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lables par les rkactifs amidon-iode-azide avec 0,01 pmole de pcptides au dkpart. Par 
contre, la rkvklation habituelle des taches par l’acide sulfurique concentrk exige des 
quantitks plus apprkciables de mati&re. 

Les rksultats obtenus sont consign& dans le tableau. 
L’application de cette mkthode B des peptides plus longs, ainsi que l’utilisation 

de phknylisothiocyanate marquk au 35S pour augmenter la sensibilitk de cette 
m&hode, sont B l’ktude et feront l’objet d’une prochaine publication. 

Les auteurs remeruent sinckrement la COMMISSION POUR LA SCIENCE ATOMIQUE du FONDS 
NATIONAL SIJISSE DE L I  RECHERCHE SCIENTIFIQUE dr  l’aide financihrc accord& pour cc travail. 

SUMMARY 

The microchromatography of phenylthiohydantoins on thin layers of silica 
(solvent: heptane, pyridine, ethyl acetate 5: 3 :  2 vol. ; revelation by starch-iolne- 
azide) is described. This method is 10 to 20 times more sensitive than that of classic 
paper chromatography. Good results are obtained in the EDMAN degradation of 
0,Ol pmole of di- or tri-peptides. 
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230. Interaction de films de prothine et de poly-amino-acides avec la 
trypsine a travers de minces kcrans 

par A. Rothen 

(16 VIII 60) 

Nous avons publik ici meme, il y a quelques annkes, le rksultat d’expkriences 
sur l’interaction de films de protkine avec des anticorps et des enzymes1). Ces 
ktudes ont ktk depuis lors considkrablement ktendues et cet article rksume l’ktat 
actuel de la question. 

Nous nous bornerons aux interactions de la trypsine et d’un substrat approprik, 
B l’ktat de couches monomolCculaires. 

Rappelons brihvement les conditions expr‘rimentaZes. nes couches monomolBculaires de pro- 
tCine formkes B la surface d’une cuve de LANGMUIR, sont transfCrCes sur une plaque de verre 
mBtallisCe (Rh ou Cr) par immersions (4) et Cmersions (f) successives. L’Cpaisseur d’une mono- 
couche est d’environ G B 8 A. Les Bpaisseurs sont diterminkes optiqucment par un appareil 
appelC ellipsomhtrez) qui permet d’apprBcier une fraction d ’ b .  Ces couches de protBine sont 
capables d’adsorber spBcifiquement des anticorps homologucs. En quelques minutes une couche 
de 30 B 40 b peut &re adsorbBe. Dans le cas, exceptionnel, de couches d’albumine de sCrum de 
bceuf, I’Cpaisseur de la couche d’anticorps adsorb& est plus on moins proportionelle au nombre 
de couches d’albumine prksentes (maximum d’kpaisseur de la couche d’anticorps environ 300 A). 

Ces couches de protkine transfkrkes sur plaque sont extrsmement sensibles & 
l’action de solutions dilukes d’enzymes protkolytiques. En quelques secondes, elles 
_.____ 

l) A. ROTHEN, Helv. 33, 834 (1950). 
2, A. ROTHEN, J. physic. Chemistry 63, 1929 (1960). 
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perdent entikrement leur propriktk de rkagir spCcifiquement avec des anticorps 
homologues; elles ont ktk ((inactivkes )). Nous appellerons donc ici inactivation toute 
action enzymatique qui rend des couches de protkine incapables d’adsorber spkci- 
fiquement des anticorps. Des films de protkine transfkrks sur plaque puis protkgks 
par un kcran de plastique (formvar par exemple) peuvent &tre inactivks si on place 
une goutte de solution de trypsine sur l’kcran (conc. O,lyo, tampon vkronal 0,05n1, 
pH 7,7). L’Cpaisseur minimum de l’kcran pour empecher toute action trypsique 
dkpend du nombre de couches et de leur mode de dkposition. Un kcran de 50 A de 
formvar est suffisant pour protkger une seule double couche (1‘4) d’albumine de 
skrum de bceuf, alors que 1000 A sont nkcessaires s’il y a 6 couches sous-jacentes 
dkposkes par kmersion Tels sont brikvement les faits prksentks dans l’article 
citk plus haut. 

Le mkcanisme de cette action B travers un kcran est la question fondamentale 
poske par ces expkriences. On avait considkrk nagukre comme une possibilitk le 
mkcanisme suivant : sous l’influence d’une interaction B travers l’kcran, les couches 
de protkine se dktacheraient et seraient inactivkes par l’enzyme lorsque par suite 
de leur diffusion elles kmergeraient B la surface externe de l’kcran. Les nouvelles 
donnkes expkrimentales montrent qu’il n’en cst rien. En effet, si l’on utilise comme 
substrat des couches d’ovalbumine, l’inactivation totale des couches B travers un 
kcran peut Stre obtenue sans perte d’kpaisseur due B une dksorption des couches 
du substrat. Aprks dissolution de l’kcran on observe la m$me kpaisseur qu’avant 
la dkposition de l’kcran et le traitement enzymatique. I1 faut un kcran de 300 A de 
formvar pour protkger 10 doubles couches ( d’ovalbumine contre toute action 
trypsique. Les expkriences decrites prkckdemment, jointes B ces nouvelles donnkes, 
indiquent dkfinitivement que s’il y a transport matkriel A travers l’kcran, c’est 
l’enzyme qui doit avoir diffusk. Nous dkmontrerons plus loin comment on peut 
dCceler la trypsine qui, sous l’influence d’une interaction B grande distance, a fo rd  
la barrikre offerte par l’kcran. 

L’ancrage des films de protkine et son influence dans l’interaction B 
grande distance 

En gCniral les couches de protiinc ne sont pas transfCrCes directemcnt sur les plaques- 
support. Les plaques sont recouvertes d’abord d’un certain nombre dc couches dc sels de Ba 
d’acides gras supkrieurs, stkarique ou acides contenant 20, 23 ou 24 atomes de carbone. (Les sels 
de Ba de ces acides gras seront dorCnavant dCsignCs par le tcrmc de sel et le nom de leur acide, 
pour abrCger autant que possible le texte.) Ces couches formCes 8. 1’Ctat monomolCculaire avec 
une orientation bien caractdristique A la surface d’une cuvc dc LANGMUIR, sont transfdrees sous 
forte pression (18 dynes/cm) sur les plaques. Elles forment une excellente base ou ancrage pour 
la diposition de films de protCine. En  outre, si elks sont traitkes par une solution d’acitate 
d’uranyle, l’ancragc des couches est renforcd. Ce traitement sera dCnot6 par le terme tcondi- 
ti0nner.a Si les plaques ont C t C  conditionne‘es, un tr&s grand nombre de conches d’albumine de 
serum de bceuf peuvent 6tre transfCrCes et  empilCes les unes sur les autres. Par contre, si les 
plaques n’ont pas etd conditionnCes, deux doubles couches ((J.?),) seulement de cette protdine 
peuvent &re transfCrCes. La 3e couche n’a pas une adherence suffisante pour &tre maintenue 
sur la plaque lors des transferts par immersion-Cmcrsion. 

