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SUMMARY 

Kinetic evidence for transesterification during the tryptic hydrolysis of lysine ethyl ester 
in the presence of various alcohols 

During hydrolytic reactions catalysed by an enzyme in the presence of nucleo- 
philic reagents competing with water, new products hydrolysable by the enzyme can 
appear. These products can perturb the kinetics of the hydrolysis of the initial sub- 
strate. 

From a general scheme involving a covalent intermediate such as an acyl- 
enzyme, the resolution of the system gives complex relationships. These relationships 
can he simplified if the concentration of initial substrate, and substrates appearing 
from the nucleophilic competition, are very small compared with their respective 
apparent Michaelis constants. 

These equations are verified in the particular case of the tryptic hydrolysis of 
lysine ethyl ester in the presence of various alcohols. 

The kinetic analysis shows that  the ratio of kJKs increases from lysine ethyl 
ester to benzyl, butyl and pentyl esters. 

INTRODUCTION 

Au cours des r6actions d'hydrolyse enzymatique et du fait de la comp6tition 
nucl6ophile entre l 'eau et ses analogues1, 2 il peut apparaitre dans le milieu r6actionnel 
des produits qui sont 6galement des substrats de l 'enzyme. Si on mesure des vitesses 
initiales, il est inutile de se pr6occuper de cette 6ventualit6, la concentration de ces 
produits 6rant n~gligeable au tout d6but de la r6action. I1 n'en est plus de m~me si 
on dtudie la cin6tique complete d'hydrolyse et il faut alors tenir compte de Vinci- 
dence de ces produits sur le cours de la r6action. 

Abrdv ia t ions  : L E E ,  es ter  d thy l ique  de la L-lysine; LME,  es ter  md thy l i que  de la L-lysine. 
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PARTIE THI~ORIQUE 

Le Sch6ma cin6tique I d6crit cette situation dans l'hypoth&se d'un interm6- 
diaire covalent ES' commun ~t S et S*, qui peut-~tre un acyl enzyme par exemple 2. 

t 

k 2 P  1 + , 
E+S""  ~,ES"" ~ ES I k 3 > E + P  2 

¢t t • 
k2 k-2 P! 

ES ~ 

E+S ~ 

Sch6ma I 

Dans ce sch6ma, l'indice ..... se rapporte au substrat  et aux complexes form6s 
lorsque l'interm6diaire covalent ES' r6agit avec l 'agent nucl6ophile PI*. 

Par  rapport  aux sch6mas cin6tiques pr6c6demment propos6sl, ~, S* 6quivaut 
P3 et PI* a N. 

Par  exemple si S est un ester et N u n  alcool, S* sera ~galement un ester, et P2 
un acide. 

Dans le Sch6ma I, on peut n6gliger k__~*Pl* en admet tant  par exemple que k_ 2 
et k_s* sont du m~me ordre de grandeur et que PI* est tr~s sup6rieur ~ P1 (et ~ S). 

dS dS* d P  2 
On obtient ainsi ~ l '6tat stationnaire, les expressions de et 

d t '  dt dt 
dS d P  2 dS* 

donn~es dans l'appendice. Ces expressions v~rifient la relation: ÷ 
dt dt dt 

Pour S << K m  et S* << Kin*, ces expressions se simplifient et peuvent se mettre sous 
la forme: 

dA 
- -  = ( k A B  "~- k A c )  A (I) 
dt 

d B  
- -  = k a n  A - - k B c  B (2) 
dt 

dC 
- - -  = kac  A + kBc B (3) 
dt 

Ces 6quations correspondent au sch6ma cin6tique triangulaire: 

B 

A - - >  C 
RA C 

Schdma  I I  

avec: A = S, substrat  initial, B = S*, substrat  form6 au cours de l 'hydrolyse, 
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C = P2, produit  de la r6action commun ~t S e t  S ~. Les constantes kAB, k A c  et kBc 
6tant d6finies par les relations: 

~AB 
k 2 k'-2 P ~ E t  

K~ (k*_~ P;  + k~') (4) 

k 2 k3" Et 

K~ (k!~ P; + k~') (5) 

k~ k~' E~ 
(6) 

KI (k1~ P ;  + k~') 

k A c  

k B C  

Les conditions aux limites de ce syst~me s'6crivent : 

