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I N F L U E N C E  DES  C H L O R U R E S  ALCALINS 

SU R L ' H Y D R O L Y S E  T R Y P S I Q U E  D E  LA L A C T O G L O B U L I N E  NATIVE 

E T  D]~NATUR]~E P A R  LA C H A L E U R  

J E A N N I N E  Y O N  

Laboratoire de Biologie physicochimique de la Facultd des Sciences, Institut de 
Biologie physicochimique, Paris (France) 

Divers travaux ont permis de d6terminer la nature des forces impliqu6es dans l'asso- 
ciation d'un enzyme avec son substrat 1, 2, 8. Les substrats utilis6s avaient une structure 
chimique relativement simple. Plus r6cemment, STEINER 4, 6tudiant au moyen de la 
lumi~re diffus6e l'association de la trypsine avec une autre prot6ine, l'inhibiteur du 
soja, en fonction du pH et de la force ionique, arrive ~ la conclusion que la formation 
du complexe implique la participation d'un groupe carboxyle. Une 6tude analogue a 
6t6 appliqu6e par cet auteur au probl~me de la dim6risation de l 'a-chymotrypsine 5. 

Lorsque les forces d'attraction coulombiennes interviennent d'une mani~re 
appr6ciable dans l'association enzyme-substrat, on peut s'attendre k ce qu'une modi- 
fication de la force ionique du milieu entraine des variations dans l'affinit6 de l'enzyme 
pour son substrat; au contraire si les liaisons ioniques sont n6gligeables ou s'il y a 
compensation entre les attractions et les r6pulsions 61ectrostatiques, on ne notera 
aucune variation sensible de l'affinit6. Dans le pr6sent travail, nous avons donc 
6tudi6 quantitativement l'effet de l 'augmentation de la concentration saline (prin- 
cipalement KC1 et NaC1) sur l'hydrolyse des formes natives et d6natur6es ( se t  [ de 
BRIGGS ET HULL s) de la fl-lactoglobuline. L'6tude cin6tique et thermodynamique 
permet de localiser l'effet des sels qui peut s'exercer soit au stade de la formation 
r6versible du complexe interm6diaire, soit sur le processus de d6composition irr6ver- 
sible de ce complexe. 
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I. MATI~RIEL ET TECHNIQUES EXPI~RIMENTALES 

2. Pr*~paration des solutions 
L' in t tuence  de la force ionique sur  la prot6olyse  de la lac toglobul ine  et  de ses formes  d6natur6es  pa r  
la cha leur  a 6t6 6tudi6e dans  diff6rentes condi t ions :  en  mil ieu t a m p o n n 6  et  en  solut ion saline non  
t a m p o n n 6 e .  

(a) Lactoglobuline native. Le mode  de p rdpa ra t i on  de cet te  protdine  a dt6 d6crit  antdr ieure-  
mentLS.  Elle es t  util isde en so lu t ion  dans  u n  t a m p o n  p h o s p h a t e  M[I5,  p H  7.1o (phospha te  disodi- 
que  o.o46 M ;  p h o s p h a t e  m o n o p o t a s s i q u e  0.02 M) c o n t e n a n t  NaC1 A la concen t r a t i on  d6sir6e pa r  
l 'exp6rience.  On  rdalise ainsi  les m ~ m e s  condi t ions  que  pour  les 6 tudes  fa i tes  au  m o y e n  de la 
lumi&re diffusde 9. Le p H  de chacune  des so lu t ions  es t  s o i g n e u s e m e n t  vdrifi6, le t a m p o n  de r6f6rence 
a y a n t  6t6 p r6a l ab l emen t  6 ta lonn6 ~ l '61ectrode ~t hydrog~ne .  

Pou r  l '~ tude  de la rdac t ion  en  mil ieu non  t a m p o n n 6 ,  les so lu t ions  de lactoglobul ine son t  
pr~par~es e x t e m p o r a n 6 m e n t  pa r  d issolu t ion  des c r i s t aux  dans  la solut ion saline. La  solubili t6 de 
la lac toglobul ine  es t  assez faible, ce qui  l imite  l ' * tude  de la r6ac t ion  A une  zone de concen t ra t ions  
supdr ieures  £ o.oi  M NaC1 (dans  ce milieu la concen t r a t i on  de prot6ine  ne d6passe  pas  2 mg/ml) .  
La  conduc t iv i t6  des so lu t ions  sal ines 6tudi6es (# v a r i a n t  en t re  o.ot et  1.7) n ' e s t  p r a t i q u e m e n t  pas  
modifi6e pa r  la pr6sence de prot6ine.  

