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Donn6es physiques compar~es sur les anhydrases carboniques 
~rythrocytaires humaines A et B 

Des trois formes enzymatiques A, B e t  C de l 'anhydrase carbonique (EC 4.2.1.I) 
6rythrocytaire  humaine, la forme A est la seule sur laquelle aucune constante physi- 
que n 'a  actuellement encore 6t6 d6terminfe. Nous avons entrepris de combler cette 
lacune, et la pr6sente note a pour objet de confronter les r6sultats de ces recherehes 
ceux antdrieurement obtenus sur la forme B au cours d 'une  6tude hydrodynamique  
compar6e des anhydrases carboniques B e t  C (rdfs. I, 2) (respectivement ddsign6es par 
X 1 et Y clans r6f. I). 

Les deux enzymes pr6par6s selon la technique de LAURENT et al. a se sont rdv616s 
atre pra t iquement  homog6nes ~ l 'ultracentrifugation. Le solvant utilis6 au cours de 
ces d6terminations est un m61ange tampon de phosphates mono- et dipotassique 
(pH 6.5, I -- o.2). 

L'ensemble des constantes physiques de ces deux enzymes est rapport6 sur le 
Tableau I. 

T A B L E A U  1 

CONSTANTES P H Y S I Q U E S  

S y s t & m e  c .g .s .  

Enzyme A Enzyme B 

Masse mol~culaire 
C o n s t a n t e  d e  d i f f u s i o n ,  D%o,,, 9 .8"  l o  7 
C o n s t a n t e  d e  s d d i m e n t a t i o n ,  s%0 .., 3-12 • i o 13 
V o l u m e  s p 6 c i f i q u e  p a r t i e l  ( a m i n o - a c i d e s ) ,  ~ 0 .725  
M a s s e  m o l 6 c u l a i r e  (s,D) 2 9 . 0 .  lO 3 
M a s s e  m o l d c u l a i r e  (s/D ; S v e d b e r g )  29.5 " 103 
M a s s e  m o l ~ c u l a i r e  (s/D; A r c h i b a l d )  32.5  • i o  s 
M a s s e  m o l ~ c u l a i r e  (s, [jll; MANDELKERN ET FLORY) 27. 7 • IO a 

Hydratalion 
V o l u m e  s p d c i f i q u e  p a r t i e l  h y d r a %  ( s a c c h a r o s e ) ,  ~" o . 7 9 o  
E a u  d ' h y d r a t a t i o n  (g/g) ,  w o .295  
D e g r d  d ' h y d r a t a t i o n  (vol.  °/o) 28.8 
D e g r d  d ' h y d r a t a t i o n  (po id s  %)  22 .8  
F a c t e u r  d ' h y d r a t a t i o n ,  1 + w/O~ 1.4o 

Forme et dimensions 
Viscos i t6  i n t r i n s ~ q u e ,  i o o  01! 3-65 
l n c r d m e n t  d e  viscosi tY,  7/ 5.o 
R a p p o r t  a x i a l ,  a/b (v') 2.9 
V o l u m e  a n h v d r e  (~a) 35 .7"  toa  
V o l u m e  h y d r a t d  (3~a) 4 9 . 9 "  lOa 
l ) i a m ~ t r e  d q u a t o r i a l  (~_) ( 4 t a t  h v d r a t 6 )  32 .0  
A x e  d e  r ~ v o l u t i o n  (3~) ( ~ t a t  h y d r a t d )  92. 9 

Donndes opliques* 
4 3 6  ml* 

I n c r d m e n t  d e  r d f r a c t i o n  s p d c i f i q u e  5 4 6  ml* 
l ' ()4a ; I = o .2 ;  p H  6. 5 589  m/~ 

lO. 7 • i o  7 
3 .23 • lO-13 

0 . 7 2 7  
2 9 . 6 .  lO 3 
29.1 • i o  a 
34 .7"  lO3 :k 2 • lO 3 
29.8  • 1o 8 

o . 8 1 o  
0 . 3 6 8  

33.2 
26 .9  

1..5o 

2 .74 
3"7 
I.O ( env i ron )  

36 .4  • i o  3 
.54-5 • 103 
47 .0  
47 .0  

1 . 9 4 .  lO-a  1.95 • i o - 3  
1 . 8 7  • l O  - 3  1 . 8 8  " IO - 3  

1.87 • iO--a 1.85 • 10--3 

t E t a b l i e s  d ' a p r ~ s  le c o e f f i c i e n t  d ' a z o t e  K j e l d a h l  d e  i6 .  9 i n d i q u d  p a r  NYMAN I. 
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I1 apparai t  que la constante de diffusion de la forme A n'est  que 18g~rement 
inf~rieure ~ celle de la forme B. Si l 'on tient compte de la marge d 'erreur  de ~_ o.5 • Io-7 
inhfirente 8 la mfithode "hauteur-surface" utilisSe pour ces d~terminations, cette 
diffdrence parait  significative. 

