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RELATIONS ENTRE DEGRE DE DENATURATION ET
SENSIBILITE A LA TRYPSINE DE LA SERUMALBUMINE.
INFLUENCE DE Cat* ET DE Mn*™ ET ROLE DES PONTS DISULFURE

par

LUIGI GORINI er LUCIENNE AUDRAIN

Laboratoire de Chimzie biologique de la Faculté des Sciences, Payvis (I'rance)

L’analyse des peptides résultant de I’hydrolyse par la trypsine de chaines peptidiques
naturelles (insulinel; ACTH?; salmine?®; vasopressine® ®; lysozyme®), a montré dans
tous les cas que les coupures de la chaine ont lieu seulement aux endroits prévisbles
d’aprés les lois de spécificité de la trypsine, établies dans le cas de peptides simples
synthétiques?. D’autre part on sait que de nombreuses protéines sont d’autant moins
attaquables par la trypsine, qu’elles ont été moins profondément dénaturées. Il est
donc évident que la superstructure suivant laquelle s’organise la chaine peptidique
d’une protéine apporte aux possibilités d’attaque par la trypsine, des limitations nou-
velles qui se superposent 4 celles déterminées par 'ordre d’enchainement des acides
aminés. Or nous pensons que ’étude des variations de sensibilité a la trypsine subies
par une protéine au cours de sa dénaturation, peut fournir des informations sur la
configuration des structures attaquables par la trypsine dans la protéine native.

Dans ce travail nous montrons en premier lieu existence d’une relation entre
ponts disulfure et sensibilité a la trypsine de la sérumalbumine. Ensuite nous étudions
le mode d’action des ions Catt et Mnt+ dans les premiers stades de la dénaturation
thermique. En effet, on a déja observé®:® que ces métaux protégent la protéine contre
cette dénaturation.

PARTIE EXPERIMENTALE

Techniques

La sérumalbumine utilisée est la Fraction V (Armour) selon CoHN ET EpsaLL, du plasma de
boeuf. La trypsine est 'enzyme cristallisé (Worthington). Les sels de Ca et de Mn sont les chlorures.
Toutes les solutions sont faites dans du tampon borate (5-10-2M) d’aprés CLARK ET LUBBs,
a pH 7.90.

La sérumalbumine dénaturée standard (SADS) est préparée suivant la technique déja
décrite® par chauffage a 127° de la solution de Fraction V 4 2.4 9, dans la tampon borate pH 7.9.

Les essais de protéolyse sont faits a pH 7.9, tampon borate. A 5 ml de solution a 2.4 %, de
sérumalbumine on ajoute 1 ml de solution de trypsine. La concentration de la solution d’enzyme
(poids de la protéine) ainsi que la température de protéolyse, sont indiquées dans chaque ex-
périence. L’action enzymatique est arrétée par addition de 10 ml d’acide trichloracétique a 59,.
Les produits d’hydrolyse sont dosés dans le surnageant trichloracétique en mesurant le coefficient
d’extinction & a 280 mu (spectrophotométre de Beckman). Tous les détails techniques ont été
déja décrits®. Les conditions (pH, température, contact de l'air) réalisées au cours de la protéolyse,
favorisent l'oxydation de la cystéine éventuellement introduite. Ce fait rend nécessaire une
correction de la valeur de l'extinction 4 280 my du surnageant trichloracétique, car la cystine
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a une absorption plus grande que la cystéine. On apporte donc aux vitesses de protéolyse ¢t
aux courbes relatives aux essais contenant la cystéine, la correction de la valeur de A&« 1o8/min-!

!

correspondant a la vitesse d’oxydation de la cystéine déterminéde par des essais paralléles sans
trypsine. Cette vitesse est de l'ordre de 1.0. La vitesse de protéolyse est exprimée par.ie-10%/min 1;
elle est calculée & partir de la pente de la courbe de protéolyse exprimant les valeurs de e- 108
en fonction du temps de protéolyse. Dans le cas de la SADS on donne la valeur de la vitesse
initiale constante. Dans le cas de la sérumalbumine non dénaturée (SAND) on donne ou la courbe
de protéolyse, ou la vitesse moyenne pendant les 1o premiéres minutes de protéolyse, ou la vitesse
constante mesurée pendant la deuxiéme phase de la protéolyse (voir Fig. 2).