(b) Lactoglobuline d~naturde par la chaleur. Les deux  formes  de lac toglobul ine  d6natur6es  pa r  
la cha leur  on t  6t6 dtudides:  ce son t  les fo rmes  s (slow) et  [ (fast) de BRIGGS ET HULL 6 qui  on t  dt~ 
diffdrenci6es pa r  les a u t e u r s  selon leur mobil i t6  61eetrophordtique.  Elles different  pa r  le mode  de 
p r @ a r a t i o n :  pou r  la forme / la d 6 n a t u r a t i o n  es t  p lus  poussde  que  pour  la forme s e t  s 'ef fectue  en 
prdsence d 'oxyg~nee,  1°. Le degr6 de po lym6r i sa t ion  de la moMcule / es t  p lus  61ev6 (le poids mold- 
culaire es t  870.oo0 cont re  167.ooo pour  la fo rme  d6na tu r6e  s et  35.ooo pour  la nat ive) .  L ' h o m o -  
g6n6it6 des f rac t ions  d6natur~es  a 6t6 vdrifi6e pa r  61ectrophor~se (TIsELIUS) A p H  6.9 # = o.I ~. 
La  prot6ine  d6na tur6e  es t  a jus t6e  ~ la concen t r a t i on  saline ddsir6e en d i a ly san t  jusqu 'A l '6quil ibre 
con t re  une  so lu t ion  sal ine donn6e.  

(c) Trypsine. Nous  u t i l i sons  la t r yps i ne  W o r t h i n g t o n  en solut ion dans  HC1 M / i o o o  et  libdr6e 
pa r  dia lyse  du  su l fa te  de m a g n 6 s i u m  prdsen t  dans  l '6chant i l lon  commerc ia l .  

La  concen t r a t i on  des diff6rentes so lu t ions  pro t6 iques  es t  mesur6e  pa r  l ' absorp t ion  ~ 280 m #  
(en p r e n a n t  c o m m e  coefficient d ' ex t i nc t i on  pou r  la lactoglobul ine _t mg/ml 0.9611, pour  la vi  cm = 
t r yps ine  ~i mg/ml _ 1.5812. ~I Clll -- 

2. Mesure de la protdolyse. 
Trois  m 6 t h o d e s  on t  6t6 uti l is~es pour  la m e s u r e  de  la prot6olyse:  

la mdthode spectrophotorn~trique qui  cons is te  ~ m e s u r e r  la densi t6  op t ique  du s u r n a g e a n t  apr~s 
pr6c ip i ta t ion  pa r  l 'acide t r ichloracdt ique,  selon le procdd6 ddj£ d6crit  d ans  une  pub l ica t ion  antd-  
r ieure  s. 

la mdthode titrimdtrique de LINDERSTR6M-LANG, qui  p e r m e t  de t i t re r  la to ta l i t6  des groupes  
ca rboxy les  lib6r6s pa r  l ' hydro lyse  de la prot~ine;  le t i t r age  s 'ef fectue  en mil ieu ac6 tonique  s,13. 

le t i t r age  des g roupes  a -amin6s  pa r  la m~thode potentiorn~trique con t inue  ~ p H  cons tan t ,  
lorsque la r6ac t ion  s 'e f fec tue  en mi l ieu  non  t a m p o n n 6 .  

La  validi t6 de ces t e chn i ques  a 6t6 discut6e dans  un  t r ava i l  off nous  compa rons  les deux  
m6 thodes  de t i t r age  appl iqu6es  A l ' hydro lyse  de Ia lac toglobul ine  na t i ve  et  d d n a t u r f e  pa r  la cha-  
leur 14, A p H  7, on c o m p t e  env i ron  25 l ia isons pep t id iques  r o m p u e s  pa r  mol6cule en  fin de r6ac t ion  
(~t p H  8, 35 l ia isons son t  coup6es en fin de prot6olysel° ,  1~) ; on  r e t rouve  ce m ~ m e  n o m b r e  pour  les 
d e u x  formes  d6naturdes  si l 'on  adop te  le m ~ m e  poids mol6culaire  que  pour  la prot6ine  na t ive  
(P.M. = 35,000). 

L '61ectrophor~se sur  pap ie r  ne  r6v~le pa s  de diff6rence en t re  les p rodu i t s  d ' hyd ro ly se  de la 
prot6ine  n a t i v e  et  d6na tu r6e  pa r  la eha leur  ~4. 

II. FORMATION DU COMPLEXE ENZYME-SUBSTRAT 

D e s  t r a v a u x  a n t 6 r i e u r s  o n t  m o n t r 6  q u ' u n  c a t i o n  m o n o v a l e n t ,  l ' i o n  a m m o n i u m  le 

i n h i b e  l a  p r o t 6 o l y s e  d e  l a  l a c t o g l o b u l i n e  p a r  l a  t r y p s i n e ,  s a n s  m o d i f i e r  l ' a f f i n i t ~  d e  

l ' e n z y m e  p o u r  s o n  s u b s t r a t ,  a l o r s  q u e  l ' a c t i o n  i n h i b i t r i c e  d u  c a l c i u m  e t  d u  m a g n 6 s i u m  

se  m a n i f e s t e  k l a  fo i s  p a r  u n  e f f e t  s u r  l a  c o n s t a n t e  d e  d i s s o c i a t i o n  e t  s u r  l a  v i t e s s e  

m a x i m u m  d e  l a  r 6 a c t i o n  s, le). L ' a c t i o n  i n h i b i t r i c e  d e  N a C 1  (e t  d e  KC1) e x i g e  d e s  c o n -  

* Cet te  v6rif icat ion a 6t6 fai te  pa r  Mr. S. DE MENDE, du  Centre  d 'E lec t rophor~se  du C.N.R.S. ,  
que  nous  remerc ions  b ien  v i v e m e n t .  
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centrations salines plus fortes. Dans tous les  cas 6tudi6s, l 'augmentation de la con- 
centration saline entralne une diminution de la vitesse initiale d'hydrolyse de la 
lactoglobuline, qu'elle soit ~ l '6tat natif ou qu'elle soit d6natur6e par  la chaleur. Cette 
action est parfaitement r6versible dans tous le s  cas 6tudi6s. Nous avons cherch6 
pr6ciser le m~canisme de l'inhibition. 

