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SUMMARY 

Purification and properties of deoxyribonuclease I inhibitor from rat serum 
By means of chromatography on DEAE-cellulose and filtration on Sephadex 

G-2oo, we obtained deoxyribonuclease I (EC 3.1-4.5) inhibitor preparations from rat 
serum. The specific activity of these preparations is approx. 200 times that of the 
original material and their purity had been checked by analytical ultracentrifugation, 
utilizing the ultraviolet absorption system, and by electrophoresis in starch gel. 

This inhibitor exhibits the general properties of proteins. Its sedimentation 
coefficient at the concentration of o.I O//o is S~o,w -- 4.6 S, Its mobilitv~ of migration 
during starch-gel electrophoresis is comparable to that of an a2-globulin. 

It acts by fixation on the enzyme stoichiometrically, and apparently molecule 
for molecule. The constant of dissociation of the complex formed is very low 
(1.38" IO -1° M). The strong affinity of the two compounds can cause a pseudo- 
irreversible behavior of the inhibitor at certain concentrations. The inhibition is non- 
competitive after incubation of the enzyme and the inhibitor. The system is in 'mu- 
tual depletion' and the results of the kinetic study agree well with the equation of 
STRAUSS AND CrOLDSTEIN established for such a system. 

The inhibitor is without action on deoxyribonuelease II  (EC 3.1.4.6) and on 
DNA polymerase (EC 2.7.7.7) . 

Many of its properties indicate its close similarity to calf spleen inhibitor II  
extracted by LINDBERG. 

INTRODUCTION 

Des inhibiteurs de nature protdique de la ddsoxyribonucldase I ont 6td trouvds 
dans des cellules et des liquides biologiques de types vari6sl-L 

Rdcemment, LINDBERG s a isol6 et cristallisd deux de ces inhibiteurs, prdsents 
dans la rate de veau. 

Pour notre part, nous awms extrait et dtudid un inhibiteur sdrique de la dds- 
oxyribonucldase I chez le rat .  La mdthode de purification, l'dtude des proprigtds 
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I~TUDE D'UN INHIBITEUR DE LA DI~SOXYRIBUNOCLEASE I 14 9 

physicochimiques et du m6canisme d'action de cet inhibiteur font l 'objet du prdsent 

article. 

MATF.,RIEL ET M1~THODES 

Le sang du rat  est recueilli par ponction aortique, le s6rum est s~par~, centri- 
fug~ puis dialys6 contre le tampon de d6part utilisd pour la chromatographie. 

L'estimation des prot6ines a 6td effectu6e par lecture de l 'absorption optique 
E1 cm = 11.4, valeur trouvde 280 m/z, en adoptant  comme coefficient d 'extinction: ~% 

pour la d4soxyribonuclfiase I 5. pH neutre dans le tampon phosphate o.o5 M. 
Les mesures d'activit6 inhibitrice ont dt6 effectudes selon trois m4thodes: 

m~thode viscosim~trique d~i~ d~crite 9, mfithode spectrophotomftrique de KUNITZ TM 

modifi6e par LINDBER(; v et mdthode titrimdtrique 5_ pH constant d6riv6e de celle de 
THOMAS 11. 

Les conditions exp6rimentales employ6es pour cette derni~re mfthode sont les 
suivantes: concentrations en DNA: 1. 5 mg/ml, en d~soxyribonucl6ase pancr6atique: 
I #g/ml, en sulfate de magnfisium: o.oo5 M, en chlorure de sodium: o.o25 M. Le pH 
est fix6 5. 7.5 et la vitesse de rfaction est mesur6e par la quantit6 de soude d61ivr6e 
par unitd de temps dans le vase de rdaction, pour que le pH reste constant, la temp6- 
rature 6tant r4gl6e 5. 25 °. L'appareil  utilis~ iciest  un pH m~tre Radiometer TTT I C 
6quip6 d'une autoburette ABU Ia  et d 'un enregistreur SBR 2 C. 

L'inhibiteur agissant par fixation stoechiom4trique sur l 'enzyme, comme nous 
le verrons plus loin, les quantitds d'inhibiteur ont 6t4 exprim~es en quantitds 6qui- 
valentes de ddsoxyribonucldase inhibfe. L'activit6 spdcifique des dchantillons est 
d6finie comme le nombre de / ,g  de ddsoxyribonucldase inhibde par #g de protfiines. 

