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SUMMARY 

Inhibition by chelating agents of bovine erythrocyte carbonic anhydrase B at pH 7.4 
I. The purified isoenzyme of carbonic anhydrase (carbonate hydro-lyase, EC 

4.2.1.1) was isolated from a commercial extract by  chromatography on Sephadex 
G-75 and DEAE-cellulose. 

2. The kinetics of inhibition are characterized by an immediate decrease of 
activity following the addition of chelators. Thereafter inactivation proceeds at a 
slow rate. No correlation was found between the degree of inactivation and the con- 
ditional stability constants valid for the I :I Zn chelates. 

3. Using 65Zn as a tracer it could be shown that  the slow inhibition is due to a 
mobilization of Zn from the enzyme. 

4- All these findings may  be explained by  the assumption that  the immediate 
inactivation is caused by the formation of a ternary complex; since the Zn-protein 
complex is inert, the dissociation of this intermediate ternary complex, i.e. the mobili- 
zation of Zn from the enzyme, proceeds rather slowly. 

INTRODUCTION 

Certains agents ch61ateurs, tels que les acides 6thyl~nediaminet6trac6tique 
(EDTA) et di6thyl~netriaminepentac6tique (DTPA), sont des m6dicaments effcaces 
de plus en plus employ6s pour le t rai tement de contaminations biologiques par les 
m6taux lourds, radioactifs ou non. Cependant, leur application th6rapeutique prolon- 
g6e provoque en second lieu une 16sion n6phrotique 16tale 1. Un agent ch61ateur n '6tant  
g6n6ralement pas s61ectif pour la mobilisation d 'un m6tal d6fini, les manifestations 
toxiques observ6es peuvent s 'expliquer par la ch61ation d'ions m6talliques (tel que 

Abrdviations: BADS, 2,2'-bis[di(carboxym6thyl)amino]didthylsulfure; BATE, 1,2-bisE2- 
di(carboxym6thyl)aminodthylthio]dthane; BMEDA, N,N'-bis (~-mercapto6thyl) 6thyl~nediamine- 
N,N'-diac~tique; DTPA, di6thyl~netriaminepentac6tique; EDTA, acide ~thyl~nediaminetdtracd- 
tique; MEIDA, acide N-2-mercapto6thyliminodiac6tique; PENTEN, N,N,N',N'-t~tra-(2-amino- 
6thyl)6thylbne-diamine; TREN, 2,2',2"-tri-(aminotri6thyl)amine. 
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Zn ~+ (bibl. 2)), activateurs ou cofacteurs d'enzymes comme la phosphatase alcaline 
(EC 3.1.3.1) et l 'anhydrase carbonique (EC 4.2.1.1) qui jouent un r61e fonctionnel 
essentiel dans le cortex r6nal, et l'inhibition des enzymes correspondants 3-5. Con- 
trairement ~ la phosphatase alcaline ", l 'anhydrase carbonique s'av~re particuli~re- 
ment r6sistante & l'action des agents ch61ateursLS; Ho ET STURTEVANT 9 relatent mSme 
une activation par I'EDTA. Cependant l 'extrait enzymatique employ6 pour les essais 
n'6tait g6n6ralement pas pur, ce qui pourrait expliquer cette r6sistance inattendue et 
certaines controverses dans les r6sultats; les recherches n'ont pas 6t6 effectu6es de 
fa~on syst6matique. 

Nous avons 6tudi6 l'influence d'agents ch61ateurs diff6rant par leurs propri6t6s 
ch61atrices sur l'activit6 enzymatique d'un extrait d'anhydrase carbonique hautement 
purifi6 en fonction de diff6rents param&tres; par marquage de l 'enzyme au 65Zn nous 
avons pu d6terminer le m6canisme de l'inhibition. En raison de la nature du probl~me 
qui nous pr6occupe, ~ savoir la pathog6nie des agents ch61ateurs, les exp6riences ont 
6t6 affectu6es au pH physiologique sanguin 7-4. 

MATI~RIEL ET MIrTH•DES 

Enzyme 
L'enzyme 6tudi6 est l'isoenzyme B (bibl. ioJ de la carbonate hydro-lyase (EC 

4.2.I.I), commun6ment d6nomm6e anhydrase carbonique, d'6rythrocytes bovins, 
isol6 chromatographiquement ~ partir de l 'extrait commercial de Nutritional Bio- 
chemicals Corp., Cleveland. 

Une chromatographie d'absorption sur colonne de DEAE-cellulose de cet ex- 
trait  (activit6 sp6cifique dans les conditions d6crites ci-dessous 5-3" lO4 U.I.) permet la 
s6paration d'au moins 5 compos6s prot6iques diff6rents, dont 2 seulement poss~dent 
l'activit6 enzymatique recherch6e - -  et repr6sentant seulement 45 % (37.7 % + 7.3 %) 
en poids de l 'extrait brut - -  et de (NH4)2SO 4 (lO.4% en moyenne) (Fig. I). 

L'isolement des fractions actives est facilit6 si l 'extrait enzymatique commer- 
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Fig. I. Chromatographie  de l 'extrai t  commercial d ' anhydrase  carbonique sur  DEAE-cellulose.  
Charge 5 ° mg. Elut ion ~ pH 6.8o par  un  gradient  continu concave de concentrat ion A (4 a 5 ° mM, 
cf. texte) puis par  un gradient lin6aire B (5 ° & 500 mM tampon).  O - - O ,  Absorpt ion mesur6e 
253. 7 mff ~ l'aide d 'un  Uvicord (LKB) ; • . . . . .  • ,  activit6 enzymatique.  

Fig. 2. Chromatographie  de l 'extrai t  commercial d ' anhydrase  carbonique sur gel Sephadex G-75. 
Charge 5 ° mg. Elut ion A pH 6.8o, t ampon  5 mM Na~HPO 4 (25 ml/h). Colonne 1. 5 cm × 13o cm. 
O - - O ,  Absorpt ion ~. 280 m#;  • . . . .  • ,  activit~ enzymatique.  Fract ion a: prot~ines de poids mol.  
> 45 ooo; fraction r :  prot6ines de poids mol. voisin de 3 ° ooo. 
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cial est au pr6alable chromatographi6 sur Sephadex G-75. Cette filtration mol6culaire 
permet la s6paration des prot6ines de poids mol6culaire voisin de celui de l 'anhydrase 
carbonique (poids mol. 3o ooo (bibl. i i))  d'une part, de l'h6moglobine (VI) et du 
compos6 I d'autre part (Fig. 2) ; (NH~)zSO4, d6pourvu d'absorption ultraviolette, est 
61u6 bien apr~s les prot6ines. Apr~s d6min6ralisation par passage sur une colonne de 
r6sine 6changeuse d'ions AG II  A 8 (Bio Rad Laboratories, Richmond; 61ution A l'eau 
tridistill6e 12o ml/h), la fraction "/5", enzymatiquement active, est imm6diatement 
congel6e et lyophilis6e. 

