr6parations enzymatiques brutes pr6sentent une activit~ collag~nasique nette : 
20 mg de collag~ne natif, en suspension dans I ml de tampon borate, pH 7.4 sont en- 
ti~rement dissous ~t 35 °, une heure apr~s addition d'I ml de la pr6paration brute. 

En 6tudiant la r6partition des diff6rentes activit6s entre les fractions partiellement 
purifi6es A et B (Tableau VIII) on constate que: 

(I) la fraction A pr~sente une tr~s forte activit~ coagulante tt pH 7.4, en presence de 
cyst6ine, tandis que les activit6s 6. 4 et 8. 4 y sont tr~s faibles. 

(2) la fraction B est caract6ris~e par une situation inverse. 
(3) l'activit6 collag~nasique se r~partit t~ peu pros 6galement entre les fractions A 

et B et ind6pendamment des autres activit6s. 

T A B L E A U  V I I I  

R~PARTITION DES ACTIVITIES AU COURS D'UNE PURIFICATION PARTIELLt~ 

Activitds coagulantes 

pH 6. 4 pH 8.4 

Activitd 
pH 7.4 collag~nasique 

en prdsence de 
cystdne 2. xo -2 M 

unitds % unitds % unilds % unitds % 

F i l t r a t  in i t ia l  I 6 5  IOO 81 IOO 3oo  i o o  25o  i o o  
F r a c t i o n  A 3 .8  2. 5 2.8 3 .5  171 57  78 31 
F r a c t i o n  13 16o 97  IOO 124 7 2.3 5 ° 20 

7. Activit~ sur cliff,rents substrats 

Nous avons, en premier, lieu cherch6 tt d6celer dans nos pr6parations la pr6sence des 
peptidases signal6es par DE BELLIS et collaborateurs 5. Ni les pr6parations brutes, ni les 
fractions purifi6es ne pr6sentent d'activit6 appr6ciable sur le peptide L-leucylgylcocolle 
en pr6sence de CoC19. lO -3 M ou sur le peptide L-leucylglycylglycocolle. 
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COgI~qtlllIllF 
])l,'r lt' NI/Y CilS¢;lllC du /'glt[li 'll~: 

c a l c i u m  / 31d thodc  / , l l v?kod~ c,~a~ttl~¢l ¢ , d l o ~  m 
d 'ANSON ) dc (,{IRINI} 

A c l i v a l i o n  
par la 

cvs'ldi~lv 

P r o t 6 a s e  1 i n h i b d e  , 
P r o t 6 a s e  1 1 i n h i b d e  
P r o t d a s e  I l I  a c t i v d e  o 
C o l l a g 6 n a s e  i n h i b d e  ? o o 

, ] ¢ [i,,tTle; ,Mtl 
hc , tT~ , [  i ¢lr~,ltlitl¢ 

¢tlltldt* 

/*. 3 o n u [ l c  (m trt'~s l a i b l c  
8 .3  ,~ hu l lo  ~,u t r b s  f a i b l e  

7 - t  ':~ 

] = p r o t e c t i o n  ou  a c t i v i t 6  n e t t e :  o = a u c u n e  p r o t e c t i o n  ou  a u c u n e  a c t i v i t d ;  ? = n o n  d d t e r m i n 6 .  

Les prdparations brutes sont 6galement d6pourvues d'activit6, en l 'absence de 
cyst6ine, sur la carbobenzoxy-glycyl-L-proline ou la carbobenzoxy-glycyl-L-proline 
amide. Au cours de leur action sur diverses prot6ines (g61atine, lysozyme, insuline) elles 
ne lib¢~rent pas, d 'aut re  part,  de peptides termin6s du c6t6 amin6 par des r6sidus proline 
ou hydroxyproline,  qui seraient aisdment d6celables, apr6s chromatographie  snr papier, 
par  ]a if, action color6e "t l ' isatine ~2. 

C O N C L U S I O N S  E T  D I S C U S S I O N  

L'ensemble des r6sultats que nous venons d 'exposer sugg6re l 'existence dans les 
filtrats de culture de la souche de C1. hislolyticum 6tudi~Se de quatre enzymes pro%o- 
lytiques, dont  les propri@6s essentielles sont r6sum6es dans le Tableau I X  et qui sont 
les suivants : 