L‘expCrience suivante est trks caractCristiquc : Des couches d’albumine sont ddposkes en 
marches d’escalier sur une plaque recouverte de trois couches de sel de l’acide & 23 atomes de 
carbone. Le bas de la plaque est recouvert de 9, lc milieu de 6 et le haut de 3 doubles couches 
d’albumine. Un Ccran de formvar de 600 a d’epaisseur uniforme recouvre la plaque. Aprh un 
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traitement de 3 min par une solution de trypsine, 1’Ccran est dissous, et  la plaque, recouverte 
d’une solution d’anticorps homologues de serum de lapin. On observe alors, comme le montrent 
lcs resultats quantitatifs du tableau I, que les 3 couches d’albumine n’ont pas subi l’action 
trypsique alors que les 6 et  surtout les 9 couches ont 6tB compl6tement inactivees. Lorsque le 
traitement enzymatique est fait sans Bcran protecteur, par une solution tr6s diluee de trypsine, 
on constate d’autre part qu’un grand nombre de couches est moins rapidement inactive qu‘un 
plus petit nombre, ce qui pouvait &tre prevu. 

Le rCsultat important est que l’inactivation par la trypsine, considCrCe en fonction 
du nombre de couches sous-jacentes d’albumine, varie d’une facon opposCe, resp. en 
l’absence et en prCsence d u n  Ccran. Pour protCger un systeme donnC de couches, 
il faut un Ccran d’autant plus Cpais que le nombre de couches est plus grand. I1 faut 
donc en conclure que l’interaction A travers l’Ccran, qui est suffisamment forte pour 
forcer le passage de l’enzyme, doit augmenter avec le nombre de couches. Cette 
interaction devient apparente en prksence d’un Ccran, et se diffCrencie nettement 
d’une force de diffusion libre. 

Tableau I. Influence d u  nombre de couches de prote‘ine SUY l’inactivation e n  pre’sence 
ou  e n  l’absence d’e’cran 

Nombre de doubles couches d’albumine de bceuf . . . . . . . . . 
Epaisseur de la couche d’anticorps en k (sans action trypsique) . . 
Epaisseur de la couche d’anticorps en h (trypsine 3’, Bcran 600 A) . 
Epaisscur de la couche d’anticorps en k (trypsine diluee, point d’ecran) 

3 6 9 
127 222 318 
127 60 40 
70 112 161 

Le trhs curieux phCnom&ne suivant a CtC observC concernant l’intensitk de l’inter- 
action B grande distance, considCrCe en fonction du nombre de couches de sel gras 
servant d’ancrage aux couches de protCine. 

Fig. 1. Plaque recouverte de 3 doubles couches de se’rum de boeuf dkposdes sur un ancrage en marches 

Le nombre de couches de l’ancrage est indiqu6 ii droite. Les plaques furent chauffees 5‘ ii 75” 
avant la deposition de 1’Bcran de formvar de 70 a d’kpaisseur. Deux gouttes de trypsine furent 
dCpos6es durant 1’ k gauche et 3’ 8. droite. Aprbs lavage les plaques furent photographiCes; le 
contour des gouttes est apparent. Contraste obtenu par la photographie d’une figure de conden- 
sation2). Les films deposes sur 3 et  sur 5 couches ne sont pas inactives et  apparaissent en blanc. 

Une plaque est recouverte par des couches de sel en C,,, d6pos6es en marches d’escalier, 
chaque Bchelon correspondant k des differences successives d’epaisseur d’une double couche 

d’escalier de ste’arate de B a  
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Nombre de couches du sel en C,, de I’ancrage (31 A par 
couche). . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

Epaisseur de la couche d’anticorps adsorb& a p r k  in- 
activation& travers 150 A de formvar . . . . . . 

1 3 7 11 15  17  

79 128 61 110 135 I 29 

I1 dbcoule des observations qui prkckdent que cette diffbrence dans l’inactivation 
en fonction des couches sous-jacentes de sel gras ne rbsulte pas d’une diffkrence 
dans la sensibilitk des films envers la trypsine mais d’une diffkrence dans la vitesse 
de diffusion de l’enzyme 3. travers l’kcran, ce qui va Ctre dbmontrk directement 
dans le paragraphe suivant. 

Fig. 2. Illustration de la diffdrence dans l’znactivation de couches de prote’ine de‘pose‘es sur n n  ancrage 
en  marches d’escalier de ste’arate de B a  

A gauche, inactivation & travers un Ccran, Cchelons 3 et  5 non iuactivds. A droite, inactivation 
plus ou moins uniforme en l’absence d’6cran. Photographie obtenue avec l’ellipsomhtre, aprks 
dissolution de 1’Ccran et  adsorption d’anticorps. Les parties peu inactivies apparaissent foncCes. 

Demonstration du fait que l’enzyme peut traverser un Bcran et preuve de ce 
que la vitesse de transport est fonction du nombre des films de proteine ainsi 

