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The complex formed between trypsin and ol2-macroglobulin retains the whole hydrolytic activity for benzoylar- 
ginine-p-nitroanilide (DL BAPNA). We have observed that the inhibition of this activity is dependent on the inhibitor 
used. While soya bean inhibitor (MW = 20 000) is ineffective, the basic pancreatic inhibitor (MW = 6 500) progressive- 
ly inhibits the complex. In this latter case, we have observed the formation of a very weakly active ternary compound 
by two methods: kinetic and fluorescence polarization. 

Such differences suggest either that the contact site of trypsin for binding is not the same for each inhibitor or that 
the steric hindrance by macroglobulin prevents large inhibitors from reaching the active site. The pancreatic inhibitor 
can reach this site but its affinity is lower for the complex than for free trypsin. 

1. Introduction 

La trypsine peut se lier A une protkine skrique 
pour former un complexe stable [l] . Cette prot&ne 
a Bt6 identifike comme Ctant une a2-macroglobuline 
[2,3]. Nous avions Btudi6 les conditions de forma- 
tion de ce complexe [4] et montrC qu’il faut $ mole 
d’cM* pour saturer une mole de trypsine. Nous avions 
trouve pour la constante d’association une valeur 
assez BlevCe (3 X 108 M-l). 

Certains auteurs et nous-mbmes avons vu que la 
trypsine like g &I conserve son activitk hydrolytique 
g l’tgard des substrats synthktiques esters ou amides 
mais devient inactive pour les substrats macromolb 
culaires tels que caskine, lactoglobuline ou hkmoglobine. 
Par ailleurs, la trypsine 1iCe g aM devient insensible & 
l’action de certains inhibiteurs protkiques dont I’in- 
hibiteur de soja (STI), mais reste accessible aux inhi- 

biteurs de petite masse molaire (butylamine). 

* Pour &viter toute confusion avec les coefficients stoechio- 
m&triques dans la suite du texte, I@-macroglobuline que 
nous isolons du s&rum de port et qui prisente de bons 
c&&es de puretk sera notee cXM. 

La prbsente Etude est faite avec un autre inhibiteur 

protkique mais de masse 3 fois plus faible que le STI: 
l’inhibiteur basique de pan&as (IP). 

2. MCthodes 

L’activitB hydrolytique de l’enzyme a toujours BtB 
determinCe en prenant comme substrat le Dl, benzoyl- 
arginine-p-nitroanilide (BAPNA). On suit par ypectro- 
photomktrie Q 410 w (Cary 14) l’apparition c’e la 
paranitroaniline; la variation par minute de I’ab:or- 
bance donne la vitesse d’hydrolyse. 

Pour Studier l’interaction entre la trypsine, l’oc 
macroglobuline et l’inhibiteur, on melange ces pro’ 
tCines et on laisse incuber g 25”; I’activitC amidasiq le 
est mesurCe sur des prises aliquotes prC1evCes sur ces 
mklanges pour diffkrents temps d’incubation. 

Deux types de mClange ont CtC rCalisCs en ajoutant 
g la trypsine (0,5 PM), soit cwM, puis IP (processus a), 
soit IP d’abord, puis cuM (processus b), en respectant 
les proportions de futation: une demi mole d’crM et une 
mole d’IP, pour une mole de trypsine. 
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Fig. 1. Vitesse d’hydrolyse du BAPNA par les melanges (a) 
et (b), en fonction du temps d’incubation des protbines, 

(a) T (0,s PM) + (YM (0,25 PM) + IP (0,5 PM); (b) T (0,5 PM) 

+ IP (0,5 PM) + crM (0,25 FM). 

3. R6ultats 

On a port6 sur la fig. 1 I’activitC hydrolytique des 
mClanges en fonction de la duke d’incubation qui 
prC&de la mesure. On voit que les rksultats sont tr?s 
diffkents selon le processus adopt& Pour (a) I’activitC 
initiale du mklange diminue rapidement; l’inhibition 
atteint environ 75% au bout de 5 heures de contact 
entre les protkines et reste ensuite pratiquement con- 
stante m&me si l’on prolonge la duke d’incubation 
jusqu’g 72 heures. Pour le mClange effectuk selon le 
processus (b) la vitesse d’hydrolyse initiale est nulle, 
compte tenu d’une faible activitk amidasique propre 
A aM (notEe m sur la fig.). I1 n’y a ensuite qu’une 
tr6s 1Cgbre restauration du pouvoir hydrolytique 
quelle que soit la duke d’incubation du melange. 

