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I N H I B I T I O N  D E  L ' H Y D R O L Y S E  T R Y P S I Q U E  

D E  LA S]~RUM A L B U M I N E  P A R  L E S  SELS D E  S O D I U M :  

R O L E  D E  L ' A N I O N  

F R A N G O I S E  L A B E Y R I E  ET L Y L I A N E  N A S L I N  

Laboratoire de Biologie physicochimique de la Facult~ des Sciences, 
Institut de Biologie physicoehimique, Paris (France) 

L'influence des sels sur les r6actions enzymatiques a 6t6 souvent signal6e; les cas 
6tudi6s se rat tachent  g6n6ralement k une action sp6cifique de l 'anion ou du cation 
fix6 sur l 'enzyme ou sur le substrat.  Cependant, si l 'at traction entre un enzyme et 
son substrat est due, au moins partiellement, k des forces 61ectrostatiques, on dolt 
pouvoir observer une inhibition non sp6cifique par les sels, correspondant k la modifi- 
cation de la constante d'association enzyme-substrat ,  sous l'influence de la force 
ionique par effet Debye-Hfickel. 

Pour tenter de mettre en 6vidence un tel effet de force ionique, nous avons entre- 
pris 1,6tude de l'influence de sels dans le domaine des faibles concentrations salines 
sur la prot6olyse de la s6rumalbumine humaine par la trypsine ; nous avons choisi des 
sels de sodium dont les anions ont diff6rente valence au pH exp6rimental (8.4): 
chlorure, ac6tate, bromure, thiocyanate et m6thylorange monovalents; sulfate, 
phosphate et oxalate divalents; citrate trivalent et pyrophosphate ~ moiti6 sous la 
forme trivalente et ~ moiti6 sous la forme t6travalente. 

MATI~RIEL ET MI~THODE 

La rdaction est suivie sur  une solution pr6par~e de la fagon suivante  : x ml de la solution stock de 
s6rumalbumine,  a ml de la solution saline, 8-x-a  ml d'eau bidistilt6e. Les quant i t6s  a e t  x sont  
calcul6es pour  avoir  les concentrat ions  finales voulues en prot6ine et en sel. Le b*cher contenant  
cette solution est plac6 dans un  bain thermosta t6  ~ 2o°C (:k o.o5 °) ; le p H e s t  amen6 ~ la valeur 
voulue par  addition de soude o.i N;  la concentrat ion d ' ions Na + ainsi introdui ts  est de l 'ordre de 
4" 1°-4 N par  mg/ml  de prot6ine. 

On ajoute la quant i t6  voulue de t rypsine  sous un  faible volume (o.15o ml). On t i tre alors en 
fonction du temps,  le nornbre de groupes NHz apparus  par  hydrolyse des liaisons peptidiques,  en 
mesuran t  la quant i t6  de soude n6cessaire pour  mainteni r  le p H  cons tant  1 ; le d6tail de la technique 
exp6rimentale a 6t6 pr6cis6 ant6r ieurement  z. Le rappor t  du hombre  de groupes titr6s au nombre  
de liaisons pept idiques d6truites, soit [NH2] / [LP ] e s t  ~gal A [ N H , ] / [ N H ,  + NH3 +] et varie en 
fonction du pH,  aux environs de pKNH,; il devient  ~gal ~ i quand  le p H  est sup6rieur d 'environ 
2 unit6s au pKNH,. Nous avons v6rifi6 qu ' au  dessus de p H  8. 3, la vitesse mesur6e est ind6pendante 
du pH,  quelle que soit la concentrat ion de chlorure de sodium (o.i et o.oi N), nous  sommes  donc 
bien plac6s dans les conditions off nous t i t rons  le nombre  exact de liaisons peptidiques d~truites. 

S~rumalbumine humaine 
L'6chanti l lon lyophilis6 a ~t6 pr6par6 au Centre National  de Transfusion Sanguine; il cor- 

