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SUMMARY 

Influence of ionic strength on the activity of trypsin and acetyltrypsin 
The action of ionic strength on the esterasic activity of trypsin (EC 3.4.4-4) has 

been investigated with specific substrates. 
A substantial effect of ionic strength on the ionisation pK of the histidine located 

at the active center is observed. The shift of this pK is explained by a repulsive inter- 
action between the charged imidazole group and two positive charges. Some compara- 
tive experiments carried out with acetyltrypsin led to the identification of these 
charges as the e-NH3+ of two lysine residues. 

INTRODUCTION 

L'influence de la concentration saline du milieu sur une r6action enzymatique 
a 6t6 analys6e th6oriquement p.ar WEBB 1. Elle peut r6sulter de m6canismes tr~s divers 
d6pendant de la nature de l'61ectrolyte, de celle de l 'enzyme et de celle du substrat. 

Plusieurs 6tudes exp~rimentales effectu6es avec la trypsine (EC 3.4-4.4) illus- 
trent bien la vari6t6 des effets produits par l 'addition de sels au milieu r6actionnel 2-6. 

Une 6tude d6taill6e peut, dans certains cas, apporter quelques informations sur 
l 'environnement des entit6s catalytiques du centre actif et permettre de pr6ciser les 
effets d 'un changement de cet environnement sur l'activit6 de l'enzyme. 

Nous avons 6tudi6e l'activit6 esterasique de la trypsine en fonction de la con- 
centration saline et du pH du milieu. L'effet de la force ionique varie avec le pI-I dans 
la zone d'ionisation de l'histidine du centre actif impliqu6 dans la catalyse. Ce ph6no- 
m~ne a 6t6 analys6 pour l 'hydrolyse trypsique de 2 esters sp6cifiques: Fester 6thylique 
du N-a-benzoyl-L-arginine (BAEE) et l'ester m6thylique du N-a-p-toluene sulfonyl- 

Abr~viations: BAEE, ester ~thylique du N-a-benzoyl-L-arginine; TAME, ester methylique 
du N-a-p-toluene sulfonyl-L-arginine; TLCK, chloromdthyl c~tone de la N-a-p-toluene sulfonyl- 
L-lysine. 
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L-arginine (TAME). Une 6tude analogue a 6t6 faite avec la trypsine ac6tyl6e et les 
m6mes substrats. La comparaison des r6sultats conduit A pr6ciser la nature des grou- 
pements environnant l 'imidazole du centre actif et interagissant avec lui. 

MATI~RIEL ET MI~THODES 

Les r6actions d'hydrolyse sont suivies par la m6thode potentiom6trique ~ pH 
constant 7. Les mesures sont effectu6es avec un pI-I-m6tre Vibron 33 B (Electronic 
Instruments Ltd.). Le r6cipient A hydrolyse plac6 dans un bain h temp6rature con- 
stante, contient io ml d'une solution non tamponn6e de substrat dont la concentra- 
tion est choisie suivant les valeurs des constantes de Michaelis apparentes. 

La concentration de NaC1 varie entre o.ooi M e t  3.6 M. Pour les faibles forces 
ioniques inf6rieures ~ o.ooi aucun sel de sodium n'est ajout6 : la force ionique est d6ter- 
min6e par la concentration du svbstrat.  L'6tude est faite ~ 25 ° et pour diff6rentes 
valeurs de pH comprises entre 4.5 et 8. 5. 

Les mesures de vitesse d'inactivation de la trypsine par le chlorom6thyl c6tone 
de la N-a-p-toluene sulfonyl-L-lysine (TLCK) sont effectu6es comme suit: le milieu 
d'incubation contient de la trypsine ~ une concentration donn6e (lO -5 M), du TLCK 
en exc~s de IO ~ 50 lois et du NaC1 en concentration variable suivant les exp6riences : 
le milieu n'est pas tamponn6, mais le pH est maintenu constant par addition de petites 
quantit6s de NaOI-I. A des temps donn6s, une partie aliquote du m61ange c!'incubation 
est pr61ev6e et l 'activit6 r6siduelle de la trypsine est test~e sur une solution de BAEE 
lO  -3  M.  