L’allure des courbes permets de penser qu’il s’agit 
d’un Cquilibre t&s lent A s’dtablir. Pour permettre de 
l’atteindre plus rapidement, ces expkriences ont CtC 
reprises g 37” mais 1’Ccart observC entre les courbes 
(a) et (b) reste le m&me. Nous avons alors augment6 
la concentration d’inhibiteur, les autres facteurs res- 
tant inchangks: seul variait done le rapport lP/T (entre 
1 et 5). 

Nous avons mesurC l’activitt? Vi du mklange au bout 
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Fig. 2. Cinktiquc d’hydrolyse du BAPNA par le melange (a) 

apr&s 5 h d’incubation. 

de 5 h d’incubation pour ces diffkrentes concentrations 
d’inhibiteur, v, Ctant l’activitk initiale de la trypsine 
like A crM avant l’addition d’inhibiteur. On repksente 
I/Vo-Vi en fonction de l/(IP), l’extrapolation g concen- 
tration infinie d’inhibiteur nous donne une vitesse 
limite d’hydrolyse qui n’est pas nulle (v f 0,007). 

Ce rkultat nous a conduit A formuler l’hypothkse 

de l’existence d’un complexe ternaire qui serait douC 
de cette faible activitk. 

Nous avons effectivement pu mettre en Cvidence la 
formation de ce complexe IP~-T~IYM, par deux 

mkthodes. 

3.1. Etude cinttique 
Nous avons chercht? A voir, dans le cas du mklange 

(a), si la fixation d’inhibiteur de paw&as libkrait ou 
non l’cr macroglobuline 1iCe A la trypsine. 

Pour cela nous avons mesurC la vitesse d’hydrolyse 
rkiduelle de ce mklange aprbs 5 h de contact entre 
les protCines. Puis au temps t = 1 min nous avons in- 
troduit dans la cuve de mesure une dose de trypsine 
(0,5 PM) et nous avons suivi la cinktique pendant une 
minute avant d’ajouter une dose identique d’IP. Comme 
on le voit sur la fig. 2, l’apport final d’IP inhibe com- 
plktement l’augmentation d’activitk produite par 
l’addition de trypsine et la courbe de la cinktique 
d’hydrolyse est paralkle B celle obtenue avec le 
melange (a) seul. Cela prouve qu’aM n’a pas CtC lib& 
rCe au tours de l’incubation initiale, sinon elle aurait 
protCg6 de l’inhibition la trypsine ajoutke dans la 
cuve (la fixation d’c&l sur la trypsine est instantanke). 

La fixation de l’inhibiteur de pancrkas sur la tryp- 
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sine deja 1iCe 1 l’or-macroglobuline peut se schematiser 
par les deux reactions: Valeurs du taux de polarisation p de l’inhlbiteur de pancreas 

marqut par DNS, avant et aprhs fixation de la trypsine et de 

T&l+ IP F= IP-T+M (1) 

IP-T*+YM t IP = IP2-T&4 . (2) 
PC%) 

On peut admettre que les constantes d’association de 
ces deux Cquilibres sont les memes: K, = Kz. En 
effet d’apres la courbe de saturation de la trypsine par 
l’o-macroglobuline, nous avions vu [4] qu’a une mole 
d’oM correspondent deux moles de trypsine se fixant 
avec des constantes identiques (la molecule d&l 
serait vraisemblablement constituee de deux sous- 
unites semblables). On sait par ailleurs que l’inhibiteur 
de pancreas ne se fixe pas sur la macroglobuline; les 2 
molecules d’IP, qui intervienent dans la formation du 
complexe ternaire se fixeraient done chacune sur une 
molecule de trypsine. 

au moyen d’un appareil mis au point au laboratoire par 
B.Arrio, qui permet de mesurer a la fois l’intensite 
totale et le taux de polarisation de la lumiere fluores- 
cente. La longueur d’onde d’excication est 365 w et 
les mesures ont et6 faites a 25”, et a pH 7,2. 