Les concentrations respectives de l 'enzyme, du substrat et de l'inhibiteur (NaC1, 
KC1, Na2SO4) sont telles que la vitesse de la r6action v, peut s 'exprimer par la 
relation 1~ : 

K" v/s + V'm, 

K',~ et V'~ reprfisentent respectivement la constante de Michaelis et la vitesse maxi- 
mum apparentes en presence d'un inhibiteur de l 'enzyme ou du substratS, xs), s al 
concentration de substrat. Cette repr6sentation qui implique la lin6arit~ de v e n  fonc- 
tion de v/s permet d'obtenir directement les valeurs de V'm et de K'~. Par  l'6tude des 
variations de ces constantes en fonction de la concentration de l'inhibiteur, on peut 
d6terminer le type de l'inhibitionS,~7,]s). 

I. Etude avec la lactoglobuline native 

L'6tude cin6tique a 6t6 faite en milieu tamponn6, pH 7.1o et 35 ° en presence de NaC1 
et KC1 h diff6rentes concentrations variant entre o.I M e t  I M, en suivant la r6action 
par la mdthode trichlorac~tique. Les concentrations de substrat varient entre 4-7 et 
29 mg/ml. Les m~mes exp6riences ont 6t6 faites en milieu non tamponn6; dans ces 
conditions, l 'hydrolyse est suivie par la m6thode potentiom6trique k pH constant 
et les concentrations de substrat varient entre 1.2 et 11. 7 mg/ml. Pour chaque concen- 
tration saline, on v6rifie que la loi de variation de la vitesse en fonction de la concen- 
tration de l 'enzyme est encore lin6aire. 

Sur la Fig. I, nous avons rduni les r6sultats obtenus par les deux m6thodes. A 
chaque concentration de NaCI (ou KC1) correspond une droite selon la repr6sentation 

Fig. I. Inf luence  de NaC1 (et KC1) su r  
l ' hydro lyse  de la lac toglobul ine  na t i ve  pa r  
la t ryps ine ,  l~epr6senta t ion  g raph ique  
d'I~2ADIE. Les  r6su l t a t s  o b t e n u s  pa r  la m6- 
thode  p o t e n t i o m 6 t r i q n e  (O ; • ; m) et  pa r  
p r6c ip i ta t ion  t r ich lorac6t ique  ( O ;  O)  son t  
group6s  su r  la m ~ m e  figure. × C1K; • C1Na 
0.05 M ;  • C1Na o.oi  M.  T o u s l e s  r6su l t a t s  
son t  calcul6s pou r  une  concen t r a t i on  d 'en-  
z y m e  de I mg /ml ,  et  v exp r im6  en l ia isons 
pep t id iques  d6 t ru i tes  rain -1 m1-1-1o 7. La  
droi te  en  pointi lM a 6t6 t rac6e ~ pa r t i r  de 

r6su l t a t s  an tdr ieurs  16. 

Bibliographie p. z 2 z .  
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d'EADIE. Le parall61isme des droi tes  indique que K ' ~  reste  constant ,  quelle que soit 
la concentra t ion  saline du milieu. Or pour  la p lupa r t  des prot6ases Km est assimilable 
h l ' inverse  de la cons tante  d 'associa t ion de l ' enzyme pour  son subs t ra t ,  et ceci est 
va lable  pour  le syst~me lac toglobul ine- t ryps inO °, P a r  cons6quent,  on peut  admet t r e  
que l 'affinit6 de l ' enzyme pour  son subs t ra t  n 'es t  pas  sensible aux var ia t ions  de la  
force ionique. Seule diminue la vitesse m a x i m u m  de prot6olyse;  ce t te  d iminut ion  
n 'es t  appr6ciable qu 'k  pa r t i r  de concentra t ions  salines sup6rieures £ o . I  M et aux  
fortes concentra t ions  salines la vitesse t end  a sympto t iquemen t  vers une valeur  non 
nulle. 

La  loi de d6croissance de la vitesse en fonction de la concentra t ion saline du 
milieu est la m6me, que la rdact ion ai t  lieu en t ampon  phospha te  ou en milieu non 
tamponn6 (Fig. 2). Lorsque la concentra t ion saline passe de C1Na (ou CIK) o. I  M 
1 M, on diminue environ cinq fois la vitesse d 'hydro lyse .  La  repr6senta t ion semi- 
logar i thmique  (Fig. 3) pe rme t  de d6terminer  une "cons tan te  d ' in te rac t ion"  qui 
correspond ~ la va leur  de la concentra t ion  saline pour  laquelle l ' inhibi t ion a t t e in t  
50% de sa va leur  m a x i m u m .  On t rouve  pKi = 0.5, d ' oh  Ki  ~- 0.36 M. 