Les isoenzymes II et I I I  sont isol6s par chromatographie sur DEAE-cellulose 
(colonne diam&tre 1. 5 cm × 20 cm) de la fraction/~. Avant emploi la cellulose (capa- 
cit6 d'6change 0.63 m6quiv/g) est purifi6e selon PESCE et al. 12 et mise en suspension 
dans 4 mM Na2HPO 4 (pH 6.80). Les solutions tampon sont st6rilis6es h l'6tuve (12o °, 
15 min), additionn6es de quelques gouttes de chloroforme et conserv6es au r6frigera- 
teur au plus 48 h pour 6viter les contaminations microbiennes de l 'enzyme et les 
modifications du chromatogramme; les colonnes sont, de plus, pr6par6es aussi asepti- 
quement que possible et refroidies ~ 12 °. La charge (40-5 ° mg) est 61u6e ~ l'aide d'un 
gradient continu concave de concentration C4 a 5 ° mM Na2HPO 4 (pH 6.8o), 400 ml), 
form6 par un Autograd (Technicon Chromatography Corp., New York), dont on uti- 
lise les 3 premieres chambres (Fig. I, gradient A). Chacun des enzymes II et I I I  est 
d6min6ralis6 et lyophilis6. Le degr6 de puret6 des produits obtenus est test6 par re- 
nouvellement de la chromatographie sur DEAE-cellulose d'une part, et par 61ectro- 
phor&se rapide sur cellogel (Serva, Heidelberg) d'autre part. Le compos6 II (activit6 
sp6cifique 12. IO ~ U.I.) s'est montr6 pratiquement homog~ne (>97 0/0) et est consid6r6 
comme suffisamment pur pour permettre les 6tudes envisag6es. Une solution aqueuse 

I mg/ml de cette prot6ine dans du tampon IO mM phosphate ou v6ronal de sodium 
3 ° est stable pendant plus de 2 semaines en absence de microorganismes. Cette solu- 

tion, employ6e comme solution m~re pour nos dilutions, est toutefois renouvel6e 
chaque semaine. Par contre le compos6 III  (7.3% seulement de l 'extrait commercial) 
n 'a jamais pu ~tre isol6 ~t un degr6 de puret6 suffisant. Les propri6t6s physico-chimi- 
ques et biochimiques de l 'enzyme II, qui ont conduit ~ son identification avec l'iso- 
enzyme anhydrase carbonique bovine B, sont relat6es dans le cadre des r6sultats. 

Prdparation d'enzyme marqud au 65Zn 
L'anhydrase carbonique bovine B (3.2" lO -5 M) est d'abord inactiv6e A >99 0/0 

pH 5.0 (bibl. 13) en milieu tampon io mM CHsCOONa par incubation (60 rain, 37 °) 
avec io mM I,Io-ph6nanthroline. La r6activation de l 'enzyme a lieu par addition d'un 
exc&s de Zn (CHzCOO)2 (bibl. 13) (20 raM), marqu6 au 65ZNC12 sans porteur ~ raison 
de 0.5 C/mole, et s6paration par filtration mol6culaire sur Sephadex G-25 (colonne 
2 cm × 40 cm, 61ution par 4 mM Na2HPO4, pH 7.4) apr~s neutralisation avec o.I M 
NaOH jusqu'~ pH 7.4 (cette op6ration s'accompagne d'une pr6cipitation de Zn(OH)2 
et de prot6ine d6natur6e (cf. LINDSKOGla)). L'identification des produits s'effectue 
par mesure de l'activit6 enzymatique et de l 'absorption X 280 m# (prot6ine), 264.5 m/~ 
(I,Io-ph6nanthroline) et 27 ° m/~ (ch61ate Zn-I,Io-ph6nanthroline). On 61imine le 
Zn 2+, radioactif ou non, fix6 de fa~on non sp6cifique sur l'enzyme, par incubation (60 
min, 25 °) avec lO -4 M EDTA. EDTA est s6par6 par chromatographie sur Sephadex 
G-25. Apr&s ddmin6ralisation (r6sine AG I I  A8, Bio Rad Laboratories) et lyophilisa- 
tion, l 'extrait d'anhydrase carbonique marqu6 au 65Zn (seulement 15 ~ 20% de la 
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quantit@ trait@e) poss@de une radioactivit@ sp@cifique (mesur@e A l'aide d'un compteur 
scintillations ANC 660 (A.C.E.C., Louvain) ~ cristal NaI(TI) creux) de 30 impulsions/ 

rain par mg environ et une activit@ enzymatique r@duite de 70-75% (d@naturation 
au cours de la lyophilisation). 

Composition en acides aminds 
L'enzyme est hydrolys6 selon GUNDLACH, STEIN ET MOORE 15 et l'analyse effec- 

tu@e selon SPACKMAN, STEIN ET MOORE 16 (Autoanalyzer Technicon). La teneur en 
acides amin@s est d@termin@e ~ l'aide d'une machine ~ calculer (IBM 7070, programme 
Fortran 17) d'apr@s la m@thode de SCHf3SSLER ET JUNG 18 pour laquelle les valeurs arron- 
dies de NYMAN ET LINDSKOG I° pour l 'anhydrase carbonique bovine B sont consid@r@es 
comme valeurs th@oriques (Tableau I). 

Ddtermination de l'activitd enzymatique 
L'activit@ enzymatique de l 'anhydrase carbonique est d@termin@e ~ 6 ° par mesu- 

re de la vitesse maximale d'hydration du CO S en HCO 3- et H + selon la m@thode 
pH-stat de LEIBMAN, ALFORT ET BOUDET 19. Le milieu r@actionnel est constitu@ par 
25 ml de tampon 8 mM Na2HPO 4 (pH 7.4), dans lequel perle 15 1/h CO s 4.6% dans N r 
A ce  pI-I l'activit@ mesur@e repr@sente 8O~o de l'activit@ maximale atteinte ~ pH 7.9. 
Dans ces conditions la vitesse de r@action enzymatique (VE) est proportionnelle ~ la 
concentration d'enzyme dans l'intervalle de concentrations mesurables (I A 25" lO -1° 
M). L'erreur standard atteint 4-7%. 

