
Tetrahedron letters No. 37, pp 3317 - 3320, 1976. Pergamon Press. Printed in Great Britain. 

IMMOBILISATION DE LA TRYPSINE PREALABLEMENT 

PROTEGEE PAR UN INHIBITEUR MACROMOLECULAIRE SYNTHETIQ"E 

Eric BROWN et Andre RACOIS 

(Laboratoire de Synthese Totale de Produits Natureis, ERA 394, 

Fault@ des SCienCeS, Route de Laval, B.P. 535, 72017 LE MANS) 

(Received in France 14 June 1976; received in UK for publication 27 JULY 1976) 

me greffage direct par liaison covalente d'une enzyme sur un support maCrOmOl&xlai- 

pe insoluble entraine generalement une perte d'activit@ enzymatique plus ou mains grande (I). 

Si le centre actif de l'enzyme est prealablement protege par un inhibiteur r6versible de peti- 

te masse molrkulaire, la denaturation peut @'we diminu& saw 6tre pour autant totalement sup- 

prim&= (2). La perte d'activite enzymatique ainsi observ& pourrait bien etre due en grande 

partie au fait que 1 'enzyme se fixe SUP son support par des fonctions r&ctives plus ou mains 

proches de son centre actif, d&aturant ainsi ce dernier, ou empechant tout au mains l'appro- 

the du substrat, m6me quand celui-ci est de petite taille. 

Nous avow pens.6 proteger la trypsine par un inhibiteur hydrosoluble macromol~culai- 

P@ a groupement benzemidine (3), afin que lors de l'immobilisation ult&rieure, la molkule 

enzymatique ne puisse r@agir avec son support insoluble que par des groupements fonctionnels 

(NH2, vraisemblablement) relativement 6loigngs du site actif. La r&ction de fixation de l'en- 

zyme SW son support &tan+. effectuk, il ne restwait theoriquement plus qu'a enlever l'inhibi- 

teur macromol6culaire protecteur pour obtenir une enzyme imnobilisk dot& d'une activite r&i- 

duelle 6lev&. Le principe de cette methode est illustre par le schema g&n&al ci-joint. 

Synthese de l'inhibiteur macromoleculaire hydrosoluble 

Oette synthese a et& realis& de la maniere suivante : 

CH2 = CccH3 + H2N(CH2)5COOH NaOHf-5"/1 h 

COCl 70 % 

H2N 

NH3, NH4Cl/15h/150" 

HC' 
73 % 

2 
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H2zI,{ Protection HipqoH 

(site actif) f OH 
_--____ 

Trypsine Inhibiteur macromo- 
Trypsine protegk 

native lkulaire soluble 
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DCC ou EEDQ/EtOH /CH3 

1+2 3 
48 h a ZOO (53 %) cH2'c\~oN~(~~2)5~oN~ HCl 3 

2 

me monomke inhibiteur 3, recristallisable dans l'ew (FI = 165", F2,= 190'), a 6t@ 

copolym6ris6 avec le monomke 4 (4) , ce qui a fourni le polfl)rmere 2 hydrosoluble. 

/CH3 (NH4)2S208/DMF (Inhibiteur macranol+ 
z+ CH2= C 

48 h a temp. amb. (85 %) 
'a 

\CONHC(CH2oH)3 
culaire hydrosoluble) 

(I gq.) 4 (4 eq.) 

Le "palyinhibiteur" 2 a et6 dissous dans I'eau et chromatographi6 SW une colonne de 

Biogel P-60, afin de r&xpGrer uniquement les mol&xles de plus grandes masses (soit 50 % de 

la quantita mise en oeuvre). La fraction ainsi isol& a et6 lyophilisk. 

Immabilisatian de la trypsine 

La trypsine du commerce (activite : 5,25 11 mol/mn.mg) (100 mg) a @te miSe en contact 

en solution tampon phosphate avec 500 mg du polyinhibiteur chromatographi6 ci-dews, PUiS Ia 

solution a et@ chromatographiee par permeation de gel (Biogel P-60). La combinaison enzfle/ 

inhibiteur recueillie en tete d'@lution a ete lyophilis&. Les 270 mg de solide set ainsi obte- 

ws contenaient 150 mg de polymere et 51 mg de trypsine dont l'activite SpGxifi~uue, ViS-8-vis 

d'un substrat de petite taille, l'ester ethylique de la benzayl arginine (BAEE), 6tait egale 8 

111 % de celle de l'enzyme mise en ~euvre au depart 

Une partie de cette combinaison enzjme/inhibiteur (contenent 5 mg de trypsine) a et@ 

ensuite amen& a reagir en solution tampon phosphate avec 100 mg de VINAC, un ncweau support 

insoluble mais hydrophile, porteur de fonctions ald6hyde aliphatique (5). 

Awes 24 hares d'agitation a froid, la trypsine immobilis@e SUP le VINAC a et6 s6pa- 

Pee de l'enzwe n'ayant pas reagi par centrifugation, puis a 6te d6barrassGe de l'inhibiteur 

hydrosoluble, grk? a des lavages successifs, a l'aide d'une solution tr& dilu& d'acide chlor- 

hydrique, puis finalement auec de I'eau. Le derive insoluble obtenu peut ctre conserv6 B I '6tat 

lyophilis6 0" en suspension danr du tampon phosphate dilue. 

Alors que le greffage direct de la trypsine native WI le VINAC ne permet pas d'obte- 

nir une enzyme immobilisee ayant plus de 40 % d'activit6 enzymnatique specifique rgsiduelle (AER 

dans la suite du texte), par rapport 2 l'enzfle initiale, les derives obtenus par la m6thode de 

protection ci-dessus presentent uw AER de 70 2 80 % pour un taux de fixation voisin de 40 %. 
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Nous awns eggalement constate que la protection par le polyinhibiteur 2 pemet d'obte- 

nir des d&iv& insolubles trypsine/VINAC trois e quatre fois plus actifs vis-a-Vis d'un subs- 

trat de grande masse molkulaire, tel que l'htioglobine. Les resultats obtenus sent rassmbles 

dans le tableau ci-dessous : 

D&-iv8 Trypsine/VINAC AER (%) 

obtenu sans protection 41 (BAEE) et 12 (h&oglobine) 

obtenu apres protection 85 (BAEE) et 46 (h&wglobine) 

Un dosage du nanbre de sites actifs par molecule de trypsine (6) a montre que l'enzy- 

me imwbilisk sur le VINAC, apr& protection par le polyinhibiteur, etait tr& peu denaturee : 

Substance active Nonbre de sites actifs 

trypsine native 0,64 

( d&rive insoluble obtenu sans protection ) 073 I 

derive insoluble obtenu avec protection 0 8 
I 

En conclusion, ces premiers r@sultats que nous venons de decrire sent encourageants 

et semblent confirmer de facon indiscutable le schema g&&al precedent, 8 savoir que le poly- 

inhibiteur 5 intervient pour prot@er la region de 1'enz)me qui abrite le site actif. 

A l'heure actuelle, nous nous efforcons d'affiner et de genkaliser cette methode 

d'imnobiliration des enzpes que nws crayons etre les premiers a utiliser. 
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