I.e dosage des groupements sulfhydriles est fait par le ferricyanure suivant la méthode
classiquel®. La teneur en SH est exprimée en g de cystéine pour cent g de protéine.

Résultats
I - Groupements SH et sensibilité a la trypsine de la SADS

Nous avons remarqué que, au cours de quelques heures de conservation 4 la tempéra-
ture ambiante, la SADS perd 20-25% de la sensibilité a la trypsine qu’elle possede
aussitot aprés le traitement de dénatu-
ration. La Fig. 1 donne les vitesses de pro-
téolyse (25°; trypsine pg/ml; CaCl, 10-2 M)
delaSADS en fonction du temps de conser-
vation & des températures différentes. On
voit que cette vitesse tombe dans tous les
cas a une méme valeur limite (= 29), mais
d’autant plus vite que la température de
conservation est plus élevée (entreo®et 50°).
Aussitdt aprésle traitement de dénatu-
ration que nous utilisons, la SADS contient
un pourcentage relativement élevé de grou-
pements SH libres (15 fols plus grand que
- Variations d bilite & 1a frvosi la SAND). Or nous avons constaté que, au
B, Yigtions de sensibIlte o tpsne e de T conservation de fa SADS (au
férentes. Temps de conservation: Courbes en  contact de l'air), cette teneur en SH se
traits pleins = heures; Courbes en pointillés = 14 qyit graduellement a la moitié, paralléle-
jours. Protéolyse & 25° par trypsine 200 ug/ml \ .. . ST
CaCl, 1o-2 M. ment a la diminution de sensibilité a la tryp-
sine. e Tableau I concerne ces observations
et montre aussi que par addition de H,0, (10=% M) on réduit immédiatement 4 sa
valeur minimum la sensibilité a la trypsine de la SADS. Par contre la présence de
cystéine (2-1072 M) retarde indéfiniment cette diminution de sensibilité. La concen-
tration moléculaire de H,0, est 10 fois supérieure a celle des résidus cystéinyl qu’elle
doit oxyder; celle de la cystéine rajoutée, 20 fois plus grande que celle des mémes
groupements qu’elle doit protéger. Le Tableau I montre également qu’a ces concentra-
tions 'eau oxygénée et la cystéine n’ont pas ou gueére d’action sur Pactivité de la tryp-
sine elle-méme. Finalement, nous avons répété ces expériences en présence de CaCl,
1072 M ajouté aussitdét aprés la dénaturation sans observer de différences significa-
tives par rapport aux valeurs données dans le Tableau I.
Il est donc évident qu’une relation existe entre la présence des groupements SH
et la sensibilité & la trypsine de la SADS et que Cat+* n’influence ni la vitesse d’oxyda-
tion des groupements SH, ni celle de la diminution de sensibilité & la trypsine,
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TABLEAU I

INFLUENCE DES GROUPEMENTS SH SUR LA SENSIBILITE A LA TRYPSINE DE LA SADS

291

Vitesse de protéolyse

Heures SH
d 26° % sans addition -+ cystétne + H,0,
0.1 0.820 70.1 74.6 55.6
3 0.603 63.2 74.2 554
6 0.546 59.6 742 54-5
24 0.468 542 7.4 554
34 0.470 542 69.5 55-4
34 - (+ Hy0,) 545 — -

Heures 4 26° = temps de conservation de la sérumalbumine aprés sa dénaturation.

SH %
Vitesse de protéolyse = Ae-108/min1 (2

=0

5%)-

= les groupements SH sont donnés en g de cystéine p. 100 g de protéine.

Les réactifs sont ajoutés a la sérumalbumine aussit6ét aprés sa dénaturation.

IT — Augmentation de la sensibilité a la trypsine de la SAND par action de la cystéine

(a) Au cours de la protéolyse @ 25°. Une molécule de sérumalbumine (P.M. = 69.000)
contient 18 résidus cystéyle et 1 cystéinyle!!. Les résultats que nous venons de décrire
nous ont amené a supposer que la faiblesse de la sensibilité a la trypsine de la sérum-
albumine avant dénaturation, est due, en partie, au nombre élevé des ponts S-S
qu’elle contient. Nous avons donc étudié la protéolyse a 25° de la SAND, en présence