A B C 
~ 0  a 0 0 

l # o  a - - x  y z 
1~ = oo  0 0 a 

Les Eqns. 1-3, peuvent  alors se mettre  sous la forme: 

dx 
- -  = (kAB + kAc) (a--x) (I') 
dt 

dy 
. . . .  kaB ( a - - x ) - - k B c y  (2') 
dt 

dz 
- -  ~ k a ¢  ( a - - x )  + k B c y  (3') 
dt 

La r6solution de ce syst~me d'~quations conduit aux expressions suivantes pour  
a --  x, y e t  z ell fonction du temps, avec les conditions aux limites pr6c6dentes et 
pour k a B  + k A c  # knc:  

(~ - -  X ~ (~ e ( ~ A B + ICA C ) t 

Y = k A n  Dr k A C - - I e B C  I J 

z ~ a  - e -  t 
k A B  -~ k A C - - ' k B C  k A B  ~U kA-U---~BC e IcBC - - I  

(7) 

(8) 

(9) 

On volt  imm6diatement  que si kAc  # kBe les ein6tiques d 'appari t ion du produit  
P2 ( = C  =z)  ne seront plus d 'ordre I pour S << Kin. 

Discussion des Eqns.  z = f ( t )  el y = g ( t )  
L Reprdsentation log (a - -  z)/a en fonct ion de t. Cette repr6sentation n 'est  ~vi- 

demment  plus Hn6aire. On a: 

log k(t) dt (IO) 
a 

I1 est cependant possible de calculer les deux valeurs limites de k(t) pour t --~ o et 
t --~. O O .  
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La ddrivde de la transformde logarithmique de z, log (a -- z)/a, par rapport  
t est 6gale ~ la valeur instantan6e de k(t), pente de la tangente A la courbe au temps t 
donnd. L'expression de k(t) se calcule ais6ment ~ part ir  de l 'Eqn. 9 et de l '6quation 
suivante dffinissant k( t ) :  

d ~ - - z  
k(t) . . . . . .  log - - - - -  (~1) 

dt a 

Quand t -+ o, on obtient: 

L i m  k(t) = ka¢ 
t ---> o 

Quand t -~ oo, il vient: 

Lira  k(t) ~ kBc si kAB + kAc > kBc 
t --->- co = I kAB -~ kAC Si kAB -t- kAC < kBc 

Dans le cas o~ kAB + kAc > kBC, les deux valeurs limites de k(t) correspondent 
respectivement aux constantes complexes kac et kBc donn6es par les Eqns. 5 et 6 
et qui sont les constantes complexes d'hydrolyse du substrat  initial S e t  du substrat 
S* form6 par le fait de la comp6tition nucMophile entre l 'eau et ses analogues vis 
vis de l'entit6 ES'. 

I1 est donc alors possible, en th6orie du moins, de calculer pour un syst~me du 
type pr~c6dent, les constantes cin6tiques kA C et kBc au moyen d'une reprfsentation 
log (a- -z ) /a  en fonction de t. 

2. Temps pour lequel la concentration de l'intermddiaire B est maxima. I1 peut 
~tre int6ressant de connaitre ce temps si l 'on cherche h isoler et ~ identifier chimique- 
ment  cet interm~diaire. Soit tm le temps cherch6: 

(d,) 
= o (i~.) 

On obtient pour tm l'expression 

I kAB @ kAC 
t m =  log (I3) 

kAB + k A c - - k B c  kBc 

3. Temps pour lequel la vitesse d'apparition du produit C (~- P2) est maxima 
(si knc > kac) .  Soit tin' le temps cherch6: (abcisse du point d'inflexion de la courbe 
z = f(t)) 

dt ~ ! t = tin" (14) 

On obtient pour tin': 

I (kBc--kAc) (kAB + kAc) z 
tin" ~ log (15) 

kaB + kA c - - kB c  kBc~'kAB 

En introduisant cette valeur de t dans l'6quation dz/dt = f(t), on peut calculer Fin- 
cr6ment maximum de la vitesse d'hydrolyse correspondant ~ la formation de l'inter- 
m6diaire B. 

Biochim. Biophys. Acta, 146 (1967) 544-552 



548 F. SEYDOUX 

4. Les Sch6mas cin6tiques I e t  2 ainsi que les expressions qui en d6coulent 
lorsque Km >> S e t  Kin* >> S* devraient  pouvoir  ~tre appliqu6es ~t des ph6nom~nes 
de transesterification 3-5, de t ranspept idat ion ~-s et de t ransamidat ion  in te rvenant  
au cours d 'hydrolyses enzymatiques.  

Exemples d'application: 6tude d 'une  s6rie de transesterifications du type:  
L E E  -+ LXE,  X 6tant  un  radical alcoxyle quelconque. 

