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Tryptic hydrolysis of different arginine nitroanilides was studied. Para-nitroanilide is the most readily hydrol- 
yzed substrate, ortho derivative is 5 times less sensitive and meta derivative is a very weak substrate. When the ben- 
zoyl group bound on the NOt arginine of BAPNA is replaced by a carbobenzoxy group (L-ZAPNA), the tryptic hy- 
drolysis is increased by a factor of 3. With this latter substrate, the kinetic constants are determined for two forms, 
native and Ne-acetylated of porcine and bovine trypsin. Evidence is presented that the rate of hydrolysis is both 
related to the global and local charges of the enzyme. 

1. I n t r o d u c t i o n  

Pour 6tudier l 'act ion de diff6rents inhibiteurs sur 
la trypsine [ 1 ] e t  suivre l 'activit6 du complexe que 
forme cet enzyme avec l ' a  2 macro globuline [2] ,  nous 
avions utilis6 comme substrat le BAPNA*. Lorsqu 'on 
a remplac6 la trypsine native par une forme acetyl6e 
(Tac), on a observ6 une forte augmentation de la vi- 
tesse d 'hydrolyse de ce substrat [2].  Ce ph6nom~ne 
d'activation n 'a  pas 6t6 retrouv6 avec d 'autres sub- 
strats synth6tiques esters (BAEE, TSAME) ou admides 

Abr~viations: 
BAPNA: 

NOt-benzoyl-DL-arginine-p-nitroanilide; 
BAONA: 

N Ot-benzoyl-DL-arginine-o-nitroanilide; 
BAMNA: 

NOt-benzoyl-DL-arginine-m-nitroanilide; 
ZAPNA: 

A~-carbobenzoxy-L-arginine-p-nitroanilide; 
ZAMNA: 

NO~- carbobenzoxy-L-arginine-m-nitroanilide; 
BAEE: 

N°t-benzoyl-L-arginine ethyl ester; 
TSAME: 

NOt-toluene sulfonyl-L-arginine methyl ester; 
BAA: 

N~-benz oyl-L-arginine amide; 
BANA: 

N °t -benzoyl-DL-arginine-f-naphtylamide; 
Tac: trypsine-Ne-acetyl~e. 

North-Holland Publishing Company - Amsterdam 

(BAA, BANA) par les chercheurs qui ont  mis au point 
la pr6paration de la trypsine Ne-acetyl6e [3] ,  ni par 
nous-m6mea ensuite. 

Ce substrat BAPNA doit  sa sensibilit6 h la fonction 
nitro anilide qui, d'apr6s Erlanger [4] ,  faciliterait l 'hy- 
drolyse trypsique en raison du pouvoir fortement at- 

M+~O tracter d'61ectrons du groupe ~, "~O. 
I1 nous a paru int6ressant de chercher ~ pr6eiser le 

r61e de ce groupe nitr6 dans l 'activation en modifiant 
sa position sur le noyau anilide (para, or tho ou meta). 
Nous avons donc synth6tis6 ces substrats et compar6 
leur sensibilit6 h l 'hydrolyse.  

Par ailleurs nous avons substitu6 le groupe carbo- 
benzoxy au groupe benzoyl  fix6 sur le N ot de l'argi- 
nine dans la synth6se de ces nitroanilides. Les nouveaux 
substrats, de structure analogue aux pr6c6dents, pr6- 
sentent l 'avantage de ne passe  rac6miser au cours de la 
pr6paration. On a ainsi isol6 le Na-carbobenzoxy-L - 
arginine-p (ou m)-nitroanilide et u a 6t6 possible de d6- 
terminer directement les constantes d 'hydrolyse  du L- 
ZAPNA alors que, dans le cas du DL-BAPNA, on de- 
vait tenir compte de la pr6sence de la forme D inhibi- 
trice de la r6action. 

Pour toutes ces 6tudes nous avons compar6 des 
trypsines d 'esl~ce porcine ou bovine, cette derni6re 
sous forme native ou ac6tyl6e sur ses 14 r6sidus lysines. 
On sait en effet que ces trypsines pr6sentent des pro- 
pri6t6s 61ectrostatiques diff6rentes. 
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Fig. 1. Chromatographie de la trypsine sur SE-Sephadex (colonne, 2, 2 X 85 cm) tampon tris-HCl pH 7,1 ~14 °, ddbit= 16 ml/h; 8 ml 
collect6s par tube, trypsine bovine Novo 250 mg . . . . . . . . . .  ; trypsine porcine Choay 250 mg 

2. Mat6riels et m6thodes 

Enzymes. La ~3-trypsine est obtenue par chromato- 
graphie de la trypsine bovine (Novo) en suivant ri- 
goureusement la m~thode de Schroeder et Shaw [5]. 

