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RELATIONS ENTRE DEGRE DE DI~NATURATION ET 

SENSIBII.ITJ~ A LA TRYPSINE DE LA SERUMALBUMINE. 

INFLUENCE DE Ca ++ ET DE Mn ++ ET ROLE DES PONTS DISULFURE 

par 
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L'analyse des peptides r6sultant de l'hydrolyse par la trypsine de chaines peptidiques 
naturelles (insulinel; ACTH~; salminea; vasopressine 4,5; lysozyme~), a montr6 dans 
tous les cas que les coupures de la ehaine ont lieu seulement aux endroits pr6visbles 
d'apr~s les lois de sp6cifieit6 de la trypsine, 6tablies dans le cas de peptides simples 
synth6tiquesL D'autre part on sait que de nombreuses prot6ines sont d'autant moins 
attaquables par la trypsine, qu'elles ont 6t~ moins profond6ment d6natur6es. I1 est 
donc 6vident que la superstructure suivant laquelle s'organise la chalne peptidique 
d'une prot6ine apporte aux possibilit6s d'attaque par la trypsine, des limitations nou- 
velles qui se superposent ~ celles d6termin6es par l'ordre d'enchainement des acides 
amin6s. Or nous pensons que l'6tude des variations de sensibilit6 k la trypsine subies 
par une prot6ine au cours de sa d6naturation, peut fournir des informations sur la 
configuration des structures attaquables par la trypsine dans la prot6ine native. 

Dans ce travail nous montrons en premier lieu l'existence d'une relation entre 
ponts disulfure et sensibilit6 ~ la trypsine de la s6rumalbumine. Ensuite nous 6tudions 
le mode d'action des ions Ca ++ et Mn ++ dans les premiers stades de la d6naturation 
thermique. En effet, on a d6j~ observ68," que ces m6taux protbgent la prot6ine eontre 
cette d6naturation. 

PARTIE EXPI~RIMENTALE 

Techniques 
La s6rumalbumine  ufil is6e est la Fract ion V (Armour) selon CortN ET EDSALL, du plasma de 
boeuf. La tryps ine  est l ' enzyme cristallis6 (Worthington) .  Les sels de Ca et de Mn sont  les chlorures. 
Toutes  les so lut ions  sont  faites dans du t am pon  borate  (5" Io-2M) d'apr~s CLARK ET LUBBS, 

p H  7.9. 
La sdrumalbumine d6natur6e s tandard  (SADS) est pr6par6e suivant  la technique d6jh 

d6crite 9 par  chauffage ~ 127 ° de la solution de Fract ion V ~ 2. 4 % dans la t ampon  borate  pH 7-9. 
Les essais de prot6olyse sont  faits  h p H  7.9, t am pon  borate. A 5 ml de solution h 2. 4 % de 

s6rumalbumine  on ajoute i ml de solution de trypsine.  La concentrat ion de la solution d 'enzyme 
(poids de la prot6ine) ainsi  que la temp6rature  de prot6olyse, sont  indiqu6es dans chaque ex- 
p6rience. L'aet ion e n z y m a t i q u e  est arr6t6e par  addit ion de IO ml d'acide trichlorac6tique ~t 5 %. 
Les produi ts  d 'hydrolyse  sont  dos6s darts le surnageant  tr ichlorac6t ique en mesu ra n t  le coefficient 
d'ext inct ion  e ~ 280 m #  (spectrophotom~tre de Beckman).  Tous les d6tails techniques  ont  6td 
d6jA d6crits 9. Les condi t ions  (pH, temp6rature ,  contact  de Fair) r6alis6es au cours de la prot6olyse, 
favor isent  l 'oxydat ion de la cyst6ine 6ventue l l ement  introduite .  Ce fait rend n6cessaire une  
correction de la valeur de l ' ext inct ion 5, 280 m/~ du surnageant  trichlorac6tique, car la cyst ine  
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a une absorp t ion  plus  g rande  que la cyst~ine.  On appor te  done aux vitesses de protdolyse  ct  
a u x  courbes re la t ives  aux  essais c o n t e n a n t  la cystdine,  la correct ion do la vaIeur  tie I ~. toa/min 
co r re spondan t  /t la v i tesse  d ' o x y d a t i o n  de la cystdine d~terminde pa r  des essais paral lbles sans 
t ryps ine .  Cet te  v i tesse  est  de l 'ordre  de t .o. La vi tesse  de protdolyse  est  expr imde p a r  I e" 1 oa/min 4 : 
elle es t  calculde g pa r t i r  de la pen te  de la courbe de protdolyse  e x p r i m a n t  les va leurs  de e" *o a 
en fonct ion du t emps  de prot~olyse.  Dans  le cats de la SADS on donne  la valeur  de la  v i tesse  
in i t i a le  cons tan te .  Dans  le cas de la s6 ruma lbumine  non ddnaturde  (SAND) (m donne ou la courbe 
de prot6olyse,  ou la v i tesse  m oye nne  p e n d a n t  les io  premi6res  minu tes  de protdolyse,  ou la v i tesse  
cons t an t e  mesur6e p e n d a n t  la deuxi6me phase  de la protdolyse  (voir Fig. 2). 