respond A la fraction V de CO~N et contient  les sels du p lasma recueilli sur  solution anticoagulante.  
La prot6ine est dissoute dans  l 'eau bidistill6e sur  verre, g la concentrat ion de 5 ° mg/ml, puis  dia- 
lys6e en tube  de cellophane ~ 4°C, avec agitation, contre de l 'eau bidistilMe f r6quemment  renouvel~e 
j u squ ' au  m o m e n t  off la r6sistivit6 ~ l '6quilibre du liquide ext6rieur est  voisine de 8o,ooo ohms/cm, 
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~. 2o°C (6quivalente g celle d 'une  solution de lO -5 N NaC1). Au cours de cette dialyse, la solution 
devient trouble,  on la centrifuge 15 min ~ 12,ooo r .p.m. ; la puret6 de la s6rumalbumine,  telle qu 'on  
peut  la mesurer  par  ~lectrophor~se selon Tiselius, est voisine de 9o %. La solution ainsi pr6par~e 
const i tue la solution stock, elle est conserv6e ~ 3°C et utilis6e pendan t  une p6riode d 'environ 
8 jours;  les experiences faites darts ces condit ions sont  bien reproductibles.  La concentrat ion est 
d~termin~e ~ par t i r  des densit6s opt iques  A 28o m/z, mesur6es au spectrophotom~tre  Beckman, 

i Oltl 
en p renan t  Exmg/m I = o.53 s. 

Trypsine 
On a utilis6 un 6chantillon Wor th ing ton  (contenant  environ 50 % de sulfate de magnesium),  

dissous et dialys6 contre HC1 IO-* N, cette solution est filtr~e et conserv6e tt 3°C; sa concentration, 
voisine de io mg/ml,  est  mesur6e exactement  tt pa r t i r  des densit6s opt iques tt 280 m/z avec 
E x c m  zmg/ml ~ I'594" 

Solutions salines 
Tous les sels utilis~s sont  des produi ts  pu t s  pour  analyses;  les solutions sont  pr~par~es par  

pes~es exactes. La concentrat ion des solutions de bromure  et de thiocyanate,  hygroscopiques,  a ~t6 
v~rifi~e par  mesure de l ' indice de r~fraction en lumi~re blanche, en prenant  pour  dn/dc les valeurs 
d6termin~es pour  la raie jaune du sodium soit 1.37 et 1.3o. lO -4 respect ivement  ~. 

Mesure des pH 
Ils sont  mesur6s avec un  pH-m~tre  ~ haute  sensibilit~ et grande stabilit6. Les t ampons  de 

r~f~rence ont  ~t6 ~talonn~s ~ l'~lectrode d'hydrog~ne. 

RESULTATS 

Le chtorure de sodium se comporte comme un inhibiteur de l 'hydrolyse de la s6rum- 
albumine par la trypsine (Fig. i) ; son action est nette aux concentrations sup6rieures 

io -2 M. On peut remarquer sur la Fig. I que dans ces conditions exp6rimentales, il 
est facile de d~terminer avec precision les vitesses initiales de r~action aux concentra- 
tions salines relativement 61ev6es, parce que la r~action 6volue lin6airement dans le 
temps. I1 en est autrement aux faibles concentrations salines : quelques liaisons pepti- 
diques sont probablement conp6es trbs rapidement pendant la phase initiale de la 
r~action: il n'est donc pas possible de faire l'6tude quanti tat ive pr6cise de l'inhibition 
aux faibles concentrations de NaC1. 

L'~nergie d'activation de la prot6olyse, mesur~e entre 20 et 4o°C, n'est pas 
modifi~e sensiblement lorsqu'on fait varier la concentration en chtorure de sodium de 
o.1 tt o.oi N;  on a trouv~, dans les deux cas, une valeur voisine de 20.000 cal/mole. 

J ~u 

J ' ~ . - J ~  oo4M 
0 6 / A  , . , . . ,x ~0....,.......-~ ~ OOBM 

I E Z ~ I  I I t I I I 
I 2 3 4 5 6 minutes 

Fig. I. Cin~tique d 'hydrolyse  de la s~rumalbumine humaine  par  la t rypsine  pour  diff~rentes 
concentrat ions  de chlorure de sodium. S~rumalbumine t iumaine 3.7 mg/ml,  Trypsine 40o/~g/ml,  

t = 2o°C, p H  = 8. 4 . 
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A la lactoglobuline native en milieu NaC1 o.I  N, et & la lactoglobuline d~natur6e par  
la chaleur correspondent des AE 6gaux respectivement & 19,ooo et 14,ooo cal/mole s. 

T o u s l e s  sels que nous avons 6tudi6s produisent 6galement une inhibition. 
L'ensemble des r6sultats est mis en 6vidence sur la Fig. 2 k l 'aide d 'une repr6sentation 
semilogarithmique: il est f rappant  de constater  que les sels dont  l 'anion a la m6me 
valence, ont  le plus souvent  une action similaire: il en est ainsi pour le chlorure, le 
bromure et l 'ac6tate d 'une part,  le sulfate, le phosphate et l 'oxalate d 'au t re  part.  
Par  contre le th iocyanate  et surtout  le m6thylorange ont une action trbs sup6rieure k 
celle des autres sels monovalents.  