MAT]~RIEL ET Mt~THODE (voir r6f. 2) 

Nous avons utilis6 ]a t rypsine (EC 3.4.4.4) Wor th ington  deux lois cristallis6e 
et conserv6e dans 5o% environ de sulfate de magnesium. La trypsine est purifi6e 
par  NaC1 molaire. Les 6tudes cin6tiques ont 6t6 faites par  la m6thode potentiom6- 
tr ique A pH constant.  La L E E  et la LME ont 6t6 pr6par6es suivant  les mdthodes 
usuelles. Les alcools sont des produits  Prolabo, ils ont  6t6 redistill6s avan t  utilisation. 

RI~SULTATS EXP]~RIMENTAUX ET DISCUSSION 

I. Transesterification dans le syst~me LEE-trypsine--mdthanol--HzO. 
Nous avons montr6 pr6cddemment 2 que le rapport  k2/Ks de la L E E  6tait 

environ deux fois plus faible que celui de la LME. Si en cours de l 'hydrolyse t ryp-  
sique de la L E E  en prdsence de m6thanol,  il se forme des quanti t~s importantes  de 
LME, on dolt observer une act ivat ion au cours de la r6action pour S << Kin. Cette 
act ivat ion a dr6 effectivement observ6e, sur tout  aux fortes concentrat ions en m6- 

6C 

o 
t_ 
~.4c 
2 

c~ 

z 2C 
~t 

t ( ra in )  

3C 

).11 

2C 

::1..1( 

1 2 3 4 5 6 7 8 
t ( ra in )  

Fig. i. Cin6tique de la transesterification LEE ~ LME, catalys6e par la trypsine avec S << Kin. 
Phase initiale d'activation. Les points sont exp6rimentaux, la courbe calcul6e ~t partir des Eqns. 4- 
6 et 9 et des valeurs num6riques pr6c6demment obtenues (Tableau II, ref. 3). La pente de la 
droite mesure la vitesse initiale de la r~action. LEE, i mM (pH 4.80) ; CaC1 v 25 raM; temp. = 25°; 
m6thanol, 3.67 M; trypsine, 7.4/~M. 

Fig. 2. Cindtique de la transesterification LEE -~ LME, les points sont exp6rimentaux et corres- 
pondent ~ 2 expdriences consdcutives; la courbe est calculde ~ partir des Eqns. 4-6 et 9, et des 
valeurs num6riques prdcddemment obtenues (Tableau II, ref. 3). LEE, 0.8 mM (pH 4.8o); CaC12, 
25 mM; temp. 25°; mdthanol, 1.36 M; trypsine, 7-4 #M. 
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thanol. La  Fig. i montre  la phase initiale d 'ac t ivat ion lots de l 'hydrolyse trypsique 
de la L E E  en pr6sence de m@thanol. 

Dans ces conditions, pour  d@terminer une vitesse initiale qui ait un sens, il est 
absolument n6cessaire d'effectuer la mesure au tout  d@but de la r6action (pour 
moins de 2% de r6action, soit un degr6 d ' avancement  ~ <0.02)  (r6f. 2). 

La  Fig. 2 montre  l 'allure globale d 'une  cin6tique d 'hydrolyse avec trans- 
esterification. La  cin6tique n 'est  plus du tou t  d 'ordre I, comme l ' indique la repr@sen- 
ta t ion log (a - -  z ) / a  en fonction de t (Fig. 3). 

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 
t (rain) 

~,8 

1.6 

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 
t (rain) 

Fig. 3. Cindtique de la transesterification LEE -+ LME. Transform6e logarithmique: log (a --  z)/a 
en fonction de t (volt texte). ©, LEE; A, LME. Conditions strictement identiques voir la figure 
pr6c6dente. 

Fig. 4. Cin~tique de transesterification en pr6sence de butanol et de pentanol. Transform@e 
logarithmique log (a -- z)/a en fonction de t (voir texte). &, pentanol, o.37 M; ©, butanol, 0.437 M. 
LEE, o.8 mM (pH 4.80); CaC12, 25 mM; temp. 25°; trypsine, 11. 3/~M. 

Par  contre, la cin6tique d 'hydrolyse de la LME dans les m~mes conditions est 
r igoureusement d 'ordre I (Fig. 3). 

Conform@ment ~t la discussion de l 'Eqn.  9, les pentes des deux courbes sont 
identiques ~ la fin de la r6action. Ceci indique que pour  un degr6 d ' avancement  
suffisant de la r@action la t ransformation L E E - - ~  LME est pra t iquement  complete 
dans nos conditions ( k 4 N  , , ,  4 k'a). 

