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Summary 

Study of the complex between porcine plasmin and ~2-macroglobulin 
Porcine plasmin (EC 3.4.21.7) is obtained from plasminogen activated by  hu- 

man urokinase. This enzyme can bind, in an equimolecular ratio, to an ~2- 
macroglobulin isolated from porcine serum. 

The number  of  active sites of  plasmin has been determined through a burst 
t i tration of  nitroaniline during the presteady-state hydrolysis of  an amide sub- 
strate (N-~-carbobenzoxy-L-arginine-p-nitroanilide). The kinetic constants rela- 
tive to a very sensitive ester substrate (N-~-carbobenzoxy-L-lysine nitrophenyl- 
ester) hydrolysis have been measured. 

The binding of  plasmin to ~2-macroglobulin results in a complete  inhibition 
of  proteolyt ic  activity, a reduction of  active sites number  and a decrease of  
esterolytic activity towards this substrate. In the complex, the residual activity 
(about  60%) is protected from protein inhibitors. 

Absorbance difference spectra show that 1 mol of  ~:-macroglobulin binds 
1 mol of  plasmin and 2 mol of  trypsin. When plasmin is first bound to a2- 
macroglobulin, only 1 mol of  trypsin can gain access to the second site wi thout  
removing the plasmin, showing that a steric hindrance is implicated in the in- 
hibition performed by ~2-macroglobulin binding. 

Introduction 

Diff~rents enzymes ont  la propri~t~ de se complexer avec une prot~ine du 
s~rum, l'~2-macroglobuline, en perdant ainsi leur activit~ prot~olytique. Cette 
prot~ine a souvent ~t~, pour  cette raison, consid~r~e comme un inhibiteur. 
En fait, en se fixant sur l 'enzyme, elle protege le centre actif contre l'agression 
d'inhibiteurs circulants et peut  alors constituer une r~serve d 'enzyme qui serait 

Abbreviations: Z-Arg-nitroanilide, N-~-cs.rbobenzoxy-L-arginine-p-nitroaniUde; Z-Lys-OPhNO2, 
N-~-carbobenzoxy-L-lysine nitroph~nylester; Bz-Arg-OEt, benzoyl-arginine ethyl  ester; Tos-Arg- 
OMe, tosyl-arginine methylester; NPGB, nitroph~nyl p guanidobenzoate.  
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lib~r~ dans certaines conditions, assurant la r~gulation n~cessaire ~ l'~quilibre 
physiologique [1]. On voit donc l'int~r~t de l'~tude des interactions de cette 
macroglobuline et des enzymes qu'elle peut  fixer (in vitro et in vivo). 

Ganrot [2] a ~t~ l'un des premiers ~ rechercher les conditions de formation 
de complexe entre l'~2-macroglobuline humaine et la trypsine bovine. Nous- 
m~mes avons publi~ une ~tude analogue concernant la formation du complexe 
trypsine-a2-macroglobuline, les deux prot~ines provenant de la m~me origine, le 
porc [3], et avons confirm~ qu'il existe sur l 'a2-macroglobuline deux sites de 
fixation pour la trypsine. 

Par la suite, ces recherches ont  ~t~ ~tendues ~ la plasmine humaine [4] qui 
semble, comme la plasmine bovine [5], former un complexe mol ~ mol avec 
l'~ 2-macroglobuline. 

La plasmine est un enzyme ~ s~rine auquel son action tr~s sp~cifique sur la 
fibrine conf~re un rSle physiologique essentiel dans le maintien de la balance 
hom~ostatique entre la formation du caillot et sa dissolution. Pour certains 
auteurs [6], il y aurait competi t ion entre la thrombine n~cessaire fi la coagula- 
tion du sang et la plasmine produisant la fibrinolyse. In vivo, c'est dans te sang 
que se forme la plasmine par activation du plasminog~ne suivant un m~canisme 
enzymatique encore mal connu, faisant vraisemblablement intervenir les pla- 
quettes [ 7 ]. 

L 'objet  de cet article est d'~tudier les r~actions entre la plasmine de porc et 
l'a 2-macroglobuline de m~me esp~ce. Pour suivre le m~canisme de formation du 
complexe, il est n~cessaire de pouvoir mesurer quanti tat ivement l'activit~ de 
l 'enzyme libre. Mais, alors qu'il existe pour la trypsine diverses m~thodes per- 
met tant  de d~terminer les constantes catalytiques (kcat) ~ l'~gard de substrats 
synth~tiques, l'activit~ de la plasmine est g~n~ralement exprim~e en unit~s 
arbitraires en prenant la cas~ine comme substrat. 

Cependant pour  obtenir l'activit~ de la plasmine en valeurs absolues, on peut  
faire appel ~ la technique dite du " je t"  de nitroph~nol [8] qui permet  de titrer 
le nombre de sites actifs; cette m~thode a ~t~ appliqu~e ~ plusieurs enzymes 
s~rine tels que trypsine, thrombine et plasmine [9]. 

