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bans un@&denttravail. (l), ncusavionsnrx~tr~ quelatry@ne tibilis& surun 

suppartinsoluble polya~~~iqueBtaitcons~~~l~tplusadivequandlar~~iond'irmP_ 

bilisation~taiteff~enFate~~d'unpolyolhqdrosoluble pcarteurdegr~~snentsp-alkyl 

bensamidine. Etant dorm& que les benzamidines sont des inhibiteurs r@versibles bien classiques 

dela wine, nous enavionsdkkitguele polyol~~ofdentseamPcrtaitccsmeun inhibi- 

teurmacratol&ulaire qui Fot6geaittoutela zonewisineducentreactifdela try'@neau 

coursdela fixationdecettederniC!.re 5111: son support insoluble.Enguelque sorte,nousavions 

&end-u a l'enzyrolcqie la notion de groqement ~rotacteur bien connue des chimistes organiciens. 

fans un but de g&Gralisation, nous avons cherch6 a appligwx a la chyrrotry@ne 

cette m&hXle ariginale, croyons-nous, de ~tecticm/innobilisation des enzymes. Nous d&xi- 

vans ci-a&!s les r6sultats que MUS avons obtenus. 

lo) Pr&arationd'un inhibiteurIM~l~ireh~s3lubledel'a_chymotrypsine. 

~anni lesdiff6rents aqos&dkrits axsne 6tantdes inhibiteurs an@titifsr6ver- 

sibles de la chynotrypsine, rotre choix s'est ~ot-lze sur la @nyl-4 ~~-butylamine, dont le cy- 

cle aranatique est susceptible de se lier au centre actif de l'enqme (2). 

de Ki = 2,8 IN, a 6M utilis6 avec suc&s en chrcsatcqraPhie d'affiniti de 

~en-onanC?re acrylique2a 6teobtenuavecun r&anentde 70 % en 

dans l'Btharp1 la ~$16nyl-4 1~-lxtylami3wa sur la ~nI&hacryloylglycylglycins 

lisant l'm (4) anme agent de ccndensation. 

cet inhibiteur, 

la chorine (2). 

faissntr6agir 

k (3), et en uti- 

~nsuite, le axnPo& 2, F = 128-132' (ac6tonitrile), a et6 copol@rid avec quatre 

Bguivalents du nonon&e tris-hydroxyle J, (5) en utilisant 1'AIEN amne agent d'amxgage, ce 

C@ a fourni un copol~~e4solubledansl'erm,avecun tauxdeaxwzsionBlev& 

1489 



1490 No. 17 

Nous avons effectu6 des mesures d'activite chymtrypsigue vis-a-vis de l'ester 6thy 

ligue de la &ac&yl tyrosine (AlEE) (5), en @sence de guantitk croissantes de copolymke 

& (la chymtry@ne utili&e avait uue activit6 de lOOO-1203 unit& ATIE), et en utilisant le 

node opkatoire ci-apr&. Dam uuecuw thermostat6e Ei 25", cm introduit lml d'AlIB 0,15 M, T 

ml d'une solution de copolynke 4 (1,92 g dans 50 ml d'eau), oncanpl&te a5mlavecdutam- 

pan borax 0,l M et de la sotie dilu6e (@I final : 8), pLis on ajcute 0,05 ml d'une solution 

d'a-chyrrPWy@ne (10 mg daus 100 ml de tanpon borax 0,Ol M, p-l 8). L'activit6 chymtqpqiqw 

est lroporticmnelleauvolunevdeNaOH0,1Nn6cessaire~laneutralisationde 

xyligue lib&Ben 3ma@-l8~h3"lrolysech~trypsiquedel'A~. Ia amrbe 

~&ent&ci-dessous estcroissaute,ce guinmtre guele copolyni%e&estbien 

de l'a-chymtrypsine (6). 

l'acide carko- 

1 -= f(r) re- 
V 

uninhibiteur 

Courbe d'inhibition de l'a-chymo- 

trypsine par le co@ynSre 4. 