de cystéine pouvant provoquer la rupture
d’un certain nombre de ponts S-S de la pro-
téine. La solution de sérumalbumine est pré-
parée a 0°; on ajoute la cystéine (2-1072 M),
on maintient 10 minutes a 25° puis, dans un
premier cas on soumet a la protéolyse par 100
pg/ml de trypsine, en présence de CaCl, 10~2
M ; dans un deuxiéme cas, on ajoute H,O,
(1072 M) ; dans ce dernier cas la protéolyse est
faite 24 heures plus tard, et aprés avoir éloigné
par centrifugation la cystine précipitée. Deux
protéolyses de controle, sans cystéine, sont
faites parallelement a ces deux essais. Les
courbes de la Fig. 2z donnant la quantité de
sérumalbumine hydrolysée en fonction du
temps de protéolyse, montrent que la cystéine
augmente la sensibilité a la trypsine de la
SAND et que cette action est presque totale-
ment réversible. Cette réversibilité peut étre
obtenue méme sans addition de H,0,, par
simple conservation au contact de l'air pen-
dant un temps suffisant (30 heures) de I'essai
contenant la cystéine.

£ e

Substrat hydrolysé (A
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Durée de la protéolyse (minutes) —=

Fig. 2. Action réversible de la cystéine sur
la protéolyse (25°) dela SAND. Courbe A:
Protéolyse en présence de cystéine 2- 102
M. Courbe B: Protéolyse en présence de
cystéine 2-1072M et addition ultérieure
de H,0, 1072M. Courbe C: Protéolyse
sans cystéine 4+ H,0, 1072M. Trypsine
100 pgfml; CaCl, 1072M.

(b) Apreés action de la cystéine ¢ 40°. Dans Iexpérience suivante, on a fait agir tout
d’abord la cystéine sur la SAND, en absence de trypsine, et ensuite on a fait la protéo-
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202 L. GORINI, L. AUDRAIN voL. 19 (19350)
lyse. La solution de SAND) est maintenue pendant 40 minutes & 40" en absence ou en
présence de cystéine 2-1072 /. Un essai de controle n’est pas chauff¢. La protéolyse
est faite toujours en présence de cystéine

T T T
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2:1072.M, 4 25°, par 100 pg/ml de trypsine.
La Fig. 3 donnant la quantité de sérumal-
bumine hydrolysée en fonction du temps
de protéolyse, montre que, 2 40°, la cystéine
augmente nettement la sensibilité 4 la
trypsine de la sérumalbumine. On remar-
que aussi que méme sans cystéine, un
chauffage & 40° n’est pas sans effet sur la
sensibilité 4 la trypsine de la sérumalbu-
mine. Des essais de réversibilité de Ieffet
cystéine par H,0,, analogues a ceux décrits
dans (a) ont donné un résultat positif mais

0 0 20 30 0 tres petit.
Durée ae fa protéolyse (minutes) —~ (c) Effet de Ca*+ sur la protéolyse en
Fig. 3. Protéolyse (25%) de la SAND chauffée  pyésence of en absence de cystéine. Nous
a 40° en présence ou en absence de cystéine. avons étudié Tinfluence de Ca++ (02 M)
Courbe A: SAND non chauffée et en absence o . *
de cystéine. Courbe B: SAND chauffée 40 sur la sensibilité i la trypsine de la SAND
4 MY

minutes 4 40 en absenqe de cysteine. CO}lrbe en présence et en absence de cystéine
C: SAND chaufiée 40 minutes 4 40° en présen-

ce de cystéine 2-10-2 M. Trypsine 100 ug/ml. (2-1072 M). La protéolyse est faite & 25°

(trypsine 100 pg/ml) et a 40° (trypsine
20 pg/ml). La réaction de protéolyse de la SAND a lieu en deux phases de vitesse
différente (voir Fig. 2). Le Tableau II donne la vitesse de la deuxiéme de ces phases.
En absence de cystéine, on retrouve les résultats déja connus®8; c’est-a-dire que Ca*+
provoque une réduction de la vitesse d’hydrolyse de la SAND de 2.5 fois environ &
25°, et 5 fois a 40°. En présence de cystéine leffet de Cat++ est trés petit. Ces résul-
tats concordent avec ceux obtenus dans le cas de la SADS: Cat+ n’a pas d’action
sur la réaction S-S 2SH et son effet inhibiteur sur la protéolyse de la SAND doit
étre attribué 4 un mécanisme différent.