Le dosage des g roupe m e n t s  su l fhydr i les  est  fair pa r  le fe r r icyanure  s u i v a n t  la m6,thode 
c lass ique TM. La teneur  en SH est  expr im6e en g de cystdine  pour  cen t  g de prot6ine.  

Rdsultats 

I - Groupements S H  et sensibilit2 d la trypsine de la S A D S  

Nous avons remarqu6 que, au cours de quelques heures de conservation & la temp6ra- 
ture ambiante, la SADS perd 2o-25 % de la sensibilit6 & la trypsine qu'elle poss6de 
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Temps de conserveffon 

Fig. L Var iat ions de sensibilit~ A ]a t rypsine 
de la SADS conserv~e A des temp6ratures dif- 
f6rentes. Temps de conservat ion: Courbes en 
t r a i t s  pleins  = heures  ; Courbes en point i l l6s  
jours.  Prot6olyse  & 25 ° pa r  t r yps ine  2oo/2g/ml 

CaCI~ io-~ 3//. 

aussit6t apr6s le traitement de d~natu- 
ration. La Fig. I donne les vitesses de pro- 
t6olyse (25 o ; trypsine/~g/ml; CaC12 lO-9" M) 
de laSADS en fonction du temps de conser- 
vation & des temp6ratures diff6rentes. On 
volt que cette vitesse tombe darts tousles 
cas ~ une mfime valeur limite (=  29), mais 
d 'autant plus rite que la temp6rature de 
conservation est plus 61ev6e (entre o ° et 50°). 

Aussit6t apr~s le traitement de d6natu- 
ration que nous utilisons, la SADS contient 
un pourcentage relativement 6lev6 de grou- 
pements SH libres (I5 fois plus grand que 
la SAND). Or nous avons constat~ que, au 
cours de la conservation de la SADS (an 
contact de Fair), cette teneur en SH se 
r~duit graduellement ~ la moiti6, parall~le- 
ment ~t la diminution de sensibilit6 & la tryp- 
sine. Le Tableau I concerne ces observations 

et montre aussi que par addition de H~Oa (IO -2 M) on r~duit imm6diatement & sa 
valeur minimum la sensibilit6 & la trypsine de la SADS. Par contre la pr6sence de 
cyst6ine (2.1o -2 M) retarde ind6finiment cette diminution de sensibilit6. La concen- 
tration mo16culaire de H20 2 est IO fois supgrieure & celle des r6sidus cyst6inyl qu'elle 
doit oxyder; celle de la cyst~ine rajout6e, 20 fois plus grande que celle des m6mes 
groupements qu'elle dolt prot6ger. Le Tableau I montre 6galement qu'& ces concentra- 
tions l'eau oxyg6n6e et la cyst6ine n'ont pas ou gu6re d'action sur l'activit6 de la tryp- 
sine elle-m6me. Finalement, nous avons r6p~t6 ces exp6riences en pr6sence de CaCI~ 
lO -2 M ajout6 aussit6t apr~s la d6naturation sans observer de diff6rences significa- 
rives par rapport aux valeurs donn6es dans le Tableau I. 