De nombreuses mesures de s20,solv, effectu~es/t diverses concentrat ions prot~- 
iques permet tent  de tenir compte de la faible diffSrence relevde entre les s%o,w des 
deux enzymes. 

Par  contre, les volumes sp~cifiques partiels # d~termin~s 5 partir  d 'une compo- 
sition en amino-acides prat iquement  identique pour les deux enzymes a doivent atre 
consid8rfis comme tr~s voisins. 

La valeur du volume spficifique partiel hydratd  #" dfitermind par la m6thode 
des gradients de saccharose ~ se rSv~le atre l~g~rement plus faible pour l 'enzyme A. 
Rapportde 5, celle du volume sp~cifique partiel anhydre  #, la valeur de #* permet d 'en 
ddduire une teneur en eau d 'hydra ta t ion  w plus faible pour l 'enzyme A. 

Les masses mol~culaires calcul~es successivement ~ partir  de l '~quation de 
Svedberg (s, D), de l'~quilibre de sfidimentation vrai (s/D; Svedberg) et de la viscosit6 
intrins6que au moyen de l '6quation de MAXDELKERN ET FLORY v (S, ~t I) sont pratique- 
ment identiques; seules les masses calcul~es par ~quilibre approch~ de sddimentation 
d 'Archibald (s/l); Archibald) accusent des valeurs sensiblement plus ~lev6es, mais 
n6anmoins trOs voisines pour l 'un et l 'autre enzyme. 
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Fig. I. \:iscositds dynamiques compar~es des enzymes A el. B. 

La Fig. i met en ~vidence, ~ une concentrat ion donnfie, une augmentat ion 
sensible de la viscosit~ dynamique  ~l de l 'enzyme A par rapport  ~ celle de l 'enzyme B. 
De ce fait, la viscosit~ r~duite (~t/r]solv.) (I/c), fonction lin6aire de la concentration c, 
extrapol6e ~ concentrat ion nulle par la m&hode  des moindres carr~s, se t radui t  par 
une valeur de la viscosit6 intrins~que [rli de 3.65 pour l 'enzyme A alors qu'elle n 'est  
clue de 2.74 pour l 'enzyme B (r~f. I). Cette derni6re valeur a ~t~ confirm~e par la 
valeur de 2.76 publi6e par  ARMSTRON6 at al. 8. La valeur de 3.65 permet de conclure 
iLla forme ellipsoidale de la mol~cule de A alors que la valeur exceptionnelent basse 
de 2.74 n'est  compatible qu 'avec la sph~ricit~ de la molecule de B. 
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Les fonctions flD et fi8 de SCHERAGA ET MANDELKERN 9 permet ten t  d ' a t t r ibuer  A 
la molecule A la forme d ' un  ellipsoide de r~volution allong~ ~quivalent.  Le rapport  
axial, ~gal ~ 2.9, a ~t~ d~termin~ k par t i r  de l ' abaque  classique d 'Oncley faisant inter-  
venir  la viscosit~ intr ins~que [~1 et la quant i% d 'eau d 'hydra ta t ion  w. 

Le fair essentiel mis en ~vidence par la comparaison de ces constantes physiques 
est la tr~s impor tan te  difference de forme, mais non de masse mol~culaire, des enzymes 
A et B. Ces derniers, qui n ' ava ien t  pu ~tre distingu~s jusqu' ici  que par la charge net te  
de leur molecule, s ' apparen ten t  si ~troitexnent par  leur teneur  en zinc, leur activit~ 
enzymat ique  sp~cifique, leur composition en amino-acides, leurs "finger-prints" 
t rypsiques et chymotrypsiques,  leurs proprid%s antig~niques et leurs extr~mit~s N- 
et C-terminales que l ' identi t~ de leur s tructure primaire a ~t~ consid~%e comme tr~s 
probable TM. D~s lors, la difference de charge net te  des molecules des types A et B 
pouvai t  r~sulter soit de la perte dans A de certains groupements  amide de B, soit de 
differences dans la s t ructure  tr idimensionnelle de ces deux enzymes. La premiere de 
ces deux hypotheses parai t  6tre infirm~e par NYMA~< ET LINDSKOG 4. La seconde est 
compatible avec les %sultats  de notre travail .  

Si l 'on t ient  compte, par ailleurs, du fait qu 'k  pH 12.7 l ' anhydrase  carbonique 
B se t ransforme part ie l lement  en A (rd. I I)  ces deux formes enzymat iques  semblent  
devoir ~tre consid~r~es comme des "conformers", selon la signification que KITTO, 
\VASSARMAN ET KAPLAN 12 ont  donn~e Ace terme. 
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