TABLEAU 11
INFLUENCE DE Ca*t ET DE LA CYSTEINE SUR LA PROTEOLYSE DE LA SAND

Sans cystéine Cystéine 2 102 M

T Trypsine
; ++ —Catt ++ — Cat+
wgiml Sans Cat+ sz M _.(L Sans Cat+ Cfﬂ M C—“
1072 ] T+ Catt 1072 ] - Catt
25° 100 2.4 1.0 2.4 4.0 3.6 1.1
40° 20 7.2 I.5 4.8 11.0 8.6 1.3

Les chiffres sont les vitesses (A &+ 10%/min~1) pendant la deuxidme phase de la protéolyse.

111 — Premiers stades de la dénaturation thermique de la SAND.
Protection par Cat+ ou Mnt+t

Nous avons étudié les variation de sensibilité a la trypsine de la SAND au cours d’un
traitement thermique laissant intacts les ponts disulfure existant dans sa chaine
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peptidique. Pour ce faire, nous avons suivi action de la chaleur 4 50° et & 60° en
controlant (a) la teneur en SH libre, décelable par le ferricyanure, et (b) la sensibilité
a la trypsine de la SAND employée comme substrat, aprés le traitement thermique.
On sait?2 que la chaine peptidique de la sérumalbumine contient un résidu cystéinyle
par molécule, mais dans la SAND ce résidu se trouve masqué vis & vis du dosage utili-
sé. C’est pourquoi la teneur en SH trouvée avant tout chauffage est de 0.05%, environ
au lieu de 0.18%. Le dosage des SH fournit donc un moyen pour établir d’une part
que notre traitment n’entraine aucune coupure de ponts S-S et d’autre part qu’il
provoque une dénaturation décelable autrement que par la détermination de la sensi-
bilité a la trypsine.,

Nous avons prealablement étudié le cours de la protéolyse, 4 25°, par 200 pg/ml
de trypsine, de la SAND préalablement chauffée 4 différentes températures (40°, 50°,
60°) pendant des temps variables. La Fig. 5 montre I’allure des courbes de protéolyse
(substrat hydrolysé en fonction du temps) lorsque la SAND a été chauffée 4 60°. On
voit que la courbe 2 correspondant
a un chauffage de 5 minutes devient
aprés un certain temps sensible-
ment paralléle & la courbe 1 con-
cernant la SAND non chauffée.
Drautre part, nous avons constaté
qu’un chauffage pendant un temps
plus long que 8 heures (jusqu’a 30
heures) ne permet pas d’obtenir
une courbe de protéolyse sensible-
ment différente de la courbe 3. Le w0 .

~
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Substrat hydrolysé (A €-10°) —
3
?

chauffage 4 40° et 4 50° fournit ¢
des substrats donnant des courbes /
de protéolyse d’allure semblable 9 » = . t =

aux courbes 1 et 2 de la Fig. 4. Des-

Ourée de la protéolyse (minutes)—e

sinées sur cette figure, ces courbes
se situeraient entre les courbes 1
et 2, d’autant plus éloignées de la
I que le chauffage a été plus long
et a température plus élevée. Apres
40 heures a 40°, ou 2 heures 4 50°, on obtient un état stable méme si on double le
temps de chauffage, et qui donne une courbe de protéolyse sensiblement superposable
a la courbe 2. En présence de Ca*+ ou de Mn*+ (10-2 M) I’influence de la chaleur est
nulle & 50° et elle est trés petite méme a 60° (voir Fig. 6). De I'allure de ces courbes
on déduit que les échantillons de SAND chauffés aux différentes températures contien-
nent au moins deux substrats, et différent essentiellement par la teneur de celui des
deux qui est hydrolysé le premier. La phase initiale de protéolyse est donc représen-
tative des variations survenues dans la SAND & la suite du chauffage.

Les Fig. 5 et 6 donnent la vitesse initale de protéolyse et la teneur en SH, déter-
minées aprés chauffage de la SAND 4 50 © et 4 60°, en fonction du temps de chauffage.
La protéolyse est faite a 25°, trypsine 200 ug/ml, Ca*t+ (102 M). On constate que ce
traitement de dénaturation n’ouvre pas les ponts disulfure puisque la teneur maxi-
mum en SH ne dépasse pas celle requise par 1 résidu cystéinyle par molécule. On voit

Fig. 4. Protéolyse (25°) de la SAND chauffée a 60°.