Agents chdlateurs 
Leur solubilit@ dans le tampon 8 mM phosphate ~ pH 7.4 doit @tre, si possible, 

o. i M. I1 s'agit de: EDTA; DTPA; 2,2'-his [di(carboxym@thyl) amino]di@thylsulfure 
(BADS); 1,2-bis[2-di(carboxym@thyl)amino@thylthio]@thane (BATE); N,N'-bis(~- 
mercapto@thyl)@thyl~nediamine-N,N'-diac@tique (BMEDA); acide N-2-mercapto- 
@thyliminodiac@tique (MEIDA); L-cyst@ine; cyst@amine; I)-pTnicillamine; m@thioni- 
ne ; 5-mercaptopyridoxine; 6-mercaptopurine; @thyl~nediamine ; di@thyl~netriamine ; 
tri@thyl~netdtramine; 2,2',2"-tri-(aminotri@thyl)amine (TREN); N,N,N',N'-t@tra- 
(2-aminodthyl)@thyl~nediamine (PENTEN); i,io-ph@nanthroline. 

EDTA, 5-mercaptopyridoxine et i,io-ph@nanthroline sont des produits de 
Merck (Darmstadt), L-cyst@ine, cyst@amine, m@thionine, 6-mercaptopurine, @thyl~ne- 
diamine et di@thyl~netriamine des prodnits de Fluka (Buchs, Suisse), I)-p@nicillamine 
un produit de Heyl (Berlin), BMEDA un produit de Bracco Industria Chimica (Milan) ; 
les compos@s DTPA, MEIDA, BADS, BATE, tri@thyl~net@tramine et PENTEN ont 
@t@ aimablement mis ~ notre disposition par Geigy (BAle), et TREN par le Prof. G. 
SCHWARZENBACH (Zfirich). 

Les 6 premiers compos@s ont @t@ employTs ~ l'@tat de Na ch@lates, le DTPA aussi 
l'@tat de Ca ou Zn ch@late. Di@thyl~netriamine et PENTEN ont @t@ distill@s selon 
SCHWARZENBACH 20. 

Les solutions de mercaptanes sont fraichement prTpar@es avant usage et plac@es 
imm@diatement sous atmosph@re N~ ~ 3 °. 

L'@tude de l'influence de ces agents ch@lateurs a @t@ conduite selon deux proc@- 
d@s diffdrents. Elle est bas@e sur la sp@cificit@ de Zn 2+ pour l'activit@ enzymatique de 
l 'anhydrase carbonique 21. La mobilisation de ce cofacteur entraine une inhibition de 
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l 'enzyme qui lui est proportionnelle. Dans le premier l'inhibition @ventuelle entre 
l 'enzyme (E) et le ch61ateur (L) a lieu ~t 6 ° pendant la d@termination de l'activit6 
enzymatique:  inhibition imm6diate. L'agent ch61ateur est ajout@ au tampon de la 
cuve ~ titration avant l'arriv@e du CO 2 pour la mesttre d'activit6. Un grand exc~s 
mol@culaire de ch61ateur ( [L] / [E])IO 5) doit 6tre employ6 pour inhiber l'anhydrase 
carbonique (1.3" lO -9 M), entrainant ainsi une @16vation importante de la force ionique 
(cf. Fig. 3) et, par l~-m@me, une inhibition de l 'enzyme (cf. R~SULTATS). Une interaction 
@ventuelle entre L et C0~ restant possible et la r6action d'inhibition @tant sans doute 
incomplete, on consid@re les %sultats ainsi obtenus avec r6serve. Dans le second 
proc6d6 on 61imine les difficult@s ci-dessus en incubant l 'enzyme (3.2" IO -v M) ~ 37 ° 
avec diff6rents exc~s d'agent ch@lateur (sous I atm N2) avant la d6termination de 
l'activit@ r@siduelle h 6 ° ; le milieu de mesure contient alors IO -4 M E D T A  afin d'@viter 
une r@activation @ventuelle par des traces Co 2+, Cu 2+, etc. 22. Cette m@thode permet 
une 6tude cin@tique de l'inhibition. 

R E S U L T A T S  

Propridtds et identification de l'isoenzyme II  
L'isoenzyme II a un coefficient d'extinction ~1~'1 em % ~t 280 m# de 16.8 ; le rapport 

A2somu/A2no m/z est de 1.8 (LINDSKOG n relate pour ce rapport 1.6 et LIEFL~NDER 2a 

T A B L E A U  I 

COMPOSITION 
L~ENZYME I I  

EN ACIDES AMIN]~S DE L'ANHYDRASE CARBONIQUE BOVINE B (bibl. IO) ET DE 

Acide Anhydrase carbonique Enzyme I I*  
amind bovine B 

Valeurs Valeurs 
ddtermindes 1° arrondies 

Asp 32.1 ± 0.3 32 32.2 :t: 0.4 
Thr 14.5 4- 0.3 14 11.6 4- 0. 3 
Ser 16.1 4- o.7 16 lO. 4 4- 0.6 
Glu  23-7 4- o.7 24 23.8 4- 0.8 
Pro 19. 5 4- 0. 4 20 ** 
G l y  20.2 4- 0. 5 2o 19.8 4- 0.4 
AI~ 16.9 4- 0.3 17 16.9 4- 0. 3 
Val  19. 9 4- o . i  20 19.7 :t: o.4 
Cy~ < o . 2  o < o . i  
Met 3.1 -[- o . i  3 3.0 4- o . t  
Ile 5.o 4- 0.2 5 5.o :k 0.3 
Leu 26.2 4- 0. 4 26 25.9 4- o . I  
T y r  7.9 4- o . i  8 7-9 4- o . I  
P h e  11. 3 -I- 0.2 i i  11.2 4- 0.2 
Lys  18. 7 -4- 0.3 19 19.1 4- o. 3 
His i i .  3 ± 0.2 i i  lO.8 4- o.2 
Arg 9.0 4- o.2 9 9.1 4- o . I  
Trp ** ** 

* Ces r@sultats sont  les m o y e n n e s  issues d'une triple analyse  de deux  hydro lysa t s  diff@rents. 
Les  v&leurs de Ser et  Thr, n 'ayant  pas @t~ rapport~es au t emps  d 'hydrolyse  z@ro, sont  entach@es 
d'une erreur par d@faut. 