A 44.4 ° nous avons v6rifi6 que les chlorures alcalins exercent  une act ion analogue 
sur la cin6tique de la r~action:  aucune modif icat ion de la constante  de Michaelis, mais  
d iminut ion  de la vitesse m a x i m u m  (Fig. 4). Toutefois  ~ cet te  t emp~ra tu re  la diminu-  
t ion de V~ est moins  impor t an t e  qu '£  35 °. 

0.5 ~ x  

o'.~ M o:s M 1 M 
NoCI 

Fig. 2. Variations de la vitesse maximum d'hy- 
drolyse en fonction de la concentration saline. 
V'm: vitesse maximum pour une concentration 
quelconque de NaC1; V'm (o.I) : vitesse obtenue 
en milieu NaC1 o. iM.  En abscisses: concen- 
tration molaire de NaC1. x exp6riences Iaites 
en tampon phosphate, O experiences faites en 

milieu non tamponn6. 

Fig. 4. Influence de NaC1 sur l'affinit~ lacto- 
globuline-trypsine ~ 44.4 °. Representation 

d'EADI]~ 
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L'6qui l ibre  d 'associa t ion n 'es t  donc pas  modifi6 en fonction de la concentra t ion 
saline du milieu, queUe que soit la t emp6ra tu re  ~ laquelle s 'effectue la r6action (K',~ = 
Km = 6 mg/ml  = 1. 7- IO -4 M).  I1 s 'ensui t  que les constantes  the rmodynamiques  
cor respondant  ~ la format ion  du complexe enzyme-subs t ra t  res tent  ident iques dans  
les diff6rents mil ieux 6tudi6s. Nous avons d6j~ d6termin6 ant6r ieurement  ces valeurs  s : 
A F  = - - 5 3 0 0  4- 5ocal;  A H  ~-  o; AS = 17 u.e. 

2. Etude avec la lactoglobuline d~natur£e 

(a) Lactoglobuline d~natur~e s. La  mSme 6tude cin6tique a 6t6 fai te  h 35 ° et p H  7.0 
avec un au t re  subs t ra t  : la lactoglobul ine d6natur6e s, en diff6rents mil ieux satins non 
tamponn6s.  La  m6thode  po ten t iom6tr ique  a 6t6 utilis6e pr6f6rentiellement,  apr~s 
compara ison  avec la m6thode  de LINDERSTROM-LANG 14. P a r  sui te  du mode de d6natu-  
ra t ion la concentra t ion du subs t ra t  ne peu t  d6passer 5 mg/ml,  ce qui l imite  6videm- 
men t  la zone d '6tude.  Comme l ' indique  la Fig. 5, on about i t  h des r6sultats  to ta lement  
diff6rents des pr6c6dents. Toutes  les droi tes  obtenues  p a r  la repr6senta t ion d'EADIE, 
cor respondant  aux  diff6rentes concentra t ions  salines convergent  en un m4me point  
de l ' axe  des ordonn6es:  h la pr4cision exp~rimentale  pr6s, la vitesse m a x i m u m  de- 
meure  ident ique,  quel que soit le milieu. P a r  contre,  la constante  de Michaelis est 
une fonction croissante de la concentra t ion  saline. Voici d 'apr~s  la  Fig.  5 quelques 
cons tantes  de Michaelis d6termin6es avec pr6cision: 

NaCI Km (mg/ml) 
o.o 5 M -  o.I M 3.1 

0. 5 M 4.4 
i M 9.o 

L'affinit6 de l ' enzyme pour  son subs t ra t  d iminue donc en fonction de la force ionique 
du  mil ieu.  

(b) Lactoglobuline d~natur&/.  Les r6sul tats  exp6r imen taux  g roup ,  s sur  la Fig. 6 
mon t r en t  une analogie clans l ' ac t ion  de la  force ionique sur les deux subs t ra t s  d6na- 
tur6s. L ' augmen ta t i on  de la  constante  de Michaelis en fonction de la concentra t ion 
saline est plus impor t an t e  lorsque le subs t ra t  est la  f o r m e / .  

V 

2C 

o 

2C 

i t t 

o 5 ~o v / s  

Fig. 5. Influence de NaCI sur l'hydrolyse tryp- 
sique de la lactoglobuline ddnaturde s. Mdthode 
potentiom6trique. Repr6sentation d'EnDm. La 
convergence des droites montre que Vm n'est 

V 

2C 

15 

IC 

•••• 
o ~NaCIO.OSM 

. .  i i ~ i t 

0 ~ 2 3 4 5 v / s  
Fig. 6. Inf luence de Z~TaC1 stir l 'hydrolyse t r yp -  
sique de la lactoglobuline d6natur6e /. Repr6- 

sentation d'EADIE. 

pas modifi6 par l'augmentation de NaC1. Kra augmente avec la concentration saline. 
Bibliographic p. z2z. 
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NaC1 K m (mg/ml) 
o.o 5 M -  o.I M 3.3 

0.5 M 8. 5 
I M I6, 5 

Mais quelle que soit la forme du substrat d6natur6, la vitesse maximum d'hydrolyse 
n'est pas modifi6e par la concentration saline du milieu. 