(I) Deux enzymes inactiwSs par la cyst6ine (prot6ase I e t  prot6ase i I du Tableau I X), 
que l 'on peut  distinguer par les pH  opt imums de leurs activit6s coagulantes, respective- 
ment  situ6s vers pH 6.3 et vers p H  8.3, et par leurs vitesses d ' inact ivat ion ~t 35 '~ en 
pr6sence de complexone I I I .  L 'un  de ces deux enzymes seml)le &re identique k la protdase 
inactiv6e par  la cyst6ine ddj'a ddcrite par DE BELLIS et colt. s. Nos rdsultats montrent  que 
ces enzymes sont actifs it la lois dans la coagulation du "lair" et dans la prot6olyse de la 
cas6ine. Ils sont protdg6s, contre l ' inactivation au cours des dialvses 5 4 ° et contre l'in- 
actiwttion par la chaleur h 35% par le calcium. ('e rbsultat est ~t rapprocher des obserwt- 
tions de (]OR1NI la sur la stabilisation par ce mftal  de plusieurs protdases bact&iennes. 
Darts les prfparat ions  brutes, ces enzymes sont en outre protdg6s t)ar d 'autres  consti- 
tuants  du milieu. L 'ordre des r6aetions d ' inaetivation,  g6n6ralement diff6rent de I dans 
les pr@arat ions  brutes, mais dans t ous l e s  cas 6gal 1l I dans les pr@arat ions  purififes, 
permet  de supposer que ces const i tuants  proteeteurs sont des prot6ines, elles-m6mes 
sujettes k une d6naturation thermique, et que la purification 61imine en tout ou en 
partie. I1 n 'est  pas possible de d6cider, sur la base des r6sultats d6crits, si l 'accdldration 
par la comp]exone I I I  des d6naturations thermiques est senlement li6e au fait que ce 
corps complexe 6nergiquement le calcium et les autres m6taux divalents, on si elle est 
due, en partie au moins, h une action directe sur les enzymes. 

(2) L 'enzyme activ6 par  la cyst6ine (prot6ase I I I  du Tableau IX) d6j'a d6crit par  
plusieurs auteursa, 4, a. Cet enzyme est capable d 'hydrolyser  la casdine, la benzoyi- 
L-arginine amide et de coaguler le "lai t" .  Le p H  opt inmm trouvd ici pour son activit6 
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coagulante  est ~ peu pros le m~me qui celui indiqu6 pa r  OGLE ET TYTELL 4 pour  l ' ac t iv i t6  
sur benzoyl-L-arginine amide.  Sa s tabi l i t6  ~t 35 ° n 'es t  affect6e ni pa r  la presence de 
complexone  I I I ,  ni pa r  la pr6sence de calcium. 

(3) La  collag6nase. La  r6par t i t ion des diff6rentes act ivi t6s au cours des f ract ionne-  
ments  mont re  que l ' ac t iv i t6  collag~nasique ne peu t  ~tre a t t r ibu6e  ~t aucun des trois  
enzymes pr6c6dents.  I1 semble en outre  que la collag6nase n ' in te rv ienne  pas  dans la 
coagulat ion du  " la i t " .  Cette observat ion  est ~ rapprocger  de celles de BIDWELL ET VAN 
HEYNINGEN 14 et de DE BELLIS et col laborateurs  5, qui ont  montr6 que la collag6nase est  
d fpourvue  d 'ac t ion  prot6olyt ique,  mesurable  pa r  les techniques classiques, sur  tou te  
une sfrie de prot6ines.  KOCHOTALY ET KREJC115, ayan t  observ6 au cours de l ' ac t ion  des 
enzymes exocellulaires de C1. histolyticum sur diverses prot6ines,  une l ib f ra t ion  de groupes 
ca rboxy l iques  sup6rieure ~t celle des groupes amin6s, ont  formul6 l 'hypoth6se  que l 'un  
au moins des enzymes pr f sen t s  dans  leurs pr6para t ions  rompra ien t  avec une cer ta ine  
sp6cificit6 des l iaisons pept ide  auxquel les  des r6sidus proline par t ic ipent  pa r  leurs 
groupes iminds. E t a n t  donn6, d 'une  par t ,  la fr6quence des r6sidus proline et hyd roxy-  
prol ine dans  le collag6ne et darts la g61atine, et d ' au t r e  par t ,  la sp4cificit6 que la colla- 
g6nase pr6sente pour  ces prot6ines,  on pouva i t  se demande r  si cet te  sp6cificit6 n '6 ta i t  
pas  li6e k une sensibili t6 part icul i~re ~ l ' ac t ion  de la collag6nase des l iaisons proline. Nos 
rdsul ta ts  pe rme t t en t  d 'exclure  cet te  hypoth6se puisque des p r fpa r a t i ons  brutes ,  qui 
p r f sen ten t  une act ivi t6 collag6nasique marqu6e,  sont  sans ac t ion sur ces liaisons, aussi  
bien dans  des prot6ines que dans  des subs t ra ts  synthdt iques .  