On peut  calculer d'apr~s ces r6sultats les rapports  entre les pouvoirs inhibiteurs 
des diff6rents sels et celui du chlorure de sodium, soit Ir ; le logarithme de ce rapport  
est donn6 par la valeur de la translation parallble h l 'axe des abscisses, n6cessaire pour 
amener les courbes correspondantes en coincidence avec la courbe "NaCI" ; les valeurs 
de I ,  sont donn6es dans le Tableau I en m~me temps que les concentrations d ' ion Na  
et les forces ioniques relatives. Ce tableau montre  net tement  que le facteur principal 
n 'est  pas la concentrat ion d'ions Na+; le pouvoir  inhibiteur paral t  li6 & la force ionique 
puisque & part  le th iocyanate  et le m6thylorange, les sels dont  l 'anion a la m6me 
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Fig. 2. Variation de la vitesse de r6action avec la concentration saline pour une s6rie de sels de 
sodium. Conditions exp6rimentales: voir Fig. i. O C1-; • Br-; • CHACO,-; A SCN-; [] SO4--; 
L~CzO4--; • POiH-- ;  @ Citrate3-; X [I/2P~OTH3- + ~2P20~4-] ; + m~thylorange; (~)eau pure. 

TABLEAU I 

POUVOIR INHIBIT]~UR RELATIF  I r DES SELS I~TUDII~S ~. p H  8. 4 

Sel I r 
Concentration en N a +  Force ionique 

d' une  solution molaire 

Ac6tate } 
Bromure i i i 
Chlorure 
Thiocyanate 2.4 i i 
M~thylorange 56o i i 
Sulfate } 
Phosphate 2.8 2 3 
Oxalate 
Citrate 14 3 6 
Pyrophosphate 20 3.5 8 

Bibliographie p. 568. 



VOL. 27 (1958) HYDROLYSE TRYPSIQUE DE LA SI~RUM ALBUMINE 567 

valence, produisent le m6me effet. Cependant le citrate et le pyrophosphate ont un 
pouvoir inhibiteur environ deux fois plus grand que celui correspondant k la seule 
force ionique de leur solution. 

L'action inhibitrice du pyrophosphate sur l 'hydrolyse trypsique du blanc d'oeuf 
k d6jk 6t6 signal6e par SCHALES 7. 

DISCUSSION 

Pour expliquer ces r~sultats, il y a lieu d'envisager, comme on l 'a vu dans l 'introduc- 
tion, deux effets possibles: 

(I) un effet de force ionique tel que l 'a observ6 J. YoN s dans ce m6me laboratoire; 
elle a montr6 que le chlorure et le sulfate de sodium inhibent l 'hydrolyse trypsique de 
la lactoglobuline d6natur6e par la chaleur en modifiant la constante apparente de 
Michaelis. Cette modification, de la forme log Km ---- a + fl ~ / ~  (/z 6tant la force 
ionique des solutions salines variant de 0.05 ~ 1.2), sugg6re que la force ionique agit 
sur la constante de dissociation du complexe enzyme-substrat  par un effet de type 
Debye-Htickel. 

(2) Un effet sp6cifique dfi ~ la fixation des ions soit sur l 'enzyme, soi t - -e t  cette 
hypoth~se est la plus probable--sur  la s6rumalbumine elle-mSme. En ce qui concerne 
la premiere possibilit6, on connalt actuellement peu de choses; il semble que le m6thyl- 
orange ne se fixe pas sur la trypsine k pH 8 puisque le spectre du m6thylorange n'est 
pas modifi6 par l 'addition de trypsine 9. 

En ce qui concerne la fixation sur la s6rumalbumine au contraire, on sait, d'apr6s 
les t ravaux de SCATCHARD et coll. 1°, de KLOTZ ET URQUHART 11, de CARR 12, que 
l'affinit6 des anions pour la s6rumalbumine est notable et varie dans le sens suivant 
aux pH compris entre 6 et 9: 

Phosphate < citrate < chlorure < thiocyanate < m6thylorange (le phosphate est 
ce pH moiti6 divalent moiti6 monovalent, le citrate est en grande partie divalent). 

Les ions Na + ne se fixent pas sur la s6rumalbumine k ce pH 13. 
A la fixation des anions sur la s6rumalbumine peut donc correspondre un blocage 

du substrat  selon un mode d'action comparable avec celui des ions Ca ++ et NH4+ 
prot6geant la lactoglobuline et la s~rumalbumine contre l 'a t taque par la trypsine 14,15. 