La trypsine (EC 3.4.4.4) est un produit "Worthington". On la dialyse exhausti- 
vement contre HC1 o.oi M avant utilisation pour 61iminer le MgSO 4 qui constitue 
50% en poids de la pr6paration commerciale. Pour quelques mesures, l 'enzyme a 6t6 
pr6alablement purifi6 par pr6cipitation au NaC1 1 M de la fraction inactive ~, et dialys6 

nouveau contre HC1 o.oi M. 
La trypsine est ac6tyl6e par l 'anhydride ac~tique ~ o ° (pH = 6.7), en pr6sence 

de CaClo, o.oi M. Apr6s pr6cipitation par le (NH4)2SO 4, on dialyse contre un tampon 
phosphate de pH 7. Pour l 'analyse chimique des groupements amin6s de cette prot6ine 
on utilise le 2,4-dinitrofluorobenz~ne. Les r6sultats montrent  que tous les  groupes 
e-amin6s de l 'enzyme sont ac6tyl6s, mais que le r6sidu a-amin6 de l'isoleucine N ter- 
minale reste lible. Les tyrosines non masqu6es qui ont 6t6 ac6tyl6es sont d6sac6tyl6es 
par trai tement ~ l 'hydroxylamine 0.5 M A 25 ° pendant I h. Apr6s chromatographie 
sur DEAE-cellulose et 61ution avec un gradient de force ionique, on obtient une frac- 
tion d'activit6 sp6cifique du m6me ordre de grandeur que celle de la trypsine de d6- 
part  s . 

Les substrats BAEE, TAME sont des produits "Mann Research Laboratory".  
Le TLCK a 6t6 pr6par6 par Madame L. JaroskovA de l'Acad6mie des Sciences 

Tch6coslovaque (Prague). 

Patt ie  thdorique 
Dans la zone de pH off le groupe responsable de l 'activit6 enzymatique s'ionise, 

le sch6ma r6actionnel peut ~tre 6crit de la mani~re suivante: 
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Ko 

kt  hi k8 
E + S ~-- E S - - - >  E S ' - - - >  E + P 

k 1 ' 
E H  + S ~- E H S  EHS"  E H  + P 

k _ l  t 

E repr6sente l'enzyme, S le substrat, ES le complexe enzyme-substrat,  ES' l'acyl- 
enzyme. EH, EHS, EHS' correspondent aux formes ioniques inactives de l'enzyme. 
La vitesse de la r6action enzymatique, pour une force ionique donn6e, s'exprime par 
la relation g~n6raleg: 

V(pH) [S] 
v (i) 

Km(pH) + [.S] 

dans laquelle V (pH) correspond ~ l'expression complexe: 

ko.ka[Et] 
V (pH) = 

( / K%/[H11 (1 + K'o! k,, \ I  + + k 3 

et Km (pH) ~: 

Km(pH) 
[HI 1 (1 + k, [k~ (, + i~%/+k, 

La plupart des mesures effectu6es dans cette 6tude sont faites dans le cas limite 
oh la concentration du substrat [S] est tr~s sup6rieure ~ Kin. La vitesse v de la r6action 
est alors 6gale ~: 

ko.k3[Et] 
v = V ( p H )  = (2) 

et la constante d'ionisation exp6rimentale moyenne correspond ~: 

~ k2 + k. (a) 
k2 k a + 

K% K'b  

Dans le cas de l 'hydrolyse trypsique d'esters sp~cifiques, 1'expression de v se simplifie, 
car la constante k 2 est tr~s sup~rieure ~ k a (bibl. IO), et devient ~gale ~ ka[Et]/(I + [H]/ 
K"b). La constante d'ionisation d~termin6e exp~rimentalement n'est autre que K"b. 

Les r~sultats exp~rimentaux donnant les valeurs de v, ~ diff~rentes forces ioni- 
ques, seront discut~s ~ partir des expressions I et 2. 

R1~' SULTATS EXP1~RIMENTA UX 

(x) Rdsultats obtenus avec la trypsine native 
(a) Influence de la force ionique sur l 'hydrolyse du BAEE et du TAME par la 

trypsine, en fonction du pH. 
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Fig. I. Hydrolyse trypsique du BAEE & diff~rentes forces ioniques et diff~rents pH. Repr6senta- 
tion de log ven fonction de -v/I; vest exprim6e en unit~s arbitraires: ffl NaOH o.I M ajout6s par 
min dans io ml de solution et rapport~s ~ la m~me concentration d'enzyme : 4 ffg/ml. Conditions 
exp6rimentales: concentration du BAEE lO -4 M pour les faibles forces ioniques et lO -3 M pour 
les forces ioniques plus 61ev6es. Concentration en NaC1 variable entre 3" 1°-4 Met 3.6 M; temp., 
25 °, pH variable entre 4.5 et 8. 5. 

Fig. 2. Hydrolyse trypsique du TAME A diff6rentes forces ioniques et diff6rents pH. Repr6senta- 
tion de log v en fonction de 1/I; vest exprim~e en unit6s arbitraires: #1 NaOH o.i M ajout6s par 
min dans io ml de solution et rapport6s A la mSme concentration d'enzyme : 0.57 ffg/ml. Concen- 
tration en TAME: lO -4 M pour les faibles forces ioniques et lO -3 M pour les forces ioniques plus 
61ev~es. Concentration de NaC1 variable entre 3" lO-4 Met 3.6 M; temp., 25 °. 