I1 est donc possible de calculer ~t part ir  de telles cin6tiques, la constante de 
vitesse correspondant  A l 'hydrolyse de l 'entit6 form6e au cours de la transesterifica- 
t ion (LME ici). 

Ainsi, A part ir  d 'un  seu! ester, il est possible d 'est imer les param~tres cin@ti- 
ques d 'autres  esters du m~me acide sans avoir besoin de les synth6tiser, ~ condition 
bien entendu,  de disposer de ]'alcool correspondant.  
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I I .  Transesterification avec d'autres alcools 
Nous avons 6galement obtenu des cin6tiques d'activation avec d'autres alcools 

aliphatiques normaux primaires, le butanol et le pentanol ainsi qu'avec l'aleool ben- 
zylique (Figs. 4 et 5)- 

Nos r6sultats indiquent clairement que les esters form6s par la lysine avee ces 
alcools sont hydrolys6s plus rapidement par la trypsine que la LEE, dans des con- 
ditions off Km >> S. 

l 
o_ 4c 
1[ 
5 
(3 

o 

J 

0,04 

002 

t (min) 

Fig. 5, Hydro lyse  t r yps i que  de la L E E  en pr6sence d 'alcool  benzyl ique.  La  t ranses te r i f ica t ion  
L E E  ~ LBzE  se t r a d u i t  pa r  une  ac t iva t ion  trbs i m p o r t a n t e  ( > 1 o o % ) .  L E E ,  i m M  (pH 4.80); 
CaC12, 25 raM; t emp .  25°; alcool benzyl ique,  o.194 M; t ryps ine ,  1.22 pM. 

Ceci est assez surprenant si on se r6f+re aux vitesses d'hydrolyse alcaline de 
divers esters ac6tiques aliphatiques pour lesquels aucun effet de ce type n'est ob- 
serv69,10. 

Ce ph6nom+ne semble donc caract6ristique de l'hydrolyse enzymatique; il 
peut probablement ~tre interpr6t6 en termes d'interactions non covalentes enzyme- 
substrat. 

Nos r6sultats sout en accord avec les travaux de GLAZER qui a pu mettre en 
~vidence de telles transesterifications en isolant l'interm6diaire form6 par 61ectro- 
phor+se ou chromatographie. Cet auteur a d'ailleurs montrd que de telles trans- 
esterifications 3 s'observent 6galement avec l a  chymotrypsine (EC 3.4.4.5), la sub- 
tilisine 4 (EC 3.4.4.16) et la papaine 5 (EC 3.4.4.1o). 

APPENDICE 

La r6solution du syst~me d6crit par le Sch6ma I /1 l'6tat stationnaire conduit 
aux expressions suivantes pour 

dS dN* d P  2 
. . . .  , - - - - - e t - -  - : 

dt dt dt 
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dS 

dt 

Ks S* 

K: s 
+ k~2P]+k3 '  

, +  
Ks k~-2 P[ + k3" 
S K~ S* 

k~ + k; ~= 2~- + k'_. P; + k~' 

S* 

as* 

dt 

k2 k'-.~ P~-k~  k.; K; s 

[f],~ S* 
k,2 + k ~ - -  - -  + k*--zP'I + k~' 

K; S 

Et 

p* K~ k-z ~ + k3" 

, Ks S" 

dP~ 

dt 

K~ 

Et 
Ks S* 

Ks k*-2P[ + k3' (i + SK~ ) 
I +  S Ks S* 

k~ + k ~ - -  - - -  + kL.,. P~ + k~" 
K; S 

R~SUM~ 

La comp6tition nucl6ophile entre l'eau et ses analogues dans les r6actions 
d'hydrolyse enzymatique peut se traduire par l'apparition de nouveaux produits 
hydrolysables par l'enzyme. Les produits ainsi form6s peuvent perturber le cours de 
la cin6tique d'hydrolyse du substrat initial. 

A partir d'un sch6ma gfn6ral mettant  en jeu un interm6diaire covalent comme 
l'acylenzyme, on obtient des 6quations simples lorsque les concentrations du sub- 
strat initial et des esp~ces form6es par comp6tition nucl6ophile sont petites devant 
leurs constantes de Michaelis apparentes respectives. 

Ces ~quations ont fit6 vfirifi6es dans le cas particulier de l'hydrolyse trypsique 
de l'ester 6thylique de la lysine en pr~sence de divers alcools. 

L'analyse de ces cin6tiques montre que le param&tre k~ /Ks  d'hydrolyse tryp- 
sique des esters benzylique, butylique et pentylique de la lysine est sup6rieur ~ celui 
de son ester ~thylique. 
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