que du nombre des couches de sel gras dont est constitue l’ecran 

Lorsque l’on applique une bande de ruban collant du type ((Scotch tapeo sur une plaque 
recouverte de couches de sel gras et  de protCine, et  qu’on dCtache ensuite la bande de la plaque, 
toutes les couches qui recouvraient cette dernikre sont transferees sur le ruban collant & l’excep- 
tion de la premikre couche dCposCe, dont l’adhision sur la plaque est tr&s grande. Ceci se d6- 
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moutre aisement avec l’ellipsomktre. Si une plaque recouverte d’un ancrage (1 conditionni D sur 
lequel ont 6t6 transferees 3 ou 4 doubles couches d’albumine est trait& quelques secondes par 
une solution de trypsine, des molicules de trypsine sont adsorbees sur la plaque. Aprks lavage 
on observe une augmentation d’epaisseur si le traitement a 6t6 suffisamment court, sinon, une 
diminution, par suite de l’hydrolyse et de la formation de fragments de molCcule de p r o t h e  
qui sont d6sorbes. La bande collante est alors placee sur une autre plaque appelee nrdceptriceu, 
recouverte uniformement de films d’albumine ancres sur couches de sel gras. I1 est preferable 
de chauffcr cette plaque & 75” pendant 5’, ce qui accroit l’adherence des films de protCine. Un 
film liquide de tampon (pH 7,7) d’environ 0,l  mm d’epaisseur &pare le ruban collant de la plaque. 
Aprks 6’ la plaque lav6e est trait& par une solution d’anticorps homologues et l’on constate 
que les films d’albumine sur lesquels a d t i  dkposi le ruban sont complktement inactivCs; il n’y 
a pas d’adsorption d’anticorps. Une experience de contrble montre qu’un ruban qui n’a pas de 
trypsine n’inactive pas les couches. I1 est important que le traitement enzymatique ne soit pas 
de trop longue durie, car les couches d’albumine seraient alors complbtement hydrolysees e t  la 
trypsine s’adsorberait directement sur les couches conditionnees de sel. L’expCrience a montr6 
qu’une couche monomoleculaire de trypsine de 16 A d’epaisseur, adsorbee directement sur des 
couches conditionnees de sel gras, a une si grande adhesion qu’elle ne peut 6tre ditachee. I1 en 
risulte qu’elle reste attachie sur le ruban qui est de ce fait enzymatiquement inactif. Une couche 
de trypsine adsorbee directement sur des couches non conditionnees d’acide gras, peut, par contre, 
&trc ditachCe et  l’on peut aprbs transfert obtenir un ruban capable d’exercer une action trypsique. 

Si un icran de formvar protbge les films d’albumine pendant l’action enzymatique, on observe 
invariablement que le ruban utilise pour detacher les couches aprbs la dissolution de l’kcran, peut 
inactiver une plaque receptrice, si 1’6cran Btait suffisamment mince pour qu’il y ait eu inactivation 
des couches de la premiere plaque. Si cette plaque n’a pas 8tC inactivee le ruban utilise pour en 
dCtacher les couches aprks le traitement enzymatique ne peut transmettre aucune action tryp- 
siquc. Par exemple un ruban porteur de trypsine peut &tre obtenu d’une plaque recouverte de 
9 doublcs couches d’albumine protCgCcs par un kcran de formvar de 500 A d’ipaisseur, alors que 
si la plaque n’avait que 3 doubles couches protegees par 470 A de formvar, le ruban serait in- 
actif. Nous avons mentionne plus haut (fig. 1 et  2 ,  tabl. 11) le rble trbs important jou6 par le 
nombre de couches de l’ancrage, dans l’inactivation k travers un Bcran. Supposons que l’on traite 
par la trypsine, en presence d’un kcran, une plaque recouverte de films de proteine (chauffks 
?L 70”) ddposes sur un ancrage en marches d’escalier de couches de sel gras, chaque marche cor- 
respondant k des diffkrences d’une double couche. Si cette plaque Btait traitde directement par 
des anticorps, on observerait que les films de proteine d6posCs sur 3 couches de sel ne seraient 
pas inactives alors que ceux deposes sur 1 ou 7 couches le seraient. Mais si I’on transfbre les 
couches sur un ruban, on constate que l’on peut decalquer sur la plaque receptrice du ruban le 
schema de l’inactivation. S’il y avait 3 marches dans l’ancrage de la premiere plaque, correspon- 
dant ?L 1, 3 ,  et 5 couches de sel gras, on observe 3 zones d’inactivation de la plaque receptricc 
correspondant aux trois marches. Les lignes de demarcation entre chaque zone sont presque aussi 
nettes que les lignes de separation des marches de la premibre plaque. Dans une experience ty- 
pique, les Cpaisseurs des couches d’anticorps correspondant aux 3 zones, furent 41 A, 103 A, 
e t  160 A (correspondant aux marches avec une, trois e t  cinq doubles couches d’acide gras). Ceci 
dCmontre directement que la variation de l’inactivation des films de proteine en fonction des 
couches de l’ancrage provient bien d’une difference dans la vitesse de transport de l’enzyme. 

On pourrait peut-stre penser que ces diffkrences rksultent de la formation dune  
combinaison chimique entre couches de l’ancrage et protkine. Nous pensons plutbt 
que l’origine de ces phknomknes est de nature physique, ainsi que le suggkrent les 
observations suivantes. 

Plasons, dans des experiences analogues k celles qui viennent d’etre dkcrites, un &ran de 
formvar de 50 8.120 A d’epaisseur, directement sur la plaque m6tallisie, sous l’escalier de sel gras. 
Nous appellerons cet dcran, 1’8cran de fond, pour le differencier de 1’8cran protecteur place sur 
les couches. On observe que lc minimum dans l’inactivation a Bt6 d6plac6, e t  que ce sont les films 
dkposes sur 5 couches de sel gras qui sont les plus resistants et non plus ceux deposes sur trois. 
Mais si 1’8cran de fond est plus Cpais que 140 A, ce sont, comme en l’absence d’Ccran de fond, 
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les films dBposBs sur 3 couches qui sont les plus rdsistants. La transition a lieu dam une limite 
Btroite d’dpaisseur, d’environ 10 A autour de 130 A de l’dcran de fond (tabl. I11 et fig. 3). 

Tableau 111. Inf luence d ’un  kcran de .fond e n  fo rmvar  sur I’inactivation 

Plaque 

Epaisseur de l,Bcran 
protecteur 
de formvar 

Epaisseur dc la couche 
d’anticorps quand l’ancrage 

consiste en 

couches cic stCarate dc Ba 

Epaisseur de 1’Ccran 
de fond 

en A cn A 1 1 3 1 5 1 7 ) o  

1 

2 

Si l’on incorpore B 1’6cran de fond des colorants azoiques en les dissolvant dans 
le C2H,C12 (conc. 0,l B 0,4%) servant de solvant pour le formvar, l’kpaisseur optique 
est d’environ 20% plus grande que s’il n’y avait pas de colorants. Quand ce sont 
1’Ccarlate BFS ou le jaune CFS qui sont prksents dans l’kcran, la grande diffirence 
dans l’inactivation des echelons correspondant B 3 ou 5 couches de sel gras a forte- 
ment diminuk. Mais si le colorant soudan noir (B deux groupes azoiques par molkcule) 
est introduit dans l’kcran, ce sont toujours les films de protCine dkposks sur 5 couches 
de sel gras qui deviennent plus inactivks que ceux dCposks sur 3 couches, mCme avec 