D'autre part, nous avons, comme dans le cas de la trypsine, ~tudi~ l'activit~ 
de l 'enzyme libre et complex~ ~ l'a2-macroglobuline en utilisant des substrats 
synth~tiques. Or il a ~t~ observ~ [10] que, pour certains d 'entre eux (benzoyl- 
arginine ethylester (Bz-Arg-OEt) et tosyl-arginine methylester  (Tos-Arg-OMe)), 
la plasmine avait un pouvoir catalytique beaucoup plus faible que la trypsine. 
Nous avons alors recherchd de meilleurs substrats, porteurs de preference d'un 
groupe chromophore,  afin de pouvoir mesurer plus ais~ment l'activit~ de l'en- 
zyme et suivre les changements possibles des constantes cin~tiques de la plas- 
mine lorsqu'elle se trouve complex~e avec l'a2-macroglobuline. 

Materiel et M~thodes 

La plasminog~ne est isol~ du plasma de porc pr~alablement d~fibrin~ par du 
chlorure de calcium ~ 4%. On effectue ensuite une chromatographie d'affinit~ 
sur une colonne de S~pharose-lysine en suivant la technique d~crite par Deutsch 
et Mertz [11] pour preparer le plasminog~ne humain. L'~lution se fait par pas- 
sage d'acide e-aminocaprofque, 0.2 M, qu 'on ~limine par une dialyse sous vide 



241 

qui concentre en m~me temps la solution. Le plasminog~ne est ensuite conserv6 
fi l '6tat congel6 en milieu tampon phosphate,  0.1 M, pH 7. 

La puret6 du plasminog~.ne a 6t6 test6e d 'une part par ultracentrifugation 
analytique (Spinco Beckman, module E), d 'autre part par 61ectrophor~se sur gel 
de polyacrylamide en absence [12] et en pr6sence d'agents dissociants [13]. 

La concentrat ion prot6ique du plasminog6ne est d6termin6e par l 'absorbance 
fi 280 nm. Le coefficient d 'extinction a 6t6 6tabli fi partir de mesures d'incr6- 
ment  d'indice ( A n / A c  = 0.185, c 6tant exprim6 en g/ml). Sa valeur E,cm'~ = 17.5 
est tr~s voisine de celle admise pour  le plasminog6ne humain [14]. 

La plasmine est obtenue en activant le plasminog~ne de porc par l 'urokinase 
humaine (Leo Pharmaceutical Products) dans les conditions d6crites par 
Walther et col. [15]: pour 1.5 mg de plasminog6ne en solution fi pH 9, on 
utilise 100 unit6s Ploug d'urokinase et le m61ange est incub6 fi 37°C pendant  
15 min. On a v6rifi6 qu'au bout  de ce temps l'activit6 est maximale. 

La plasmine, hautement  instable fi la temp6rature du laboratoire, perd son 
activit6 apr~s quelques heures. Pour 6viter cette inactivation, certains auteurs 
conservent la plasmine d 'une mani~re empirique dans le glyc6rol. Des m6canis- 
mes ont  6t6 r6cemment propos6s pour expliquer l 'effect du di6thyl~ne glycol 
dans le cas particulier de l 'hydrolyse du Bz-Arg-OET par la plasmine [16]. 

Nous avons nous-m~mes observ6 que ce diol, fi la concentration de 25--30%, 
emp~chait la formation de polym6res inactifs. Les solutions de plasmine ont  
donc 6t6 conserv6es en tampon phosphate, pH 7, en pr6sence de di6thyl6ne 
glycol. 

L'activit6 prot6olyt ique de la plasmine a 6t6 d6termin6e en utilisant des 
substrats chromophores:  

(a) l 'azocas6ine (Sigma) en solution fi 5% dans NaHCO3, 0.1 M. Le m61ange 
(vol. fi vol. d'azocas6ine et de plasmine) est port6 au bain-marie fi 37°C pen- 
dant 30 min et la r6action est stopp6e par 5 vols. d'acide trichlorac4tique fi 5%. 
Le pr6cipit6 est 61imin6 par centrifugation (ou filtration) et le surnageant est 
dilu6 deux fois dans NaOH, 0.5 M; on mesure alors l 'absorbance fi 430 nm fi 
l 'aide du Spectrophotom~tre Cary 15. 

(b) le "Remazol  Brillant Blue hide" (Calbiochem B grade) utilis6 selon la 
technique d6crite par Rinderknecht et col. [17]. La r6action de l 'enzyme sur ce 
substrat fait appara[tre une coloration bleue de la solution: on peur ainsi titrer 
l 'enzyme r6agissant par la mesure de l 'absorbance fi 595 nm. 

Pour 6tudier l'activit6 hydrolyt ique de la plasmine, deux substrats synth6- 
tiques, chromophores  6galement, ont  6t6 choisis en raison des hautes valeurs de 
constantes catalytiques obtenues avec la trypsine: un amide, le N-a-carbo- 
benzoxy-L-arginine-p-nitroanilide (Z-Arg-nitroanilide) qui avait fait l 'objet  
d 'une 6tude personelle [18], un ester, le N-a-carbobenzoxy-L-lysine nitroph6- 
nylester (Z-Lys-OPhNO2) 6tudi6s dans une large gamme de pH [19]. Le produit  
commercial utilis4 est le p-nitroph6nyl ester (Calbiochem.), les deux autres 
formes ortho et m4ta ont  4t6 synth6tis4es au laboratoire par M. Hill. 

