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Le greffage direct par Tiaison covalente d'une enzyme sur un support macromoléculai-
re insoluble entraine généralement une perte d'activité enzymatique plus ou moins grande (1}.
Si Te centre actif de 1'enzyme est préalablement protégé par un inhibiteur réversible de peti-
te masse moléculaire, la dénaturation peut &tre diminuée sans &tre pour autant totalement sup-
primée (2}. La perte d'activité enzymatique ainsi observée pourrait bien &tre due en grande
partie au fait que 1'enzyme se fixe sur son support par des fonctions réactives plus ou moins
proches de son centre actif, dénaturant ainsi ce dernier, ou empéchant tout au moins 1'appro-
che du substrat, méme quand celui-ci est de petite taille.
Nous avons pensé protéger la trypsine par un inhibiteur hydrosoluble macromoléculai-
re & groupement benzamidine (3), afin que Tors de 1'immobilisation ultérieure, la molécule
enzymatique ne puisse réagir avec son suppert insoluble que par des groupements fonctionnels

(NHE’ vraisemblablement) relativement &loignés du site actif. La réaction de fixation de 1'en-

zyme sur son support &tant effectude, il ne resterait théoriquement plus qu'a enlever 1'inhibi-
teur macromoléculaire protecteur pour obtenir une enzyme fmmobilisée dotée d'une activité rési-

duelle élevée. Le principe de cette méthode est i1Tustré par le schéma général ci-Joint.

Synthése de 1'inhibiteur macromeléculaire hydrosoluble

Cette synthase a &té réalisée de la mani&re suivante :
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SCHEMA GENERAL DE L *IMMOBILISATION D'UNE
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copolymérisé avec le monomére 4 {4}, ce qui a fourni te polymére 5 hydrosoluble.
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Le "polyinhibiteur” 5 a &td dissous dans 1'ewy et chrowmatographié sur une colonne de

Biogel P-60, afin de récupérer uniquement les molécules de plus grandes masses (soit 50 % de

Ta quantité mise en peuvre)}, La fraction ainsi isolée a &ié Tyophilisée.

Immabilisation de la trypsine

La trypsine du commerce (activité : 5,25 u mol/mn.mg) (100 mg) a été mise en contact
en solution tampon phosphate avec 500 mg du polyinhibiteur chromatographié ci-dessus, puis Ta
solution a &té chromatographiBe par perméation de gel {Biogel P-60). La combiraison enzyme/
inhibiteur recueillie en téte d'élution a &té Iyophilisée. Les 270 mg de solide sec ainsi obte-
nus contenaient 150 mg de polymére et 51 mg de trypsine dont 1'activitd spécitique, vis-8-vis
d'un substrat de petite taille, 1'ester &thylique de Ta benzoyl arginine (BAEE), était égale 3
111 % de celle de 1'enzyme mise en peuvre ay départ.

Une partie de cette combinaison enzyme/inhibiteur {contengnt § mg de trypsine) a &té
ensuite amenge & réagir en solution tampon phosphate avec 100 mg de VINAC, un nouveau support

insoluble mais hydrophile, porteur de fonctions aldéhyde aliphatigue {5).

Aprés 24 heures d'agitation & froid, Ta trypsine immobiTisée sur le VINAC a &té sépa-
rée de 1'enzyme n'ayant pas réagi par centrifugation, puis a été débarrassée de 1'inhibiteur
hydrosoluble, grace & des lavages successifs, & 1'aide d'une solution trés diluée d'acide chlor-

hydrigue, puis finalement avec de 1'esau. Le dérive insoluble obtenu peut &tre conservé a 1'état
Tyophilisg ou en suspension dans du tampon phosphate dilué.

Alors que Te greffage direct de la trypsine native sur le VINAC ne permet pas d'obte-
nir une enzyme immobilisée ayant plus de 40 % d'activité enzymatique spécifique résiduelle (AER
dans la suite du texte), par rapport & 1'enzyme initfale, les dérivés obtenus par Ta méthode de

protection ¢i-dessus présentent une AER de 70 3 80 % pour un taux de fixation voisin de 40 %.
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Nous avons Egalement constaté que la protection par le polyinhibiteur 5 permet d'obte-

nir des dérivés insolubles trypsine/VINAC trois & quatre fois pTus actifs vis-d-vis d'un subs-

trat de grande masse moléculaire, tel que 1'hémoglobine. Les résultats obtenus sont rassemnblés

dans le tableau ci-dessous :

Dérivé Trypsine/VINAC AER (%)
obtenu sans protection 41 (BAEE) et 12 (hémoglobine)
obtenu aprés protection 85 (BAEE) et 46 (hémoglobine)

Un dosage du nombre de sites actifs par molécule de trypsine (6) a montré gque 1'enzy-

me immobilisée sur Te VINAC, aprés protection par le polyinhibiteur, &tait trés peu dénaturée :

Substance active Nombre de sites actifs
trypsine native 0,64

dérivé insoluble obtenu sans protection 0,3

dérivé insoluble obtenu avec protection 0,8

En conclusion, ces premiers résultats que nous venons de décrire sont encourageants
et semblent confirmer de fagon indiscutable le schéma général précédent, i savoir que le poly-
inhibiteur 5 intervient pour protéger la région de 1'enzyme qui abrite Te site actif.

A 1'heure actuelle, nous nous efforcons d'affiner et de généraliser cette méthode

d'immobilisation des enzymes que nous croyons Btre les premiers a utiliser.
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