Courbe 1: SAND non chauffée. Courbe 2: SAND

chauffée 5 minutes & 60°. Courbe 3: SAND chauffée
8 heures & 60°. Trypsine 200 ug/ml.
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également que la sensibilité 4 la trypsine ¢volue dans le méme sens que la teneur en
groupements SH décelables. 11 est donc permis d’utiliser la mesure de sensibilité a la
trypsine comme test de dénaturation. La parallclisme entre Papparition des SH et la
sensibilité initiale a la trypsine est remarquable surtout 4 607, puisque & cette tempéra-
ture on observe I'existence d’un maximum. Il est évident que deux réactions aboutis-
sant a des résultats opposés sont en ocuvre dans les premiers stades de la dénaturation
a 60°. Quant au chauffage & 50°, nous avons remarqué que la teneur en SH diminue
graduellement apreés les 30 premiéres minutes de chauffage (Fig. 5). Cette diminution
est sans doute consécutive a une oxydation provoquée par le chauffage prolongé au

contact de Yair, mais ce phénoméne n’est pas comparable a celui qui se passe & 60°.

T T T T T T T
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Fig. 5. Sensibilité & la trypsine et apparition
des groupements SH, en fonction du temps de , 1 ) .
chauffage & 50°. Vitesse initiale de protéolyse 0 0 30 30 %0 50
= Ae-10%/min~! durant la premiere phase de Durée du chauffage (minutes)—
lIa réaction (25°). Teneur en SH = g-102 cys- ‘

Fig. 6. Sensibilité a la trypsine et apparition

des groupements SH, en fonction du temps de

chauffage a 60°. Vitesse initiale de protéolyse

— Ag¢-10%/min~1 durant la premiére phase de la réaction (25°). Teneur en SH = g-10? cystéine

% g protéine. @ et x = chauffage & 60° en absence de Ca™. © et ® = chauffagea 60°en
présence de Ca**+ 1072 M.

téine %, g protéine.

En effet la diminution des SH a 50° est trés lente (elle est complete seulement apres
8 heures de chauffage) et elle n’entraine pas une diminution de sensibilité 4 la trypsine.
En ce qui concerne les ions métalliques la Fig. 6 montre 'effet du chauffage 4 60° de
la SAND en présence de Ca++ 1072 M. On voit que I'inhibition de la dénaturation mise
en évidence par nos tests, est trés marquée. On remarque aussi que toutes les courbes
relatives 4 la SAND chauffée & 60° présentent un maximum et que le test de protéo-
lyse concorde toujours avec celui du dosage des SH.

CONCLUSIONS

Les résultats obtenus par action de la cystéine et de H,O, sur la SADS montrent que
la présence de ponts disulfure constitue un empéchement a 'attaque de cette protéine
par la trypsine. Il est possible que ces ponts s’établissent entre les résidus cystéinyle
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de molécules différentes et que la diminution de sensibilité a la trypsine soit liée a
une polymérisation de la sérumalbumine. D’autre part, nous avons étudié l'action de
la cystéine sur la SAND (a) au cours de la protéolyse par la trypsine (a 26° et 4 40°),
et (b) en absence de trypsine, par traitement 4 40°. Dans tous les cas, la cystéine
(2-1072 M) augmente la sensibilité de Ja SAND a la trypsine. Tout traitement (H,0,
ou contact prolongé avec I'air) pouvant réoxyder sous la forme de disulfure les groupe-
ments SH libérés par la cystéine, fait & nouveau diminuer la sensibilité a la trypsine
de la SAND. Cette réversibilité est presque compléte lorsque le traitement de la SAND
par la cystéine a eu lieu a 25°, tandis qu’elle n’est que partielle & 40°. 1l est donc vrai-
semblable que 4 25° la cystéine a provoqué seulement la rupture d’un ou de quelques
ponts disulfure, tandis que a 40° d’autres réactions plus complexes se sont produites
également. La réversibilité & 25° de l'action de la cystéine sur la SAND permet de
penser que les ponts disulfure se trouvant a lintérieur d’une méme molécule de
sérumalbumine font directement obstacle a 'action hydrolytique de la trypsine. En
ce qui concerne I’action exercée par certains cations, nos résultats montrent que Cat+
n’a aucune influence ni sur la vitesse de disparition des groupements SH libres de la
SADS, ni sur celle de 'ouverture des ponts disulfure de la SAND. TI est donc exclu
que P'action protectrice®:® sur la sérumalbumine exercée par Cat+ (et vraisemblable-
ment par Mnt+) contre la protéolyse par la trypsine soit due & un mécanisme de stabi-
lisation de ponts disulfure.