On utilise: une ddsoxyribonuclfiase cristallis6e de pancrfas de boeuf (Sigma) 
(d6soxyribonucldate oligonuclfotido hydrolase, EC 3.1.4.5); un DNA hautement 
polym6risd de thymus de veau (laboratoires Choay), pr@ard par une modification 
de la mdthode de KIRBa "12. Son profil de fusion dans o.15 M NaC1 + o.o15 M 
citrate trisodique donne: Tm = 87.2°; hyperchromicitd = 44O/o . Sauf indications 
contraires, le DNA est utilisd 5. l 'dtat natif. Dans eertaines exp6riences particu- 
li6res, on a dt4 amen6 5. d6naturer le DNA en chauffant IO min 5. IOO ° la solution 
1. 5 mg/ml de DNA, sulfate de magn6sium o.oo5 M, chlorure de sodium o.o25 M. 
Apr~s trai tement thermique, on a refroidi rapidement cette solution dans un bain 
d'eau glac6e et on a continu~ l 'application de la mdthode titrim4trique selon les in- 
dications pr6c6dentes. 

Les dlectrophor6ses en gel d 'amidon ont 4t6 effectu4es selon la m~thode de 
POULIK la. Afin de comparer les vitesses de migration, on a fait migrer le front du 
tampon borate d'une longueur dgale (IO cm apr6s la fente) dans toutes les expd- 
riences. 

Les ultracentrifugations analytiques ont 6t6 r6alis6es au Centre d'Ultracentri-  
fugation du C.N.R.S., dirig4 par Madame S. WURMSER et les analyses d'aeides 
aminds, darts le laboratoire de Monsieur R. VENDREL¥ selon la m~thode de SPACK- 
MAN, STEIN ET MOORE 22. 

On a concentr6 les solutions de prot4ines par dialyse contre du polydthyl~ne 
glycol 15 ooo (Carl Roth). 

La recherche de quelques compos6s glucidiques pr6sents dans les glycoprot6ines 
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15o G. BERGER, P. MAY 

du s6rum a 6t6 effectu6e : celle des hexoses, par la m6thode & l'orcinol, celle des hexosa- 
mines & l'aide du r6actif d'Ehrlich et celle des m6thyl-pentoses par la cyst~inO 4. 

PURIFICATION DE L'INHIBITEUR SI~RIQUE DE RAT 

C hr omatogr ap hie sur D E A E-cellulose 
Cette op6ration a d6j~t 6t6 d6crite 15. Les modifications apport6es depuis sont 

relatives aux quantit~s: 5oo ml de s6rum sont introduits sur une colonne de 75 g de 
DEAE-cellulose. Apr&s lavage des prot6ines non adsorb6es, l'inhibiteur de d6soxy- 
ribonucl6ase I fix6 sur la colonne est 61u6 avec un tampon de pH d6croissant et de 
force ionique croissante (Fig. i). 

'13 

lo'oo 

t A > \ / \ / \  

O.I~M, + + + , ~ : r  
I :v 

2000 3000 m l  d'e' luot 

Fig. i. Chromatographie  sur DEAE-cellulose de s6rum de rat. L'activit4 inhibitrice est exprimde 
e n / , g  de ddsoxyribonucl6ase inhib6e par  ml d'61uat, les mesures 6rant effectu~es selon la m6thode 
viscosim6trique. . - - . - - ,  densit6 optique & 28o m#;  + - - + - - - + ,  molarit6; × -  ×----×,  activit6 
inhibitrice; O - - O ,  pH. 

Le rendement en prot6ines est quantitatif, l'activit6 inhibitrice est retrouv6e 
avec un rendement sup6rieur ~ 9o% et l'activit6 sp6cifique est multiplife par 6o 
environ. 

Filtration sur gel de Sephadex G-2oo 
Les fractions obtenues, concentr~es & l'aide de poly6thyl+ne glycol et dialys6es, 

sont ensuite pass6es 3 lois de suite sur une colonne de Sephadex G-2oo (r6f. 5). 
L'activit6 inhibitrice est ainsi s@ar6e d'une fraction importante de prot~ines (Fig. 2) 
contenant vraisemblablement de la c6ruloplasmine, reconnaissable & sa couleur 
bleut6e. Le rendement en activit6 inhibitrice de la filtration est toujours quantitatif. 
Pour lx suite des operations, on garde uniquement les fractions d'activit~ sp~cifique 
maximale. On recommence ainsi la filtration deux fois de suite et l'on obtient finale- 
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Fig. 2. i~re filtration moMculaire sur gel de Sephadex G-coo. L'activit6 inhibitrice est exprimge 
en/~g de d6soxyribonucMase inhib~e par  ml d'61uat, les mesures 6rant effectu~es selon la m6thode 
viscosim6trique. - -  . . . .  , densit6 optique & 280 m/~; × - - × ,  activit6 inhibitrice. 

