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Several authors have described the NBD-chloride (7-chloro-4-nitrobenzo-2-oxa-l,3-diazole) as a fluorogenic re- 
agent of the amino groups and the sulfhydryl groups. It reacts rapidly with the trypsin to produce a stable and high- 
ly fluorescent conjugate. The determination of the labelled residues was made with thin layer chromatographies; the 
lysin residues were preferentially labelled. 

Fluorescence depolarization measurements of the conjugate were used to determine the brownian relaxation of 
the enzyme. The temperature dependance of the life-time is very strong and the corrected Perrin's plot demonstrates 
that the relaxation time of the enzyme decreases rapidly with the temperature. 

The conclusion is that the NBD-chloride can be used, like the DNS-chloride but is more reactive and stable, and 
its fixation, on trypsin can be followed by measuring the absorbance of the dye at 470 nm. 

1. Int roduct ion 

Le NBD* ou le chlorure de NBD a 6t6 d6crit dans 
la litt6rature comme r6actif des groupes amine [ 1 ] et 
des groupes sulfhydrile [2] pour donner des compos6s 
fortement fluorescents et stables. 

Afin de le tester comme indicateur fluorescent de 
temps de relaxation brownienne [3] ,  nous l 'avons 
rEX6 sur la trypsine (EC 3.4.4.4) dans les condit ions 
classiques utilis~es pour les marqueurs du type  chlorure 
de dansyl [4, 5] .  

2. Mat6riales et m6thodes 

Le colorant a 6t6 synth6tis6 au laboratoire [6, 7] .  
Nous avons utilis6 de la trypsine Novo lyophilis6e. 

La fixation se fair a pH 8 en prdsence d 'un inhibi- 
teur de la trypsine, la butylamine,  pour 6viter l 'auto-  

* A br~viation s: 
NBD: 7-chloro-4-nitrobenzo-2-oxa-l,3-diazole; 
NPGB: paranitroph6nyl guanidinobenzoate; 
FITC: fluorescein isothiocyanate; 
T-NBD: conjugate trypsin-N BD; 
NBD-OH : 7-hydroxyl-4-nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazole. 

lyse, le colorant  6tant ajout6 en solution alcoolique. 
Le m61ange incube pendant  18 h ~ 4 ° sous agitation 
et est chromatographi6 sur colonne de Sephadex G-25, 
pour s6parer le colorant hydrolys6 qui n'a pas r~agi. 
La protdine ddnatur6e est 61imin6e par pr6cipitation 
au chlorure de sodium molaire. Le conjugu6 est en- 
suite dialysd contre HC1 10 -2  N. L'activit6 de l 'en- 
zyme a 6t6 mesur~e dans les condit ions classiques par 
l e j e t  de NPGB [8].  L 'enzyme est actif  ~ 100%. 

Les mesures du taux de polarisation ont  6t6 effec- 
tu6es sur l 'appareil  construit  par les auteurs au labora- 
toire [9] .  Nous avons mesur6 les dur6es de vie avec un 
TRW Nanosecond Fluorimeter.  

3. R6sultats 

Le conjugu~ ainsi pr6par~, T-NBD, est for tement  
fluorescent. Son spectre de fluorescence poss~de un 
maximum vers 530 nm, c'est-~-dire dans la m~me 
r6gion que les spectres des conjugu~s t ryps ine -DNS 
et t r yps ine -F ITC [9].  Le spectre d 'absorpt ion,  outre 
la bande caract6ristique de la prot~ine ~ 280 rim, 
pr~sente une bande centr6e ~ 465 nm avec un 6paule- 
ment  ~ 480 nm et une bande dont  le maximum se 
situe vers 345 nm, cette derni~re existant d~jh dans le 
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Fig. 1. A) Spectre d'excitation du conjugu~ T-NBD fi pH 2 pour 
une ~mission fi 530 nm (unit~s relatives). F) Spectre d'~mission 
du conjugu~ T-NBD fi pH 2 pour une excitation fi 470 nm 
(unit~s relatives). Ces spectres sont non corrig~s et ont ~t~ 

fairs sur un fluorim6tre Aminco Bowman. 

spectre d'absorption du NBD. Le spectre d 'action du 
colorant fix6 comporte en plus du spectre normal du 
colorant hydrolys6, le NBD-OH, un pic d'excitation 
285 nm (fig. 1). 

Nous avons cherch6 quels amino-acides pouvaient 
donner une liaison covalente avec le colorant. Pour 
cela on fait une hydrolyse acide du conjugue. L'hydro- 
lysat est chromatographi6 sur couche mince de silica 
gel et les taches obtenus sont identifi6es par comparai- 
son avec des amino-acides conjugu6s [10, 11]. Nous 
obtenons 2 taches principales identifi6es comme 6tant 
la eNBD lysine et le NBD-OH, lib6r6 lors du traitement 

l'acide chlorhydrique. 
Cette fixation du colorant sur une ou plusieurs 

lysines est obtenu pour des "taux de marquage statis- 
tique faibles", c'est4-dire quand les quantit6s de colo- 
rant et d 'enzyme r6agissent en proportions stoechio- 
m6triques. 

