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Un certain nombre d'enzymes actuellement utilisées pour catalyser in vitro des réac—
tions particuligres sont solubles dans 1'eau, ce qui rend leur récupération impossible en fin
de réaction (1,2). Par contre, 1a fixation au moyen d'une limison covalente d'une enzyme solu-
ble sur une macromolécule convenable peut fournir une combinaison solide et insoluble enzyme/
support, utilisable pour catalyser (en milieu hétérogéne)les réactions in vitro susceptibles de
1'ttre par l'enzyme seule. En fin de réaction, on récupére la combinaison enzyms/support par
simple filtration : cette combinaison peut alors resservir (1,3),

Un certain nombre de combinaisons chimiques solides enzyme-support de ce type sont ac-
tuellement cornues (1,3 & 6), ainsi gue des combinaisons antigdne~support insolubles et biolo-
giquement actives (7 & 9). Dans la majorité des cas, 1'enzyme greffée sur le polymére est une
diastase protéolytique (pepsine, papalne, trypsine, chymotrypsine) (1,3,10) et le support macro~
moléculaire est souvent un polymdre possédant des cycles aromatiques aminés, Aprés diazotation,
ce polymére est amené & réagir sur les cycles phénoliques de la tyrosine (11) contenue dans les
enzymes, Ainsi, on a préparé des dérivés insolubles de la pepsine et de la carboxypeptidase en
greffant ces enzymes sur du parasminopolystyréne diazoté (12) ; des dérivés de la trypsine et
de la chymotrypsine par combinaison avec la diazobenzylcellulose (4) ; des dérivés de 1'uréese
par greffage sur des copolyméres de paradiazophénylalanine et d'acides aminés simples (5).

Le grouwpement diazolque n'est d'ailleurs pas le seul groupement fonctionnel qui ait &té
utilisé pour lier de fagon covalente un polymére a une enzyme ou une protéine. Ainsi, notamment,
on a pu fixer des enzymes ou des protSines sur des polyméres possédant des groupements azide
d'acyle -CONS, chlorure d'acide -COC1 et isocyanate -NCO (1,3), ces groupements réagissant sur
les groupements NH2 libres des molécules biologiques pour donner lieu & la formation de groupe-
ments amides.

Dans le but de préparer d'autres types d'enzymes insolubles, nous awvons synthétisé de
nouveaux supports macromoléculaires hydrophiles qui ne sont ni des polyamides, ni des dérivés
de la cellulose ou du polystyréne. Nous avons pensé en outre que le grouwpement fonctionnel io-
dure d'alcoyle, facile & mettre en place sur un polymére, pourrait aisément réagir sur les
grouwpements NH2 libres d'une enzyme Enz—NH2 telle que 1l'uréase pour donner un dérivé insoluble
du type Polymérs—CHz-NH—Enz. Nous indiquons ci-aprés les résultats obtenus dans ce domaine.

Synthése du polymére,
En traitant le chlorure de méthacrylyle (13) par le chloro-4 n—butanol {14) en présence

de tristhylamine, on obtient 1'ester 1 (Rdt 80 %). Le polyméthacrylate de iodo-4 n-butyle (4)
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cherché a été obtenu & partir du monomére 1 selon les deux méthodes exposées ci—dessous :

. CH CH
oM, = c<_ 3 Lel,  om,-c?
C05-(CH,) ,~C1 C0,~(CH,) -1
3 Polymérisation b) 2 Polymérisation a)
DJATBN A /AIBN
CH, CH l
CHp = ? n B CHy - [|: n
co, -(CH2)4 -0 co, -(CHZ)A -1
3 4

La substitution de Cl per I sur le polymére chloré 3 ne dépasse pas 85 %, en accord
avec la régle de FLORY, La polymérisation des esters 1 et 2 a ét§ effectuée & 1'abri de 1'air et
de la lumiére dens le benzéne au reflux pendant 24 h au moyen de peroxyde de benzoyle ou d'azo-
bis-iscbutyronitrile (AIBN). Les masses moléculaires moyennes obtenues sont d'environ 40,000
pour la polymérisation a) (2 — 4) et 100.000 pour la polymérisation b) (1 —= 3) ; cette der—
niére, donnant les masses las plus élevées, constitue la méthode la plus avantageuse de préparer

4, Les composés 1, 2, 3 et 4 ont dorné les analyses st les spectres IR et RMN attendus.