ment des fractions dont l'activit6 sp6cifique est multipli6e de I8O-24 o fois, selon 
l'activit6 du s6rum de d6part. Le fait d'avoir 61imin6, apr~s chaque filtration, les 
fractions de moindre activit6 sp6cifique r6duit en fin de compte le rendement effectif 
en inhibiteur purifi~ & la valeur de 20% environ. 

c 

• 1.o i~ ZOO 
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Fig. 3. 3~me filtration moMculaire sur  gel de Sephadex G-2oo. L'activit6 inhibitrice est exprim~e 
en/ug de d4soxyribonucl4ase inhib4e par  ml d'dluat, les mesures 4tant  effectudes selon la m4thode 
viscosim4trique. , densit4 optique k 28o m/z; × - - X ,  activit4 inhibitrice. 
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152 G. BERGER, P. MAY 

Critbres de puretd 
zer critbre: Lors de la 3+me filtration sur gel de Sephadex, l'activitfi inhibitrice 

est sensiblement proportionnelle k la concentration en prot6ines (Fig. 3). 
L'activitfi sp~cifique est respectivement de o.2I, o.37, o.47/~g de d6soxyribo- 

nucl6ase inhib4e//~g de prot6ines selon qu'elle est d6termin~e par les m6thodes vis- 
c:)simfitrique, spectrophotom4trique ou titrim6trique A pH constant. Nous tenterons 
d'expliquer plus loin ces diff6rences. Les valeurs obtenues iei sont du m~me ordre de 
grandeur que celles donn~es par LI~'DRER(; 8 pour l'inhibiteur II cristallis~, extrait de 
la rate de veau. 

_obme critbre. Les pr@arations pr4sentent A l'analyse par 61ectrophor+se en gel 
d'amidon une bande tr+s largement pr6dominante (bande No. i, Fig. 4)- Cette bande 

iii i ii iii! iiil 

a b c 

Fig. 4" Electrophor~ses en gel d 'amidon d ' inhibiteur de d4soxyribonucl0ase [. a. l~,'lectrophor~se 
de i mg de ddsoxvribonuclOase 1. b. l;21ectrophor~se du mOlange de I mg de d~Ssoxyribonucldase 1 
et de L mg d'inhibiteur,  c. Electrophor&se de ~ mg d ' inhibi teur  de dOsoxyribonucldase l (reprd- 
sent4e pour 3 prdparat ions diff4rentes). 

correspond A l'inhibiteur: en effet, lorsqu'on effectue l'6lectrophor~se en presence de 
ddsoxyribonucldase, la bande No. I disparait, et elle est remplacde par une autre 
bande (No. 4), de vitesse de migration inf4rieure; ceci est en faveur de la formation 
d 'un complexe entre le constituant de la bande No. x et la d4soxyribonucl~ase. Les 
bandes No. 2 et 3, de faible intensit4, sont problablement des impuret4s ou des pro- 
duits de ddcomposition de l'inhibiteur. 
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3~me crit~re: L'ultracentrifugation analytique effectufie ~ l 'aide d 'un dispositif 
de mesure de l 'absorption optique ~ 28o m# ne d6c~le qu 'un constituant. Par  la m6- 
thode schlieren, cependant, on note en plus du pic de l 'inhibiteur, un pic dfl ~ la 
pr~sence de poly6thyl~ne glycol, utilis6 pour les concentrations des 6chantillons. 
Cette substance n'absorbe pas la lumi~re ~ 28o m# mais ses solutions ont un indice 
de rdract ion 61ev~. La presence de polyethylene glycol dans nos pr@arations n'influe 
pas sur les mesures d 'absorption optique ~ 28o m# ni sur les mesures d'inhibition. 

PROPRII~TI~S PHYSICOCHIMIQUES 

L'inhibiteur de d~soxyribonucl6ase I extrait  du s~rum de rat, comme la plupart  
des inhibiteurs de cet enzyme d6j~ d6crits, pr6sente les propri6t6s g6n6rales des 
prot6ines. 

I1 est sensible/~ l 'action de la trypsine, non dialysable, sensible g la chaleur, 
la dilution, et son maximum de stabilit6 se situe aux alentours de pH 7. I1 est con- 
sid6rablement stabilis6 en solution par l 'addition de I ~o de mercapto~thanol (cf. r6f. 7). 
On peut le congeler et le lyophiliser mais on perd alors jusqu'~ 3o% de son activitd 
sp6cifique. 

Sa vitesse de migration en 61ectrophor~se en gel d 'amidon est comparable /~ 
celle d 'une a2-D globuline, ddcrite dans le sdrum de rat  par BOFFA ET FIXE 16. 