L'~2-macroglobuline est isol6e du s6rum ou du plasma de porc pr6alablement 
d41ipid6. La fraction qui pr6cipite par le sulfate d 'ammonium pour  des concen- 
trations comprises entre 1.8 et 2.22 M est d4pourvue de 7-globuline; le pr6ci- 
pit6 est redissous dans l 'eau et la solution soumise fi plusieurs ultracentrifuga- 
tions preparatives fi 40 000 tours/min pendant  5 h, fi travers un milieu salin de 
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forte densitY. L'a2-macroglobuline, recueillie sous forme de pellicules g~lati- 
neuses dans le fond des tubes de centrifugation, s'est r~v~l~e homog~ne, tant en 
~lectrophor~se qu'en ultracentrifugation analytique (s°0,w = 19 S). La concen- 
tration prot~ique est mesur~e par spectrophotom~trie ~ 280 nm en utilisant 
pour le coefficient d 'extinction la valeur -cn~l~ = 10.2 pr~alablement d~termin~e 
[20]. Le rendement en a:-macroglobuline calcul~ par rapport  ~ sa teneur dans la 
fraction protAique de d~part est d'environ 60%. 

Pour d~terminer les conditions de formation du complexe plasmine-a2-ma- 
croglobuline, on a utilis~ la m~me technique que pour le complexe t ryps ine~:-  
macroglobuline [3]. A une solution contenant  une certaine concentration de 
plasmine, on ajoute des quantit~s croissantes d'a2-macroglobuline. Chaque m~- 
lange est incub~ 3 min ~ la temperature ambiante. On suit la cin~tique d 'hydro- 
lyse ~ l'~gard du Z-Lys-OPhNO: par enregistrement spectrophotom~trique du 
nitroph~nol lib~r~. La r~action est alors "s topp~e" par addition de l 'inhibiteur 
du soja (inhibiteur de la trypsine, mais aussi de la plasmine) qui agit sur l'en- 
zyme rest~ libre dans le milieu. Lorsque toute  la plasmine est complex~e, la 
cin~tique n'est plus modifi~e par addition de cet inhibiteur, celui-ci n 'ayant  pas 
acc~s au centre actif de l 'enzyme complex~. On d~termine ainsi le nombre de 
mol d 'a:-macroglobuline n~cessaires ~ la saturation d 'une mol de plasmine. Alors 
que, dans le cas de la trypsine, ce nombre ~tait de 1 : 2, dans le cas de la plas- 
mine, la formation de complexe met en jeu une mol d'a~-macroglobuline pour 
une mol de plasmine. 

R~sultats 

Plasrninogdne plasmine 
L'ultracentrifugation analytique d 'une solution de plasminog~ne de porc 

montre  la presence d 'un composant  principal dont  le coefficient de s~dimenta- 
tion s = 5.6 est tr~s voisin de celui mentionn~ pour  le plasminog~ne humain. 
Il est ici accompagn~ d 'un composant  plus lourd: s = 18.5 present ~ tr~s faible 
concentration (environ 5% des prot~ines totales) qui paraft provenir d 'une 
polym~risation partielle du plasminog~ne au cours de la preparation. Ce conta- 
minant peut  ~tre ~limin~ par passage de la solution sur une colonne de Sepha- 
dex G-200 ou de gel d'agarose, mais sa presence ~ si faible concentrat ion ne 
g~ne pas nos mesures d'activit~ enzymatique.  

L'~lectrophor~se sur gel de polyacrylamide a mis en ~vidence la presence de 
cinq bandes anodiques. Ces multiples formes, de mobilit~ diff~rente, ont  ~t~ 
signal~es pour  le plasminog~ne humain [21],  chacun des " isozymog~nes" ~tant 
susceptible de se transformer en plasmine. 

Apr~s activation du plasminog~ne par l 'urokinase, on constate la presence de 
deux bandes seulement, mais la mobilit~ est ~gale ~ celle des bandes les plus 
rapides observ~es pour  le plasminog~ne (Fig. la)  ce qui laisse supposer qu'il 
existe d~j~ dans le zymog~ne une faible proport ion de plasmine form~e par 
autoactivation. 