I1 est donc ~vident qu'une relation existe erttre la pr6sence des groupements SH 
et la sensibilit6 & la trypsine de la SADS et que Ca ++ n'influence ni la vitesse d'oxyda- 
tion des groupements SH, ni celle de la diminution de sensibilit6 & la trypsine. 
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T A B L E A U  I 

I N F L U E N C E  D E S  G R O U P E M E N T S  S H  S U R  L A  S E N S I B I L I T I ~  ~k L A  T R Y P S I N E  D E  L A  SADS 

Heu res  S H Vi tesse  de protdolyse 

d 26 ~ i!~, sans  addi t ion  + cystdine + H~O.., 

o.I o.82o 7o.~ 74.6 55.6 
3 0.605 63.2 74 .2 55.4 
6 o.546 59.6 74.2 54.5 

24 o.468 54 .2 71.4 55.4 
34 o.47o 54.2 69.5 55.4 
34 --- ( +  H~O~) 54.5 - -  

Heures  ~t 26 ° = t emps  de conse rva t ion  de la s 6 r u m a l b u m i n e  apr6s sa d6na tu ra t ion .  
SH %~ = les g roupe m e n t s  SH sont  donn~s en g de cyst~ine p. ioo  g de prot6ine.  
Vitesse de protdolyse  = A e" Ioa/min 1 (25°). 
Les r6actifs  sont  a jout6s  X la s 6 r u m a l b u m i n e  auss i t6 t  apr6s sa d6na tu ra t ion .  

I I  - Augmentation de la sensibilitd d~ la trypsine de la S A N D  par action de la cystdine 

(a) Au cours de la prot~olyse d 25 °. Une mol6cule de s6rumalbumine (P.M. = 69.000 ) 
contient  18 r6sidus cyst@le et I cyst6inyle n. Les r6sultats que nous venons de d~crire 
nous ont  amen6 ~ supposer que la faiblesse de la sensibilit6 ~. la trypsine de la s~rum- 
albumine avan t  d6naturat ion,  est due, en partie, au nombre 61ev6 des ponts S-S 
qu'elle contient.  Nous avons donc 6tudi~ la prot~olyse k 25 ° de la SAND, en pr6sence 
de cyst~ine pouvant  provoquer la rupture 
d ' un  certain nombre de ponts S-S de la pro- I ' ' 
t~ine. La solution de s~rumalbumine est pr~- ,? 
par6e ~ o°; on ajoute la cyst6ine (2" IO -2 M), 
on maint ient  io  minutes ~ 25 ° puis, dans un 
premier cas on soumet k la protfolyse par IOO 
/~g/ml de trypsine, en pr6sence de CaC12 lO -3 
M ;  dans un deuxi~me cas, on ajoute H20" 
(lO -2 M) ; dans ce dernier cas la prot6olyse est 
faite 24 heures plus tard, et apr6s avoir 61oign6 
par centrifugation la cystine pr6cipitfie. Deux 
prot~olyses de contr61e, sans cyst6ine, sont 
faites parall~lement & ces deux essais. Les 
courbes de la Fig. 2 donnant  la quantit~ de 
s6rumalbumine hydrolys6e en fonction du 
temps de prot6olyse, montrent  que la cyst~ine 
augmente  la sensibilitfi ~ la trypsine de la 
SAND et que cette action est presque totale- 
ment r6versible. Cette r6versibilit6 peut ~tre 
obtenue mSme sans addition de H20 2, par 
simple conservation au contact  de l 'air pen- 
dant  un temps suffisant (30 heures) de l'essai 
contenant  la cyst6ine. 

S 1 t t 
0 t O  20 30 40 

Dur#e de Io prot~olvse (minutes) 

Fig. 2. Act ion r~versible  de la cys t6ine  sur  
la prot6olyse  (25 °) de la SAND. Courbe A : 
Prot6olyse  en pr6sence de cys t6 ine  2. io  2 
=1//. Courbe B: Prot6olyse  en pr6sence de 
cyst6ine  2 - i o - 2 M  et add i t i on  u l t6r ieure  
de H2Oz io  2=}I. Courbe C: Pro t6o lyse  
sans cyst6ine  ± HzO 2 i o -~M.  Tryps ine  

I O O  # g / m l ;  CaC1 e I O - - i l ~ .  