Son coefficient de sddimentation est de 4.6 S ~ 2o °, par rapport/~ l'eau, et 5 la 
concentration de o . I%.  

Nous avons tent6 d'dvaluer son poids moldculaire (et celui de la ddsoxyribonu- 
cldase I) par la m~thode de filtration sur gel de Sephadex G 200, en utilisant les for- 
mules de LEACH 17 et les courbes de ANDREWS ls, reliant les volumes d'~lution aux poids 
moldculaires. Les valeurs respectives de 27 ooo et 30 ooo ont dtd trouvdes par ces 
deux mdthodes pour la ddsoxyribonucldase I, et celles de 55 ooo et 56 500 ont dtd 
attribudes h son inhibiteur. 

Ces valeurs sont en bon accord avec celles trouvdes par LINDBERG s, par la 
m6thode d'Archibald, tant  pour la ddsoxyribonucldase 1, que pour l ' inhibiteur I I  
cristallisd. 

D'autre  part ,  I /zg de notre prdparation inhibant compl6tement o.47#g de 
d6soxyribonucldase pancrdatique (mesure effectude par la mdthode trimdtrique), le 
complexe enzyme inhibiteur est vraisemblablement form6 d'une molecule de chacun 
des constituants. 

On a obtenu la composition suivante en acides aminds, exprimde en pourcentage 
du poids de protdines de l'dchantillon, mesurd comme plus haut: Asp 9.9; Thr 6.7; 
Ser 7.0; Glu 12.4; Gly 3-3; Ala 4.7; Val 8.3; Met 3.3; Ile 4-9; Leu lO.6; Tyr  5.5; Phe 
6.3 ; Lys 7.0 ; His 1.8 ; Arg 5.2. 
Ces rdsultats apellent les remarques suivantes: 

(a) Le t rvptophane n 'a  pas dt6 dosd, la mdthode d'analyse employde ne le per- 
met tan t  pas. 

(b) La mdthode d'hydrolyse utilisde est susceptible de ddtruire une fraction 
importante  (jusqu'~ la moitid) de la cystdine dventuellement prdsente dans la pro- 
tdine, ce qui rend impossible une ddtermination quanti tat ive de cet acide amind. 
N ous signalerons cependant que nous n 'avons ddceld aucun pic de cystdine sur 
le chromatogramme. 
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154 c. BERGER, P. MAY 

(c) Nous avons not6 la pr6sence de 6% de proline environ. Toutefois cette 
ddtermination est approximative car le pic de l'acide glutamique interf6re avec celui 
de la proline. 

Enfin, les quantit6s de compos6s glucidiques (hexoses, hexosamines, m6thyl- 
pentoses) pr4sents dans nos pr6parations, sont faibles et 6chappent & une d6termina- 
tion prfcise. L'inhibiteur de d6soxyribonucl6ase I du s6rum de rat n'est donc pas 
une glycoprot6ine. 

PROPRIIZTI~S ENZYMOLOGIQUES 

Fixation de l'inhibiteur sur l 'enzyme de manikre non compdtitive avec le substrat, dans 
un systkme en d@ldtion mutuelle 

(i) Nous avons montr6, dans une pr6c6dente note 5 que l'inhibiteur s6rique de 
rat agit par fixation sur la d6soxyribonucl6ase I. 

(ii) D'autre part, apr6s incubation avec la d6soxyribonucl6ase, l'inhibiteur se 
comporte d'une mani6re non comp6titive vis-&-vis du substrat. La Fig. 5 montre en 
effet que l'inhibition n'est pas diminu6e par l 'augmentation de la concentration en 
snbstrat, dans les limites de concentrations utilisables. 

o~ ~.~ -o.o 5 ~ ~ (~ 

~, o o ~® 

~ o o 

0,025 o o o® 
.~ o 

o 

Jbstrat en mg/m], 
I j . _  

16,6 3&3 50 66,6 

Fig. 5. Influence de la concentrat ion en subs t ra t  sur la vitesse de r6action pour  diverses concen- 
t ra t ions  en inhibiteur. M4thode de mesure viscosim6trique, Concentrat ion en d6soxyribonucl6ase 
5.3.1o-3/ ,g]ml.  Courbe i, sans inhibiteur. Courbes 2-6, respect ivement  1.66, 3.33, 5, 6.66, 
16.6. Io -3/~g/ml d 'une pr6paratioI1 part iel lement  purifi6e d ' inhibiteur.  