** Non  d6termin~. 
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i. 7 & pi t  8). L'absorption molaire pour un poids mol6culaire de 31 ooo est e m =  52 ooo 
1" M -1. cm -1 ~ pH 7.4 (I = o.oi), valeur diff@ant quelque peu des rfisultats publi~s 
(56 ooo (bibl. n )  et 58 ooo (bibl. 23)) mais d6termin6s & pH 8. 

L'activit6 enzymatique sp6cifique de l'isoenzyme n (12. lO 4 u.I.) se rapporte 
6 ° et pH 7.4, la m6thode de dftermination employfe ne permettant pas les mesures 

25 °. Elle est du m6me ordre de grandeur que celle de l 'anhydrase carbonique hu- 
maine B (4.4" lO4 U.I.) et nettement plus faible que celle de l 'anhydrase carbonique 
humaine C (1.3" lO 6 U.I.) (bibl. 24). 

Une d6termination approch6e du poids mol6culaire a 4t6 effectu6e selon WHIT- 
AKER 2s sur gel Sephadex G-2oo (colonne 1.5 cm × 14o cm). Cette mfthode donne un 
poids mol. de 32 000±2000, valeur en bon accord avec la litt@aturet°, n. 

La composition en acides amin6s est en accord parfait avec celle de NYMAN ET 
LINDSKOG 1°, ce qui nous permet de conclure ~ l'identit6 de notre enzyme n avec l'iso- 
enzyme anhydrase carbonique bovine B. 

L'4nergie d'activation apparente de la rfaction enzymatique catalysfe par 
l'isoenzyme anhydrase carbonique bovine B, et d~terminfe entre o et 15 ° d'apr~s la 
relation d'Arrh4nius, est A = 1. 7 kcal/M (Q10 = I.I) contre 12. 7 kcal/M (Q10 = 2.6, 
en accord avec DAVIS 26) pour la r~action spontan~e. Cette diff6rence motive le choix 
d'une basse temp@ature pour la mesure de l'activit6 enzymatique. 

La z6ne de proportionalit4 VE = k Esubstratl est trop 6troite (2 ~ddbit  CO 2 + 
Nz~<6 i/h) et, dans ce domaine, le d6bit est trop imprfcisfment mesurable, pour per- 
mettre la d@ermination de la constante de Michaelis de l'isoenzyme. 

~1o " - \ \  

l i  01' d2 0'3 0'4 0[5 

[Og [L] /[[] 
6 7 8 g 

20 

DTPA 
MP 

Fig. 3. Influence de la force ionique sur  la d4termination de l 'activit4 enzymat ique de l ' isoenzyme 
B (1.3 • IO -9 M) et de l 'extrai t  commercial (enzyme brut)  & 6 °. Ordonn6e, vitesse de rdaction en- 
zymat ique  maximale  (pH 7.4); abcisse, force ionique du milieu de mesure ( tampon Na2HPO4). 

Fig. 4. Inhibi t ion imm6diate de l 'enzyme par  diff4rents agents ch41ateurs en fonction de leur con- 
centrat ion.  [E] = 1. 3 • IO -a M, temp4rature  6 °. MP, 5-mercaptopyridoxine;  Cys, I.-cyst4ine; CysA, 
cystdamine et MPur, 6-mercaptopurine.  
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La force ionique du tampon a une influence essentielle sur l 'activit6 de l 'anhy- 
drase carbonique bovine B (Fig. 3). VB v6rifie la relation corrig6e de Debye-Htickel 

lOgVE = B + constante, pour laquelle le hombre de charges 616mentaires 
I + 1.31 D 

impliqu6es dans la r6action est B ---- 4 (valeur diff6rente de celle de DAVIS'7). La Fig. 3 
montre aussi l'influence des impuret& de l 'extrait  enzymatique sur cette relation lors- 
que I<o .12 .  Pour les essais envisag6s, la force ionique du tampon Na~HP0~ (I ---- o.12 
soit 8 mM) a 6t6 choisie en raison ~ la lois d 'un pouvoir tampon suffisamment 61ev6 et 
d 'une force ionique aussi faible que possible. 

Influence des agents chdlateurs 
L'activit6 enzymatique r6siduelle (a) sous l'influence des agents ch61ateurs est 

rapport6e ~ l 'activit~ du contr61e (a0), mesur6e en absence de ligant, et exprim~e en % 
(erreur < lO%). 

Inhibition immddiate 
L'activit6 r6siduelle port6e en fonction de [L]I[E] sur un diagramme ~ axes 

logarithmiques forme une courbe d'inhibition lin6aire dont la pente k diff+re selon 
l 'agent ch61ateur mais reste toujours net tement  < I (Fig. 4). Le Tableau I I  r6sume les 
valeurs de k, et indique les concentrations de ch61ateur pour lesquelles l ' inactivation 
de l 'enzyme atteint  50 %. Les r&ultats  obtenus avec les polyamines &hyl+nediamine- 
P E N T E N  doivent ~tre consid6r6s avec r6serve, car ces substances r6agissent rapide- 

T A B L E A U  I I  

INHIBITION IMM1~DIATE DE L'ANHYDRASE CARBONIQUE BOVINE B PAR DIFF]~RENTS AGENTS CHI~- 
LATEURS 

150 ~ c o n c e n t r a t i o n  ( lO -8 M) d u  c h d l a t e u r  p o u r  l a q u e l l e  ] ' i n h i b i t i o n  a t t e i n t  5 0 % ;  k = c o e f f i c i e n t  
d e  r d g r e s s i o n  ( e r r e u r  7 - 1 o % )  d e s  c o u r b e s  d ' i n h i b i t i o n  (F ig .  4) ;  K'LZn ~ c o n s t a n t e  d e  s t a b i l i t d  
e f f e c t i v e  8° d u  c h d l a t e  I : I  h p H  7.4,  c a l c u l d e  ~ p a r t i r  d e s  c o n s t a n t e s  d e  f o r m a t i o n  b r u t e s  e t  d e s  
c o n s t a n t e s  d e  b a s i c i t d  d e s  a g e n t s  chd l a t eu r s31 ,  32 s e l o n  SCH~,VARZENBACH 30. [E]  = 1 . 3 " I O  -5 M, 
t e m p d r a t u r e  6 °. 