Nous avons 6t6 conduits ~ comparer les constantes de s6dimentation dans les 
milieux de concentrations salines extremes (o.I M e t  I M),  la possibilit6 d'une poly- 
m6risation ou d@olym6risation sous l'effet de la concentration saline pouvant agir 
secondairement pour modifier l'affinit6 apparente de l'enzyme pour son substrat. 
Compte tenu de la viscosit6 du milieu, la valeur de s2o ne subit aucune modification 
sensible lorsqu'on passe de NaC1 o.I M ~ NaC1 1 M.Pour les formes native, d6natur6es 
s e t / ,  on obtient respectivement S~o = 2.7 ± o.2; 4.7 ~= o.2; 13.5 ± o.3. 

3. Nature de l ' inhibition 

De la convergence des droites d'EADIE (Fig. 5 et 6), on serait tent6 de conclure ~ une 
inhibition du type comp6titif s'exer~ant au niveau du substrat17, s. Toutefois, cette 
repr6sentation n'est pas suffisante pour conclure. En effet avec ce type d'inhibition, 
l'inverse de la vitesse pour une concentration d6termin6e de substrat s, devient 
Ionction lin6aire de (I), la concentration de l'inhibiteur19; 

I I ~ ' ~  [ ( I ) ]  

Ki est la constante d'inhibition. Or, dans le cas pr6sent, la lin6arit6 de la vitesse 
d'hydrolyse de la lactoglobuline s e t  ] en fonction de la concentration saline n'est pas 
v6rifi6e. L'augmentation de K',~ avec la concentration en sels, ne correspond donc pas 

un m6canisme de ce genre. Par contre, on obtient un accord satisfaisant si l'on 
attribue k l'effet Debye la variation de K',~ en fonction de la force ionique ~ du 
milieu r6actionnel. 

La relation de Debye et Htkckel qui exprime la correction k apporter pour l'effet 
de sels peut s'6crire: 

logl0 K'm = lOgl0 K'm)o + B ~ Zb ~¢/-~, 

avec B = o.513 k 35°; K',~lo est la constante de Michaelis extrapol6e k dilution 
infinie, z~ et z b la valence respective des groupes charg6s de l 'enzyme et du substrat 
intervenant dans l'association. 

Des expfriences ont 6t6 faites pour un grand nombre de concentrations salines 
variant entre 0.o5 M e t  1. 7 M avec diff6rents sels (NaC1, KC1, Na~SO4). La lin6arit6 
de log K'r~ en fonction de a/~ est v6rifi6e k la lois pour la lactoglobuline d6natur6e s 
et pour la forme [ (Fig. 7)- Les deux droites obtenues ont des pentes diff6rentes. EUes 
concourrent en un point de l'axe des ordonn6es, ce qui signifie que ~ force ionique 
nulle, on obtient la m4me constante de Michaelis pour les substrats s et J, si l'on 
exprime cette constante en mg/ml (soit K,,io -~ 1. 7 mg/ml), et si on l'exprime en 
moles, k condition de consid6rer comme unit6 cinftique de substrat un monom6re qui 
aurait m4me poids mol6culaire que la prot6ine native (soit Kr~)o = 4.9' IO-5 M). 
Cette mani6re de faire a 6t6 discut6e par aiUeurs 1°. Les constantes de Michaelis extra- 
pol6es ~ l'orgine des abscisses 6tant identiques pour les deux substrats se t  J, il s'ensuit 
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une 6galit6 des valeurs de l'6nergie fibre de formation des complexes ~ force ionique 
nulle. Les calculs sont faits en prenant pour les deux formes d6natur6es, le poids 
mol6culaire de la lactoglobuline native consid6r6e comme monom~re. A 35 °, on a 
donc : 

zlF)o = --6 .050 4- 50 cal; AH)o ~-~ o; ,~S)o : 20 u.e. 

Fig. 7. Action de la force ionique sur  
l'affmit6 de l 'enzyme pour  ses deux sub- 
s t ra ts  d6natur6s s e t  f. - en abscisses: la 
racine carrde de la force ionique #. - en 
ordonn6es: log K'm,  les constantes  de 
Michaelis sont  exprim6es en mg/ml  de 
subs t r a t  pour  les deux formes d6natur6es. 
La pente  des droites est calculde par  la 
m6thode des moindres  carr6s (pente s: 

0.57 Jz o.o8; pente ]: o.93 3- 0.08). 

log K'm 

1.5 

1.0 

0.5 

• o NaCI / 

• a No 2 So 4 / 

o o15 ,~o ~.'s % 

III .  ACTIVATION DES COMPLEXES INTERMI~I)IAIRES 

La th6orie des vitesses absolues donne une relation simple entre la constante sp6cifique 
de vitesse de d6composition du eomplexe ks, et les constantes thermodynamiques 
correspondant £ l'activation de ce complexe: 

k T  + + 
k s = ~ e-ZlH+/RT .eZ]S+/R; 

AH ++, zJS ~, sont respectivement l'enthalpie et l'entropie d'aetivation. AH + s'obtient 

partir de l'~nergie d'activation exp6rimentale d'aprSs les variations de k sen fonction 
de l'inverse de la temperature absolue. 