La p-trypsine est la fraction active principale iso- 
16e d'une trypsine porcine (Choay) par cette m6me 
technique chromatographique. On observe un dia- 
gramme d'61ution de la colonne tr6s different du pr6- 
c6dent: la fraction active est ici 61u6e par un volume 
de solution tampon 3 fois moins important que la tryp- 
sine bovine (fig. 1). 

La Ne-ac6tyl-trypsine (Tac) est pr~par~e/l partir 
de la trypsine bovine Novo en suivant la technique d'ac6- 
tylation m6nag6e d~crite par Labouesse [3].  

La concentration prot6ique est mesur6e par spectro- 
photom6trie, h 280 nm en prenant Ecm-  16.1 pour % - 

ECru - les trypsines bovines et % - 14,3 pour la trypsine 
porcine; ces coefficients d'extinction ont 6t6 d6ter- 
min~s par microdosages d'azote et mesure de poids 
s e c s .  

Substrats. Le DL-BAPNA est un produit commercial 
(Fluka). 

Les autres substrats ont 6t6 synth6tis6s par l 'un de 
nous au laboratoire: 

Le DL-BAONA et le DL-BAMNA sont obtenus en 
suivant la technique d6crite par Erlanger [4] pour le 
DL-BAPNA. On benzoyle d'abord la L arginine puis 
on fixe la nitroaniline sur la N°t-benzoyl-L-arginine, ce 
qui provoque toujours la rac~misation du produit final. 
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Tableau 1 
Vitesse d'hydrolyse trypsique de diverses nitroanflides. T = 25 ° pH = 8,2. 

Trypsine (mM) DL-BAPNA DL-BAONA DL-BAMNA L-ZAPNA L-ZAMNA 

0,434 0,135 0,025 0,010 0,475 0,013 
3,63 - 0,360 0,075 - 0,145 

Tac 

0,434 0,363 0,040 0,012 1,270 0,015 
3,63 - 0,440 0,115 - 0,170 

Le substrat est purifi6 sur colonne d 'alumine neutre 
en 61uant par de l 'alcool a 95°: 

DL-BAONA R d t =  65% F = 190 ° (alcool 95 °) 
DL-BAMNA R d t  = 80% F = 231 ° (eau) 

Analyse pour:  

C19H23N604C1 calc. %: 
= 52,5; H = 5,3; N = 19,5 

BAONA tr. %: 
C = 52,36; H = 5,26; N = 19,26 

BAMNA tr. %: 
C = 52,36; H = 5,35; N = 18,63 

Le L-ZAPNA et le L-ZAMNA sont obtenus par la 
m6thode ~ l 'anhydride mixte:  un m61ange de 4 g de 
chlorhydrate deN°t-carbobenzoxy-L-arginine [6] 
et de 1,16 g de t r iethylamine est dissout dans 31 ml 
de N, N-dimethylformamide,  puis est refroidi ~ - 10 °. 
On introdui t  en agitant 1,58 g de chloroformiate d'iso- 
butyle  et, apr6s 25 min, on ajoute lentement  1,6 g 
de p ( o u  m)-nitroaniline en solution dans 15 ml de 
DMF. L'agi tat ion est maintenue une nuit  avec retour 

la temp6rature ambiante.  On 61imine le pr6cipit6 de 
chlorhydrate de t r iethylamine par fi l tration et la solu- 
t ion est 6vapor6e sous vide. L'huile r6siduelle est lav6e 

l '6ther puis ~ l 'ac6tone. Le substrat est, comme pr6- 
c6demment,  purifi6 par chromatographie sur colonne 
d'alumine: 

L-ZAPNA R d t  = 30% 

F =  180 ° ( eau-HCl ,  1/1) lot] 24 = - 12,26 
L-ZAMNA R d t  = 54% 
F =  197 °, 5 (alcool 950) * [a] 24 = - 18,7 

* Litt6rature: F =  196 - 197 ° [7]. 