70 85 1 32 60 1 144 30 14 
sans Bcran 85 55 102 83 2 5 

127 115 41 11 
sans kcran 115 I :i t;i I i2 65 24 

Fig. 3. Plaque illustrant l’influence d’un &van de f o n d  de  fovmvar  de 50 d’6paisseuu SUY l’in- 
activation c i  travers un kcran 

A droite, inactivation en prBsence d’un &ran de fond, Bchelon 3 inactivB. A gauche, inactivation 
sans Bcran de fond, 6chelon 3 protBg6. Ecran protecteur de 90 A d’kpaisseur. Photographie prise 

avec l’ellipsomhtre, aprks dissolution de 1’Bcran et adsorption d’anticorps. 

les Ccrans les plus minces. Les rksultats sont pareils B ceux obtenus avec un icran 
Cpais de formvar. Des rksultats qualitativement semblables sont obtenus avec des 
kcrans de fond de parlodion; la diffCrence dans l’inactivation des marches diminue 
fortement, mais sans qu’on n’ait jamais pu observer que les films dCposis sur 5 couches 
soient moins inactivks que ceux dCposks sur 3 .  
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Influence de la nature des couches d’ancrage et des plaques-support sur l’inter- 
action grande distance 

La nature de l’acide gras dont le sel sert d’ancrage a un effet considkrable sur 
la vitesse de transport de l’enzyme B travers l’kcran. Plus la chaine de I’acide est 
longue, plus la vitesse est grande. Sans kcran, la vitesse d’inactivation est indk- 
pendante de l’acide du sel. Pour le sel d’un acide donnk, l’kpaisseur de l’kcran nkces- 
saire pour la protection des films de protkine est plus faible si les couches sont 
formCes par les sels de calcium que par ceux de baryum (le strontium est inter- 
mkdiaire). Cette diffkrence dans l’inactivation disparait en l’absence d’kcran. 

Lorsque l’ancrage est constituk par der couches d’octadCcylamine (formkes dans 
les mkmes conditions que les couches de sel, mais B partir dune  solution benzkni- 
que de l’amine), on observe, comme dans le cas des sels, qu’aprhs chauffage B 70°, la 
trypsine traverse moins rapidement 1’Ccran si les couches de protkine sont d6poskes 
sur trois plutBt que sur une ou cinq couches d’amine. 

Les couches de sel gras sont gCnkralement formkes 8. la surface d’une solution 
tampon pH 7 3  B 7,7. I1 y a une perte d’kpaisseur optique d’environ 10 fi  pour 
5 couches chauffkes 5’ B 75”, ce qui provient de I’kvaporation de l’acide gras libre. 
Lorsque la dkposition des couches est faite 8. pH 8,5, il n’y a pas de perte par chauf- 
fage, et l’on observe que les grandes diffkrences dans l’inactivation des films en 
fonction du nombre de couches sous-jacentes ont fortement diminuC. I1 semble que 
la prksence de discontinuitks dans l’ancrage soit une des conditions nkcessaires pour 
la pkriodicitk dans l’inactivation. On ne peut admettre que ce soit l’acide libre qui, 
en s’kvaporant, modifierait les films de protkine, puisque le chauffage peut s’effectuer 
avant la dkposition de ces derniers. La prksence de traces de sels de zinc (conc. 
1 0 ~ ~ ~ )  dans la solution de la cuve utiliske pour la dkposition des couches de sel gras 
empgche l’apparition de la pQiodicitk. C’est pourquoi il est recommandable d’utiliser 
des cuves en plastique et non en laiton. 

La nature des plaques joue aussi un rBle. 
Nous avons utilisd des plaques en acier inoxydable, en verre recouvert d’une trks mince 

couche de Rh, Cr, T i0  ou TiO,, e t  en acier ((carbide)) (acier i haute teneur en carbone qui permet 
d’obtenir des surfaces suffisamment planes pour que deux blocs puissent adhdrer tr&s fortement 
l’un k l’autre en contact optique). L’Ccran nCcessairc pour emp6cher l’action enzymatique est 
beaucoup plus mince si l’on utilise des plaques ((carbide)) ou des plaques de verre recouvertes de 
Ti0  ou TiO,, plutBt que des plaques de verre mCtallis6. Autre diffircnce: avec des plaques re- 
couvertes de Ti0  ou TiO,, les films de protCine dCposCs sur unc couche de sel gras, sont aussi 
peu sensibles k l’action enzymatique quc ccux dCpos6s sur trois couches, que les plaques soient 
chauffdes i 75” ou non. Finalement, avec des plaques-support en ((carbide)), il n’a jamais 6tC 
possible d’observer, apr&s chauffage 75”, la pdriodicitd dCcrite plus haut dans l’inactivation dcs 
couches d’albuminc en fonction d u  nombre de couches de l’ancrage. 

Nature du substrat 

Dans toutes les expkriences dCcrites jusqu’ici, on a utilisk comme substrat des 
couches de protkine, soit d’ovalbumine soit d’albumine de skrum de bceuf. I1 Ctait 
indiquk d’utiliser d’autres grandes molkcules comme substrat. Nous avons ktudik 
l’influence des poly-amino-acides suivants, quant 8. leur pouvoir d’acck1Crer la dif- 
fusion de la trypsine B travers de minces Ccrans : poly-L-lysine, acide poly-L-aspar- 
tique, poly-L-proline et poly-L-sarcosine. Contrairement aux protkines, aucun de ces 
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polymhes ne peut s’ktaler facilement en couche mince Q l’interphase air-eau dans uri 
intervalle de pH de 4 Q 9, quel que soit leur poids molkculaire. I1 faut en conclure 
que la structure secondaire de ces poly-amino-acides synthktiques est toute diffkrente 
de celle des protkines. Les polym6res dissous B. des concentrations de 0,l% dans des 
tampons d’hydrogknocarbonate de sodium (0,OS M ;  pH 8,6), furent adsorb& direc- 
tement sur des plaques recouvertes d’un ancrage de sel gras. L’kpaisseur de la couche 
adsorbke est d’environ 10 B. 15 A et indkpendante du nombre de couches de l’ancrage. 
L’adsorption a donc lieu en surface, sans pknktration dans les couches sous-jacentes. 
La trypsine peut &re adsorbke directement sur les couches de n’importe lequel de 
ces polymkres, et ap rk  transfert sur ruban collant, les rubans sont tous capables 
d’inactiver des plaques rkceptrices recouvertes d’albumine de skrum de bceuf. 