(b) Apr~s action de la cyst~ine ~ 4 o°. Dans l'expdrience suivante, on a fait agir tout  
d ' abord  la cyst6ine sur la SAND, en absence de trypsine, et ensuite on a fait la protdo- 
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lyse. La solution de SAND est main tenue  pendant  4 o minutes  it 4 o~ en absence ou en 
pr6senee de cyst6ine 2. IO 2 31. Un essai de contr61e n 'est  pas chauffd. La protdolyse 

t 

300 

200 

~oo 

//c 
/o 

Durde de le prot~olyse (minutes) 

Fig. 3. Protdolyse (25 ) de la SAND chauff6e 
5. 4 °0 en pr6sence ou en absence de cyst6ine. 
Courbe A: SAND non chauff6e et en absence 
de cyst6ine. Courbe B: SAND chauff6e 4 ° 
minutes ~ 4 °0 en absence de cyst6ine. Courbe 
C : SAND chauffde 4 ° minutes ~ 4 °0 en pr6sen- 
ce de cyst6ine 2. io-2M. Trypsine ~oo #g/ml. 

cst faite toujours en prdsence de cystdine 
2" lO -2 31, h 25 °, par ~oo Fg/ml de trypsine. 
I,a Fig. 3 donnan t  la quantitfi  de sdrumal- 
bumine  hydrolysde en fonction du temps 
de protbolyse, montre  que, ~t 4 o°, la cyst6ine 
augmente  ne t t ement  la sensibilit6 it la 
trypsine de la s6rumalbumine.  On remar- 
que aussi que m~me sans cyst6ine, un 
chauffage ~ 4 °0 n 'est  pas sans effet sur la 
sensibilitfi ~ la t rypsine de la s~rumalbu- 
mine. Des essais de r6versibilit6 de l'effet 
cyst~ine par H20 2, analogues ~ ceux d6crits 
dans (a) ont donn6 un  r6sultat  positif mais 
tr~s petit.  

(c) E~et de Ca ++ sur la protdolyse en 
presence et en absence de cyst~ine. Nous 
avons ~tudi6 l ' influence de Ca++ (io-2 M) 
sur la sensibilit6 8 la t rypsine de la SAND 
en presence et en absence de cyst6ine 
(2.1o -2 M). La prot6olyse est faite ~ 25 ° 
(trypsine IOO Fg/ml) et ~ 4 °°  (trypsine 

20 /zg/ml). La r6action de prot6olyse de la SAND a lieu en deux phases de vitesse 
diff6rente (voir Fig. 2). Le Tableau I I  donne la vitesse de la deuxi~me de ces phases. 
En  absence de cyst6ine, on retrouve les r6sultats d~j~ connus°,8; c'est-5.-dire que Ca ++ 
provoque une r6duction de la vitesse d 'hydrolyse de la SAND de 2. 5 fois environ 
25 °, et 5 fois/~ 4 o°. En  pr6sence de cyst6ine l'effet de Ca ++ est tr~s petit. Ces r6sul- 
tats concordent avec ceux obtenus dans le cas de la SADS: Ca ++ n ' a  pas d 'act ion 
sur la r6action S-S-+ 2SH et son effet inhibi teur  sur la prot~olyse de la SAND dolt 
8tre at t r ibu6 ~ un  m6canisme diff6rent. 

T A B L E A U  1I  

I N F L U E N C E  DE C a  ++ ET DE LA CYSTI~INI~ SUR LA PROTI~OLYSE DE LA SAND 

T ~ Tryps ine  
l*g'ml 

Sans cystgine Cystdine 2 .  ro 2 M 

Sans Ca ++ Ca++ - -  Ca++ Sans Ca+ + Ca++ - -  Ca++ 
zo 2 M ~ Ca++ i o  -~ 3I  + Ca++ 

25 ° i o o  2. 4 1 .o  2. 4 4 . o  3 . 6  i . i  
4 ° °  2o  7 .2  1. 5 4 . 8  I i . O  8 .6  1. 3 

L e s  c h i f f r e s  s o n t  l es  v i t e s s e s  (A ~.  i o 3 / m i n  -1) p e n d a n t  l a  d e u x i ~ m e  p h a s e  d e  l a  p r o t 6 o l y s e .  

I I I  - Premiers stades de la ddnaturation thermique de la S A N D .  
Protection par Ca ++ ou M n  ++ 