Agent  ch~lateur log I~'LZ n [50 - -k  

E D T A  13.4  17o  0 .20  
D T P A  14.2 16 0 .40  
] 3 A D S  I I . 8  27o  O.lO 
B A T E  - -  >> _ _  
B M E D A  - -  1.2 0 .37  
M E I D A  11. 7 o .68  o .38  
L - C y s t d i n e  5 .9  5.2 o .41 
C y s t d a m i n e  3 .7  7 .0  o-35  
D - P 6 n i c i l l a m i n e  6 .0  i i o  o. 16 
5 - M e r c a p t o p y r i d o x i n e  2.1 o .66  0 .83  
6 - M e r c a p t o p u r i n e  - -  9 .0  0 .37  
M e t h i o n i n e  - -  >> _ _  
E t h y l ~ n e d i a m i n e  2. 7 4. o 0 .27  
D i ~ t h y l ~ n e t r i a m i n e  4 .7  7 .0  0 .22  
T r i ~ t h y l ~ n e t & r a m i n e  7 .7  3 .7  o. 13 
T R E N  8. 3 6.2 0 .34  
P E N T E N  8.2 1. 3 0 .40  
I ,  I o - P h 6 n a n t h r o l i n e  6 .4  * * 

* T e c h n i q u e m e n t  n o n  m e s u r a b l e .  

Biochim.  Biophys.  Aeta, 151 (1968) 2 4 5 - 2 5 9  



252 E. C A R P Y  

ment ~ 6 ° avec le substrat pour former des carbamates ~s en lib6rant des H + suppl6- 
mentaires, dont la titration augmente notablement la force ionique du milieu de 
mesure d'activit6. De plus, les ligants des carbamates et vraisemblablement aussi 
leurs constantes K'LZn different de ceux des amines correspondantes. La composition 
du milieu ne pouvant pas ~tre d6termin6e simplement pour les amines autres que 
1' 6thyl&nediamine, il s'av~re impossible de donner une interpr6tation raisonnable de ces 
r6sultats. Le remplacement du CO s par le p-nitroph~nylac~tate pour l'6tude de Fin- 
fluence de ces polyamines sur l'activit6 est6rasique de l 'anhydrase carbonique 29 n 'a 
pas donn6 meilleure satisfaction: les amines hydrolysent totalement le substrat en 
quelques secondesl 

Cindtique de l'inhibition 
Des essais pr6alables de stabilit6 ont montr6 qu'une incubation de 24-30 h 

pH 7.4 n'affectait pas l'activit6 de l 'enzyme m4me ~t force ionique 61ev6e (0.5 M 
CHaCOONa) ; ~ pH 5.0 l'incubation ne dolt pas 4tre prolong6e au-del~ de 5 h. L'in- 
fluence des Na ch61ates d 'EDTA et DTPA est r6sum6e dans le Tableau I I I .  En 

T A B L E A U  I I I  

ACTIVIT]~ ENZYMATIQUt~ ( %  DU" CONTR6LE) AU COURS DE L'INCUBATION AVEC DIFF]~RENTS EXC]~S 
MOL]~CULAIRES D ' E D T A  o u  DE D P T A  

[E]  = 3.2 • IO -~ M, t e m p d r a t u r e  37 °. 

Dur~e log [ E D T A  J / [E]  log [ D T P A  ]/[E] 
d' incubation 

4 5 5.8 6.2 4 5 5.8 6.2 

2 m i n  1I 7 13o 13o 126  i o o  117 lO2 i o i  
7 m i n  i i o  12o 115 lO8 9 9  97  i o o  97  
I h 122 121 117 l ° 5  97  lO8 91 79 
2 h lO5 91 94  77 lO6 9 9  87 86  
6 h lO3 9 6  90  75 116 lO8 99  82 

24 h I o o  lO 4 92 78 9 6  93  86 76 
" 84  80  71 60  93 92  86 71 

* A c t i v i t d  e n z y m a t i q u e  apr&s 2 4 h & i n c u b a t i o n  r a p p o r t d e  g l ' a c t i v i t d  m a x i m a l e  m e s u r d e  
a u  c o u r s  d e  l ' i n c u b a t i o n .  

pr6sence de Nas[Zn-DTPA ] l'activit6 de l 'anhydrase carbonique atteint encore I I I  % 

pour ILl~[E] = lO 5 et 12o% pour un exc~s de lO 6 apr~s 24 h d'incubation; clans ce cas 
l 'activation mesur6e ~ t = 2 min est 24% respectivement 84%. Avec Na,[Ca-DTPA] 
en exc&s ~ lO 6 l'activit6 ~ t = 24 h e s t  encore lO4°/o . 

L'inhibition de l 'anhydrase carbonique bovine B par MEIDA est une r6action 
du premier ordre, ~ cause de [L]>> [E], au cours des 5 premieres heures d'incubation 
(Fig. 5). Dans ce domaine la p6riode d'inactivation (t½) de l 'enzyme caract6rise l'effec- 
tivit6 de l'agent ch61ateur (Tableau IV). L'6cart de la lin6arit6 observ6 est vraisem- 
blablement dfi A l 'oxydation de MEIDA en disulfite. 

L'influence de I,Io-ph6nanthroline se traduit de m~me par une %action du pre- 
mier ordre pendant toute la du%e de l'incubation (Fig. 6). La p6riode de l'inactiva- 
tion exponentielle ~t pH 7.4 pour diff6rents exc~s de i,io-ph6nanthroline est relat6e 
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T A B L E A U  IV 

P~RIODE D'INACTIVATION (t½) PAR MEIDA ET I,IO-PH~NANTHROLINE POUR DIFF~RENTS EXCES 
MOLAIRES (EL]lIE]), ~--T ACTIVIT]~ ENZYMATIQUE R]~SIDUELLE (a/a0) APRILS 2 4 h D'INCUBA.TION 

[E] = 3.2 " IO -~ M, t e m p d r a t u r e  37 °. 