La trypsine ne peut pas traverser un kcran tr&s mince (40 B. SO A) de formvar 
protkgeant ces poly-amino-acides, Q l’exception de la poly-L-lysine. Dans ce dernier 
cas un kcran de plus de 200 A d’kpaisseur est nkcessaire pour qu’aprh le traitement 
enzymatique, le ruban sur lequel les couches sont transfkrkes soit incapable d’in- 
activer une plaque rkceptrice. Trois kchantillons de poly-L-lysine de diffkrents degrks 
de polymkrisation furent ktudiks (poids molkculaires 4000, 7000 et 300000). On 
n’observa pas de diffkrence significative dans l’kpaisseur de l’kcran, nkcessaire pour 
empecher la pknktration de la trypsine avec ces trois kchantillons. I1 ktait thkorique- 
ment important de savoir si la substitution de la poly-u-lysine B. la poly-L-lysine 
modifierait l’interaction & travers I’kcran. Mais nous avons trouvk que si I’on adsorbait 
de la trypsine sur une couche de poly-D-lysine, il ktait impossible d’obtenir une 
action trypsique de la b a d e  de ruban sur laquelle les couches avaient dtk trans- 
fbrkes. I1 fallait en conclure que l’knergie d’adsorption de la trypsine sur la poly-D- 
lysine ktait suffisamment grande pour empecher une dksorption ultkrieure de l’en- 
zyme, sous I’influence de la solution tampon. On pouvait alors supposer que la poly- 
D-lysine inhiberait peut-&re l’action enzymatique d’une solution de trypsine. 
L’expkrience montra qu’il en est bien ainsi. 

IJnr solution contenant 0,2 mg dc poly-D-lysinc et  0,03 mg dc trypsine par ml de tampon 
au veronal n’exerce aucune action trypsiquc. Par contrc le mClange poly-L-lysinc-trypsine (aux 
m6mes concentrations) cst tout aussi actif qu’unc solution de trypsine. Pour ~ e s  expkriences on 
a dBpos8 clcs gouttes de ces diverses solutions sur unc m h e  plaque couverte dc couches d’albu- 
mine. Aprks lavage et  adsorption d’anticorps, on observe quc la surface soumisc au melange 
poly-D-lysinc-trypsine peut adsorher 130 a d’anticorps, tandis que lcs surfaces traitCes par la 
trypsine ou le melangc poly-L-lysine-trypsine ne peuvent adsorber que 50 A d’anticorps environ. 
(I1 n’y a pas eu inactivation totale, vu la grandc dilution de la trypsine (0,003%)),  L’addition soit 
de D-lysine soit de L-lysinc k une solution de trypsine ne modific pas son activit6 enzymatique. 

On peut facilement dkmontrer que la trypsine hydrolyse une couche de poly-L- 
lysine adsorbke sur plaque mais n’attaque pas une couche de poly-D-lysine. La dk- 
monstration est baske sur le fait qu’une couche soit de poly-L-lysine soit de POly-D- 
lysine est capable d’absorber d’une solution de n’importe quel skrum de lapin (di- 
lution 1/10 dans un tampon de vkronal 0,051~1) une couche de protkine d’environ 
180 A d’kpaisseur. Si l’on traite par la trypsine la couche de poly-L-lysine, elle perd 
sa propriktk d’absorber des protkiues, par contre une couche de poly-u-lysine peut 
adsorber autant de protkine apr6s qu’avant le traitement par l’enzyme. 

L’impossibilitb d’obtenir une bande active de ruban, lorsque la trypsine arrive 
en contact avec une couche de poly-D-lysine, exclut toute mkthode de dktermination 
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de trypsine bas& sur son activitk enzymatique pour les expkriences oh la poly-n- 
lysine constitue le substrat. Pour cette raison, de la trypsine radioactive fut prkparke 
par incorporation de tritium suivaiit la mkthode dc WILZBACH 3). 

Experience avec de la trypsine radioactive (a tritium) 
L‘dchantillon cristallin de trypsine avait une activitC de 1,3 millicurie par mg, ce qui cor- 

respond A une moyenne d’environ un atome de tritium par molecule de trypsine. Une bande de 
ruban collant (13 mm x 4 mm), aprks transfert d’une couche de trypsine adsorbee directement 
sur quelques couches de sel gras, donna 1400 c/min dans un compteur A courant gazeux. Cela 
montrait que 1’Cchantillon Btait suffisamment radioactif pour qu’on pat  utiliscr le dosage de sa 
radioactivite comme mkthode analytique. Quand un trks mince Ccran de formvar (de 50 A d’d- 
paisseur) protkgeait les couches de sel gras pendant l’action enzymatique, le nombre de c/min 
obtenu aprks dissolution de 1’Ccran et  transfert sur ruban tomba & 80 c/min ou moins. Ces ex- 
periences confirmcnt entikremcnt la conclusion atteinte pr6cddemmcnt ct basBe sur une autre 
mdthode analytique, qu’un mince Ccran de formvar est impermCable A la trypsine quand il 
repose sur une plaque recouverte de couches de sel gras. D’autres essais montrkrcnt qu’il en est 
de m&me quand l’dcran est place directement sur la plaque. Lorsqu’une couche de poly-r-lysine 

---- Polylysine 

, Acide nucl6iique 
SUP ste‘arate , 

, s u e  ste‘arate ’ _  , Ste’arate 

, 

Epaisseur de 1’6cran e n 3  

Fig. 4. Efficacith d ’ u n  e‘cran de fornzvar pour protigev des couches de polylysine, d’acide nuclhiqne 
et de ste’arate de baryum contre la trypsine, de’ternzinhe par des naesures de radioactivitb 

ou de poly-o-lysine est ancrCe sur les couches de sel gras, aprks adsorption directe de trypsinc: 
radioactive, la radioactivitd du  ruban est sensiblcmcnt la mBme que s’il n’y a pas de poly-amino- 
acide, soit environ 1400 c/min comme nous l’avons vu. En presence d’un Bcran, les risultats sont 
trbs diffirents. I1 faut une Cpaisseur de formvar de plus de 200 A pour quc le ruban donne moins 
de 100 c/min. Autre fait important, on n’observe pas de diffdrence significative entre l’influence 
de la poly-n-lysine et  de la poly-L-lysine. La configuration spatiale du polymkre ne joue pas dc 

3) K. WILZBACH, J. Amer. chem. SOC. 79, 1013 (1957) 



1882 HELVETICA CHIMICA ACTA 

rBle dans l’interaction & grande distance. Lorsque le substrat consiste en unc cuuchc adsorbee 
de n’importc quel autre des poly-amino-acides mentionnCs ci-dessus, un Ccran de 100 A ou plus 
mince est suffisant pour faire tombrr la radioactivite du ruban A moins de 100 c/min. 