En milieu dissociant (dod~cyle sulfate de sodium et mercaptoethanol)  l'~lec- 
trophor~se montre,  pour le plasminog~ne, la presence d 'une bande principale 
PI accompagn~e de deux faibles bandes plus mobiles, P1 et P2; pour la plasmine, 
on observe les m~mes bandes mais les intensit~s relatives sont modifi~es, P I 
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Fig .  I .  S c h d m a  des  $1ec t rophor~ses  en  gel de  p o l y a c r y l a m i d e  ~ 5%; dur@e de m i g r a t i o n  4 5  ra in .  a,  ~ p H  9 . 1 ,  
se lon  Davis  [ 1 1 ] ;  b ,  ~i p H  7 .2 ,  en  d o d d c y l e  su l fa te  de  s o d i u m ,  se lon  W e b e r  e t  O s b o r n  [13 ]  p l a s m i n o g ~ n e  
na t i f ,  ~ g a u c h e ;  p l a s m i n o g ~ n e  ac t ive ,  d d ro i t e .  

devenant tr~s faible au profit  de P~ et P3 (Fig. l b )  On sait que lors de l'activa- 
tion du plasminog~ne, il y a ~limination d 'un peptide et coupure de la chai'ne 
polypeptidique.  En milieu dissociant et r~ducteur, les deux chai'nes ainsi 
form~es se s~parent, les bandes dont  l'intensit~ a augment~ correspondent  
donc aux chafnes lourde et l~g~re de la molecule de plasmine [22,23]. La pr~- 
existence de ces bandes dans le zymog~ne confirme l 'hypoth~se de la presence 
dans le plasminog~ne de plasmine form~e par autoactivation. 

La transformation du plasminog~ne en plasmine a pu ~tre suivie par spectro- 
photom~trie de difference dans l'ultraviolet. L'apparition de la plasmine est 
caract~ris~e par deux extremums n~gatifs situ~s ~ 292 et 286 nm (Fig. 2); 
ils correspondent  ~ un d~placement du spectre vers les courtes longueurs d 'onde 
("blue shift") traduisant un d~masquage de t ryptophane.  
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Fig.  2. S p e c t r e s  de  d i f f 6 r e n c e  d ' a b s o r p t i o n  enregis tx~s ~ 2 7 ° C  ( s p e c t r o p h o t o m ~ t r e  C a r y  15 ,  ~chel le  0 .1 ) .  
• p l a s m i n e  ve r sus  p l a s m i n o g ~ n e  (ce t rava i l ) ;  . . . . . .  , t r y p s i n e  versus  t r y p s i n o g ~ n e  ( B e n m o u y a l  e t  

T r o w b r i d g e  [ 2 4 ]  ). 
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I1 est intdressant de noter  que lors de la transformation du trypsinog~ne en 
trypsine [24], les rdsidus aromatiques mis en jeu subissent, au contraire, un 
ddplacement de leur bande d'absorption vers les grandes longueurs d 'onde 
("red shift").  En outre, dans le spectre de diffdrence plasmine/plasminog~ne, 
on n'observe pas, comme dans le cas de la trypsine, de pic ~ 300 nm [25] attri- 
buable ~ un t ryptophane de comportement  anormal. 

Activitd de la plasmine libre ou lide d l'~2-macroglobuline 
(a) Activitd protdolytique. Les mesures d'activit~ ~ l'dgard de l'azocasdine ont 

~t~ faites pour des concentrations de plasmines comprises entre 50 et 100/~g. 
L'addit ion d'a2-macroglobuline inhibe progressivement la protdolyse; lors- 
qu'une mol d'a2-macroglobuline est fixde sur une mol de plasmine, l ' inhibition 
atteint 95%. 

Avec un substrat moins sp~cifique comme le Remazol, l 'inactivation du com- 
plexe est moins importante (80% environ). 

(b) Activitd amidasique. En suivant ~ 25°C la cin~tique d 'hydrolyse ~ l 'dtat 
stationnaire du substrat Z-Arg-nitroanilide, on trouve une constante de ddsacy- 
lation de tr~s faible valeur ( k c a  t ~ 0 . 0 5  S -1 ). Avec ce m~me substrat, la constante 
catalytique de la trypsine dtait 100 fois plus dlevde [18]. Plusieurs auteurs [26, 
27] ont  constatd que les amides se comportaient comme de mauvais substrats 
pour la plasmine humaine. 

Cette observation faisait apparai'tre l'intdr~t d'~tudier, ~ l 'dtat prdstation- 
naire, la cindtique de l 'hydrolyse de ces amides par la plasmine porcine. Cette 
dtude a dtd faite en suivant la technique de Chase et Shaw, en rempla~ant l'ester 
NPGB par l 'amide Z-Arg-nitroanilide. Pour nous limiter ~ l'~tape prdstation- 
naire, nous avons rdduit la concentration du substrat ~ 5 • 10 -s M pour des 
concentrations de plasmine comprises entre 2.5 • 10 '-6 et 3.5 • 10 -6 M dans une 
solution tampon Tris • HC1 ~ pH 8.3. Nous avons constatd l'dmission d 'un " j e t "  
de nitroanaline. La mesure de l'absorbance ~ X = 410 nm permet de calculer la 
teneur en sites actifs de l 'enzyme, en prenant comme valeur du coefficient d'ex- 
t inction de la nitroaniline, e = 8800 M -1 • cm -1. 

Le nombre de sites actifs a dtd ainsi ddtermind pour chaque dchantillon de 
plasmine. Le taux variait entre 50 et 70% selon les prdparations d 'enzyme mais 
les valeurs des constantes cindtiques seront toujours rapportdes ~ 100% de sites 
actifs. 