L' influence de la concentra t ion saline du milieu a 6t6 6tudi6e sur l 'hydrolyse 
d'esters sp6cifiques B A E E  et TAME pour des concentrat ions de subst ra ts  (I mM ou 
I0 raM) tr~s sup6rieures ~ Kin. Les valeurs des vitesses d 'hydrolyse obtenues ~ diff6- 
rents  pI-I sont port6es graphiquement  en fonction de ~ / I  sur les Figs. I et 2. 

Au pH op t i mum d 'ac t ion  de l ' enzyme (pH ~- 8.5) on observe une 16g~re aug- 
men ta t ion  de la vitesse de la r6action de l 'ordre de 20% entre I = 0.0005 (~ / I  ~ 0.02) 
et I = 0.0I (V/I : 0.I), suivie d ' u n  p la teau  oh v ne varie plus avec la force ionique 
du milieu. 

Lorsque le pH diminue,  le premier effet d ' ac t iva t ion  devient  moins apparent ,  
et l 'on constate une d iminut ion  progressive de la vitesse de la r6action ~ mesure que 
la force ionique croit ; dans l 'hydrolyse du B A E E  ~ pH 4.5 le rapport  des vitesses pour 
des forces ioniques de o.00I et 3.6 est d ' envi ron  IO. Ces variat ions de vitesse refl~tent 
des modifications de la constante  cin6tique V (pH). E n  effet la valeur  de Km (pH) est 
de l 'ordre de I0 ffM (bibl. IO) pour une force ionique de 0.I. La relation I mont re  qu'elle 
devrai t  augmenter  d ' u n  facteur m i n i m u m  de lO 3 pour rend.re compte de la d iminu t ion  
de vitesse observ6e. Or les cin6tiques sont toujours  d 'ordre z6ro. 

Un  argument  direct nous est donn6 par le r6sultat  de mesures effectu6es A pH 
7.0 dans le cas de l 'hydrolyse t rypsique du B A E E  ~t 2 concentrat ions extrSmes en sel 
(Fig. 3). Les variat ions de v en fonction de v/IS ] suivant  la repr6sentat ion d 'Eadie  
sont parall~les pour  les 2 forces ioniques consid6r6es. 

L'effet observ6 s'exerce donc un iquemen t  sur V (pH). Ce r6sultat est ~t rappro- 
cher de ceux d'INAGAM111 qui n 'observe aucun effet de la force ionique sur l 'associa- 
t ion de la t rypsine avec certains inhibi teurs  comp6titifs (benzylamine, t ryp tamine . . . ) .  

L'expression de la vitesse qui rend compte des r6sultats est donc donn6e par la 
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Fig. 3. Hydrolyse trypsique du BAEE & 2 concentrations extrSmes en sel et& diff~rentes concen- 
trations en substrat. Repr6sentation d'Eadie v e n  fonction de vieS]. Conditions d'exp6riences: 
pH 7, temp., 25 °, concentration en S variable entre io-4 Met  5 ' IO-3 M; ves t  exprim6e en unit6s 
axbitraires. I = 5" IO -3 et 2. 

Fig. 4. Hydrolyse trypsique du BAEE et du TAME & diff6rents pH et& diff6rentes forces ioniques. 
Repr6sentation de log ven  fonction du pH & 3 forces ioniques distinctes. Concentration en sub- 
strat: IO -s M; temp., 25°; vest  exprim6 en unit6s axbitraires. 

re la t ion 2 qui  se simplifie encore dans  le cas des 2 subs t ra t s  6tudi6s pour  lesquels k~ 
est tr~s inf6rieur & k 2 (bibl. i0) ;  la va leur  de v est  alors:  v = k3[Et]/(I + [H]/K"b). 

De l ' ana lyse  de ces r6sul ta ts ,  il ressor t  qu ' au  p H  op t imum le pa ram~t re  V n 'es t  
pas  affect6 pa r  une va r ia t ion  de la force ionique sauf  aux tr~s faibles concent ra t ions  
salines oh une 16g~re ac t iva t ion  est visible*. On peu t  donc a d m e t t r e  que la cons tan te  
cin~tique k 3 est  ind~pendan te  de la force ionique du  mil ieu pour  les 2 esters ~tudifs.  
Comme seul V (pH) varie  dans  nos condi t ions  d 'exp6rience,  il faut  en conclure que 
c 'es t  la  cons tan te  d ' ion i sa t ion  de l ' h i s t id ine  du centre  actif,  K"b, qui d @ e n d  de la 
force ionique du  milieu. 

Ce r6sul ta t  a p p a r a l t  c la i rement  lo rsqu 'on  por te  log v e n  fonct ion du  p H  
diff6rentes forces ioniques (Fig. 4). Si l 'on adme t  que dans  la  zone de p H  consid6r6, 
la vi tesse de la r6act ion est d i rec tement  li6e ~ l '6 ta t  d ' ion isa t ion  d ' u n  groupe  de l ' en-  
zyme,  les diff6rentes valeurs  de pK"b peuven t  8tre calcul6es h pa r t i r  de l ' express ion:  

y 
p K"b = pH -- log . . . . .  