Le ZAPNA a le m~me spectre que le BAPNA avec un 
maximum d'absorbance h 315 nm. 
Analyse pour:  

C20H25N605C1 calc. %: 
C = 51,66; H = 5 ,38 ;N = 18,08; CI = 7,64 

ZAPNA tr. %: 
C = 51,62; H = 5,53; N = 18,24; C1 = 7,75 

ZAMNA tr. %: 
C = 51,94; H = 5,33; N = 18,44; CI = 7,75 

La puret6 de ces substrats est v6rifi6e par chromato-  
graphie en couche mince et spectroscopie infra-rouge. 

La vitesse initiale d 'hydrolyse du substrat par l 'en- 
zyme est mesur6e dans tous les cas en suivant par spec- 
t rophotom6tr ie  (Cary 15) la cin6tique d 'appari t ion de 
la nitroaniline ~ 410 nm. La solution aqueuse de sub- 
strat (3 X 10 -3 M) est d 'abord  m61ang6e dans la cure 
de mesure (thermostat6e h 25 °) avec la solution tam- 
pon tris-HC1 0,05 M pH 8,2. On ajoute l 'enzyme sous 
un faible volume et on suit variation d 'absorbance en 
fonction du temps. La vitesse d 'hydrolyse par minute 
est calcul6e en utilisant la port ion lin6aire de l 'enre- 
gistrement. 

Pour d6terminer les constantes catalytiques on 
fait varier la concentrat ion du substrats dans la cuve 
(10 -4 M ~ 10 -2 M) et on mesure, pour un m~me ap- 
por t  d 'enzyme,  la vitesse d 'hydrolyse correspondant 

chaque concentrat ion de substrat en jeu. La repr6- 
sentation adopt6e est celle de Lineweaver et Burk. On 
en d6duit les valeurs de K m , V m et kca t. 

3. R~sultats 

L'activit6 hydrolyt ique ~ l'6gard des substrats nitro- 
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Tableau 2 
Valeur des constantes d'hydrolyse du L-ZAPNA. T = 25 ° 

pH = 8,2 

Trypsine ~ (bovine) p (bovine) Tac (bovine) 

K m X 103 M 0,454 0,333 0,530 
kca t sec- 1 3,6 4,8 11,0 

par 61ectrophor6se en gel d'acrylamide A pH 4,9 (la 
mobilit6 de p e s t  1,5 fois moindre que celle de/3). 

La forte activation observ6e pr6c6demment pour 
rhydrolyse du BAPNA par la trypsine Ne-acetyl6e 
[2],  se retrouve donc avec un substrat analogue, le 
L-ZAPNA. Nous n'avons jamais obtenu ce ph6nom6ne 
d'activation avec d'autres substrats amides non nitr6s. 

anilides pr6c6demment d6crits a 6t6 mesur6e pour 
les deux formes de trypsine bovine (/3 et Ne-acetyl6e). 
Comme il ressort du tableau 1, le substrat le plus fa- 
vorable h l 'hydrolyse est celui qui poss6de le groupe 
nitr6 en position para sur la fonction anilide. Par rap- 
port au BAPNA pris comme unit6, les valeurs relatives 
de sensibilit6 ~ l 'hydrolyse seraient 0,2 pour BAONA 
et < 0,1 pour BAMNA. Lorsque le carbobenzoxy 
remplace le benzoyl sur le N a de l'arginine du substrat, 
on constate une nette augmentation de l'activit6 tryp- 
sique; ici encore la position du NO: en para sur l'anilide 
est la plus favorable a l 'hydrolyse. 

Le L-ZAMNA est tr~s faiblement hydrolys6. Pour 
obtenir des vitesses mesurables, nous avons dfl aug- 
menter fortement  la concentration de l 'enzyme et nous 
placer dans les conditions d6crites par les chercheurs 
russes [7] qui utilisent ce substrat (3,6 mM). Lors- 
qu 'on compare l'activit6 de la trypsine native et N e- 

acetyl6e avec ces diverses nitroanilides, on observe 
toujours pour Tac un ph~nom6ne d'activation. Cet 
effet est opt imum lorsque le substrat est sous forme 
p-nitroanilide (tableau 1). 

