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PN 10059
Etude cinétique comparée de I'hydrolyse des lactoglobulines A et B*

La protéolyse de la lactoglobuline par la trypsine a été étudiée antérieurement sur
une protéine issue d’'un mélange de laits:2. On sait actuellement qu’il existe dans
le lait de vache, deux lactoglobulines génétiquement différentes3. Ces protéines n'ont
pas la méme charge globale4, en particulier dans la zéne de pH correspondant a
Iactivité de la trypsine. D’autre part, leur composition en aminoacides différe
légérement®. 11 fallait donc reprendre I'étude de la protéolyse trypsique de chacune
de ces deux protéines.

Les lactoglobulines sont préparées au laboratoire par la méthode de PALMERS,
modifiée?. Les types A et B sont identifiés par électrophorése sur papier et par
ultracentrifugation analytique. La trypsine (EC 3.4.4.4) (produit Worthington, qui
contient environ 50%, de MgSO,) est dissoute dans HCl o.01 N et dialysée contre
cette solution jusqu’a élimination totale de MgSO,.

La cinétique d’hydrolyse des lactoglobulines par la trypsine a été suivie essen-
tiellement par la méthode potentiométrique & pH constant®, qui permet une bonne
détermination des vitesses initiales. Dans des conditions identiques (c’est-i-dire en
solution dans le chlorure de sodium 0.1 M 4 pH 7.00 et 35°), 4 des concentrations
d’enzyme et de substrat égales, la vitesse initiale d’attaque trypsique de la lacto-
globuline B est 3.5 fois plus faible que celle de la lactoglobuline A. Cependant lorsque
nous prolongeons I'hydrolyse, la rapport entre le nombre de liaisons peptidiques
rompues dans les lactoglobulines A et B, diminue avec le temps de protéolyse. De
3.5 en début de réaction, il passe & 1.1 au bout de 3 h d’hydrolyse. Nous observons
également, qu'un méme pourcentage de produits (109, pour les deux substrats)
précipitables par I'acide trichloracétique a 59%,, en solution aqueuse 4 30%, d’alcool,
subsiste dans le milieu réactionnel aprés une trentaine d’heures de protéolyse. Ceci
semble en accord avec le fait que les deux lactoglobulines A et B contiennent le
méme nombre de résidus lysine et arginine.

Indépendamment de cette étude, des différences dans les vitesses d’attaque des
lactoglobulines A et B ont été mises en évidence dans un autre laboratoire®, au
moyen de techniques différentes.

—

b~y

\

A~
\o o,
O~a,

o 2 1 ]
o o1 , 0.2
[

Fig. 1. Hydrolyse trypsique des lactoglobulines A et B. Représentation de Eadie. La vitesse

initiale v est exprimée en liaisons peptidiques détruites min-1-ml-! x 107’. La concentration

d’enzyme est ¢ == 100 y/ml. Temp. = 35°; NaCl, o.1 M pH = 7. A, lactoglobuline A; Q, lacto-
globuline B.

* Une partie de ce travail a fait 'objet d’une communication au Congrés International de
Biophysique de Stockholm (Aout 1961).
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Nous avons déterminé les constantes cinétiques de ces réactions: constante de
Michaelis Ky, et constante spécifique de décomposition du complexe enzyme-—
substrat £s a partir de la représentation de Eadie (Fig. 1): les résultats sont groupés
dans le Tableau I:

TABLEAUI
Substrat Km ks
(mg!mli) (sec™1)
Lactoglobuline A 5.7 + 1 0.07
Lactoglobuline B 6 + I 0.02

L’étude cinétique de ces réactions montre tout d’abord que la constante de
Michaelis Ky, est la méme pour les lactoglobulines A et B. Les différences dans les
vitesses initiales d’attaque enzymatique résultent donc de variations dans les con-
stantes spécifiques de décomposition de ces complexes.

L’affinité de la trypsine est donc la méme pour les deux lactoglobulines malgré
leur différence de charge (4z = 2 au-dessus de pH 6)% Par conséquent, la charge
électrique globale du substrat n’intervient pas dans son association avec l'enzyme.
Ceci est en accord avec les résultats antérieurs!?, qui montrent que I’association
trypsine-lactoglobuline n’est pas de nature électrostatique. D’autre part, la portion
de la molécule portant les deux groupements carboxyliques supplémentaires (acides
apartiques) dans la lactoglobuline A n’intervient pas dans la formation du complexe
intermédiaire.

Les différences de structure (charge électrique ou constitution chimique) entre
les deux lactoglobulines semblent intervenir seulement au stade de la décomposition
du complexe intermédiaire. Des analyses chimiques®.!L, révélent qu’il existe dans la
lactoglobuline A deux acides aspartiques et deux valines de plus, deux glycines et
deux alanines de moins que dans la lactoglobuline B. A partir d’hydrolysats chymo-
trypsiques des lactoglobulines A et B, ont été isolés!? deux peptides A et B dans
lesquels un acide aspartique est remplacé par une glycine. Dans ces peptides, il y a
4 liaisons hydrolysables par la trypsine. Comme cela est observé pour I'hydrolyse
de certains peptides!® la présence d'un groupement carboxylique chargé négative-
ment (acide aspartique) au voisinage d’une liaison peptidique doit faciliter la rup-
ture de celle-ci. Ceci laisse supposer que cette liaison est I'une des premiéres a rompre
dans les lactoglobulines A et B.

D’autre part la charge globale de la protéine peut intervenir dans la décomposi-
tion du complexe. L’étude cinétique de la réaction en fonction du pH permet d’ap-
porter quelques précisions sur ce point. Les valeurs de Ky, a différents pH sont
identiques pour les deux lactoglobulines, elles correspondent aux erreurs d’ex-
périence prés A celles qui avaient été déterminédes avec le mélange des deux pro-
téinest2, C'est-a-dire dans des conditions extrémes, Km passe de 6 mg/ml a pH 7.0
4 3 mg/ml A pH 8.5. Les modifications de Ky, en fonction du pH feront I'objet d'une
étude ultérieure.

Par contre, la variation de ks en fonction du pH est différente pour les deux
lactoglobulines A et B. On obtient deux courbes en S décalées I'une par rapport a
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Fig. 2. Variation de la constante spécifique de vitesse de décomposition du complexe, kgisec™?)
en fonction du pH. Temp. = 35°; NaCl, o.1 M. 4, lactoglobuline A; @, lactoglobuline B.
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I'autre par une translation suivant I'axe des pH (Fig. 2). L’activité optimale de la
trypsine vis-a-vis de la lactoglobuline A, atteinte & pH 8.0 est 1égérement supérieure
a l'activité maximale de la trypsine envers la lactoglobuline B, atteinte & pH g.0
seulement. On a montré!®, que l'activation du complexe trypsine- lactoglobuline
s’accompagne de la perte d'un proton. La charge globale de la lactoglobuline A ou
I'influence de l'acide aspartique doit favoriser le départ de ce proton.

L’analyse cinétique que nous avons faite, nous a permis de préciser que la
trypsine & méme affinité pour les deux lactoglobulines A et B. Les différences de
vitesse d’hydrolyse résultent de variations dans les constantes spécifiques de dé-
composition des complexes intermédiaires: ces variations sont imputées & une dif-
ference dans la structure primaire au voisinage vraisemblablement de l'une des pre-
miéres liaisons hydrolysables et a 'influence des differences de charges qui résultent
de telles structures.
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