Vopt --  V 

off v est la va leur  de la vi tesse observ6e h une force ionique et& un p H  donn6s, et  Vopt 
la va leur  de cet te  vi tesse & la mSme force ionique, mais  au p H  op t imum.  Les valeurs  
des p K  moyens  pour  les 2 syst~mes sont  donn6s dans  la Fig.  5 en fonct ion de V ' I .  

L 'effet  n 'es t  pas  sp6cifique de la na tu re  du sel employ6,  comme on l ' a  v6rifi6 dans  
le cas de l ' hyd ro lyse  t ryps ique  du  T A M E  en pr6sence de divers  sels: KC1, NaC1, NaI, 
Na~SO, & 2 p H  diff6rents 8.5 et  6.0 (Fig. 6). Aux  fortes concent ra t ions  salines, l ' in-  
fluence de Na2SO 4 sera i t  toutefois  l~g&rement plus grande  que celle du  NaC1. 

(b) Influence de la force ionique sur l ' i nac t iva t ion  de la t ryps ine  pa r  le TLCK.  
Comme le m o n t r e n t  les 6tudes cin6tiques d ' ac t iv i t6  de la  t ryps ine ,  le p K  d ' ioni -  

sa t ion de l ' en t i t6  ca t a ly t ique  r6act ive  ( imidazole de l 'h i s t id ine  4 6 (bibl. 12) est  sensible 

" Ici s ' i m p o s e  u n e  r e m a x q u e .  L a  16g~re a c t i v a t i o n  o b s e r v d e  a u  p H  o p t i m u m  s e m b l e  d is -  
p a r a t t r e  l o r s q u e  l ' e n z y m e  a ~t~ p r 6 a l a b l e m e n t  pur i f i6  p a r  t r a i t e m e n t  pax  N a C I  I M (voi r  Fig.  6). 
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Fig. 5. Var iat ion  du p K  d' ionisat ion du groupement  act i f  de l ' enzyme en fonct ion  de la racine 
carr6e de la force ionique pour  l 'hydrolyse  tryps ique  de 2 esters: ]3AEE, TAME. 

Fig. 6. Hydro lyse  du TAME par la tryps ine  en pr@sence de diff6rents sels: repr6sentat ion de log 
v en fonct ion  de 1/I, & p H  8. 5 et  p H  6. temp. ,  25 °, v est exprim6 en unit6s  arbitraires: dans cette 
exp@rience, la fract ion inact ive  de la tryps ine  a 6t6 61imin6e par prec ipi tat ion en NaC1 I M. 

A la force ionique du milieu. I1 est donc probable que le titrage d'une des formes ioni- 
s6e ou non ionis6e de ce groupe en fonction du pH d6pende de la concentration saline 
du milieu. 

Les titrages potentiom6triques ou spectrophotom6triques 13 risquant d'6tre in- 
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Fig. 7.(a) Inactivation de la trypsine par le T L C K  en fonction de la force ionique du milieu d'in- 
cubat ion.  Representat ion  de la vitesse d'hydrolyse  du B A E E  par la tryps ine  inactiv~e,  en fonct ion  
du temps  d ' incubat ion  de l 'enzyme,  en pr6sence de TLCK. Condit ions  d'ina, c t ivat ion:  p H  7-5, 
[E] = lO -5 M, [TLCK] ~ io -*  M, I = o. 5 et o .o i ,  v est exprim@e en unit~s  arbitraires.  (b) In-  
ac t iva t ion  de la tryps ine  pax le TLCK en fonct ion  de la force ionique du mil ieu d' incubat ion.  
1Representation de la vitesse  d'hydrolyse  du B A E E  par la tryps ine  inactiv6e,  en fonct ion  du 
t e m p s  d' incubat ion de l 'enzyme,  en pr6sence de TLCK. Condit ions  d ' inact ivat ion:  p H  6.o, [E] = 
lO -5 M, [TLCK] : 5" lO-4 M, I -- 0. 5 et o .o i ,  v est exprimde en unitds arbitraires.  
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suffisamment pr6cis, nous avons utilis6 une m6thode chimique14, is. La r~activit6 du 
TLCK, inhibiteur sp6cifique et sto6chiom6trique de la trypsine14,15 est fonction du pH 
entre 6 et 8, et vraisemblablement de l'ionisation de l'histidine r6active qui subit 
l 'alkylation. Si cet 6tat d'ionisation de l'histidine est sensible ~t la force ionique comme 
on peut le pr6sumer d'apr&s les r6sultats de l'6tude cin6tique, l'effet du TLCK ~t un 
pH donn6 sera plus ou moins important suivant la concentration saline du milieu. 