En utilisant le substrat le plus sensible h l 'hydro- 
lyse trypsique, le L-ZAPNA, nous avons d6termin6 
les constantes cin&iques en comparant  les trypsines: 
/3-bovine, p-porcine et N e- acetyl6e-bovine. Les r6- 
sultats rapport6s dans le tableau 2 montrent  que l'af- 
finit6 A l'6gard de ce substrat est du m6me ordre de 
grandeur pour ces 3 enzymes. Ce qui les diff6rencie 
est la vitesse maximale d'hydrolyse: la valeur du kca t 
semble d6pendre de la charge globale de renzyme.  
La valeur la plus 61ev6e est obtenue pour Tac dont la 
charge est tr6s affaiblie par suite de l 'ac6tylation des 
14 r6sidus lysine de la mol6cule initiale (le point iso- 
61ectrique passe de 10,5 pour la trypsine native ~ 5,1 
pour Tac). 

Par ailleurs la trypsine porcine a un k cat 16g6re- 
ment plus grand que la/3-bovine alors que la charge 
globale est moins 61ev6e, comme nous l 'avons v6rifie6 

4. Discusssion 

Nos r6sultats mettent  en 6vidence un plus grande 
sensibilit6 des substrats nitroanilides lorsque le groupe 
nitr6 est situ6 en position para. I1 est 6tabli que les 
groupements attracteurs d'61ectrons favorisent l 'hydro- 
lyse basique des anilides [8],  on pouvait donc s'at- 
tendre ~ des r6sultats similaires dans l'6tude de l 'hy- 
drolyse trypsique de substrats nitroanilides. Si l 'on 
consid6re la structure du Na-benzoyl-DL-arginine-p - 
nitroanilide, on constate que l 'effet m6som6re accep- 
teur du NO 2 produit une d61ocalisation des 61ectrons 
n du noyau, ce qui se traduit par l 'apparation de charges 
6 + en ortho ou para du NO 2 (cette demi6re position 
6tant favorable); de ce fait le doublet de l 'azote est 
sollicit6, la liaison amidique se trouve affaiblie et l 'hy- 
drolyse est facilit6e (fig. 2, sch6ma I). Avec l'o-nitro- 
anilide, la coupure de la liaison amidique est 6gale- 
ment favoris6e mais ~ un degr6 moindre par suite d'une 
ch61ation possible (fig. 2, sch6ma II) et cette structure 
est moins r6sonnante que la pr6c6dente. Avec le m- 
nitroanilide, par contre, il n 'y  a aucune charge 6 ÷ in- 
duite sur le carbone 1i6 ~ l 'azote amidique, ce qui ex- 
plique la mauvaise activit6 du substrat BAMNA. 

Le m6canisme d'hydrolyse des Na-carbobenzoxyl  - 
L-arginine p- et m-nitroanilides se ferait d'apr6s le mSme 
sch6ma. Cependant il est int6ressant de noter  que la 
vitesse d 'hydrolyse du ZAPNA est exalt6e par rapport  
au BAPNA. On peut penser qu'en fixant un groupe in- 
term6diaire entre le noyau benzoyl et l'arginine, on 
facilite l'acc6s au site de fixation de l 'enzyme. Certains 
auteurs ont signal6 l 'effet favorable du groupe carbo- 
benzoxy fix6 sur le N a de rarginine dans le cas de 
substrats trypsiques du type naphtylamide [9].  

Par ailleurs, pour expliquer l 'effet d'activation ob- 
selv6 avec la trypsine Ne-acetyl6e h l'6gard des sub- 
strats nitroanilides, on peut envisager, comme nous 
l 'avons mentionn6, l 'influence de la charge globale 
de l 'enzyme, mais il semble plus int6ressant de faire 
appel ~ un effet de charge locale en s 'appuyant  sur 
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Fig. 2. I p-nitroanilide: structure m~som~re; II o-nitroanilide: forme chelate. 

les r6cents travaux de Walsh et Hartley*. Ces auteurs 
ont  montr6 que le r6sidu 177 de la trypsine est r6el- 
lement un acide aspartique et non une asparagine corn- 
me on le pensait jusqu'alors.  Le site de fixation du sub- 
strat ferait donc intervenir l 'acide aspartique 177 de la 
trypsine. La lysine 176 ayant  perdu par ac6tylation la 
charge + du groupe e N, il est possible d ' imaginer une 
modification d ' interact ions entre le C O O -  du r6sidu 
177 et la charge 8 + induite sur le substrat nitroanilide. 
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