Agent ch~lateur [L]/[E]  t~ (h) a/a o (%) 
(en ~o*) 

pH  7.4 pH  5.o 

M E I D A  1.5 6.4 21 
6.0 3.0 5.1 

i 5 .o  2.0 o.o 
30.0 1. 5 o.o 

I, i o -Phdnan th ro l ine  0.6 43 o.25 65 
1.5 25 o . Io  4 ° 
3 .0 9 0.06 12 

dans le Tableau IV, oh les valeurs correspondantes ~ pH 5.o sont donn6es ~ titre de 
comparaison. A pH 5-o l'inhibition est environ 16o fois plus rapide qu'au pH physiolo- 
gique, ce qui confirme les observations d6jA faites m. 

La Fig. 6 montre les courbes d'inactivation de l 'anhydrase carbonique sous 
l'influence de m6thionine, BADS, BATE, L-cyst6ine et cyst6amine en exc~s molaire 
3" lO5 compar6es avec celles de MEIDA pour le m~me execs et de i,io-ph6nanthroline 
(exeCs 3" IO 4 seulement). On constate ici qu'une comparaison directe des valeurs t i 
(d6termin~es au cours des premieres heures d'incubation) ne refl~te pas exactement 
les differences d'effectivit6 d6finitive des ch61ateurs: en effet, par exemple, la p6riode 

2oo [~ 

~r~ 

DurOc C/acubalhn ,. 

]h 

% 

100 ~"  • M~1- 

60 ~ ~ BATE~ 
40 

l \ \ -cys 

sk 

IO xo 30h 
Duty@ d~noubal/oi7 ~. 

Fig. 5. Cindt ique de l ' i nh ib i t i on  de l ' enzyme  incubd avec  diffdrents exc~s de M E I D A  (1 . 5 -3o - IO) .  
L ' i n c u b a t i o n  pour  [L]/[EI ~ 1.5'  lO 4 a dtd effectu6e en t a m p o n  8 mM p h o s p h a t e  (~)) e t  i o  mM 
vdronal  (~));  s inon elle a tou jours  lieu en mil ieu  phospha te .  [El ~ 3.2. lO -7 M; t e m p d r a t u r e  37 °. 

Fig. 6. Cindt ique de l ' i nh ib i t i on  de l ' e n z y m e  incubd avec  diffdrents agen t s  chdlateurs .  Exc~s de 
chd la teur  3 "IO~; s a u l  dans  le cas de I , I o - p h 6 n a n t h r o l i n e  : 3" 1°4- T a m p o n  8 mM phospha te .  [E] 
3.2" lO -7 M; t e m p 6 r a t u r e  37 °. Met, m6 th ion ine ;  P H E N ,  i , i o - p h d n a n t h r o l i n e ;  Cys, L-cyst~ine e t  
CysA, cys tdamine .  
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Fig. 7. I s o l e m e n t  d e  l ' e n z y m e  m a r q u 6  a u  ~SZn p a r  c h r o m a t o g r a p h i e  s u r  S e p h a d e x  G - 2 5  a p r ~ s  in -  
c u b a t i o n  5. 37 ° a v e c  i , I o - p h ~ n a n t h r o l i n e  ( P H E N ) ,  24 h,  p H  7.4 ( p r e m i e r e  m d t h o d e ) .  C o l o n n e  2 c m  X 
4 ° c m .  E l u t i o n  a v e c  4 m M  p h o s p h a t e  ( f r a c t i o n s  d e  3 ml) .  A l ' i n c u b a t i o n  ~E] - -  3 .2"  IO - s  M e t  [ I ,  i o -  
p h ~ n a n t h r o ] i n e ]  = i • i o  -2 M. 

d ' inh ib i t ion  pa r  B A T E  est 5 h contre  4 h, va leur  voisine, pa r  la L-cyst6ine, alors qu 'a -  
pros 24 h d ' incuba t ion  l ' ac t iv i t6  enzymat ique  r6siduelle a t t e in t  encore 50% en pr6- 
sence de B A T E  et seulement  7 % environ avec la L-cyst6ine. 

Expdriences avec 65Zn ~ pH 7.4 
Dans  une premiere  m6thode,  bas6e sur l ' inh ib i t ion  d ' enzyme  marqu6 au 65Zn 

- -  condi t ions d ' incuba t ion  (18 ~ 24 h) : EEl ~ 3.2 h IO. lO -5 M, t a m p o n  8 mM phos- 
pha te  (pH 7-4), EMEIDA] = 5"1o-2 M, [ I , Io-ph6nanthro l ine]  ~ I .  lO -2 M, 37 ° - -  
on observe une r6par t i t ion  de la radioact iv i t6  originale entre  l ' enzyme et  ~t ] ' agent  

T A B L E A U  V 

RADIOACTIVIT]~ LIkE h L'ENZYME ET ~k L'AG]~NT CHIgLATEUR APR1gS INCUBATION ET ISOLEMENT PAR 
CHROMATOGRAPHIE SUR SEPHADEX G - 2 5  

O n  d o n n e  e n t r e  p a r e n t h e s e s  l a  r 6 p a r t i t i o n  e n  % d e  l a  r a d i o a c t i v i t 6  t o t a l e  d e  l ' 61ua t .  A l ' i n h i b i t i o n  
[El  - -  3,2 5. i o -  lO -5 M, [ M E I D A ]  5 " lO-2  M, [ I , I o - p h 6 n a n t h r o l i n e ]  ~ i - lO -2 M, t e m p d r a t u r e  

37 ° . 

Agent ch~lateur Inhibition 
(%) 

Radioactivitg (imp.[sec) 

Totale Li~e & Li~e au 
l'enzyme ch~lateur 

Charge Eluat 

M E I D A  98  48 49 i (2) 48 (98) 
i , i o - P h ~ n a n t h r o l i n e  66  9 6  93  35 (38) 58 (62) 
i , i o - P h 6 n a n t h r o l i n e  76  159 162 4 ° (25) 122 (75) 
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ch61ateur apr~s l 'inhibition et leur isolement (filtration mol&ulaire sur Sephadex G- 
25). La Fig. 7 montre le chromatogramme obtenu lorsque l 'enzyme radioactif a 4t4 
incub4 avec I,io-ph6nanthroline. Le Tableau V rapporte les r4sultats quantitatifs 
correspondants pour MEIDA et I,io-ph6nanthroline. 