On peut interpr6ter les r6sultats de nos exp6riences de la fa~on suivante: 
(a) L'action du thiocyanate et surtout du m6thylorange qui inhibent la r6action 

des concentrations respectivement 2.4 et 560 fois plus faibles que les autres sels 
monovalents, et qui ont une affinit6 notable pour la s6rumalbumine (les constantes 
intrins6ques de dissociation sont de l 'ordre de K d = IO -a et lO -5 respectivement) 1°, 1~ 
est une action sp6cifique de ces anions. I1 est probable que cette action est due ~ la 
fixation de ces anions sur l 'albumine, la prot6ine ainsi combin6e n'6tant plus sensible 
k la trypsine. 

(b) L'inhibition par les ions monovalents CI-, Br-,  CHsCO2- et par les ions 
divalents P O , H - - ,  S O , - -  et C ,O , - - ,  par le citrate et le pyrophosphate,  est due 
vraisemblablement en grande partie k un effet de force ionique; ainsi s'explique (I) 
le manque de parall61isme entre le pouvoir inhibiteur et l'affinit6 de fixation sur la 
s6rumalbumine, (2) la relation entre le pouvoir inhibiteur et la force ionique. 

(c) On a vu que le pouvoir inhibiteur du citrate et du pyrophosphate est plus 
grand que celui correspondant ~ la seule force ionique des solutions; la difference est 
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due  p r o b a b l e m e n t  ~ u n e  f ixa t ion  de ces an ions  sur  l ' e n z y m e  ou la s 6 r u m a l b u m i n e .  

(d) E n f i n  p u i s q u e  les an ions  du  g r o u p e  (a) se f ixen t  sur  la s 6 r u m a l b u m i n e  aux  

m ~ m e s  e m p l a c e m e n t s  que  le m 6 t h y l o r a n g e  n ,  q u o i q u ' a v e c  une  affinit6 b e a u c o u p  p lus  

fa ible  (pour  le NaC1 K d = 2.2. io-~) ,  il es t  poss ib le  q u ' u n e  p e t i t e  p a r t i e  de  t ' i n h i b i t i o n  

observ6e  p a r  les sels du  g r o u p e  (a) soi t  li6e ~t une  f ixa t ion  de ces an ions .  

L ' h y p o t h ~ s e  d ' u n e  ac t i on  spec i f ique  des  an ions  sur  la t r y p s i n e  e l le -m~me r e s t e  

va lab le ,  q u o i q u e  peu  p robab l e .  

N o u s  t e n o n s  k r e m e r c i e r  Mr. le P r o f e s s e u r  RENI~ WURMSER des  s u g g e s t i o n s  e t  

c r i t i ques  qu ' i l  a a p p o r t 6 e s  ~ ce t r ava i l ,  a insi  que  Mr. le D o c t e u r  LEWlN qui  a mi s  

n o t r e  d i s p o s i t i o n  la  s 6 r u m a l b u m i n e  h u m a i n e  ut i l is6e d a n s  ces exp6r iences .  

RI~SUMt~ 

Tous les sels de sodium ~tudi6s, ajout~s A une solution de sdrumalbumine humaine dialysde, se 
comportent comme inhibiteurs de la prot6olyse trypsique de ce substrat. La concentration de sel 
qui donne 5o % d'inhibition est 6- io -~ M pour NaC1 et varie avec la nature et la valence de l'anion 
dans l'ordre suivant: C1- ~-~ Br-  e~ CHACO 2- ~ SCN- ~ S O ( -  ~ HPO4- -  ~ C204-- 
citrate-a ~ p20~(-a et-4) ~ m6thylorange-. 

Les parts correspondant A l'effet de force ionique et ~ la fixation des anions sur la s6ruraal- 
bumine sont discut6es pour les diffdrents inhibiteurs. 

SUMMARY 

All sodium salts, when added to a dialysed solution of serumalbumin, behave as inhibitors of 
tryptic proteolysis of this substrate. The concentration of salt giving 5o % inhibition is 6. Io-*M 
for NaC1 and varies with the nature and valency of the anion in the following order: C1- ~ Br-  
CHACO 2- ~ SCN- ~ SOa--  ~ H P O a - -  ~ C204-- ~ citrate -3 ~ P,O7(-3,-*) ~ methylorange-. 

The parts corresponding to the effect of ionic strength and to the fixation of the anions on 
the serumalbumin are discussed for the different inhibitors. 
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