Les r6sultats exp6rimentaux montrent effectivement qu'A pH 7.5 la vitesse d'in- 
activation de la trypsine par le TLCK est ind6pendante de la force ionique (Fig. 7 a) 
alors qu'~ pH 6.0 elle diminue dans un rapport 2 lorsque la force ionique passe de o.oI 

0.5 (Fig. 7b). 

(2) Rdsultats obtenus avec la trypsine acdtylde : Influence de la force ionique sur l'hydrolyse 
du BA EE et du T A M E  

On a tout d'abord v6rifi6 que les propri6t6s catalytiques de la trypsine ac6tyl6e 
sont identiques ~t celles de la trypsine native dans les conditions de pH optimum d'ac- 
tivit6 de l'enzyme. Le Tableau I donne les valeurs des param~tres cin6tiques Km et k 3 
pour l 'hydrolyse du BAEE et du TAME par la trypsine native et la trypsine ac6tyl6e 

pH 8. 5 et 25 °. On obtient les m~mes valeurs pour renzyme natif  et pour l 'enzyme 

T A B L E A U  I 

COMPARAISON DES CONSTANTES CINI~TIQUES D]~TERMINI~ES POUR LA TRYPSINE NATIVE ET LA 
TRYPSINE AC]~TYL]~E 

k 3 e s t  d d t e r m i n 6 e  A 25 ° (NaC1 o . i  M). Kin1 e s t  l a  v a l e u r  de  la  c o n s t a n t e  de  M i c h a e l i s  a p p a r e n t e  
p o u r  o . i  m M  < I S ]  < 20 m M  d a n s  le  cas  d u  B A E E  e t  o.31 m M  < I S ]  < IO rnM p o u r  le T A M E .  

B A  E E  T A  M E  

Kml  ( M  X lO 5 ) k8 (se c-I)  Krat ( M  >( lO 4 ) k 3 (sec -1) 

T r y p s i n e  n a t i v e  2 2o 1.2 75 
T r y p s i n e  a c 6 t y l d e  3 21 1. 4 78 

chimiquement modifi6. L'effet d'activation par le substrat pr6alablement analys6 par 
BI~CHET ET YON 16 avec la trypsine native semble se produire d'une mani6re identique 
avec l 'enzyme ac6tyl6e, dans nos conditions d'exp6rience. Une 6tude d6taill6e de l'in- 
fluence des modifications chimiques de l 'enzyme sur l'effet d'activation par le substrat 
est actuellement en cours*. 

Une 6tude analogue ~ la pr6c6dente a 6t6 effectu6e avec la trypsine ac6tyl6e. 
L'influence de la force ionique sur la vitesse d'hydrolyse du BAEE a 6t6 6tudi6e en 
fonction du pH. Dans le cas de la trypsine ac6tyl6e, les exp6riences sont limit6es aux 
valeurs de pH sup6rieures ~ 6 par suite de l'insolubilit~ de l 'enzyme aux pH acides. 
La Fig. 8 repr6sente les variations de log ven fonction du pH pour 3 valeurs diff6rentes 
de la force ionique (I-O.I-O.OI). 

Les r6sultats obtenus imposent 2 remarques. (a) A un pH donn6, la vitesse de 
la r6action reste identique quelle que soit la force ionique du milieu: avec la trypsine 
ac6tyl6e, on n'observe plus de variations du pK apparent de l'imidazole lorsque la 

* J .  LABOUESSE ET J .  CHEVALLIER, r d s u l t a t s  n o n  e n c o r e  pub l ids .  
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Figi 8. ~ t  d~ l& force ionique sur l'hydrolyse du BAEE par la trypsine acdtyl6e ~, diff@rentes 
concentrations de NaC], t emp . ,  25 °, [ B A E E ]  ~ lO -3 M; [E] = 2. 5 • lO -8 M (en admettant 24 ooo 
comme poids mol4culaire pour la trypsine ac4tyl6e et I/e ~ 0.63). 

Fig. 9. Variation du pK d'ionisation de l'histidine du centre actif en fonction de la force ionique 
pour l'hydrolyse du BAEE par la trypsine native (TN) (i)  e t  la trypsine ac4tyl4e (TAC) (2). 

concentrat ion saline varie. Puisque le substrat  est ici le B A E E ,  pour lequel l'6tape de 
d6sacylat ion est l imitante  (ks>> k3), on peut  dire que pK'% reste insensible aux va- 
riations de la force ionique du milieu. (b) La valeur de pK'% est de 7 . o l o . I  ~ 25 ° 
alors qu'elle est de 5.5 + o . I  ~ la re@me temp6rature et ~i force ionique nulle pour l'hy- 
drolyse du re@me substrat  par la trypsine native.  