Dans la seconde m6thode l 'enzyme incub6 n'est  pas marqu6. Apr& son inhibi- 
tion (tampon v6ronal) on ajoute un exc&, par rapport  ~ l 'agent ch61ateur, de 
Zn(CHzCOO)~ marqu6 au 65ZnC12 (cf. MATI~RIEL ET METHODES). Si l 'inhibition ob- 
serv4e ~ l ' incubation a lieu par  mobilisation du cofacteur enzymatique, l 'addition de 
Zn ~+ marqu6 doit permettre  la r6activation de l 'anhydrase carbonique et, ainsi, son 
marquage au 65Zn. Cependant, l 'exc& de Zn 2+ ajout4 conduit A une inhibition secon- 
daire de l 'enzyme 2s, qui est totalement lev4e par son 61imination (Sephadex G-25) 3~. 
Une incubation de l 'enzyme avec IO -4 M Zn(CH3COO)2 (concentration choisie en rai- 
son de la solubilit4 du Zn ~ pH 7.4) marqu4 au 65ZnC12 (2.5 mC/mole) en absence 
d 'agent ch61ateur permet de v4rifier l 'absence d 'un 4change du cofacteur enzymatique 
avec Zn ~+ du milieu all cours de l 'addition de l'exc~s de Zn(CH3COO)2. La radio- 
activit6 de l 'enzyme r4activ4, isol4 par filtration mol4culaire (G-25) , est indiqu6e dans 
le Tableau VI. 

T A B L E A U  VI  

RADIOACTIVIT:~ DE L'ENZYME APRILS INHIBITION D'UN ESSAI NON MARQU]~ ET REACTIVATION PAR 
NEUTRALISATION DE L'AGENT CHl~LATEUR AV:EC Zn(CHsCOO), MARQU~ AO eSZn 

A l ' i nh ib i t i on  [E] = 6. 4 • lO -5 M, t e m p 4 r a t u r e  37 °. 

Agent  ch~lateur Inhibi t ion Radioactivit~ ( imp. /see)  
(%) 

Calcul~e * Mesurde 

M E I D A  95 29 26 (90%) 
i , i o - P h 4 n a n t h r o l i n e  83 141 113 (80%) 

* D'apr~s  la r ad ioac t iv i t4  sp4cifique de 6sZn(CH3COO)2 pour  un 4change A lOO% du co- 
fac teur  e n z y m a t i q u e  avec  Zn 2+ marqu4  du milieu. 

DISCUSSION 

Nos exp4riences montrent  qu'une r4action a lieu entre l 'anhydrase carbonique 
bovine B e t  les agents ch61ateurs, conduisant ~ l'inhibition de l 'enzyme et ~ la mobilisa- 
tion du cofacteur. Le m&anisme de l 'inhibition n'est  pas simple car Faction des ch61a- 
teurs se manifeste par une inhibition imm4diate (Fig. 4) s'accroissant ensuite avec la 
dur4e de l 'incubation, et par une activation (<5O~/o) de courte dur6e observable en 
incubation seulement. 

L 'act ivat ion semble d4pendre davantage de la concentration que de la nature 
de l 'agent ch61ateur. Elle n 'est  pas due A la ch61ation d'ions inhibiteurs de l 'anhydrase 
carbonique, pr6sents A l '6tat de traces dans les r4actifs, car elle ~ lieu aussi avec les 
solutions trait6es avec lO -4 M EDTA et seulement pour [Ll 61ev6e. L'act ivat ion (6 × ) 
observ4e par I-Io ET STURTEVANT 9 avec EDTA, et attribu6e par ces auteurs A la modi- 
fication de la conformation prot4ique au centre actif, ne semble pas, de par  son ordre 
de grandeur d'une part  et de sa m&hode d'observation d 'autre part,  devoir &re corn- 
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par~e avec celle-ci. Nos r@sultats exp6rimentanx ne permettent  pas de donner une 
meilleure explication de ce ph@nom~ne. 

La mobilisation du Zn de l 'enzyme par un agent ch61ateur peut ~tre consid6r@e 
premi@re vue comme une substitution nucl@ophile i (SI~I): E Z n ~ E  (apoenzyme) 

+ Zn ~+ et Zn e+ + L~-ZnL, ces 6quilibres @tant d@termin@s par les constantes K'Ezn 
et K'LZn respectivement. Dans ce cas l'activit@ enzymatique r@siduelle serait donn6e 
par la relation 

a K'LZn [L] 
l o g - - ~  - - l o g  . - - -  

ao K'~zn [E]' 

obtenue d'apr&s un raisonnement analogue ~ celui de CATSCH 1 et oh [L] et [E] sont 
les concentrations totales des r6actifs mis ~t r6agir et non pas des formes non com- 
plex6es; cette relation indique qu'en coordonn6es logarithmiques l 'activit6 r@siduelle 
a/a o est proportionnelle ~ l'exc~s [L]/[E] et que le coefficient de proportionnalit6 est 
- - I .  La relation n'est valable que si a/ao< I ;  pour a/a o_ I (d6but de l'inhibition) la 
pente de la courbe passe progressivement de o & - - I .  Or, les droites d'inhibition ob- 
tenues montrent  une pente <<i et l 'absence de corr61ation entre l'effectivit6 des agents 
eh@lateurs et K'Lzn/K'ezn (Fig. 4). De plus, une inhibition imm6diate est mise en 
6vidence, alors que le m@canisme S~I  pr6voit une r@action lente. Par  contre un m@ca- 
nisme SN2, impliquant la formation d 'un complexe temaire interm@diaire prot6ine- 
Zn-ch61ateur: 

I 2 

E Z n  + L . ~  (EZnL) .~ E + ZnL 

permet d'expliquer tous les r@sultats. La formation d 'un tel complexe est d 'autant  
plus plausible que la sp@cificit6 du Zn pour l'activit@ de l 'anhydrase carbonique 21 
laisse supposer sa participation directe ~ la r6action enzymatique1~,34, 35 et aussi la 
disponibilit@ d 'au moins I de ses 4 liaisons de coordination. Par l~t-m~me on est autoris6 ~t 
penser que le complexe ternaire est inactif. Par d6composition ce complexe conduit 
la mobilisation du Zn d'une part,  et ~ l'@l@vation du d@gr6 d'inhibition par d@place- 
ment de l']~quilibre I d 'autre part.  Cette d@composition a lieu relativement lentement, 
comme le montrent  nos exp6riences d'incubation, car l 'anhydrase carbonique constitue 
en elle-m@me un complexe robuste (terminologie de SCHWARZENBACHaS), et explique la 
seconde pattie de la ein@tique. 