(iii) De tr6s faibles concentrations d'inhibiteur purifi6 sufflsent pour obtenir une 
inhibition notable. C'est ainsi que pour notre prfparation la plus pure, l'inhibition est 
pratiquement totale lorsque les concentrations molaires en inhibiteur et en enzyme 
sont 6gales (en effectuant les mesures par la mdthode titrim6trique et en adoptant 
pour poids molfculaires de l'inhibiteur et de la d6soxyribonucl6ase I les valeurs 
respectives de 55 ooo et de 3 ° ooo mesur6es ci-dessus). Dans l'6tude de la fixation de 
l'inhibiteur sur l'enzyme, nous ne pouvons donc admettre la simplification habituelle : 
concentration en inhibiteur libre = concentration en inhibiteur total. 

Dans ces conditions, le syst6me est d i ten  d6pl6tion mutuelle. 
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Vdrification de l 'dquation de STRAUSS ET GOLDSTEIN 
STRAUSS ET GOLDSTEIN 19 ont  6tabl i  l ' 6qua t ion  su ivante ,  re la t ive  aux cas 

d ' i nh ib i t ion  non comp6t i t ive  dans  un syst~me en d6pl6tion mutue l l e :  

[It] i i[Et] 
+ 

Ki 1 i Ki 

Z/t] et [Etj d6signent  r e spec t ivement  ici les concent ra t ions  to ta les  en inh ib i teur  et en 
enzyme.  

i est  l ' inh ib i t ion ,  d6finie pa r  le r a p p o r t  (% v)/v o oil v o et v sont  les vitesses de 
r6act ion respec t ivement  sans inh ib i teur  et en prdsence de celui-ci. 

K i  repr6sente la cons tan te  de dissociat ion du complexe qu 'on  adme t  con- 
s t i tu6 d 'une  molecule d ' enzyme  et  d 'une  mol6cule d ' inh ib i teur .  

Pour  contr51er dans  quelle mesure cet te  6quat ion est v~rifi6e pour  le syst~me 
de la d6soxyribonucl6ase  I e t  de son inhibi teur ,  nous avons trac6, pour  une s~rie de 
concent ra t ions  donn~es en inhibi teur ,  les courbes repr~sentan t  la vitesse de rdact ion 
en fonct ion de la concent ra t ion  en enzyme.  

(i) Lorsque la concent ra t ion  en enzyme est grande  par  r a ppo r t  &celle  de l ' in-  
h ib i t eur  et  lorsque la cons tan te  K ,  est suff isamment  faible,  l ' dqua t ion  gdn6rale se 
ram~ne ~ (r6f. 20): 

v = k([Ed -- [It]) 

On peu t  voir  sur  les Figs.  6 et  7 qua la vitesse de r6act ion est l in6aire dans  la 
r~gion oil IEt] >> [It]. Les por t ions  de droi tes  obtenues  pour  diff~rentes valeurs  de 

/ / S /  
~ _0.05 

/ f . s  

¢/× ¢ / ,  / ¢ / /  
"~ z / /  

¢ / /1 

v / / - Z r~ I NAsa en }lg/ml~10 
1 

Fig. 6. Vitesse de r~action en fonct ion de la concentra t ion  en d~soxyribonucl~ase (DNAse). 
Mdthode de mesure viscosimdtrique. Courbe i, sans inhibiteur.  Courbes 2-6, respec t ivement  
[.66, 3.33, 5, 6.66, 16.6. io  -2/~g/ml, d 'une  pr6parat ion par t ie l lement  purifi6e d ' inhibi teur .  

lit] sont  para l lUes  entre  elles et para l lUes  ~ la droi te  v = k[Et]. Leur  in tersec t ion  
avec l ' axe  des abscissas pe rme t  de d6 te rminer  la concent ra t ion  6quivalente  de 
d6soxyr ibonucldase  inhib6e dans  chacun des cas. 

Cette 6quivalence est r igoureusement  propor t ionnel le  ~ la concent ra t ion  en 
inh ib i t eu r  lorsque les mesures  sont  effectu6es pa r  la m6thode  t i t r im6t r ique  (Fig. 8). 
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Concentr-Clfion en [3 N,# ~e en ] . L g / m l  

Fig. 7. Vitesse de r6act ion en fonct ion de la concen t ra t ion  en d6soxyr ibonucl~ase  (DNAse).  
M~thode de mesu re  t i t r imf t r ique .  Courbe i, d6soxyr ibonucl~ase  seule. Courbe z, d~soxyr ibonu-  
cl6ase + 3 #g /ml  de prdpara t ion  d ' inh ib i t eur  pa r t i e l l ement  purifi6. 