Ces rCsultats sont en parfait accord avec les conclusions basCes sur I’activitC 
enzymatique des rubans. La figure 4 illustre cette grande diffkrence dans la facilitC 
avec laquelle la trypsine peut traverser un Ccran de formvar, suivant la nature des 
couches sous-j acentes. L’acide nuclCique comme la polylysine furent adsorb& sur 
des couches de sel gras. On pourrait penser que la propriCt6 d’accklkrer la diffusion 
de la trypsine & travers un kcran, exhibCe seulement par la polylysine, rCsulte de la 
basicit6 du polymhre. Cette simple explication u’est pas suffisante. I1 faut se rappeler 
que la trypsine ne traverse pas un mince Ccran situC sur des couches non conditionnkes, 
soit de sels gras supkrieurs soit d’amines supkrieures (p. ex. stkarate ou octadkcyl- 
amine). Ceci est vrai dans l’intervalle de pH de 2,6 & 8,6, c’est-&-dire de part et 
d’autre du point isoklectrique de la trypsine. En outre la trypsine peut &re adsorbe6 
directement sur n’importe quel substrat, qu’il soit acide (acide nuclkique, acide 
polyaspartique, etc.) ou basique (histone, protamine). 

La mCthode de prhparation de la trypsine radioactive ne fournit pas de preuve 
de la formation de ce corps par simple Cchange, sans rCaction secondaire. L’activitC 
enzymatique de la trypsine radioactive &it Cgale & celle de 1’Cchantillon non irradik. 
Cependant, l’activitk enzymatique diminua avec le temps ; un kchantillon cristallin 
gardh & 4” perdit toute son activite enzymatique en quatre mois, et une portion 
importante devint insoluble. I1 semble probable n4anmoins que le tritium ktait 
incorpork dans la molCcule de trypsine active enzymatiquement, puisque les con- 
clusions furent les m6mes quelle qu’efit CtC la mkthode analytique. Si le tritium 
avait k tC  fix4 sur un petit fragment molkculaire dCtach6, ce fragment n’aurait pas 
ktC adsorb6 sur une plaque. Des molCcules de la grandeur d’un tripeptide p. ex., 
n’ont pas une adhCsion suffisante pour rester adsorbkes sur une couche de sel gras. 
En outre, un film de trypsine tritiCe, form4 B la surface d’une cuve de LANGMUIR 
et transfkrk sur plaque, est tr&s radioactif. Autrement dit le tritium n’entre pas en 
solution dans le liquide de la cuve mais fait partie intCgrante du film. Une double 
couche transfCrCe donne le mCme nombre de coups par minute qu’une couche ad- 
sorbCe directement. 

Effets d’orientation produits par un Bcran 

Une couche de poly-L-lysine est adsorb& directement sur une plaquc recouverte de quclqucs 
couches, conditionnCes ou pas, de sel gras. Aprks traitement enzymatique et  transfcrt sur ruban 
collant on observe que ce ruban libbre moins de trypsine que si le traitement enzymatique avait 
Ct6 fait en presence d’un &ran d’une ccntaine de A d’6paisseur. 

Ces observations paradoxales peuvent peut-&re s’expliquer par les considkrations 
suivantes. Le rCseau d’un kcran de formvar doit avoir des mailles tr&s serrCes, puis- 
qu’un Ccran de 50 A offre une barri&re impermCable k la trypsine quaud elle n’est que 
sous l’influence des forces de diffusion libre. NCanmoins l’enzyme peut traverser 
l’kcran si l’interaction enzyme-substrat est suffisamment grande. I1 s’en suit que la 
traversCe de l’Ccran par les molkcules de trypsine est un passage forcC. Ces molkcules 
doivent Ctre orientkes et dkformkes, et les pores virtuels de 1’Ccran doivent Ctre 
considCrCs d’un point de vue dynamique plut8t que statique; lorsque les molkcules 
entrent en contact avec le substrat, elles ont donc une orientation bien dCfinie, et 
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une faible partie de la surface molkculaire totale doit gtre en contact imnikdiat avec 
le substrat. Par contre, en l’absence d’un Ccran, les molkcules peuvent &tre adsorbkes 
sans les restrictions que cet kcran impose. Les molkcules s’adsorbent fort probable- 
ment de fqon  & couvrir la plus grande surface possible du substrat. Par exemple, 
il est bien connu que des acides gras & longue chaine sont adsorb& sur une plaque, 
d’une solution organique, avec leurs chaines orientkes paralldement & la surface de 
la plaque; il y a surface maximum de contact. Mais si les molkcules ont ktC orientkes 
dans une phase condenshe, comme elles le sont lorsqu’ elles sont dkposkes k l’inter- 
phase eau-air, elles restent orientkes en bloc durant leur transfert sur plaque, avec 
leur grand axe perpendiculaire au plan de la plaque. I1 est donc fort comprkhensible 
que la libkration des molkcules de trypsine du ruban doive etre une fonction de 
l’orientation de leur attachement. L’knergie de dksorption doit augmenter avec la 
surface d’attachement. 

Portbe de l’interaction 
Une interaction entre trypsine et substrat approprik peut &tre dkcelke a travers 

2000 de formvar. La distance maximum observable est atteinte lorsque la force de 
l’interaction Cgale la rksistance offerte par 1’Ccran. On peut donc se demander jusqu’k 
quelle distance cette interaction peut &re observke; par exemple, & quelle distance 
la force de l’interaction est de l’ordre de grandeur de la force de la diffusion libre. 
Pour klucider ce point, des expkriences furent faites avec un kcran comprenant 
deux parties: une partie infkrieure consistant en couches de sels gras qui n’offrent, 
meme en prksence d’un grand nombre de couches, qu’une tr&s faible protection 
contre l’action trypsique4), et une partie supkrieure faite de formvar dont l’effi- 
cacitk ktait connue par les essais dkcrits plus haut. La partie infkrieure de l’Ccran, 
quoique permkable B. la trypsine, servait ainsi A maintenir le formvar 8. une distance 
dCterminke et constante du substrat de protkine (48 A par double couche de stharate). 