Nous avons 6tudi6 les var ia t ion  de sensibilit6 k la t rypsine de la SAND au cours d ' u n  
t ra i tement  thermique laissant intacts  les ponts  disulfure exis tant  dans sa chalne 
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plus long que 8 heures ( jusqu'~ 3o 
heures) ne pe rmet  pas d 'ob ten i r  
une courbe de prot6olyse sensible- 
men t  diff~rente de la courbe 3. Le 
ehauffage 5. 4 °o et /t 5 °0 fourni t  
des subs t ra t s  donnan t  des eourbes 
de prot6olyse d 'a l lu re  semblable  
aux courbes I et 2 de la Fig. 4. Des- 
sin6es sur  cet te  figure, ces courbes 
se s i tuera ient  entre  les eourbes I 
et  2, d ' a u t a n t  plus ~loign6es de la 
I que le chauffage a fit6 plus long 
e t / i  t empdra tu re  plus 61ev6e. Apr~s 

pept id ique.  Pour  ce faire, nous avons suivi l ' ac t ion  de la chaleur  ~ 5 °0 et  ~ 6o ° en 
contr61ant (a) la teneur  en SH libre, d~celable pa r  le ferr icyanure,  et (b) la sensibil i t6 
/i la t ryps ine  de la SAND employ6e comme subs t ra t ,  apr~s le t r a i t emen t  thermique.  
On sait  22 que la chalne pep t id ique  de la s6rumalbumine  cont ient  un r6sidu cyst6inyle 
pa r  moldcule, mais dans  la SAND ce r6sidu se t rouve  masqu6 vis ft. vis du dosage uti l i-  
s6. C'est pourquoi  la  t eneur  en SH trouvde avan t  tout  chauffage est de o.o5 % environ 

0, au lieu de o.18 .'o. Le dosage des SH fourni t  donc un moyen  pour  6tabl i r  d 'une  pa r t  
que notre  t r a i t m e n t  n ' en t ra ine  aucune eoupure de ponts  S -S  et d ' a u t r e  pa r t  qu ' i l  
p rovoque  une d6na tura t ion  d6celable au t r emen t  que par  la d6 te rmina t ion  de la sensi- 
bilit6 ~ la t rypsine.  

Nous avons pr~alablement  6tudi6 le cours de la prot6olyse,  ~ 25 °, pa r  2oo Fg/ml  
de t rypsine,  de la SAND pr6a lab lement  chauff6e "k diff6rentes t emp6ra tures  (4 o°, 5 o°, 
6o °) pendan t  des t emps  variables.  La  Fig. 5 mont re  l 'a l lure  des courbes de prot6olyse  
(substra t  hydrolys6  en fonction du temps) lorsque la SAND a 6t6 chauff6e ~ 6o °. On 
voit  que la courbe 2 cor respondant  
,~ un chauffage de 5 minutes  devient  ~ ~00 , , , 
apr~s un cer ta in  t emps  sensible- I / f  
ment  parall~le ~t la courbe I con- ~ ~ ,/,"" 
cernant  la SAND non chauff6e. ~300 
D ' au t r e  par t ,  nous avons constat6 "_~, 

c~ 

qu 'un  chauffage pendan t  un t emps  ~ / , /  / ~ /  
200 

~00 

do ~b Jo Jo Zo 5o 
Our&e de to protdolyso (rnioutes)~ 

Fig. 4. Prot6olyse (25 °) de la SAND chauff6e ~ 6o °. 
Courbe i :  SAND non chauff6e. Courbe 2: SAND 
chauff6e 5 minutes/~ 6o °. Courbe 3: SAND chauff6e 

8 heures ft. 6o °. Trypsine 2oo/~g/ml. 

4 ° heures ~ 4 o°, ou 2 heures ~ 5 o°, on obt ien t  un 6tat  s tab le  m~me si on double le 
t emps  de chauffage, et qui  donne une courbe de prot~olyse sensiblement  superposable  
/t la  courbe 2. En pr6sence de Ca++ on de Mn++ ( io-2 M) l ' influence de la chaleur  est 
nulle ft. 5 °0 et elle est tr~s pe t i te  mSme ~t 6o ° (voir Fig. 6). De l 'a l lure  de ces courbes 
on dddui t  que les 6chanti l lons de SAND ehauff6s aux diff6rentes t emp6ra tures  cont ien-  
nent  au moins deux subs t ra ts ,  et diff¢'rent essent ie l lement  pa r  la t eneur  de celui des 
deux qui est hydrolys6 le premier.  La  phase ini t iale  de prot6olyse est donc repr6sen- 
t a t ive  des var ia t ions  survenues dans  la SAND ~ la suite du ehauffage. 