Par contre, on observe un 16ger 6cart & la proportionnalit6, lorsque les concen- 
trations en inhibiteur augmentent, dans le cas de la mfithode viscosimdtrique (Fig. 9). 
De plus, pour un nl~me ~chantillon d'inhibiteur, les trois m6thodes de mesure don- 
nent des valeurs diff6rentes d'activitd spfcifique. Ces differences pourraient s'ex- 
pliquer par une dissociation rdversible de l'inhibiteur en sous-unit6s inactives vis-h- 
vis de la d6soxyribonucl~ase, dissociation qui serait d 'autant  plus importante que la 
concentration en inhibiteur serait plus faible. En effet, l'6quivalence en ddsoxyribo- 
nucl6ase d'un dchantillon augmente en m6me temps que les concentrations en inhi- 
biteur utilis6es, lorsqu'on passe de la m6thode viscosim~trique ~ la m6thode spectro- 

4:1 

_2 

2. 4. 6 

Fig. 8. Equ iva lence  s toech iom6t r ique  en t re  la d6soxyr ibonucl6ase  I (DNAse) et  son inh ib i teur .  
M6thode de mesu re  t i t r im6t r ique  k p H  cons tan t .  On a utilis6 une  p repara t ion  pa r t i e l l emen t  
purifide d ' inh ib i teur .  
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ETUDE D'UN INHIBITEUR DE LA DI~SOXYRIBONUCLI~ASE I 157 

photom6tr ique puis ~ celle de titrim~trie. Cependant les zones de concentrat ions 
facilement utilisables dans les trois m6thodes ne se recoupent  pas, et l 'on ne peut  
faire une 6tude complete en fonction de la concentrat ion,  qui pourrai t  vdrifier l 'hypo-  
thfise avanc6e. 

Les courbes de dosage de l ' inhibiteur montrent  la d6croissance lin6aire de la 
vitesse de r6action en fonction de la concentrat ion en inhibiteur 9 et illustrent aussi la 
pr6c~dente formule. 

% 

,== 

_5 
~ / /  

/ f  t /  

_1.6 

16 33 50 66 J.=.9/ml de pr~_ rotion 
d'inhibiteur xlO 3 

Fig. 9- Comme Fig. 8, mais par  la m~thode de mesure viscosim~trique et pour  une aut re  prepa-  
ra t ion d' inhibiteur.  

(ii) Lorsque la concentrat ion en inhibiteur est grande par  rapport  /t celle de 
l 'enzyme, et dans le cas de la m6thode !itrim6trique, l ' inhibition est pra t iquement  
totale et aucune 6tude ne peut  ~tre faite. Par  contre, avec la m6thode viscosimdtrique, 
les concentrat ions en enzyme et en inhibiteur sont 15o fois plus faibles environ, le 
complexe formd entre ces deux const i tuants  est partiellement dissoci6 et une activit6 
enzymat ique  r6siduelle est encore mesurable. 

L '6quat ion g6n6rale se simplifie et devient2°: 

k[Et] 
v 

lit] 
I + - -  

K~ 

La vitesse de r6action est alors proportionnelle 5. la concentrat ion en enzyme, 
pour  une concentrat ion donn6e en inhibiteur. C'est bien ce que l 'on observe sur la 
partie des courbes de la Fig. 6 au voisinage de l'origine, partie d ' au t an t  plus impor- 
tante  que la concentrat ion en inhibiteur est plus grande. 

D 'au t re  part ,  la formule pr6c~dente peut  s'6crire aussi: 

Vo [It] 
- - - -  i x - - - -  
V Kf 

La grandeur  Vo/V --  I doit ~tre, dans ce cas, proportionnelle ~ la concentrat ion 
en inhibiteur utilis~e et ind6pendante de la concentrat ion en enzyme. La Fig. IO 
illustre ce r6sultat. 

Au total,  nos donn6es exp6rimentales sont en bon accord avec l '6quation de 
STRAUSS ET GOLDSTEIN relative 5. un inhibiteur non comp6ti t if  avec le substrat ,  
dans un syst~me en d6pMtion mutuelle. 
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Fig. zo. Propor t ionnMit4  ent re  la concen t ra t ion  en inh ib i t eu r  e t  la g randeur  vo/v --- [. Mdthode 
de mesure viscosimdtr ique.  Concent ra t ions  en d4soxyr ibonucl4ase:  O, 2.6. i o -3 / , g / ml ;  X, .5.3" 
io  -3 ~g /ml ;  + ,  6.6. io  -3/zg/ml;  O, 8.0- io  -3 #g/ml .  