Fixation de 1'uréasa,

L'uréase de Merck ubtilisée avait une activité de 250,000 U/g (15). Dn agite uns suspen—
sion de 1 g de polymére iodé 4 et d'uréase (50 mg) dans le dioxanne purifié ou dans une solution
tampon de HNazPC.'aé 18 p. 1000, A la fin de la réaction, on substitue 1'iode et le chlore res-
tants par la benzylamine ou mieux par 1'éthylénediamine, ce gqui permet en outre de réticuler le
polymére et d'en augmenter 1'insolubilité, Les dérivés insolubles obtenus sont centrifugés puis
lavés plusieurs fois sur verre fritté avec une solution tampon de !-NazPOa a 18 p. 1000 (pH 8,8),
jusqu'a ce que le dernier filtrat ne présente plus d'activité enzymatique.

Mesure de 1'activité des combinaisons uréase/support.

DOn agite magnétiguement pendant 5 minutes une suspension de 1 g du dérivé uréass/su:port
dans une solution d'urée tamponnée (!-NazPUA a4 6 p. 1000). Aprés filtration de la solution, on
dose le carbonate d'ammonium formé au moyen du réactif de NESSLER (6). Une droite d'étalonnage
de 1'activité enzymatique en fonction de la masse a été tracée pour l'ursese initiales dans des
conditions opératoires identigues et & permis de calculer la masse m, d'uréase pure ayant la mé-
me activité que le dérivé insoluble, La masse my d'uréase non fixée sur le polymére et présente
dans les filtrats a &té déterminée dens les mfBmes conditions que l'uréase initimle, en admettant
que 1'uréase des fTiltrats avait conservé son activité originelle de 250,000 U/g. La messe my d*

uréase fixse sur le polymére est donnée par la différence my = (50 - '“2) mg. L'activité relative
m
r du dérivé uréase/support par repport & 1'uréase de départ est donnée par le rapport r = 50_:‘ .

Les résultats obtenus sont rassemblés dens le teblsau ci-eprés : 2
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PREPARATION DES DERIVES UREASE/SUPPORT CARACTERISTIQUES DES DERIVES UREASE/SUPPORT
Tewps de activité |
Dérivé réaction milieu agent m, bréase non uréase relative i
uréase/ | (ot temps—|réactionnel| réticulant (mg) |Fixéemp (Fixéemy | ™ o
support rature) (mg) (mg) ) 50'-2
|
1 24 h {20°) HNa_PO, |CoHEHNH, () 40 10 S0 :,
11 2a h (20°)| HNa PO, [(CHAM,), 9 36 12 65
111 48 h (20°)| HNe PO, [(CHMH,), 6 a2 8 5
v 72 h {20°) HNa PO, |CH CHNH, 5 32 18 -d)
v 72 h {20°)| dioxanne (cnzmz)z 3 3s 12 25
VI 72 h (30°) HNa PO, | CoH CHNH, 5 34 16 30 i
VII 72 h (4p°) HNa PO, [CHgCHNH, 2,5 a0 10 25
VIII 48 h (20°)| dioxanne CgHgCHNH, 9 37 13 70 :
I 24 h {20°)] dioxanne (o), 4 a4 6 €6

En conclusion, la fixation sur un polymére de 1'uréase par ses groupements aminds 1li-

bres peut 8tre effectude de fagon acceptable, que le milieu réactionnel soit aqueux (tuuponné)
ou organique (diaxanne), avec un temps optimel de réaction de 24 & 48 h, La fixation de 1'uré-
ase entraine une dénaturation variable de cette enzyme. Cependant 1'activité résiduslle semble

assez stable :

tion,

pour les dérivés I, II et IV, elle n'avait pas verié 2 mois aprés leur prépare-
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La courbe ci-contre donne l'activité

du dérivé II en fonction du pH. L'activité
maximale est abservée & pH 7, de mfme donc
que pour l'urédese nure (17).

Nous remercions MM. S, DAVID et
Y, TIFF ON pour leurs aimables st précieux
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