pK 

. . . . .  k - - -  v t  

1 T A M E  - T N  
2 T A M E  • T A C  

I o'.~ o15 1' 1.5 vT- 
Fig. io. Effet de la force ionique sur le pK d'ionisation de l'histidine du centre actif dans les 
complexes TAME-trypsine ac4tyl4e (TAC) (courbe 2) et TAME -trypsine native (TN) (courbe i). 
Conditions exp4rimentales darts l'4tude avec la trypsine ac4tyl4e: temp., 25% [TAME] = lO -8 M, 
[ E l  = 1 .  5 ' 1 0  - 8  M .  
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La comparaison des r6sultats obtenus avec la trypsine native et la trypsine 
acftyl~e pour l 'hydrolyse du BAEE est illustrfe par la Fig. 9. 

Des exp~riences analogues ont 6t6 effectu6es avec le TAME. Les 2 remarques 
prfcfdentes sont valables pour l 'hydrolyse de cet ester sp6cifique. Le pK apparent 
d'ionisation de l 'imidazole rfact i f  reste identique quelle que soit la force ionique du 
milieu, mais sa valeur est net tement  sup~rieure ~ celle que l 'on obtient pour l 'enzyme 
natif. A force ionique nulle, le pK'% est de 7.74-o.1 pour la trypsine ac6tyl6e alors 
qu'il est de 6.54-o.1 pour la trypsine native (Fig. IO). 

Les rfsultats obtenus avec la trypsine ac6tyl6e et la trypsine native diff&rent 
donc totalement.  Un effet important  de la force ionique est observ6 lors de l 'hydrolyse 
du TAME et du BAEE par la trypsine native. L'hydrolyse de ces m6mes esters par 
l 'enzyme ac6tyl6, dans les m6mes conditions reste insensible aux variations de la 
force ionique du milieu. 

DISCUSSION 

L'activit6 estfrasique de la trypsine native est modifi6e par l 'addition de sel. 
L'effet de celui-ci ne s'exerce pas sur la constante de vitesse de l'fitape limitante de la 
r6action, ka; le complexe de transition ne semble donc pas pr6senter de caract~re 
ionique comme le soulignent BENDER ET KEZDY 17 dans le cas de la chymotrypsine 
(EC 3.4.4.5)- L'action de la force ionique porte sur le p K  d'ionisation de l'entit~ cata- 
lytique r6active (groupement histidine) ; celui-ci se trouve fortement d6plac6 d'envi- 
ton I . I  unit6 pH lorsqu'on passe d 'un milieu de faible force ionique (I = o.oooi) ~ un 
milieu de force ionique 61ev6e (I =~ 2). 

Les raisons d 'un tel ph~nomfine n'apparaissent pas imm6diatement. Normale- 
ment l 'ionisation du groupement imidazole qui ne fait pas apparaitre de charges 
nouvelles : 

I - - I  Kb I - - i  N 
H N  N+H ~- H N  + H+ V "-W 

est prat iquement insensible h la force ionique du milieu. Les p K  d'ionisation de l'imi- 
dazole libre en solution, d~termin6s par titrage potentiom6trique sont respectivement 
~gaux ~ 6.984-0.05 en absence de sel et h 7.034-0.05 en prfsence de NaCI 2 M. 

Un effet de la charge globale positive de la prot6ine dont le point isoionique est 
de lO.8 (bibl. I8), variable avec le pH et la force ionique, sur l'ionisation de l'histidine TM 

ne peut, non plus, rendre compte du ph6nom~ne observ6 dans la zone de pH de l '6tude 
expfrimentale. En effet la valeur de pK"b calculfe pour une force ionique donnfe ne 
varie pas avec le pH d'6tude et par  cons6quent avec la charge de la protfine. Les varia- 
tions de log v e n  fonction du pH,  ~ diff6rentes forces ioniques (Fig. 4) sont net tement  
dfcal6es les unes par  rapport  aux autres et ont toutes une pente de I aux pH acides. 
Cet argument supplfmentaire 61imine un 6ventuel effet de la charge globale de Fen- 
zyme sur l 'ionisation de l'histidine 46. 

L'analogie entre nos r6sultats et ceux de GOLDSTEIN, LEVlN ET KATCHALSK120 

dans le cas de d6riv6s insolubles de la trypsine obtenus par  le couplage de l 'enzyme 
avec des copolym~res d 'anhydride malfique et d'dthyl~ne, permet de penser que l'histi- 
dine du centre actif se trouve dans un environnement ionique local tel que son p K  est 
sensible A des variations de cet environnement. Si, par exemple, une ou plusieurs 
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charges positives de l 'enzyme natif interagissent avec l'histidine chargde positive- 
ment, le pK de celle-ci sera ddplac6 vers les pH acides et cet effet diminuera/~ mesure 
que la concentration en sel du milieu augmentera. 