Les Fig. 5 et 6 donnent  la vitesse ini tale  de prot~olyse et la teneur  en SH, d6ter-  
min~es apr6s ehauffage de la SAND ~i 5 ° ° et ~ 6o °, en fonetion du t emps  de ehauffage. 
La  prot6olyse est faite ~ 25 °, t ryps ine  2oo Fg/ml,  Ca ++ (lO .2 2f).  On cons ta te  que ce 
t r a i t e m e n t  de d6na tu ra t ion  n 'ouvre  pas  les ponts  disulfure puisque la t eneur  max i -  
m u m  en SH ne d@asse  pas celle requise pa r  I r~sidu cyst6inyle  pa r  mol6cule. On voi t  
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6galement  que la sensibili t6 {t la t ryps ine  dvolue dans le m6me sens que ia teneur  ei1 
g roupements  SH d6celables. 11 est done permis d 'u t i l i ser  la mesure de sensibili td ~t la 
t ryps ine  comme test  de d6natura t ion .  La paral la l isme entre  l ' appa r i t i on  des SH et la 
sensibilit6 ini t iale ~ la  t ryps ine  est r emarquab le  su r tou t  ~ 60 ~, puisque ;t cet te  temp6ra-  
ture  on observe l 'exis tence d 'un  max imum.  I1 est 6vident  que deux r6actions about i s -  
san t  k des r6sul tats  opposds sont en oeuvre dans les premiers  s tades  de la d6na tu ra t ion  

60 °. Quant  au chauffage k 5 o°, nous avons  remarqu6 que la teneur  en SH diminue  
g radue l l ement  apr6s les 30 premieres  minu tes  de chauffage (Fig. 5). Cette d iminu t ion  
est sans doute  cons6cutive 5 une o x y d a t i o n  provoqu6e par  le chauffage prolong6 an 
contac t  de Fair,  mais  ce ph6nomhne n 'es t  pas  comparab le  ~t celui qui se passe k 6o'q 

2o 

~ f  t 

]!,c 

j o  

/S" 

51o 2b ,b 6'0 
DefOe de chouffoge (mioutes)---~ 

Fig. 5" Sensibil i t6 /~ la  t r y p s i n e  et  appa r i t i on  
des g r o u p e m e n t s  SH, en fonct ion  du t emps  de 
chauffage /~ 5 o°. Vitesse  in i t i a le  de pro t6olyse  
= A e. zoZ/min -1 d u r a n t  la  premi6re  phase  de 
la r6act ion (25°). Teneur  en SH = g- lO 2 cys- 

t6ine % g prot6ine.  

i 
20 

I0! 

- - - - i  b i i 

2 \ 

5~ 
i 

I 
4 
I 

Dur~e du chouffage (minufes)~ 

Fig. 6. Sensibi l i t6  & la t ryps ine  e t  appar i t ion  
des g roupemen t s  SH, en fonct ion  du t e m p s  de 
chauffage ~ 6o °. Vitesse in i t ia le  de prot6olyse  

= Ae" Io3/min -1 d u r a n t  la premihre  phase  de la r6act ion (25°). Teneur  en SH = g -zo  2 cyst6ine  
°, o g prot6ine.  • et  x = chauffage ~ 60 ° en absence de Ca ++ . @ et  @ ~ e h a u f f a g e ~ 6 o  ° e n  

pr6sence de Ca ~ lo 2 3I. 

E n  effet la d iminu t ion  des SH k 5 °o est  tr6s lente (elle est  compl6te  seulement  apr6s 
8 heures de chauffage) et elle n ' en t ra ine  pas  une d iminu t ion  de sensibili t6 k la t rypsine.  
E n  ce qui  concerne les ions m6tMliques la Fig. 6 mont re  l 'effet  du chauffage ~ 60 ° de 
la  SAND en pr6sence de Ca ++ IO -2 M. On voi t  que l ' inh ib i t ion  de la  d6na tu ra t ion  mise 
en 6vidence pa r  nos tests,  est tr6s marqu6e.  On remarque  aussi  que routes  les courbes 
re la t ives  ~ la SAND chauff6e ~ 6o ° pr6sentent  un m a x i m u m  et que le tes t  de prot6o- 
lyse concorde tou jours  avec celui du dosage des SI t .  

