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Un certain nombre d'mzymes ectuellenmt utilis6es pour oatalyser in vitro des r&c- 

tions particulikes sent solubles dens l'mu, ce qui rend leur r4crqbration impossible m fin 

dareaction (1,2).Par contre, lefixationau moym d’une liaison covulmted'une mryne solu- 

ble sur une macromol6cule convenable part foumir une combinaison solid8 et insoluble enzyme/ 

support, utilisable pour cetalyser (m milieu h6Mrog8ne)les reactions in vitro suscmtibles de 

l'&tre per l*mzyrae seula. En fin de r&ction, on r&c&re la combinsison mzyme/support par 

s-18 filtration : cette combinaison part alors resservir (1,3). 

Un certain nombre de ccmbinaisons chtiiques solides mzyrne-sqport de ce type sont ac- 

tuellenmt connues (I,? A 6)) ainsi qua des combinaisons antlg&nesLpport insolubles et biolo- 

giquanmt actives (7 B 9). Dens la majorit des ens, l'mzyme greff6e surlepolym*e estune 

diastase prot4olytique (pspsine, papaIns, trypsine, chymotrypsine) (1.3.10) et le srqport mncm- 

mol6culaire est souvmt un polymke possedent des cycles ammatiques aminds. Apr&s diazotstion, 

ce polymke est snm6 b r6agir sur les cycles phkwliques de la tyrosine (11) contmue dam les 

mzymes. Ainsi, on a prepare des d&iv& insolubles de la pspsine et de la uwboxypsptidese m 

greffant ces mrymes sur du pareaminopolystyr&ne dinzot6 (12) ; des d&iv& de la trypsine et 

de la chymotrypsine par combine&on avec la diazobmzylcellulose (4) ; des d&iv& de l’ur&se 

par greffage sur des copolymbres de paradinroph6nylelanine et d'acides arpin6s sinples (5). 

Le gruupenmt diazoIque n'est d'eilleurs pas la seul gmrpenmt fonctionnel qui ait ht.6 

utilis6 pour liar de fegon covalmte un polymke h una enzyme ou une proMine. Ainsi, mtansnmt, 

on a pu fixer des enzymes ou des pmt6ines sur des polynkes possedant des gmLpenmts azide 

d’ecyle -CON3, chlorure d’ecide -CUCl et isocyanate -NCCl (1,3), ces gmrqenmts r&gissmt sur 

les gmlpenmts NH2 libres des molkules biologiques pour donner lieu a la formation de groups 

mmts amides. 

Uans le but de preparer d'eutres types d'mzymes insolubles, mus evens synth6tis6 de 

nouveau supports macromol6culaires hydrcphiles qui ne sent ni des polyamides, ni des d&iv& 

de la cellulose ou du polystyr&ne. Nous avons pens6 m outre qua le grorpenmt fonctionnel&- 

dure d'alcoyle, facile B mettre m place sur un polym&re, pourrait eistfmmt r6agir sur les 

groupenmts NH2 libres d'une enzyme Enz-NH2 telle que l'ur6ase pour donner un d&iv6 insoluble 

du type Polym&w-CH2-NH-Enz. Nous indiquons ci-epr?S les r&ultats obtmus dans ce dowine. 

Synth&se du oolymke. 

En traitant le chlorure de m&hacrylyle (13) par le chlom-4 @utanol (14) m ptismce 

de tri&hylamine, on obtimt l'ester 1 (Rdt 90 $1. Le polym6thacrylate de iodo-4 _+.kyle (2) 
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cherch4 a Bt6 obtenu & partir du monomhre 1 selon les deux m&hodes exposhes ci-dessous : 

NaI 

Polym&-isation b) 

NaI, 

3 

CH2 - C< 
M3 

I 

CO2-@+2)*-I 

Polymerisation a) 