Les conclusions expos6es ne sont pas  ent i6rement  en accord avec celles de DE 
BELLIS, MANDL, McLENNAN ET HOWES 5. En effet, ces auteurs  ont  trouv6, outre  la 
collag6nase et l ' enzyme activ6 pa r  la cyst6ine, une seule prot6ase,  alors qne nous en 
t rouvons  deux. D ' au t r e  par t ,  ces auteurs  s ignalent  l 'exis tence de deux pept idases  que 
nous ne re t rouvons  pas  dans  nos p r@ara t ions .  Ces diff6rences sont p rob lab lement  dues 
soit h la na tu re  de la souche de Cl. histolyticum employ6e,  soit  aux  condit ions de culture.  
I1 n 'es t  pas  impossible que la pr6sence de pept idases ,  condis6rfes g6n6ralement  comme 
endocellulaires,  dans  les f i l t rats  de cul ture  6tudi6s pa r  DE BELLIS et col laborateurs  soit  
le r6sul ta t  d ' un  d6but  d 'au to lyse ,  que nos propres  condi t ions exp6r imenta les  excluent .  

Nous sommes heureux de remercier  ici le Docteur  PR£VOT, qui nous a fourni la 
souche de Cl. histolyticum utilis6e, et Mr. BRICAS, qui a mis 5. notre  disposi t ion les diff6- 
rents  subs t ra t s  synth6t iques  6tudi6s. 

R12SUMI2 

Les enzymes protdolytiques exocellulaires de Clostridium histolyticum ont 6td 6tudi6s, en utilisant 
en particulier la technique de coagulation d'un "lait" synthdtique de GORINI. Les filtrats de culture 
de la souche utilisde renferment, outre la collagdnase et les deux protdases d6j~ ddcrites par d'autres 
auteurs, une seconde protdase inhibde par la cystdine. Les deux protdases inhibdes par la cystdine 
se distinguent par les pH optimum de leurs activit6s coagulantes et par leurs vitesses de ddnaturation 

35 ° en prdsence de complexone III. Ces deux prot6ases sont protdg6es par le calcium contre la 
d6naturation thermique et contre la ddnaturation pendant les dialyses ~ 4 °. Quelques aspects du 
mode d'action de la collag~nase sont discutds. 

SUMMARY 

Extracellular proteolytic enzymes of Clostridium histolyticum were studied, particularly by 
means of the synthetic "milk" curdling method of GORINI. Culture filtrates of the strain used contain, 

Bibliographie p. 82. 



*q,2 R. M()NIER, (;. LIT\VACI,I, M. SOMLO, IL I-\I~OUF, SSI,i V()L. 18 (IA155) 

besides the co[lagenase and the two pr()teases previousl5 described by other in\~stigat,)rs, ;i secl)nd 
cysteine-inhibited protease. The two ¢ysteine-inhibited proteases can be distinguished by their 
pH-act iv i ty  curves ("milk" curdling) and by their denaturat i (m rates at 35 C in presence ()f c(ml- 
plexon I l l .  These twt) proteases are protected by calcium against thermal  denatura t ion and de- 
na tura t ion  during dialysis at 4 ('. Some aspects ofcol lagenase a( t ivi tv  are discussed. 

ZI :SAMMENI:ASStTN(; 

Die exozellularen proteolytischen Enzyme w m  Closlridium hislolyticum wurden untersucht :  die 
Autoren bedienten sich bei diesem Studium besonders der yon GORINI eingefiihrten Technik der 
Gerinnung yon kfinstlicher "Milch". Ausser der Kollagenase und der beiden, dutch andere Autoren 
bereits beschriebenen Proteasen, enthal ten N/~hrlOsungsfiltrate des beniitzten S tammes  eine zweite, 
durch Cystein gehemnlte Protease. Die beiden, durch Cystein gehemmten  l>roteasen unterscheiden 
sich durch die optimalen pH-Wer te  ihrer Gerinnungsaktivi t / i t ,  sowie durch ihre, bei 35' C und in 
Gegenwart  von Komplexon  l l I ,  festgestellte Denaturierungskinet ik.  Kalzmmionen schiitzen beide 
Proteasen gegen Denatur ierung durch Hitze und gegen Denatur ierung wShrend bei 4 C durch- 
gefiihrten Dialysen. F,s werden einige t3etrachtungen iiber die Aktivititt der Kollagenase angestellt. 
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