Puisque les r6sultats expdrimentaux excluent un effet de charge globale de la 
moldcule sur l'ionisation de l'imidazole rdactif, on peut en premi6re approximation ne 
considdrer que le groupe d'atomes interagissant au centre actif de l'enzyme. Et  l'on 
peut schdmatiser l'dquilibre: 

N H  + . . . . . .  ( A H + ) n  ~ N . . . . . .  ( A H + ) n  + H + 

off (AH+)n repr6sente dans l'enzyme un ensemble de charges positives ~ proximit6 
du centre actif; la constante Kb d6pendra de la force ionique du milieu du fait des 
variations des coefficients d'activit6 des diff6rents constituants de l'6quilibre avec la 
concentration saline. La constante de dissociation Kb peut s'6crire~l: 

7 [N . . . . .  (AH+)n]  
Kb  - -  Kbo 

[ N H  + . . . . .  (AH+)n]  

dans laquelle les coefficients d'activit6 sont respectivement donn6s par les expressions 
d6riv6es de la formule de Debye et Hiickel: 

- o . 5 ( z -  1) 5 VI 
log  ~ IN  . . . . . .  (AH+)n]  --  + bI 

i + 0 . 3 2 7 r  I / I  

--o.5 z 2 VI 
log  y [ N H  + . . . . . .  ( A H + ) . ]  = + b'I 

I + 0 .327 r V I  

z 6tant 6gal ~t l'ensemble des charges r6agissantes, c'est ~t dire ~ n + I ;  r repr6sente 
le rayon effectif moyen du groupe catalytique titr6; b et b' sont des constantes n6gli- 
geables aux forces ioniques inf6rieures h 0.I. De ces relations, on peut d6duire: 

0.5 (2z - i) VI 
pKb = pKbo + + b"[ (5) 

i + 0.327 r 1/I 

avec b" = b'--b. 
La pente de la courbe reprdsentant les valeurs de pKb en fonction de ~ / I  pour 

les faibles valeurs de I dolt ~tre dgale ~t 0.5 (2z--i) ; elle permet donc de ddterminer z 
et par consdquant n. D'apr6s la Fig. 5, on peut dvaluer ~t approx. 2.5 la pente des cour- 
bes obtenues avec le BAEE et le TAME; zest  alors dgal ~ 3, et n/~ 2. 

La prdsence de 2 charges positives ~ proximitd de l'histidine rdactive exerce 
donc un effet sur l'ionisation de cette derni6re en facilitant le ddpart du proton et par 
1~ l'activitd catalytique. Cette interaction rdpulsive a 6t6 raise en 6vidence au niveau 
de l'acylenzyme et uniquement dans le cas de la trypsine native. Dans la trypsine 
acdtylde dont tousles groupements e-aminds de lysine ont dt6 acdtylds, le pK de l'his- 
tidine rdactive est insensible ~ la force ionique du milieu (Figs. 9 et IO). Ceci permet de 
prdciser davantage la nature des interactions locales intervenant au niveau du site 
actif de l 'enzyme et d'attribuer ~ 2 groupements e-aminds de lysine les 2 charges posi- 
tives situdes dans la structure tertiaire de l 'enzyme ~ proximit6 du groupe catalytique 
et interagissant avec lui. 

Le groupement e-amin6 de l'isolencine en position N terminale auquel on pour- 
rait, par analogie avec la chymotrypsine ~a attribuer un r61e conformationnel, reste 
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libre dans la trypsine acdtylde 8. I1 n'interagirait donc pas avec l'histidine rdactive, ce 
qui permet de supposer qu'il reste suffisamment dloignd du centre actif de l'enzyme. 

L'effet observd peut &re rapproch6 du rdsultat de ZAREMBOVITCH sur les 
variations de la constante d'ionisation de l'imidazole dans la mol&ule d'histamine en 
fonction de la force ionique du milieu 22. La prdsence de la charge positive du groupe 
amind crde vraisemblablement une rdpulsion qui facilite la dissociation de l'imidazole; 
le pK de ce dernier extrapold ~ force ionique nulle est de 5.86. L'effet rdpulsif d&rolt 
lorsqu'augmente la force ionique du milieu; ainsi le pK de l'imidazole est d'environ 
6.6 ~ force ionique I. 

Si pour un m~me substrat, on compare ~ force ionique nulle la valeur de pK"b 
de l'imidazole %actif pour la trypsine acdtylde et pour la trypsine native, on peut ad- 
mettre que la diffdrence rdsulte uniquement de l 'interaction %pulsive due ~ la prdsence 
des charges de 2 lysines dans la trypsine native, et n'existant pas dans la trypsine 
acdtylde. Ceci permet une 6valuation de l'dnergie de rdpulsion dlectrostatique (AGe) 
entre les charges dans la trypsine native, au moyen de la relation: 

AGe = 2.3 R T  (pK"b t r y p s i n e  ac6 ty l~e  - -  p / ~ % i t r y p s i n e  na t i ve )  (6) 

pK"b  t rypsi  . . . .  6tyl6e et pK"b t rypsi  . . . .  tire repr~sentent respectivement les pK de l'imid- 
azole %actif dans la trypsine acftylfe et dans la trypsine native ~ force ionique nulle. 