Les essais furent faits comme nous l’avons decrit pricedemment. A p r k  dissolution du forni- 
var, les couches, y compris 1’6cran infiricur de stiaratc, furent transfirkes sur ruban qui f u t  place 
sur une plaque riceptrice. I1 est frappant d’observer le grand nombre de couches de stkarate 
qu’on peut introduire entre un substrat consistant en 3 doubles couches d’albumine et un &ran 
dc formvar de 150 A environ d’epaisseur, sans cmpkher la penetration de la trypsine placee 
sur le formvar. Un ruban enzymatiquement actif peut Etre obtenu lorsque 3 doubles couches 
d’albumine, protegies par un &ran mixte de 30 doubles couches ((Jfj,,,, de stearate et dc 120 A 
de formvar, sont traitees par la trypsine. Par contre. on obtient un ruban inactif qdand il n’y 
a pas de couches d’albumine, sous un &ran de 30 doubles couches de stkarate et de SO A de formvar. 
On remarque aussi que 5 10 doubles couches dc stkarate sont plus efficaces que 30 doubles 
couches. I1 est possible qu’une pile de pcu de couches de stearate soit plus stable qu’une pile 
beaucoup plus 6paisse qui, sous l’influence de I’interaction, se fracturerait plus ais6ment. Du fait 
de la methodc de detection de la trypsine, on ne peut pas, dans ces dernihres expkriences, deter- 
miner oh se trouve la trypsine qui a force l’ecran de formvar. Ellc peut Etre situee soit i l’inter- 
phase st6arate-formvar, soit k l’intcrphase sous-jacentc stiaratc-substrat; dans les deux cas lc 
ruban sera enzymatiquement actif. 

Quel que soit le mkcanisme du phi.nom&ne, il est apparent que l’interaction 
s’ktend ?t une grande distance, beaucoup plus grande que ne permettaient de la 
prkvoir les expkriences faites avec un Ccran homog&ne de formvar. On pourrait 
peut-etre penser que les couches de stkara.te, du fait de leur structure cristalline, 
sont plus capables que le formvar de transmettre & l’enzyme el’information)) donnke 

4, A. ROTHEN, J. Amer. chem. SOC. 70, 2732 (1948). 
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par le substrat. Autrement dit, pour une distance donnke, l’interaction serait plus 
grande si le volume sbparant l’enzyme du substrat etait occupk par des couches 
de sel p a s  plutBt que par du formvar. 

Influence du pH de la solution de trypsine sur la capacite de l’enzyme de forcer 
un ecran 

La trypsine dissoute dans un tampon d’acktate de sodium pH 5,8, peut &re 
adsorbke sur des couches de protkine dkposkes sur un ancrage conditionnk, mais 
apr&s transfert sur ruban, le ruban est inactif. Si l’ancrage n’est pas conditionnk, 
le ruban est actif. Aussi dans ce cas, le substrat consista-t-il en deux doubles 
couches d’albumine dkpodes sur un ancrage de sel gras non conditionnk. 

Un kcran de formvar de 160 A d’kpaisseur n’empkhe pas le transport de la 
trypsine. Une skrie d’expkriences pour ktudier l’influence du pH de la solution 
d’enzyme fut faite B l’aide d’une couche de poly-L-lysine adsorbke sur un ancrage 
non conditionnk. Trois milieux furent utilisks pour dissoudre la trypsine : 1) un tampon 
de phtalate (phtalate acide de potassium 0 , 0 2 5 ~  avec assez de HC1 pour ajuster le 
pH B 2,7); 2) un tampon dacktate ( 0 , 0 2 5 ~  et 0 , l ~  pH 5 , s ) ;  3)  un tampon #hydro- 
gknocarbonate de sodium ( 0 , 0 5 ~ ,  pH 8,5). 

Des rubans actifs purent &re obtenus lorsque l’dcran protecteur avait 125 A 
d’kpaisseur ou moins, avec n’importe laquelle de ces trois solutions dont les pH sont 
situks dc part et d’autre du point isoClectrique de la trypsine. Autrement dit, une 
explication du passage de l’enzyme B travers l’kcran, baske uniquement sur des 
effets dectrostatiques, semble insuffisante. Avec des kcrans plus kpais, seule la 
solution la plus alcaline permit le passage de l’enzyme. On n’observa pas de diffkrence 
apprkciable dans l’activitb des rubans lorsque l’enzyme Ctait dissous soit dans l’eau, 
soit dans une solution contenant 1,2% de NaC1, soit dans un tampon au vkronal 
(en prksence d’un Ccran de formvar de 200 A d’kpaisseur ou moins). On peut en 
conclure que soit le pH soit la force ionique jouent un rBle secondaire dans le mk- 
canisme du transfert de l’enzyme. 

Discussion et conclusion 

Les nombreuses expkriences dbcrites dam ce mkmoire confirment l’hypothkse 
d’une interaction 8. grande distance entre enzyme et substrat approprib, lorsque 
des molCcules de trypsine se trouvent placCes sur un kcran qui les skpare du substrat. 
Sous l’influence de cette interaction, les molkcules d’enzyme sont forckes 8. travers 
l’kcran et nous appellerons ce phknomitne, une diffusion forcke. Quclle est la nature 
de cette interaction ? L’influence trks considkrable qu’exercent sur cette diffusion 
forcke non seulement la couche sur laquelle le substrat est ancrk, mais toutes les 
couches sous-jacentes, jusqu’B 200 ou 300 A de distance du substrat, ainsi que la 
nature de la plaque-support, doivent &tre dc premihre considkration pour trouvcr une 
solution plausible du problkme. 

D’un point de vue tr&s gbnkral, il semble qu’il y ait un choix B fairc entre deux 
types de mkcanisme (a et b). 

a) Le premier type comprendrait toute thkorie bade  sur un phCnomitne de 
distribution ou d’orientation du substrat rksultant d’une action de proche en proche 
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des couches sous-jacentes. Cette action se manifesterait par une distribution diffC- 
rente de charges (si l’on voulait ne considkrer que des actions de COULOMB), ou de 
dipoles rCels ou temporaires (forces de VAN DER WAALS, LONDON), ou d’oscillateurs 
Ctendus (mod&le de LONDON). Un certain ordre des couches du substrat jouc 
un rble dans l’extension de l’interaction. Chaque fois que les couches de protCine 
sont dCposCes d’une fqon  hCthog&ne, avec formation d’imperfections macros- 
copiques par suite d’une faute de technique, cette hCtCrogCnCit6 se reflkte dans 
l’inactivation des couches 8. travers un Ccran. Nous avons vu que la trypsine traverse 
aisCment un Ccran de formvar de 130 A d’Cpaisseur placC sur trois doubles couches 
de protCine. Par contre elle ne traverse pas 1’Ccran si les couches ont C t C  prCalable- 
ment chauffCes 8. 130”. En l’absence d’Ccran les couches, chauffkes ou non, sont 
Cgalement sensibles 8. la trypsine. I1 semble que l’on doive considCrer le chauffage 
comme un principe ddsorganisateur de l’ordre des couches. 