Lorsqu'on remplace la plasmine par le complexe plasmine-~2-macroglobuline, 
l 'amplitude du jet de nitroaniline et rdduitde d'environ 30%. On observe, aprds 
le " je t" ,  une cindtique d 'hydrolyse lente (post-burst) qui n'apparai't pas avec la 
plasmine libre. Ce ph~nom~ne secondaire pourrait s'expliquer soit par une cata- 
lyse des groupements aminds de la molecule d'a2-macroglobuline par la plas- 
mine, soit par un freinage stdrique dfi ~ l'a2-macroglobuline qui retarderait la 
rdaction ~ cette dtape. La rupture de pente qu 'on observe ensuite dans l'enregis- 
t rement  serait en faveur de cette derni~re hypoth~se. 

(c) Activitd estdrasique. Le Z-Lys-OPhNO2 s'est r~v~ld un substrat tr~s sen- 
sible pour la plasmine. Mais cet ester .pr~sente l ' inconvdnient de s'autolyser 
rapidement ~ pH alcalin et il faut en tenir compte pour ddterminer la vitesse 
d 'hydrolyse due ~ l 'enzyme. Pour diminuer cette autolyse on a dtd amend 
abaisser le pH expdrimental jusqu'~ 6.4. Par ailleurs, il nous a paru intdressant 
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T A B L E A U  I 

P O I N T  I S O B E S T E  ET C O E F F I C I E N T  D ' E X T I N C T I O N  M O L A I R E  D U  S U B S T R A T  Z-Lys-OPhNO2 

SOUS LES T R O I S  F O R M E S  N I T R O P H E N Y L E S T E R  

Ae = e(nitrophenol)---e(nitrophenylester).  

Point  i sobeste  Ae 
~.(nm) 

Para 347 .5  5050  
Or tho  371 .5  1635  
Meta 358 1023 

de comparer les trois formes de cet ester dans lesquelles le groupe nitroph~nol 
est situ~ en position para, ortho ou meta. Pour ces substrats le spectre d'absorp- 
tion entre la forme protonde et d~proton~e du nitroph~nol a ~td enregistr~ et 
le point  isobeste a ~t~ ddtermin~ ainsi que le coefficient d 'extinction molaire 

cette longueur d 'onde (Tableau I). 
Pour une m~me prdparation de plasmine de porc, les mesures cindtiques de 

l 'hydrolyse des trois formes de ce substrat ester ont  donn~ les rdsultats po r t ,  s 
dans le Tableau II. On voit que les valeurs des constantes catalytiques (keat) dd- 
termindes ~ 27°C sont voisines, aux erreurs d'expdrience pros, pour les trois 
substrats examines, ce qui est normal puisque l 'hydrolyse ~ l'~tat stationnaire 
lib~re le m~me compos~: l'ion carbobenzoxylysine dans les trois cas. L'affinit~ 
apparente est peu diff~rente pour les formes para et ortho, mais elle est nette- 
ment  plus faible dans le cas du meta nitroph~nol. D'autre part, le degr~ de sp~- 
cificit~ qui ressort de la valeur du rapport  kcat/Km, est meilleur pour les formes 
para ou ortho. Mais l 'autolyse dans le cas de l 'orthonitroph~nylester est 2.5 fois 
moins importante que pour la paranitrophdnylester; il y a donc intdr~t 
choisir le substrat sous la forme ortho. 

L'activit~ est~rasique de la plasmine a ~td compar~e lorsque l 'enzyme se 
trouve sous forme native et lorsqu'il est complexd avec l'~2-macroglobuline. 
Les mesures de cin~tique ont  ~td faites ~ trois temperatures (25, 32 et 37 ° C) et 
les r~sultats sont por t , s  dans le Tableau III. L 'examen de ce tableau montre  que 
la fixation d'a2-macroglobuline sur la plasmine inhibe assez for tement  l'activitd 
hydrolyt ique de l 'enzyme ~ l'dgard du Z-Lys-OPhNO2. 

Dans le cas de la trypsine li~e ~ l'~2-macroglobuline, nous avons constat~ 

T A B L E A U  II  

C O N S T A N T E S  D ' H Y D R O L Y S E  D U  Z-LYS-OP NO 2 P AR L A  P L A S M I N E  DE PORC A 27°C,  p H  6.4 

Nitroph~nyl ester kca t (s - l  ) K m (10  S M) k c a t / K  m (105 M - I  • s - l )  

Para  10.6 4.9 2.1 
Or tho  13.1 6.1 2.15 
Meta 14.1 224 0 .107  
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T A B L E A U  III 

C O N S T A N T E S  D ' H Y D R O L Y S E  D U  Z - L Y S - O P  N O  2 P A R  L A  P L A S M I N E  L I B R E  O U  COMPLEXI~,E, p H  
6.4  

k c a  t (s - l )  K m ( 1 0  s M) k c a t / K  m (105  M-1 . s - I )  