AGe diff~re 16g~rement suivant la nature du substrat, elle varie avec l'acyl- 
enzyme. Pour la tosylarginine trypsine, AGe est de I6OO4-IOO calories et pour la 
benzoyl arginine trypsine, de 2ooo4-1oo calories. Ceci permet une 6valuation tr~s 
approximative de la distance entre les groupes en interactions au moyen de la relation 
classique 1: 

3osztz2 
AGe -- (7) 

d(6d --  7) 

dans laquelle z 1 repr6sente la charge de l'imidazole, z 2 les charges des 2 lysines, d la 
distance approximative entre les charges; 6d - 7 %sulte d'une 6valuation approximative 
de la constante di61ectrique locale valable pour des distances comprises entre 3/~ et 
io A. Les distances ainsi calcul6es sont de l'ordre de 9/~ pour le TAME et 8 ~ pour le 
BAEE. Ces rdsultats donnent une id6e de la distance moyenne entre l'imidazole du 
centre actif et les 2 groupements lysine qui entrent en interaction avec lui dans les 
acylenzymes. 

CONCLUSION 

L'&ude de l'action de la force ionique sur l 'hydrolyse du BAEE et du TAME 
par la trypsine (EC 3.4.4.4) et par la trypsine ac6tyl6e permet d'apporter quelques 
pr&isions sur le microenvironnement de l 'un des groupes catalytiques de l 'enzyme: 
l'histidine 46. Alors que l'on n'observe aucun effet de la force ionique sur l'activit6 de 
la trypsine ac6tyl6e, on a pu montrer que les variations obtenues avec l 'enzyme natif  
ne portent ni sur Km ni sur la constante de d&acylation k 3 qui est limitante pour les 
substrats &udi6s, mais r6sultent de modifications dans l'6tat d'ionisation de l'histi- 
dine r6active. La pr6sence de 2 charges positives appartenant A des groupements S- 
amin6s de lysine situ6s dans les acylenzymes k proximit6 de l'histidine favorisent la 
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dissociation de cette derni~re, ce qui a pour effet de promouvoir  l 'activit6 catalytique. 
I1 reste ~t pr6ciser si une interaction r6pulsive locale analogue existe d6j h dans l 'enzyme 
libre; mais ceci n6cessite une 6tude plus complexe avec les amides correspondantes. 

Les r6sultats pr6c6dents ne semblent pas sp6cifiques de la trypsine car, avec 
d 'autres  est6rases comme la chymotrypsine  (EC 3.4-4.5) l'effet de la force ionique, 
quoiqu 'un  peu plus complexe, n 'est  pas tr~s diff6rent*,**. 

Des effets de force ionique ~ certains 6gards comparables ont 6t6 d6crits avec 
d 'autres  enzymes hydrolyt iques et en particulier avec la thrombine (EC 3.4.4.13) 
(bibl. 24) et avec la ribonucl6ase (EC 2.7.7.16) (bibl. 25). 

Dans le cas de l 'activit6 est~rasique de la thrombine,  les auteurs sugg&rent que 
l'effet de la force ionique, au pH opt imum d'activit6, s 'exerce sur la constante d 'acyla-  
t ion et pas sur la constante de d6sacylation. Un d6placement du pH opt imum d'activi-  
t6 de la ribonucl6ase a 6t6 observ6 au cours de l 'hydrolyse de quelques substrats:  la 
cytidine 2 ' ,3 ' -phosphate  cyclique et la cyt idylyl  uridine. Par  ailleurs, pour ce m6me 
enzyme, SAROFF a d6montr6 l 'existence d ' amas  de charges localis6es en certains en- 
droits de la prot6ine et l 'un d 'eux impliquerait  en particulier les histidines r6activese6, 27. 

RI~SUMI~ 

L'influence de la force ionique sur l 'activit6 est6rasique de la trypsine a 6t6 
6tndi6e avec des substrats  sF6cifiques. 

Un  effet impor tan t  de la force ionique sur le p K  d'ionisation du groupement  
histidine du centre actif est mis en 6vidence. Les variations de ce p K  avec la concen- 
t rat ion saline du milieu r6sulte vraisemblablement d 'une interaction, r6pulsive entre 
le groupe imidazole charg6, et 2 charges positives de l 'enzyme. Quelques exp6riences 
comparat ives avec la trypsine ac6tyl~e conduisent ~ identifier ces charges comme 
celles des groupes e-NH3+ de 2 r~sidus lysine. 
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