Si K~ reste constant queue que soit la temp6rature, il est indiff6rent d'6tudier les 
variations de la vitesse initiale d'hydrolyse v plut6t que les variations de ks en fonction 
de I /T  2°. Les d6terminations de v ~ plusieurs temp6ratures ont toujours 6t6 faites 
pour des concentrations de substrat variant assez largement de part et d'autre de 
Kin. L'exp6rience iUustr6e par la Fig. 4 pr6cise d'autre part que m~me en NaC1 i M, 
il n 'y a pas de modification de K~ pour la lactoglobuline native. 

Nous avons d6termin6 les valeurs de AH +, zlF~, AS S correspondant ~ ractiva- 
tion des complexes interm~diaires que forme la trypsine avec la lactoglobuline native 
et ses formes d6natur6es par la chaleur. 
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I. Lactoglobuline native 

L a  Fig.  8 i l lus t re  l ' e f fe t  de  la  c o n c e n t r a t i o n  sal ine sur  l '6nergie  d ' a c t i v a t i o n  exp~ri-  

m e n t a l e .  La  croissance progress ive  des va leu r s  de  A H  $ avec  la c o n c e n t r a t i o n  saline 

est  p a r t i e l l e m e n t  compens6e  p a r  l ' a u g m e n t a t i o n  de ASS, la v a l e u r  de  AF ~ var ie  

assez peu  (voir  T a b l e a u  I). Le  r a l en t i s s emen t  de  la  v i tesse  d ' h y d r o l y s e  en pr6sence de 

NaC1 (ou de  KC1) s ' a c c o m p a g n e  d ' u n e  a u g m e n t a t i o n  de l '6nergie  d ' a c t i v a t i o n  d ' a u t a n t  

p lus  g r a n d e  que  la  c o n c e n t r a t i o n  sal ine du  mi l i eu  est  p lus  forte .  A m e s u r e  q u ' a u g -  

m e n t e  la  force ionique ,  s'616ve la  barr i+re de  po t en t i e l  que  doi t  f r anch i r  le c o m p l e x e  

p o u r  passer  k l ' 6 t a t  ac t iv& E n  out re ,  les dro i tes  d ' A r r h e n i u s  ob tenues  dans  les diff6- 
r en t s  m i l i eux  sal ins (Fig. 8) c o n v e r g e n t  en  un  po in t  qu i  co r respond  k une  t e m p 6 r a t u r e  
d ' e n v i r o n  60 °. 

TABLEAU I 

CONSTANTES THERMODYNAMIQUES CORRESPONDANT .~ L'ACTIVATION DES COMPLEXES INTERM~DI-  
AIRES ~k PH 7.00 ET )k 35 ° C. 

Les valeurs sont calcul6es en adoptant pour la trypsine un poids moMculaire de 24.ooo. On admet 
6galement que 20 liaisons peptidiques sont coup6es par monom~re de lactoglobuline native et 

d6natur6e. 

Lactoglobuline 

V m  ks ks 

NaCl  ou KCl  Liaisons pept. 
concentration rain -~ ml -x  pour Liaisons pept. 

rain -x ml - t  pour sec "1 
molaire I mg ml -x de mg d' azote • ~o 6 

trypsine • ~o ~ z 

+ + + 
d F  + A H  + A S  + 

cal/mole cal/mole u.e.* 

:Native 

D6natur6e s 

Ddnaturde [ 

o.oi 33 2.0 0.068 
0.05 33 2.0 0.068 
o.I 33 2.o o.o68 
0.5 12.5 0.76 0.026 
I.O 6. 3 0.38 O.Ol 3 

o.o 5 13o 8.o o.26o 
o.I 13o 8.0 0.260 
0. 5 13o 8.o o.26o 
I.O 13o 8.0 o.26o 

o.o5 35 2.°5 °.°72 
o.I 35 2.o5 °.°72 
o.5 35 2.o5 o.o72 
I.O 35 2.05 0.072 

19.6oo 18.5oo - -4  
19.6oo 18.5oo - -4  
19.6oo 18.5oo - -4  
2o.25o 26.ooo +19 
2o.70o 31.5oo +35 

18.6oo 11.7oo --22 
18.6oo 11.7oo --22 
18.6oo 11.7oo --22 
18.6oo 11.7oo --22 

19.6oo 11.7oo - -26  
19.6oo 11.7oo --26 
19.6oo 11.7oo --26 
19.6oo I1.7oo - -26  

* unit6s d'entropie. 