2 5 ° C  3 2 ° C  3 7 ° C  2 5 ° C  3 2 ° C  3 7 ° C  2 5 ° C  3 2 ° C  3 7 ° C  

P la smine  9 .6  15 .8  19 5.6 5 .2  4.1 1.7 3 4 .6  
P l a smine -a  2- 
m a c r o g l o b u l i n e  6 .3  7 .5  8 .3  9 .2  6 .1  5 .2  0 . 6 8  1 .2  1.6 

~galement une diminution du m~me ordre de la vitesse d 'hydrolyse de ce sub- 
strat. Pour les ester Bz-Arg-OEt et Tos-Arg-OMe, cette inhibition ne ddpasse 
pas 25% [1,28], probablement parce que ces substrats sont moins encombrants 
que le Z-Lys-OPhNO2. On voit, en outre, que la constante apparente d'affinitd, 
1/Km diminue lorsque l'a2-macroglobuline est fix~e sur la moldcule de plas- 
mine. 

La valeur des constantes cin~tiques varie ne t tement  avec l 'augmentation de la 
temperature.  L'activit~ sp~cifique est meilleure ~ 37°C, ~ la fois pour la plas- 
mine libre et pour le complexe plasmine-a2-macroglobuline. 

Spectres de diffdrence du complexe plasmine-a 2-macroglobuline 
La formation du complexe trypsine-a:-macroglobuline avait ~td mise en 

dvidence par spectrophotom~trie de difference [29]. Un changement de confor- 
mation local, vraisemblablement attribuable ~ la trypsine, lorsqu'elle fixe l'a2- 
macroglobuline, se manifeste par l 'apparition d 'extremums d'amplitude posi- 
tive, caract~ristiques des chromophores tyrosine et t ryptophane.  

Si l 'on utilise cette m~me technique pour suivre la fixation de l'a2-macro- 
globuline sur la plasmine, on n'observe qu'une faible modification du spectre 
d'absorption. On salt cependant,  par des mesures cin~tiques, que le complexe 
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Fig.  3. Spectres de difference d'absorption enregistrds ~ 2 7 ° C  ( s p e c t r o p h o t o m ~ t r e  Car ' ]  15 ,  ~chelle 0 .1 ) .  
, p l a s m i n e - a 2 - m a c r o g l o b u l i n e  versus  p l a s m i n e ;  . . . . . .  , p l a s m i n e - a 2 - m a c r o g l o b u l i n e - - t r y p s i n e  

versus  p l a s m i n e  p lus  t r y p s i n e ;  , t r yps ine -c~2 -mac rog lobu l ine  versus  t r y p s i n e .  
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s'est bien formd puisque l'activitd hydrolyt ique de la plasmine n'est  pas modi- 
fide par la prdsence de l ' inhibiteur prot~ique du soja. 

En outre, si, aprils avoir enregistrd le spectre de diff~rence du complexe plas- 
mine-a2-macroglobuline, qui n'est pas tr~s apparent par rapport  ~ la ligne de 
base, on ajoute de la trypsine (fi la fois dans la cuve de mesure et dans la cuve 
de rdfdrence), on note l 'apparition d 'extremums d'ampli tude positive caractdris- 
tiques de la formation du complexe trypsine-a2-macroglobuline, mais avec des 
valeurs d 'absorbance plus faibles que celles que nous avions prdc~demment ob- 
tenues (Fig. 3). 

I1 est donc encore possible de fixer de la trypsine sur le complexe plasmine- 
a2-macroglobuline. On montre que cette fixation ult~rieure de trypsine ne 
ddplace pas l 'enzyme ddjfi prdsent, m~me si l 'on ajoute un exc~s de trypsine qui 
reste libre dans ce cas. 

Discussion 

Bien que la plasmine et la trypsine soient considdrdes comme prdsentant de 
grandes similitudes dans leurs propridtds catalytiques et qu'elles puissent hydro- 
lyser les mfimes substrats, il existe entre elles des diffdrences de structure mold- 
culaire qui pourraient expliquer les divergences de compor tement  que nous 
avons mises en dvidence. La plasmine est, en effet,  formde de deux chai'nes 
maintenues par des liaisons S-S: la chai'ne lourde aurait un poids moldculaire de 
55 000 et la chai'ne lfigfire, d 'un poids moldculaire voisin de celui de la trypsine 
(26 000), porterait  la sdrine et l'histidine du centre actif de l 'enzyme [15]. 

En outre les charges sont diffdrentes: le point  isodlectrique de la plasmine est 
d'environ 5 et celui de la trypsine est de 10. 

Dans la rdaction de catalyse, le mfime mficanisme a fitd proposd pour la 
trypsine et la plasmine [30]. 

K s k2 k3 
E + S ~ - E S I - * E S 2 + P ~ ,  ES2- -~E+P2  

Mais, alors que pour l 'hydrolyse des amides par la trypsine, l 'dtape d'acyla- 
tion est limitante (k2 ~ k3), dans le cas de la plasmine la brusque libdration de 
nitroaniline constatde est en faveur d 'une ddsacylation limitante. Ces observa- 
tions sont en parfait accord avec les rdsultats de Christensen et Mfillertz [27], 
qui, lors de l 'hydrolyse de l 'amide Bz-Arg-nitroanilide par la plasmine humaine, 
trouvent,  en dtudiant les dtapes prdstationnaire et stationnaire de la rdaction, 
des valeurs de constantes k2 = 16 s -1 et k3 = 0.09 s -1. 