D’autre part, nous avons étudié la variation de sensibilité a la trypsine de la
SAND 4 la suite d’un traitement de dénaturation (chauffage a 50° et a 60°) n’attei-
gnant que les liaisons faibles de la protéine. Nous avons ainsi établi qu'une dénatura-
tion sans rupture de ponts S-Sest suffisante pour faire varier la sensibilité a la trypsine
de la SAND et que Cat* et Mn*+ “protegent” la SAND contre cette dénaturation.
Le lieu d’action de ces métaux doit donc étre les liaisons faibles qui sont responsables
de ’enroulement de la chaine peptidique et qui, de méme que les ponts disulfure,
influencent vraisemblablement Paccessibilité a la trypsine des liaisons peptidiques
hydrolysables. Il n’est pas possible d’étudier I'action de Cat+ et de Mn++ & une tempé-
rature plus élevée puisque leur présence provoque la coagulation de la protéine. Déja
4 60°, la coagulation a lieu si on prolonge le chauffage au dela de 15 heures. Par consé-
(uent, on peut envisager l'action directe du métal comme une réduction de I’hvdrata-
tion de la SAND. La diminution des propriétés hydrophyles de la protéine entrai-
nerait une plus grande résistance 4 la dénaturation thermique.

En ce qui concerne le cours méme de la dénaturation thermique, nos expériences
a 40°-60° nous permettent de conclure que la dénaturation se fait par palier. Aux
températures étudiées elle commence par un phénomeéne analogue dans tous les cas.
Ce phénomeéne se manifeste par une augmentation de la sensibilité a la trypsine et de
I'aptitude & réagir du groupement SH libre de la molécule. Il atteint son maximum
apres 40 heures a 40°, 2 heures 4 50° et 5 minutes 4 60°. A cette derniére température,
ce premier phénoméne est suivi par d’autres, 4 la suite desquels la protéine retrouve
apparemment certaines de ces propriétés initiales. Il est possible qu’il s’agisse de la
formation de ponts disulfure & partir des groupements SH démasqués du fait de la
rupture de liaisons faibles.
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RESUME

Les ponts disulfure constituent un des obstacles a 'attaque par la trypsine de la sérumalbumine
non dénaturée. Les liaisons faibles de la forme native de cette protéine font également obstacle
a4 son hydrolyse par la trypsine, puisqu’au cours d’une dénaturation thermique n’atteignant pas
les ponts disulfure, la sensibilité 4 la trypsine de la sérumalbumine augmente. Cat= et Mn*!
sont sans effet sur la stabilité des ponts disulfure, mais ils protégent la sérumalbumine contre
Phydrolyse par la trypsine et contre les premiers effets de la dénaturation thermique, parce qu'ils
stabilisent les liaisons faibles de la forme native de la protéine.

SUMMARY

Disulfide linkages constitute an obstacle to the attack of non-denaturated serumalbumin by
trypsin. There exist also weak linkages in the non-denaturated form of this protein which inhibit
its hydrolysis by trypsin because in the course of heat denaturation the sensitivity of serum-
albumin to trypsin increases even before the disulfide linkages are affected. Furthermore Ca*+
and Mn**, although without effect on the stability of the disulfide linkages, do protect the serum-
albumin against trypsin hydrolysis and against the initial effects of heat denaturation. Apparently
Ca*t* and Mn*+ stabilise the weak linkages in the native form of the protein.

ZUSAMMENFASSUNG

Disulfidbindungen sind eines der Hindernisse, die dem Abbau des nicht denaturierten Serum-
albumins durch Trypsin im Wege stehen. Die schwachen Bindungen der undenaturierten Form
dieses Proteins hemmen seine Hydrolyse durch Trypsin ebenfalls, da im Laufe einer Hitze-
denaturierung, welche die Disulfidbindungen nicht angreift, die Empfindlichkeit des Serum-
albumins gegeniiber Trypsin zunimmt. Ca** und Mn++ sind gegeniiber der Bestindigkeit der
Disulfidbindungen wirkungslos, doch schiitzen sie das Serumalbumin gegen die Hydrolyse durch
Trypsin und gegen die Anfangswirkung der Hitzedenaturierung, indem sie die schwachen Bin-
dungen der nativen Form des Proteins stabilisieren.
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