On rencontre cependant de grandes difficult& A interprhter, avec une thCorie 
de ce type, la phiodicitd observCe dans l’inactivation en fonction du nombre de 
couches sous-jacentes de l’ancrage, ainsi que l’influence d’un Ccran de fond, influence 
qui dCpend d’une faCon si critique de son Cpaisseur. 

b) L’idCe vient tout naturellement 8. l’esprit qu’8. cette pCriodicitC dans l’inter- 
action doit correspondre une pCriodicitC fondamentale dans la cause m&me de l’inter- 
action. Le physicien russe LIFSHITZ a d6veloppC rCcemment une thCorie 5, qui expliquc 
quantitativement les r6sultats exp6rimentaux de DERJAGUIN & ABRIKOSSOVA5). 

Ces derniers ont mesurC directement, d’une fqon  ClCgante, la force d’attraction molC- 
culaire qui opke entre deux solides sCparCs dans le vide par des distances de l’ordre 
de 1000 8. 2000 A. LIFSHITZ part de l’idCe que les forces d’attraction molCculaire 
sont dues aux fluctuations du champ ClectromagnCtique entourant un corps solide, 
m&me au zCro absolu. Ces fluctuations rCsultent de la prCsence d’Cnergie dans tout 
solide au zQo absolu (((zero point energy))). On peut se reprhsenter cette Cnergie 
comme une Cmission et absorption de photons virtuels. Par S’introduction de photons 
virtuels pour expliquer cette interaction B grande distance, LIFSHITZ introduit, 
ips0 facto, la notion de pCriodicit6, soit de frCquence ou de longueur d‘onde. En effet, 
les bandes d‘absorption des corps qui agissent les uns sur les autres jouent un r6le 
essentiel dans sa thdorie. Un point important A. noter dans la thCorie de LIFSHITZ 
est qu’il traite le probl&me d’un point de vue macroscopique, comme dti Q un phCnom6ne 
de coopkration, oh les constantes qui apparaissent dans les expressions algCbriques sont 
des constantes caractbrisant un domaine macroscopique (constante diblectrique, coef- 
ficient d’absorption). Nous avons toujours pens6 que nos observations rksultaient 
d’un phCnom&ne de coopCration. Toute thCorie, telle que celle de LIFSHITZ, qui 
introduit une notion d’ onde pour expliquer l’interaction, ferait partie du deuxikme 
type des mCcanismes trPs gCnCraux mentionnk plus haut. On peut donc lkgitimement 
se demander si une thCorie ondulatoire ne pourrait pas servir debase pour expliquer 
nos observations sur la pCriodicitC de l’inactivation en fonction du nombre de cou- 
ches sous-jacentes formant l’ancrage. On pourrait imaginer l’existence d’un systkme 
d’ondes stationnaires virtuelles, avec rkflection sur la plaque support, correspondant 
- 

5, B. v. DERJAGUIN, I. I. ABRIKOSSOVA & E. M. LIFSHITZ, Quart. Review 70, 29.5 (1956). 
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aux photons virtuels de LIFSHITZ. Dans ce cas, les phCnomknes observCs devraient 
varier avec les coefficients d’absorption de l’ancrage. Cela permettrait de concevoir 
pourquoi la prilsence de certains coloran tsdans l’Ccran de fond et le remplacement du 
formvar par le parlodion jouent un r6le dans l’inactivation. Sans aucun doute, ces 
considkrations peu affinCes ne permettent pas d’expliquer, m&me qualitativement, 
l’ensemble de nos observations, mais c’est B partir d’idCes de cette nature qu’il nous 
parait peut-&tre possible de rksoudre le probl&me. I1 y a un facteur dont il faut tenir 
compte dans n‘importe laquelle des thkories ondulatoires que l’on peut envisager, 
B savoir l’effet de retardement de l’onde dc aux distances sCparant plaque, substrat 
et enzyme. Ces distances ne sont pas nkgligeables et le temps de transmission devient 
de l’ordre de grandeur de la pilriode de l’onde. Autrement dit, la question de phase 
est de grande importance. Cet effet a CtC CnoncC par VERWEY & OVERBEEK~) puis 
dilveloppk d’une fqon  entikrement diffCrente par CASIMIR & POLDER’), et LIFSHITZ 
l’a introduit dans sa thkorie. I1 va sans dire que ces milcanismes d’actions B grande 
distance, qui font probablement partie du chapitre de 1’Clectrodynamisme des quanta, 
doivent jouer un trks grand r61e dans la biochimie cellulaire, qui est essentiellement 
une chimie d’interphases. Ceci augmente considkrablement l’intilrkt du problkme, 
qui est biochimique aussi bien que physique. 

SUMMARY 

The experiments described indicate that trypsin molecules in solution are able 
to diffuse through a thin screen of formvar at a rate which is a function of the nature 
of the material located under the screen. Trypsin molecules will not diffuse through 
a blanket of formvar as thin as 50 deposited on multilayers of long chain fatty 
acids or amines. However if a few layers of protein coat the fatty acid layers, a much 
thicker screen of formvar is necessary to  prevent the passage of the enzyme. A screen 
as thick as 2000 A, depending upon the number and orientation of the underjacent 
protein layers, may be necessary to prevent this ’forced diffusion’ from taking 
place. Of all the synthetic polyaminoacids tested as substitutes for the protein layers, 
only the poly-L- and poly-D-lysine are able to force the enzyme through a blanket. 

This long range interaction between substrate and enzyme does not appear to 
result exclusively from Coulombic forces. The periodicity observed in the rate of 
the forced diffusion of the enzyme as a function of the number of layers in the 
anchorage may indicate that there is a fundamental periodicity in the cause of the 
interaction. It is suggested that the zero point energy which according to LIFSHITZ 
plays a fundamental rBle in the interaction between solids separated by a gap, 
may also play a rBle in the molecular forces responsible for the phenomena which 
have been described. 
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