Lors de notre dtude de l 'hydrolyse ~ l 'dtat stationnaire, le Z-Lys-OPhNO2 
s'est montrd meilleur substrat pour  la plasmine que les esters Bz-Arg-OEt et 
Tos-Arg-OMe. On confirme ainsi que la plasmine agit prdf~rentiellement sur les 
groupements lysine alors que l 'action de la trypsine est la m~me sur les groupe- 
ments arginine ou lysine [31,32]. 

Mais ce substrat pr~sente l 'inconv~nient de s 'autolyser rapidement. En 
operant fi pH 6.4 et en substituant dans la molecule de cet ester le groupe nitrd 
en position para par un groupe nitr~ en position ortho, on rdduit notablement  
la vitesse de cette autolyse. 

La fixation de l 'a2-macroglobuline sur la plasmine a des effects qui different 
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selon la nature du substrat: ~ l'dgard des protdines (casdine, fibrine . . . )  il y a 
inhibition quasi totale de l 'hydrolyse, ~ l'~gard des substrats synthdtiques de 
petits poids moldculaires, l ' inhibition de l 'hydrolyse est faible. Cependant cette 
inhibition ddpend de l 'encombrement  du substrat synthdtique, elle atteint 30-- 
40% pour  Z-Lys-OPhNO2: tout  se passe comme si l'accSs au site actif de la plas- 
mine ~tait rendu difficile par le voisinage de l'a2-macroglobuline. La m~me ob- 
servation a dtd faite pour le complexe trypsine-a2-macroglobuline en utilisant 
un substrat d 'encombrement  analogue: le N-a-carbobenzoxy-glycyl-glycyl-L- 
arginine 2-naphthylamide [33]. Les auteurs ont alors notd une inhibition de la 
vitesse d 'hydrolyse de 50%. 

Une dtude prdcddente [29] avait montrd qu'il fallait 2 mol de trypsine pour  
saturer une mol d'a2-macroglobuline; dans le cas de la plasmine le complexe se 
fait mol ~ mol. Ce rdsultat a dtd mis en dvidence ~ la fois par dtude cindtique et 
par spectroscopie de diffdrence. 

Cette derni~re mdthode a confirmd l 'existence de deux sites de fixation sur 
l 'a~-macroglobuline; la plasmine de par son encombrement  n'a acc~s qu'~ un 
seul de ces sites, alors qu 'une moldcule de trypsine, plus petite, peut  encore se 
fixer pour former un complexe ternaire. 

Le fait que la trypsine ne ddplace pas la plasmine du complexe permet d'ad- 
mettre que les constantes d'association sont du mSme ordre de grandeur pour 
les deux enzymes. On sait que pour la trypsine cette constante est tr~s dlevde 
[3], ce qui laisse supposer que le complexe est prat iquement  irreversible. 
Cependant des chercheurs [5] assurent qu'~ 37°C, la plasmine li~e ~ l'a2-macro- 
globuline arrive, en fonction du temps, ~ digdrer le caillot de fibrine. Pour 
d'autres auteurs [34], au contraire, la formation du complexe exigerait une 
coupure de liaison peptidique de l 'a:-macroglobuline par l 'enzyme qui se 
trouverait pidg~ irrdversiblement. Le rSle physiologique de cette macroglobu- 
line serait alors de fixer les protdases en exc~s dans certains cas pathologiques 
pour les dliminer du plasma. 

R~umd 

La plasmine de porc, comme un certain nombre d 'enzymes ~ s~rine, a la 
capacitd de se lier ~ l'a2-macroglobuline. La formation d 'un complexe stable 
met en jeu 1 mol de plasmine pour  1 mol d'a2-macroglobuline. 

Une ~tude prdalable de la plasmine a permis de mettre au point  une tech- 
nique de mesure de l'activit~ en utilisant comme substrat le N-a-carbobenzoxy- 
L-arginine-p-nitroanilide (Z-Arg-nitroanilide); la rdaction de ddsacylation ~tant 
limitante, on titre les sites actifs de la plasmine par le " j e t "  de nitroaniline pro- 
duit. La mesure des constantes cin~tiques d 'hydrolyse du N-a-carbobenzoxy-L- 
lysine nitroph~nylester (Z-Lys-OPhNO2) a montr~ que cet ester est un substrat 
tr~s sensible h l 'action de la plasmine, particuli~rement lorsqu'il est sous forme 
nitr~e en ortho. 

Lorsque la plasmine est li~e ~ l'a2-macroglobuline, on observe par rapport  
l 'enzyme libre: (a) une disparition quasi totale de l'activit~ prot~olytique (azo- 
cas~ine), (b) une r~duction du taux des sites actifs mesurd ~ l 'dtat pr~station- 
naire (Z-Arg-nitroanilide), (c) une diminution d'environ 40% des constantes 
cin~tiques mesur~es ~ l'~tat stationnaire (Z-Lys-OPhNO2). L'activit~ hydroly- 
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t ique r~siduelle est ~ l'abri de l 'effet d 'un inhibiteur prot~ique (inhibiteur du 
soja). 