Calcul de la constante de dissociation Ki  du complexe inhibi teur-enzyme 
Pour  calculer la constante de dissociation Ki du complexe inhibiteur enzyme, 

nous avons utilis6 les r6sultats exp6rimentaux de la Fig. 6, obtenus par la m6thode 
viscosim6trique. Nous avons d6termin6 la quantit~ de d6soxyribonucl6ase inhib~e 
par/~g de notre 6chantillon d'inhibiteur.  Admet t an t  que l 'union enzyme inhibiteur 
se fait mol6cule h mol6cule et prenant  comme poids mol6culaire de la d6soxyribonu- 
cl6ase la valeur de 3 ° ooo, nous en avons d6duit pour chaeune des courbes de la 
Fig. 6, la concentrat ion mol6culaire de l ' inhibiteur IIt-. La partie des courbes au 
voisinage de l'origine nous a permis de calculer la grandeur  [It!/K~ --  Vo/V --  I. Le 
rappor t  de ces deux grandeurs  nous a donn6 Ki.  Les r6sultats ainsi obtenus sont 
indiqu6s dans le Tableau I. 

T A B L E A U  [ 

DI~TERMINATIONS DE K, 

C o u r b e s  [ i t ]  • [ o l °  Vo/V - -  r t ~  l • I O  1° 

No. (M) (m)  

2 0.34 0.26 1.3z 
3 0.69 0.48 1.44 
4 1.°3 °.73 1.41 
5 1.38 I 1.38 
6 3.44 2.5 1.38 

Nous obtenons ainsi pour Ki la valeur moyenne  de 1.38'  lO -l° M avec une dis- 
persion faible. Cette valeur permet  de consid6rer que l'affinit6 entre l 'enzyme et 
l ' inhibiteur est tr~s grande. 

Remarques 
(i) I1 est /t noter cependant  que la ddtermination de la valeur de K~ ddpend de 

la valeur choisie pour le poids moldculaire de la ddsoxyribonucl6ase I. Nous awms 

ldiochim. I3iophys. ,qcta, t39 (t967) r 4 8 - I 6 [  
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pris pour ce calcul la valeur moyenne entre nos deux d6terminations (filtration sur 
gel de Sephadex G-2oo) et celle de LINDBERG 8 (m6thode d'Archibald). Si nous 
avions adopt6 la valeur d'environ 6o ooo trouv6e pr~c6demment pour le poids mold- 
culaire de la d6soxyribonucl6ase I (r6f. IO) nous aurions obtenu une valeur de Kl 
deux fois plus faible, ~ peu pr~s. 

La puret6 de la d6soxyribonucl6ase utilis6e est essentielle pour le calcul de sa 
concentration. Nous avons employ6 une d~soxyribonucl6ase pancr6atique cristallisde 
dont l'activit6 sp6cifique est sensiblement constante dans toute la largeur du pic oil 
elle passe, lors d'une chromatographie sur DEAE-cellulose ou d'une filtration sur gel 
de Sephadex G-2oo. 

La puret6 de la pr@aration d'inhibiteur, par contre, est moins essentielle, 
puisqu'on d6termine la concentration vdritable en inhibiteur par l'dquivalence en 
d6soxyribonucl~ase inhib6e. 

Enfin, la constante d'inhibition calcul~e ici s'applique au syst~me inhibiteur 
s6rique de rat-d6soxyribonucldase pancr~atique de bceuf, que nous avons choisi 
pour des raisons de commodit6. En effet les essais de purification de l'inhibiteur 
s6rique de bceuf ont toujours dt6 infructueux. Celui-ci est tr~s labile et il est d~truit 
lors des chromatographies. I1 est possible que la valeur de Ki soit diffdrente lorsqu'on 
utilise l'inhibiteur de bceuf. Cependant on peut penser que dans ce cas elle est 
encore plus faible et que les r6sultats n'en sont pas modifi6s qualitativement. 

(ii) On a pu voir sur la Fig. 7, que lorsque les mesures de vitesse sont effectu~es 
par la m6thode titrim6trique ~ pH constant, l'inhibition est pratiquement compl&te 
tant que la concentration en enzyme reste inf6rieure ~ une valeur d6termin6e par la 
stoechiom6trie de l'union enzyme-inhibiteur. I1 est facile de montrer que ce com- 
portement pseudo-irr~versible de l'inhibiteur est dfi au domaine des concentrations 
employees dans cette m~thode. 

En effet, en appliquant la formule g6n6rale de STRAUSS ET GOLDSTEIN, pour 
EEtl = lit2 = environ 3 '  IO-8 Met avec la valeur de Ki pr6c6demment trouv~e, on peut 
voir que l'inhibition i = o.94, c'est-~-dire qu'elle est pratiquement totale. Le m~me 
calcul, appliqu6 pour les concentrations employ6es dans la m6thode viscosim6trique 
([Etj = lit! = environ 2. IO -1° M) donne pour i une valeur de o.45. Dans ce dernier cas, 
il existe une activitd enzymatique r6siduelle et donc une vitesse de r~action non 
n6gligeable. 