En tenant compte des concentrations molaires de 
trypsine, d’o-macroglobuline et d’inhibiteur de pan- 
creas, il a Cte possible de calculer cette constante 
d’association a partir des valeurs experimentales de 

l’activite hydrolytique de Tz-oM, du melange (a) 
apres 5 h d’incubation et du complexe ternaire 
IP2-T2aM, cette derniere valeur Btant obtenue par 
l’extrapolation a concentration inlinie d’inhibiteur. 

On determine d’abord le taux de polarisation, p, 
de l’inhibiteur dansyle (IPd), puis on ajoute dans la 
cuve de mesure des quantites croissantes de trypsine, 
on observe une augmentation de p qui atteint une 
valeur limite lorsque le complexe binaire IPd-T est 
forme. L’addition ulterieure do-macroglobuline pro- 
voque une nouvelle elevation du taux de polarisation 
ce qui traduit une augmentation du volume hydrody- 
namique de la molecule marquee due a la formation 
dun complexe ternaire entre IPd, T et oM. 

On trouve K, = 0,5 X IO-6 M-l, soit une valeur 

beaucoup plus faible que celle trouvee par Green [6] 
pour la constante d’association d’IP et de la trypsine 

seule (K,, = 2 X lOlo M-l). Cette diminution d’affi- 
nite de l’inhibiteur de pancreas pour la trypsine lorsque 
celle-ci est like a l’a-macroglobuline pourrait dtre due 
soit a un changement de conformation soit a un effet 
d’encombrement sterique. 

On a Porte dam le tableau 1 les variations de p 
qu’on vient de d&ire. Les corrections relatives a la 
duree de vie du colorant qui n’est pas la m&me lorsqu’il 
est fute sur ces grosses molecules, accentueraient en- 
core les differences entre le taux de polarisation avant 
et aprbs la formation du complexe. 

Par ailleurs, nous avons teste l’activite amidasique 
du complexe dansyle et retrouve une valeur semblable 
a celIe obtenue pour un mbme melange (b) sans 
colorant fix& 

3.2. Etude jluorimktrique 4. Discussion 
Cette methode nous a permis de mettre en Bvi- 

dence la formation dun complexe ternaire a partir 
du melange (b). 

L’Btat de polarisation de la lumike Bmise par un 
colorant fluorescent est fonction du volume hydro- 
dynamique de la molecule portant ce colorant [7] . 
Nous avons choisi le chlorure de sulfonyl-S-methyl-l- 
naphtalene (DNS) que nous avons f=C sur l’inhibiteur 
de pancreas en verifiant que le pouvoir inhibiteur 
envers la trypsine n’est pas detruit au tours de cette 
operation. Les mesures fluorimetriques ont Cte faites 

Le fait que l’inhibiteur de pancreas puisse acceder 

a son site de futation sur la trypsine like a I’o-macro- 
globuline alors que l’inhibiteur de soja en est incapable 
peut s’expliquer de deux facons. Ou bien le site de fixa- 
tion sur l’enzyme n’est pas le meme pour les 2 inhibi- 
teurs ou bien l’encombrement sterique dQ a la macro- 
globuline n’intervient que pour l’inhibiteur de soja; 
dans ce cas une molecule ne pourrait avoir acces au site 
de fwation que si le poids molkulaire est inferieur a 
une valeur comprise entre 6.500 (IP) et 20.000 (STI). 

Tableau 1 

I*&macroglobuline. 

Ipd M-T 

13,7 ZOP 

IP$T,-cuM 

26,7 
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Neanmoins, l’affinite de l’inhibiteur de pancreas pour 
la trypsine est fortement rdduite lorsque l’enzyme est 

lie a 1’aM comme iI ressort de la comparaison des 

valeurs des constantes d’association. 
D’autre part, lorsqu’on fait agir &I sur le complexe 

T-IP nous n’avons jamais observe la liberation de l’in- 
hibiteur de pancreas. Ce resultat est en accord avec 
les travaux de Dlouha et al. [S] . Ces auteurs ont mon- 

tre que les liaisons entre trypsine et inhibiteur de pan- 
creas sont si stables qu’elles ne peuvent etre rompues 
meme par proteolyse trypsique et chymotrypsique en 
milieu alcalin. 
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