On montre,  par spectroscopie de difference, que lorsqu'une molecule de plas- 
mine est fix~e sur l 'a2-macroglobuline, une molecule de trypsine peut  encore se 
fixer, sans d~placer la plasmine. 

Reconnaissance 

Ce travail a b~n~fici~ de l'aide du C.N.R.S. (E.R.A. No. 480). I1 a ~t~ poursuivi 
dans le service du Professeur J. Tonnelat  que nous tenons ~ remercier pour 
l'int~r~t qu'il a port~ ~ cette ~tude. 

Bibliographie 

1 James, K., Taylor, F.B. et  Findenberg,  H.H. (1967) Biochim. Biophys. Acta 133, 374--376 
2 Ganrot, P.O. (1966) Acta Chem. Scand. 20, 2299--2324 
3 Jacquot-Armand,  Y. (1967) Comp. Rend. Acad: Sci. 264 2236--2239 
4 Ganrot,  P.O. (1967) Acta Chem. Scand. 21 ,602 - -608  
5 Sugihara, H., Nagasawa, S. et Suzuki, T. (1971) J. Biochem. Tokyo 70, 649--658 
6 Higsmith, R.J. et  Rosenberg, R.D. (1974) J. Biol. Chem. 249, 4335--4338 
7 Taylor, F.B._et Miiller-Eberhard, H.J. (1967) Nature 216, 1023--1025 
8 Chase, J. et Shaw, E. (1967) Biochem. Biophys. Res. Commun. 29 , 508 - -514  
9 Chase, J. et Shaw, E. (1969) Biochemistry 8, 2212--2224 

10 Iwanagna, S., Wallen, P. Gr6ndal, J., Henschen, A. et  B15mback, B. (1969) Eur. J. Biochem. 8, 189--  
199 

11 Deutsch, D.G. et  Mertz, E.T. (1970) Science 170, 1095--1096 
12 Davis, B.J. (1964) Ann. N.Y. Acad. Sci. 121 ,404- -427  
13 Weber, K. et Osborn, M. (1969) J. Biol. Chem. 244, 4406--4412 
14 Mc Clintock, O.K. et  Bell, P.H. (1971) Biochem. Biophys. Res. Commun. 43, 694--701 
15 Walther, P.J., Steinman, H.M., Hill, R.L. et Mc Kee, P.A. (1974) J. Biol. Chem. 249, 1173--1181 
16 Grimard, M. (1975) FEBS Lett.  54, 334--338 
17 Rinderkneeht ,  H., Silverrnan, P., Geokas, M.C. et Haverbaeh, B.J. (1970) Clin. Chim. Acta 28, 293--  

300 
18 Jacquot-Armand,  Y. et Hill, M. (1970) FEBS Lett. 11 ,249- -253  
19 Bender, M.L., Kezdy, J. et Feder, J. (1965) J. Am. Chem. Soc. 87, 4953--4955 
20 Jacquot-Armand,  Y. et Guinand, S. (1967) Biochim. Biophys. Acta 133 ,289 - -300  
21 Summaria, L., Arzadon, L., Bernabe, P. et  Robbins,  K.C. (1972) J. Biol. Chem. 247, 4691---4701 
22 Sodetz, J.M., Brockway, W.J. et Castellino, F.J. (1972) Biochemistry 11, 4451--4458 
23 Wallen, P. et Wiman, B. (1972) Biochim. Biophys. Acta 257 ,122 - -134  
24 Benmouyal ,  P. et Trowbridge, C.G. (1966) Arch. Biochem. Biophys. 115, 67--76 
25 Guinand, S. Hui Bon Hoa, G. et Pantaloni,  C. (1974) Biochimie 56, 863--871 
26 Troll, W., Sherry, S. et  Wachman, J. (1954) J. Biol. Chem. 208, 85--93 
27 Christensen, U. et MOllertz, S. (1974) Biochim. Biophys. Acta 334, 187--198 
28 Iwamoto,  M. et  Abiko,  Y. (1969) Biochim. Biophys. Acta 185, 402--410 
29 Krebs, G. et Jacquot-Armand,  Y. (1973) Biochem. Biophys. Res. Commun.  55,929---936 
30 Sodetz, J.M. et Castellino, F.J. (1972) Biochemistry 11, 3167--3171 
31 Weinstein, M.J. et Doolit t le,  R.F. (1972) Biochim. Biophys. Acta 258, 577--589 
32 Silverstein, R.M. (1975) Anal. Bioehem. 65 ,500- -506  
33 Rinderknecht ,  H., Fleming, R.M. et Geokas, M.C. (1975) Biochim. Biophys. Acta 377, 158--165 
34 Barrett,  A.J. et Starkey, P.M. (1973) Biochem. J. 133, 709--724 