Pour determiner les variations de temps de relaxa- 
tion du conjugu6 avec la temp6rature, nous avons 
mesur6 le taux de polarisation de fluorescence entre 
0 ° et 30 °. 

Au cours de ces "analyses thermiques", nous avons 
observ6 une diminution importante de l'intensit~ de 
fluorescenqe en fonction de la temp6rature, ce qui 
n'est pas le cas pour les conjugu6s trypsine-DNS et 
trypsine-FITC [9].  Pour trancher entre les deux hypo- 
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Fig. 2. Repr6sentation classique de Perrin pour le conjugu6 
T-NBD ~i pH 2, concentration 0,2 mg/ml, force ionique 0,1. 

Excitation 406 rim, 6mission 530 nm. 

theses possibles, ~ savoir extinction statique ou ex- 
tinction dynamique, nous avons mesur~ directement 
la dur~e de vie de fluorescence du conjugu~ ~ diff~ren- 
tes temp6ratures entre 0 ° et 30 °. Les r~sultats semblent 
en faveur d'une extinction dynamique, tout  au moins 
dans la zone de temperature ~tudiee. En admettant 
que la dur~e de vie d~pend de la temp6rature selon 
une loi exponentielle [12] ,  nous avons pu calculer la 
dur~e de vie naturelle du colorant fix~. Cette dur~e de 
vie est de rordre de 30 nsec, alors que vers 20 ° elle 
tombe jusqu'~'3,6 nsec. 

Pour analyser les r~sultats obtenus, nous avons 
essay6 deux representations: la premiere est celle de 
Perrin, fi savoir l /p- l~3 = f(T/~) et la deuxi6me, o4 
l'on a tenu compte de la variation de la duree de vie 
avecla temperature l /p- l~3 = f(Tr/7?). 

La premiere representation est une droite parfaite 
qui, par extrapolation donne une valeur de polarisa- 
tion fondamentale ~gale fi 0,40 (fig. 2). 
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Fig. 3. Representation modifi~e de Perrin. M~mes conditions 
exp6rimentales que la figure 2. 
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La deuxi~me repr6sentation est une courbe convexe 
vers l 'axe des abscisses pour  les fortes valeurs de 
T~'/~7 (fig. 3). 

Pour v6rifier que la diminution de taux de polarisa- 
tion n'6tait  pas doe ~ la lib6ration du colorant  sous 
l ' influence de la temp6rature,  nous avons chromato- 
graphi6 sur Sephadex une solution de conjugu6 in- 
cub6e fi 50 ° pendant  10 min ~ pH 2. Nous n'avons pas 

d6cel6 de colorant hydrolys6. 

4. Discussion 

la lib6ration de NBD-OH dans la solution. Ce colorant 
a l 'advantage sur les autres marqueurs fluorescents de 
poss6der un spectre caract6ristique lorsqu'il  est li6 ~i un 
r6sidu amine ou sulfhydrile [2].  On peut alors suivre 
la cin6tique de fixation sur les prot6ines par mesure de 
l 'absorbance ~ 470 nm. La recherche des inhibiteurs de 
fluorescence sp6cifiques du NBD est actuellement 
entreprise afin d'uti l iser la technique d 'ext inct ion 
dynamique de fluorescence pour d6celer des change- 
ments de conformation de la trypsine, m6thode d'6tude 
d6j~ utilis6e dans le cas du FITC [13].  

Le NBD se fixe sur un ou plusieurs r6sidus " lysyl"  
de la trypsine par une liaison covalente tr~s stable. 
L'analyse des spectres d 'absorpt ion et d 'exci ta t ion du 
conjugu6 laisse supposer qu 'une de ces lysines au 
moins est ~ proximit~ d 'un r6sidu aromatique de la 
trypsine pour permettre un transfert d 'excit ion.  Pour 
interpr6ter les r6sultats des analyses thermiques nous 
avons suppos6 une r6partition statistique des mol6cules 
de colorant sur la molecule d 'enzyme.  La lin6arit6 
obtenue par la premiere repr6sentation est surprenante 
quand on consid~re la variation non n6gligeable de 
dur6e de vie. Elle s ' interprdte en admettant  que la di- 
minution de dur6e de vie du colorant est compens6e 
par la diminution du temps de relaxation du conjugu6. 
En tenant compte de la variation de dur6e de vie dans 
la deuxidme repr6sentation, nous avons fait apparaitre 
de la diminution de temps de relaxation qui  se traduit  
sur la figure 3 par une convexit6 de la courbe par rap- 
port  ~ l 'axe des abscisses. En tout  cas la diminution 
du taux de polarisation obtenue par augmentation de 
temp6rature ne peut absolument pas ~tre a t t r ibute  
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