L'inhibition imm6diate de l 'enzyme observ@e aux fortes concentrations d'agents 
ch@lateurs peut @tre due ~t la lois ~ l'616vation de la force ionique (effet non sp6cifique) 
et au pouvoir ch61ateur propre des anions (effet sp@cifique). L'effet sp@cifique semble 
6tre le plus important,  car b. force ionique 6quivalente l'inhibitoin d6crolt darts l 'ordre 
D T P A ~ p h o s p h a t e > a e 6 t a t e > E D T A > N a C 1  ou NH~C1 (le phosphate et l 'ac6tate 
peuvent former des complexes). Les pentes des courbes de la Fig. 4 6tant <<I, l'effet 
non sp@cifique est sans importance pour la conclusion : absence de mobilisation directe 
du cofacteur enzymatique. 

L'activation au d6but de l ' incubation masque l'inhibition imm6diate et l 'activi- 
t6 mesur@e, r@sultant de la superposition de ces deux effets, ne correspond pas ~t Fin- 
hibition r@elle. L'impossibilit6 d'une 6tude s6par@e de ces effets contraires emp@che 
l 'analyse quantitat ive de la cin@tique g@n6rale de l'inhibition. L'activit6 enzymatique 
r@siduelle ~ un instant t e s t  d@termin@e qualitativement selon 
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a K .  [ L ]  
I n -  = - -  i n  (~  + K.[L]) - -  

a 0 1 + K. [L] 
. k t  

off le premier terme, ind6pendant de t, correspond ~t l'inhibition imm6diate, et le second 
la rfaction du premier ordre observ6e par incubation; la constante K est la cor~stante 

d'6quilibre de la premiere 6tape du m6canisme propos6 et k la constante de vitesse de 
la seconde ~tape (la constante de vitesse --k de la r6action oppos6e peut ~tre n6gligfe 
par rapport ~ k). Cette relation exprime bien les faits observ6s, ~ savoir l 'augmentation 
de l'inhibition immfdiate et la diminution du temps demi-r6action (tl/2) lorsque ILl, 
c'est-~-dire [L~/[E l, augmente. 

La formation d'un complexe ternaire explique l'absence d'une corrfilation entre 
l'inhibition de l 'anhydrase carbonique et K'LZn, ainsi qu'un coefficient de r~gression 
k <  I (Fig. 4). En effet l'inhibition ne rfisulte pas de la mobilisation des Zn z+ libres, 
dfcrite par K'LZn, mais d'une ch61ation in situ, ~ laquelle prennent part quelques 
ligants seulement des ch61ateurs. La nature et la r6partition mol6culaire des atomes 
ligant et l 'encombrement stfrique des agents chflateurs jouent donc un r61e d6termi- 
nant  pour leur effectivitfi: MEIDA >cyst famine >L-cystfine > I,Io-phfnanthroline > 
BATE >BADS _~ DTPA ~ EDTA. Les difficultfis exp6rimentales rencontrfes au cours 
de l'6tude de l'influence des polyamines ne nous a pas permis de prfciser l 'importance 
du facteur st6rique. La plus grande effectivit6 des mercaptans et de i , io-phfnan- 
throline s'accorde parfaitement avec le fait dfj~ observ6 que Zn prff&re les ligants S 
et N ~ O (bibl. 37). 

L' importante inhibition de l 'anhydrase carbonique par I ,Io-phfnanthroline 
n'est pas contraire aux rfsultats de LINDSKOG ET NYMAN 22 (10% d'inhibition seule- 
ment apr~s 2 4 h) - -  ces auteurs dialysant l 'enzyme contre un faible excbs (40 environ) 
de chflateur - -  et elle correspond aux observations effectu~es au cours de l'inactiva- 
tion de m6tallodfhydrog6nases3S; cette dernibre inhibition peut de m~me s'expliquer 
par formation d'un complexe ternaire 39. 

Le but de nos exp6riences 6tait de pr6ciser l'hypoth~se de la nfphrotoxicit6 des 
agents ch~lateurs par inhibition de l 'anhydrase carbonique. Bien que l 'enzyme 6tudi6 
soit isol6 d 'frythrocytes et non pas du cortex r6nal on est en droit de g6nfraliser nos 
r~sultats, car tous les isoenzymes connus de l 'anhydrase carbonique sont des Zn- 
complexes I :I dont le comportement in vitro ~ l'6gard des inhibiteurs est identique 22,4°. 
Nos expfriences montrent que l'inhibition de l 'anhydrase carbonique est possible mais 
seulement sous l'action d'un grand exc~s d'agent ch61ateur qui n'est certainement ja- 
mais atteint dans l'organisme au cours de l 'administration de doses toxiques. On peut 
donc affirmer que la n6phrotoxicit6 des agents ch~lateurs n'est sans doute pas due 
l'inhibition de l 'anhydrase carbonique. Par contre le mfcanisme d'inhibition tel que 
nous l'avons postul6 permet, en temps que "modUle", d'intfressantes implications 
thforiques pour le probl~me gfnfral  de la n6phrotoxicit6 par les agents chflateurs. 
Ce point est discut6 par ailleurs 41. 

Rl~SUM]~ 

I. L'isoenzyme anhydrase carbonique bovine B a 6t6 isol6 pur ~t partir d'un ex- 
trait commercial par chromatographie sur Sephadex G-75 et DEAE-cellulose. 

2. La cin6tique de l'inhibition se caract6rise par une d6croissance imm6diate 
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de l'activit6 enzymatique apr~s l'addition des ch61ateurs. L'inhibition s'accroit en- 
suite lentement. On observe l'absence d'une corr61ation entre le degr6 d'inhibition de 
l'enzyme et les constantes de stabilit6 effectives des agents ch61ateurs pour leur 
Zn ch61ate, I :I. 

3. Le marquage de l'enzyme au nSZn montre que l'inhibition lente est due ~t la 
mobilisation du Zn enzymatique par les ch61ateurs. 

4. Tous ces faits trouvent une explication dans la formation d'un complexe 
ternaire interm6diaire inactif enzyme-Zn-agent ch61ateur. Ce complexe se forme ra- 
pidement et explique l'inhibition imm6diate. Le complexe enzymatique prot6ine-Zn 
~tant inerte, la dissociation du complexe ternaire, c'est-5-dire la mobilisation du Zn, 
a lieu beaucoup plus lentement. 
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