2. Lactoglobuline d~natur~e par la chaleur: /ormes s et / 

Nous  avons vu que la constante de Michaelis varie avec la force ionique. Extrapol6e 
force ionique nulle, elle a m~me  valeur pour les deux  substrats [ et  s, si 1 on consid~re 
le  monom~re.  Par contre, la constante de d~composit ion irreversible du complexe  
n'est pas sensible ~t la concentration saline du milieu (Fig. 5 et 6), mais diff~re pour 
les subst ra ts  s et ] avec les valeurs  respectives : 8.  lO -5 et 2. lO -5 liaisons peptidiques 
m i n  -1 m1-1 p a r  m g  m1-1 d ' a z o t e  de  l ' e n z y m e .  L '~nerg ie  d ' a c t i v a t i o n  exp6 r imen ta l e  a 
dtd t r ouvde  i d e n t i q u e  p o u r  les d e u x  s u b s t m t s  de  m 6 m e  q u ' k  p H  8 TM et  de  plus  eUe ne  

v a r i e  pas  a v e c l a  force ion ique  du  mi l i eu  (E = 12.3oo cal) (Fig. 9). 
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i 
l.log a ks 

3.0 3.1" 312 3[3 I /Tx  10 ~ 

Fig, 8. Hydrolyse de ]a lactoglobuline native 
par |a trypsine: ~nergie d 'act ivat ion exp~rimen- 
tale en presence de NaCI et  KCI (o.I M ;  o. 5 M ;  
I M). a ks est  ]a cons tan te  sp6cifique de vi tesse 
rnesur6e par  la m6thode  potent iom6tr ique  ~.  

HYDROLYSE TRYPSIQUE DE LA LACTOGLOBULINE 

1.5 

0.~ 

tog V 

119 

3,1 3.2 3.3 3.4 VTx l0  3 

Fig. 9. Hydro lyse  de la lactoglobuline d6na- 
tur~e 1: 6nergie d ' ac t iva t ion  exp6rimentale  
en pr6sence de NaC1 (concentrat ion de sub- 

s t ra t :  so = 2.o5 mg/ml).  

IV. DISCUSSION 

L'augmentation de la concentration saline entraine donc des consequences tr~s diff6- 
rentes sur l 'hydrolyse de la lactoglobuline selon que la prot6ine est k l'6tat "natif"  ou 
d6natur6 par la chaleur. Avec la lactoglobuline native, queue que soit la force ionique 
du milieu, l'affinit6 de l 'enzyme pour son substrat reste inchang6e; seule diminue la 
vitesse de d6composition du complexe interm6diaire. Avec le substrat d6natur6, au 
contraire, on note une diminution de l'affinit6 en fonction de la concentration saline 
d 'autant  plus importante que le substrat est "plus d6natur6"; la vitesse maximum 
n'est pas modifi6e. Cette inhibition n'est pas imputable k une action sp~cifique du 
cation ou de l'anion mais r6sulte de l'effet de la force ionique du milieu sur la formation 
du complexe interm6diaire. L'importance relative des attractions coulombiennes par 
rapport aux attractions de van der Waals est tr~s diff6rente selon l'6tat du substrat. 
Aucun effet 61ectrostatique n'a 6t6 mis en 6vidence dans l'association trypsine-lacto- 
globuline native, ce qui sugg~re que les force de van der Waals interviennent principa- 
lement. Par contre, dans la formation des complexes entre la trypsine et les formes 
d~natur6es de la lactoglobuline, on note une attraction 61ectrostatique dont l'energie 
maximum correspond £ 750 calories. I1 semble que l 'attraction 61ectrostatique qui 
intervient ici soit imputable k une ou plusieurs charges locales progressivement d6mas- 
qu6es au cours de la d6naturation du substrat. L'effet de sels est plus important 
pour la forme / que pour la forme s, comme le r6v~le la diff6rence des pentes des droites 
(Fig. 7). Cherchons {~ pr6ciser. L'application de la relation de Debye nous donne une 
valeur de z~zb de 1.2 pour la forme s et 1. 9 pour la forme / ~ pH 7.00, et d'apr~s 
LABEYRIE ET NASLIN ~1, 4 pour la s6rumalbumine £ pH 8.4, I1 serait 6videmment un 
peu hAtif de pr6senter une interpretation quantitative de ces valeurs; elles montrent 
toutefois qu'il s'agit vraisemblablement d'un effet de charges locales et non de 
charges globales (dans ce dernier cas la valeur de z,zb serait sup6rieure k IOO). 

D'apr~s les travaux de KUNITZ ~ et les 6tudes plus r~centes de McLAREN a3, il 
existe sur la mol6cule de trypsine au moins trois charges capables de lier l 'enzyme 

l'inhibiteur du soja. Or l'inhibiteur du soja est un inhibiteur comp6titif et dolt 
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thforiquement occuper le m~me site de fixation qu'une prot6ine quelconque servant 
de substrat 5. la trypsine. La trypsine poss6derait done au moins trois charges libres 
sur le site de fixation, mais elles ne semblent intervenir que partiellement dans la 
liaison de l 'enzyme avec la lactoglobuline d6natur6e et pratiquement pas dans la 
formation du complexe trypsine - lactoglobuline native. 