(iii) Nous avons vu que l'inhibition n'est pratiquement pas modifi6e par une 
augmentation de la concentration en substrat. Ce caract~re non comp~titif/t l'6gard 
du substrat, lorsque l'inhibiteur a pr6alablement fit6 incub~ avec l'enzyme, ne permet 
pas cependant d'affirmer l'ind~pendance, sur l'enzyme, du site d'action sur le sub- 
strat et du site de fixation de l'inhibiteur. En effet, la tr~s forte affinit6 de l 'enzyme 
pour l'inhibiteur pourrait emp~cher le d@lacement ult6rieur de ce dernier par le 
substrat. 

Spdcificitd d'action de l'inhibiteur vis-d~-vis de l'enzyme 
L'inhibiteur de d6soxyribonucl6ase I du s6rum de rat n 'a pas d'action sur la 

d6soxyribonucl6ase I I  (EC 3.1.4.6 , d6soxyribonucldase de rate de veau). On observe 
seulement un ldger retard dans le d6marrage de la r6action de cet enzyme. 

I1 n 'a pas non plus d'action directe sur la DNA polym6rase (EC 2.7.7.7) 
comme l'a montr6 DE RECONDO 21. 
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I I 
5 |0 concentration en inhlbiteur 

partiellement purifig en ~cj/ml. 

Fig. I I. Dosage d ' inh ib i t eu r  de d6soxyr ibonucl~ase  I par  la m6thode  t i t r im6t r ique  5. p H  cons tan t .  
Concen t r a t ion  en d6soxyribonucldase,  i /~g/ml.  Condi t ions  exp6r imenta les  d~taill6es dans  le t ex te  
(cf. MATf~RIEL ET M£THODES). Courbe I, , D N A  natif .  Courbe 2, × - - × ,  D N A  d6natur6  
t h e r m i q u e m e n t .  

Signalons enfin que l'6tat du substrat n 'a pas d'influence sur le dosage de 
l'inhibiteur. L'activit4 spdcifique d'un 6chantillon d'inhibiteur mesur6e par la 
m6thode titrim6trique est identique lorsqu'on utilise du DNA natif ou du DNA 
d6natur6 par la chaleur (Fig. ii) .  Ce r6sultat s'accorde avec le fait que l'inhibiteur 
agit par fixation sur l 'enzyme et non sur le substrat. 

RESUM~ 

Par chromatographie sur DEAE-cellulose et filtration sur Sephadex G-zoo, on 
a obtenu, ~ partir de s6rum de rat, des pr@aration d'inhibiteur de d6soxyribonu- 
cl6ase I (EC 3.1.4.5), dont l'activit6 sp6cifique est environ 2oo fois celle du mat6riel 
de d6part. La puret6 de ces pr6parations a fit6 contr616e par ultracentrifugation 
analytique en utilisant le syst6me d'absorption ultraviolet et par 61ectrophor6se en 
gel d'amidon. 

L'inhibiteur s6rique pr6par6 ici pr6sente les propri6t6s gfnfrales des prot6ines. 
Son coefficient de s6dimentation/~ la concentration de o.1% est 6gal/~ s20,w -- 4.6 S. 
Sa vitesse de migration ~ l'61ectrophor6se en gel d'amidon est comparable ~ celle 
d'une a2-globuline. 

I1 agit par fixation sur l'enzyme, d'une manibre stoechiom6trique, et vraiseln- 
blablement molfcule pour mol6cule. La constante de dissociation du complexe 
form6 est tr6s faible (1.38" IO -10 M), La forte affinit6 des deux composds peut nl~me 
entralner un comportement pseudo-irreversible de l'inhibiteur dans certaines des 
conditions de concentration 6tudi6es. L'inhibition est du type non comp6titif avec le 
substrat, apr+s incubation de l'enzyme et de l'inhibiteur. Le syst~me est en 'd@l~tion 
mutuelle' et les r6sultats de l'6tude cin6tique sont en bon accord avec l'6quation de 
STRAUSS ET GOLDSTEIN 6tablie pour un tel syst+me. 

I1 est sans action sur la d6soxyribonucl6ase I I  et sur la DNA polym6rase. 

14iochim. Biophys. A cta, 139 (T9~)7) 148-161 
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Beaucoup de ses propri6t6s nous conduisent ~t le rapprocher  de l ' inhibiteur I I  
extrait  de la rate de veau par  LINDBERG. 
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