CONCLUSIONS 

Les r6sul ta ts  obtenus  pa r  act ion de la cyst6ine et de H~O2 sur la SADS mon t r en t  que 
la pr6sence de ponts  disulfure const i tue  un .emp~chement  ~t l ' a t t a q u e  de cet te  prot6ine 
pa r  la t rypsine.  II est possible que ces ponts  s '6 tabl issent  en t re  les r6sidus cyst6inyle 
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de mol6cules diff6rentes et que la diminution de sensibilitY, ~ la trypsine soit li6e 
une polym6risation de la s6rumalbumine. D 'aut re  part, nous avons 6tudi6 l 'action de 
la cyst6ine sur la SAND (a) au cours de la prot6olyse par la trypsine (5- 26 ° et ~ 4o°), 
et (b) en absence de trypsine, par t rai tement  it 4 o°. Dans tous le s  cas, la cyst~ine 
(2. io  z M) augmente  la sensibilit6 de la SAND ~ la trypsine. Tout  t rai tement  (H20" 
ou contact  prolong6 avec l'air) pouvant  r6oxyder sous la forme de disulfure les groupe- 
ments  SH lib6r(~s par la cyst6ine, fair 5- nouveau diminuer la sensibilit~ ~t la trypsine 
de la SAND. Cette r6versibilit6 est presque complt'te lorsque le t rai tement de la SAND 
par la cyst6ine a eu lieu 5- 25 °, tandis qu'elle n'est  que partielle "~ 4 o°. I1 est donc vrai- 
semblable que 5, 25 ° la cyst6ine a provoqu6 seulement la rupture d 'un  ou de quelques 
ponts disulfure, tandis que ~ 4 °0 d 'autres  r6actions plus complexes se sont produites 
6galement. La r6versibilit~ 5- 25 ° de Faction de la cyst6ine sur la SAND permet de 
penser que les ponts disulfure se t rouvant  5- l ' int6rieur d 'une  m~me mol6cule de 
s6rumalbumine font directement obstacle ~ Faction hydrolyt ique de la trypsine. En 
ce qui concerne Faction exere~e par certains cations, nos r6sultats montrent  que Ca++ 
n 'a  aucune influence ni sur la vitesse de disparition des groupements  SH libres de la 
SADS, ni sur celle de l 'ouverture des ponts disulfure de la SAND. I1 est donc exclu 
que l 'action protectriceS, 9 sur la s~rumalbumine exerc~e par Ca ++ (et vraisemblable- 
ment  par Mn ++) contre la prot6olyse par la trypsine soit due ~ un m6eanisme de stabi- 
lisation de ponts disulfure. 

D 'au t re  part ,  nous avons 6tudi6 la variat ion de sensibilit~ k la trypsine de la 
SAND 5- la suite d 'un  t ra i tement  de d6naturat ion (chauffage 5- 5 °0 et ~t 6o °) n 'at tei-  
gnant  que les liaisons faibles de la prot6ine. Nous avons ainsi 6tabli qu 'une  d6natura-  
tion sans rupture de ponts S-S est suffisante pour faire varier la sensibilit6 ~ la trypsine 
de la SAND et que Ca ++ et Mn ++ "prot~gent"  la SAND contre cette d~naturation. 
Le lieu d 'act ion de ces m6taux doit donc ~tre les liaisons faibles qui sont responsables 
de l 'enroulement de la ehaine peptidique et qui, de m6me que les ponts disulfure, 
influeneent vraisemblablement l'accessibilit6 ~ la trypsine des liaisons peptidiques 
hydrolysables. II n 'est  pas possible d '6tudier  Faction de Ca++ et de Mn ++ ~ une temp6- 
rature plus 61ev6e puisque leur pr~senee provoque la coagulation de la prot6ine. D6jX 
~ 6o °, la coagulation a lieu si on prolonge le chauffage au del~ de 15 heures. Par  eons6- 
quent,  on peut  envisager l 'action directe du m~tal comme une r6duction de l 'hvdra ta-  
tion de la SAND. La diminution des propri6t~s hydrophyles  de la prot6ine entrai- 
nerait une plus grande r~sistance 5- la d~naturat ion thermique. 