A/AISN 

1.1 !, 

CH 
I3 

2 -F n 
CO2 -(CH2)4 - I 

4 

La substitution de Cl par I sur le polymere chlor4 3 ne d4passe pas 85 96, en accord 

avec la rBgle de FLORY. La polym4risation dee esters 1 et ,2 a Bt4 effectu4e h l'abride l'air et 

de la lunibra dans le benr&ne au reflux pendant 24 h au moyen de peroxyda de benzoyle ou d'azo- 

bis-isobutyrunitrile (AISN). Les masses mol&ulaires moyennes obtenues sont d'environ 40.000 

zr la polym4risation a) (2 i, 2) et 100.000 pour la polym&isation b) (1 jz) ; cetta der- 

niere, dormant les masses les plus 61avfies, constitue la m4thode la plus avantageuse de pr8parer 

2. Les COnpoS~S 1, 2, 2 et 2 ont donn4 les analyses et les spectres IA et FMN attendus. 

Fixation de l*urBase. 

L'ur4ase de Merck utills8e avalt une activit4 de 250.000 U/g (15). On agite une suspen- 

sion de 1 g de polymera iod4 4 et d'ur4ase (50 mg) dans la dioxanne purifie 0~ dans una solution 

tampon de HNa2PC!4 8. IS p. 1000. A la fin de la r&action, on substitue l'iode et le chlora res- 

tants par la benzylamine ou mieux par l'Bthy18nsdiamine, ce qul permet en outre de r&iculer 1s 

polymbre et d'en augmenter l'insolubilit4. Les d&iv& insolubles obtenus sont cmtrifug& puis 

lav6s plusleurs fois sur verre fritte avec une solution tampon de W2P04 B 18 p. 1000 (pH S,8), 

jusqu*A ce qua le demier filtrat ne prdsente plus d'activit4 enzymatique. 

Mesure de l'activit8 des combinaisons ur&ase/support. 

On agite magnbtiq*~sment pendant 5 minutes une suspension de 1 g du d&iv4 ur6ase/srgPort 

dans une solution d'ur4e temponnha (HuaZp04 B 6 p, 1000). &r&s filtration de la solution, on 

dose la carbonate d’ammonium form6 au moyen du ractif de NESSLEFI (6). Une droite d'&alonnage 

de l'activit4 enzymatique en fonction de la masse a 4th trac& pour l'urtise initiale dans des 

conditions op&atoires identiques et a permis de calculer la masse m, d'ur4ase pure ayMt la mS- 

me activit4 que le d&iv4 insoluble. La masse m2 d'ur4ase non fix4e sur le polymire et pr4smte 

dans les filtrats a Bt4 d&enni&e dans les m&es conditions qua l'ur4ase initiale, en admettant 

que l'urhase des filtrats avait conserv4 son activit4 originelle de 250.000 U/g. La masse m3 d' 

ur4ase fix4e sur la polym&re est don&e par la difference m 3'(50- m2) mg. L'activitB relative 
ml 

r du d&iv8 urbase/support par rapport 8. l'ur&ase de depart est donn4e par la rapport r I -. 

Les r&ultats obtenus sont rassmnbl4s dans le tableau ci-apr&s : -2 
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PREPARATION DES DEFWES UFlEASE/SWPDRT CARACTERISTIQUES DES DERIVES UREASEjWPDRT 

IV 
I 
72 h (2De) I HNe2pD4 I 

72 h (400) 
-zp”4 C6H5C+$M2 295 

42 8 75 

32 18 27 

38 12 25 

40 ID 25 

37 13 7D 

44 6 66 

En conclusion, la fixation sur un polymhrs de l*ur&se par ses grorgcnmla adn& li- 

bres peut 8tre effect&e de faGon acceptable, que le milieu r6actlonnel solt aqueux (tatq~om6) 

ou organique (dioxanne), aver un tcnps opthal de r&&ion de 24 & 48 h. La fixatim de lQr& 

as8 entm?ne une d&&metiDn variable de cette enzyme. Cqmndent l'activit6 r~sidualla smtble 

ass82 stable : pour les d&iv& I, II et IV, elle n'avalt pas vsri6 2 mois aprhs leur pr$pars- 

tinn. 
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L¶ctivite $ 
4 

La mrrrbe c&contra dome l’acitivit6 ‘O”-~--------- 

du d&iv6 II a for&ion du pH. L*activitB 
I 

90.. 
~laxkale ast observ6e & pH 7, de n&e done 

que pour l’ur&se nure (17). 
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