Ce travail souligne aussi une action inhibitrice des chlorures alcalins sur le pro- 
cessus d'activation des complexes interm6diaires. Lorsque la mol6cule de lactoglo- 
buline est 5. l '6tat natif, la vitesse de d6composition du complexe interm6diaire se 
trouve notablement ralentie par la pr6sence de sels; ce ph6nombne s'accompagne 
d'une augmentation de l'6nergie d'activation exp6rimentale. Au contraire lorsque le 
substrat est d6natur6, la vitesse maximum de prot6olyse et les constantes thermo- 
dynamiques correspondant au processus d'activation du complexe restent les m~mes, 
quelle que soit la concentration saline du milieu. Cette diff6rence li6e ~ la modification 
du substrat fait naturellement penser ~ une action des sels au niveau des liaisons de 
faible 4nergie (liaisons hydrog~ne...). I1 semble done raisonnable d 'admettre  que la 
nouvelle r@artition des charges entrain6e par la pr6sence de NaC1 a pour effet de 
renforcer quelques-unes des liaisons faibles qui maintiennent la configuration native 
de la prot6ine, et lui confbrent une structure plus rigide. Que le processus de d6na- 
turation (si l 'on entend par  15. la rupture de quelques liaisons faibles) se produise pen- 
dant l 'activation du complexe, comme le sugg6re LABEYRIE 1°, OU qu'il constitue un 
stade initial de la prot6olyse selon l 'hypoth6se de LINDERSTROM-LANG ~4, notre inter- 
pr6tation reste valable. 

La protection des liaisons faibles par les chlorures alcalins permet aussi d'expli- 
quer le ralentissement de la vitesse d'autolyse de la trypsine; le sel prot4gerait l'en- 
zyme eontre sa d6naturation 25. En accord avec notre interpr6tation, on doit citer les 
t ravaux de SADRON 2s et DOTY 27 qui montrent  que NaC1 retarde la d6naturation par  
la chaleur de l'acide d6soxyribonucl6ique. GORINI ET AUDRAIN 2s, GORINI, FI~LIX ET 
FROMAOEOT29,30, attribuent aux cations bivalents, particuli6rement Ca ++ et Mn ++ une 
action protectrice analogue contre la d6naturation des prot6ines par la chaleur. 

Je tiens 5. remercier M. le Professeur REN~ WURMSER pour l'int6r~t qu'il n 'a 
cess6 de t4moigner 5. ce travail. 

Mes remerciements vont 6galement 5. Mlle S. GUINAND: les probl6mes qu'elle 
m ' a  pos6s, li6s 5. l '6tude du complexe interm6diaire au moyen de la lumi~re diffus6e 
sont 5. l'origine de cette 6tude. 

R~SUM~ 

A p H  7.o, l 'hydrolyse t ryps ique  des formes nat ives et d6naturOes de la lactoglobuline est inhibee 
par  les chlorures alcalins aux concentrat ions  sup4rieures ~ o.i  M. Selon l '6tat  du snbst ra t ,  l ' inhibi- 
t ion s 'exerce soit au niveau de l 'association r6versible de 1'enzyme avec son subst ra t ,  soit au 
niveau du processus d 'act ivat ion.  

L '6tude cin4tique de la r6action on fonction de la force ionique du milieu fourni t  des indica- 
t ions sur  la na ture  des liaisons raises en jeu dans le maint ien de la configuration du complexe 
intermddiaire. Avec la lactoglobuline native, n ' in te rv iennent  p ra t iquemen t  que des forces d 'a t -  
t rac t ion  de Van der Waals  ~t faible distance ; avec l 'une et l ' au t re  des formes d6natur6es, la t ryps ine  
s'associe au moyen  de liaisons de Van der Waals  et de liaisons 61ectrostatiques. L ' a t t rac t ion  
coulombienne r6sulte vra isemblabtement  du d6masquage d 'une  ou de plusieurs charges locales au 
cours de la d6natura t ion  de la lactoglobuline. 

Ce travai l  souligne 6galement une action des chlorures alcalins sur  le processus d 'act ivat ion 
du complexe intermOdiaire lorsque la lactoglobuline est ~ l '6tat  natif. Elle est interpr6t6e comme 
un renforcement  des liaisons faibles, qui main t iennent  la configuration nat ive de la prot6ine. 
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SUMMARY 

At p H  7, t ryp t ic  hydrolysis  of nat ive and denatured  lactoglobulin is inhibited by  sodium and 
po tass ium chloride if thei r  concentrat ion is higher t han  o.i M..According to the s tate  of the  sub- 
strate,  inhibit ion takes  place on the level either of the reversible association of the  enzyme with  
the  subs t ra te  or on the level of the process of activation.  

The s tudy  of the kinetics of the reaction as a funct ion of the  ionic s t rength  of the medium 
gives some informat ion about  the nature  of bonds which main ta in  the  configuration of the  inter- 
mediary  complex. Wi th  the nat ive lactoglobulin, practically only van  der Waals '  forces of a t t rac-  
tion, effective over shor t  distances, are involved; t ryps in  is linked wi th  the different forms of the 
denatured  protein, by  van  der Waals '  adsorpt ion forces and by  electrostatic bonds.  The coulombic 
a t t rac t ion  p robab ly  results  from one or several local charges which are unveiled during the dena- 
tu ra t ion  of the lactoglobulin. 

The action of sodium and po tass ium chloride on the process of act ivat ion of the intermediary 
complex in the case of the native lactoglobulin is also stressed; this  action is considered as a 
s t rengthening  of weak bonds which main ta in  the nat ive configuration of the  protein.  
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