En ce qui eoncerne le cours m~me de la d6naturat ion thermique, nos exp6riences 
"k 4o°-6o ° nous permet tent  de conclure que la d(~naturation st fait par palier. Aux 
temperatures  ~tudi~es elle commence par nn phdnom~ne analogue dans tous les  cas. 
Ce ph6nombne se manifeste par une augmentat ion de la sensibilit6 5- la trypsine et de 
l 'apt i tude "k r6agir du groupement  SH libre de la mol6cule. I1 at teint  son max inmm 
aprOs 4 ° heures h 4 o°, 2 heures 5- 5o ° et 5 minutes ~ 6o °. A cette derni~re temp6rature,  
ce premier phfnombne est suivi par d 'autres,  ~ la suite desquels la prot6ine retrouve 
apparemment  certaines de ces propri6t6s initiales. I1 est possible qu'il  s'agisse de la 
formation de ponts disulfure ~ partir  des groupelnents SH d6masqu6s du fait de la 
rupture  de liaisons faibles. 
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1~ l;;S t 'M lk 

Les ponts  disulfure const i tuent  un des obstacles a l ' a t taque  par la t rypsine de la s~rumalbumine 
non d~naturOe, Les liaisons faibles de la forme nat ive de cette protdine font t4galement obstacle 
g son hydrolyse par  la trypsine, pu i squ ' au  cours d 'une ddnaturat ion thermique n ' a t t e ignan t  pas 
les ponts  disulfure, la sensibilit6 g la t rypsine de la sdrumalbumine augmente.  Ca + et Mu ~ 
sen t  sans effet sur  la stabilit6 des ponts  disulfure, mais ils prott~gent la sOrumalbumine centre  
l 'hydrolyse pa r  la t rypsine et centre les premiers effets de la dOnaturation thermique,  parce qu'i ls 
stabilisent les liaisons faibles de la forme native de la protOine. 

SUMMARY 

Disulfide linkages const i tute  an obstacle to the at tack of non-denatura ted  serumalbumin by 
trypsin.  There exist also weak linkages in the non-denatura ted  form of this protein which inhibit 
its hydrolysis by  t rypsin  because in the course of heat denatura t ion  the sensit ivity of serum- 
albumin to t ryps in  increases even before the disulfide linkages are affected. Fur the rmore  Ca ~+ 
and Mn ++, a l though wi thout  effect on the stabil i ty of the disulfide linkages, do protect  the serum- 
a lbumin against  t ryps in  hydrolysis  and against  the initial effects of heat  denaturat ion.  Apparent ly  
Ca ++ and Mn ++ stabilise the weak linkages in the native form of the protein. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Disulfidbindungen Hind eines der Hindernisse, die den1 Abbau des nicht denatur ier ten Serum- 
albumins durch Trypsin  im Wege stehen. Die schwachen Bindungen der undenatur ie r ten  Fo rm 
dieses Proteins hemmen  seine Hydrolyse  durch Trypsin  ebenfalls, da im Laufe einer Hitze- 
denatur ierung,  welche die Disulfidbindungen nicht angreift, die Empfindlichkeit  des Serum- 
a lbumins  gegeniiber Trypsin  zunimmt.  Ca ++ und Mn -+ Hind gegentiber der Bestttndigkeit der 
Disulfidbindungen wirkungslos, doch schiitzen Hie das Serumalbumin gegen die Hydrolyse  durch 
Tryps in  und gegen die Anfangswirkung der Hitzedenaturierung,  indem sic die schwachen Bin- 
dungen der nat iven Fo rm des Proteins stabilisieren. 

B 1 B L I O G R A I ' H I E  

1 F. SANGER ET H. TupvY, Biochem. J., 49 (t951) 481. 
2 B. H. BELL, J. Am. Chem. Soc., 76 (I954) 5565 . 
a R. MONIER ET M. JUTISZ, Biochim. Biophys. Acta, 15 (I954) 62. 
4 V. DU VIGNEAUD el al., J. Am.. Chem. Soc., 75 (t953) 488o. 
s R. ACHER ET J. CHAIJVEr, Biochim. Biophys. Acta, I2 (19531 487 . 
0 R. ACHER, U. R. LAURIE.a, J. THAUREAUX ET C. FROMAGEOT, Biochim. I3iophys. Acla, 14 

(1954) 151. 
7 1~1. BERGMANN ET J. S. FRUTON, Advances in Enzymol., i (r941) 63. 
8 L. GORINI, Biochim. Biophys. Acta, 7 (1951) 318" 
9 L. GORINI I~T L. AUDRAIN, Biochim. Biophys. Acta, 9 (19521 i8o. 

10 [E. S. GUZMAN BARREN, Advances in Enzymol., i i  (E95 t) 224. 
11 W. L. HUGHES, H. A. SAROFF ETA. L. CARNEY, J. Am. Chem. Soc., 71 (19491 2476. 

R e ~ u  le I 5  j u i n  195 5 