50 

1 > ThlJ 
1 2 3 4 5 

Cequirevientadtie quela@ieeffecteurduco@@re&est susceptiblede se 

fixer surle siteactif,pour fournir unomplexe paraffini* pluscumins stableenyme/ 

copol~e.L'~talalineariMo~pourlacourbepr~~~Mi~quele~l~e 

4 n'est pas un inhibiteur ca@titif r&ersible, au sens strict oil cm l'enterd dans les &qua- 

tions cin&igues Bl&nehtakes (6). Turtefois, les r&ultats d6crits ci-aprSs mntrent claire- 

memtguecette inhibitionparlecopol~~4,estr~sible. 
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2') limobilisation de l'archvn~trynsine en ~n~sence de l'inhibiteur macrcsol&ulaire~. 

pour imnobiliser la chy~~trypsine, nous avons utili& amne suwt insoluble 

lo-, qui est un copolyni%re;&icul~ de l'acrylanide avec le momnke acylants (7). 

CH2=CH-CO~- (CH$ 5-an>-N i3 
Tout d'atord, mus avons %x eairectenentlOmgd'enzymesur100mgd'~~~ 

solution taqonbor~O,lMpH8 a 4"Cpendant24 h. Led6riviS insz&blecbtenuestisol~ par 

centrifugationetconserv~ atitrede tEwin.Dansune autreex$rience,nousavonsop&&? can- 

mepr&z&kment,mais enmettant5ngde co~lyn&re~ en~&enoede chywtry@ne (10mg),au 

tours de la r&action d'tibilisation de cette derniSre. Le d&rive insoluble cbtenu a et6 de 

berras& de l'inhibiteur macrcsol&ulaire 9 par des lavages r&&k (N&l, M) et il a 6t6 can- 

pareaud&-ivSinsoluble tEsoinci-dessus.Nousavonsainsiconstat& quela protectionparle 

copolynSre 4 pennet d'obtenir des d&iv& insolubles 2 Zi 4 fois plus actifs vis-Ei-vis de l'A!lEE. 

Notamnent, le pourcentage d'activiti chynrotrypsigue totale "fix&" sur ~'ACAPKJSUC, gui &xit 

gf?nnQalementde I'ordre de 9 % apres fixation sans Fotection @alable, pxvait atteindre 

dans certain9 cas la valeur de 36,5% apr& fixation de l'enzyne en @sence de co@ynSre 1. 

Nous avons refait les essais ci-dessus dans les m&es editions, nmis en remplagant 

toutefois 1'ATEIE par l'mlobine (M = 67CCO), gui est un substratmacrcsolkulaire de la chy- 

nomine. Eons le cas p&sent, les mesures d'activiti enzymatigue se font par dosage colori- 

m&rigue (3 650 rm) des polypaptides lib&& par hydrolyse chytrkqpsiguede l'h&mglobine (1). 

Nous avons observg, vis-&vis decesubstrat, une activiti spkifigue residudle "fix&" qui 

etait &gale a 16,7 8 aprk fixation sans protection, mais qui p-wait atteidt-e la M~~UK de 

37,7 

vii+ 

port 

Fort 

% aprbs fixationen pr&enus ducopol@re%. 

Dans le tableau suivant, se trouvent rassembl&s les rkultats obtenus au oours de 

essais caractristiques. Nous ap@ons ml (rg) la masse d'enzyka native ayantm&e acti- 

gue le d&iv6 insoluble obtenu ; m2 (ny) lamxzaed'enzywar&allenentfix~ surle sup- 

insoluble ; AT (%) = 100 m/10, le pourcentage d'activiti enzynatique "fix&", par rap- 

Zi l'activiti mise en jeu au d&art ; et AER (%) = 100 ml/m2, le paurcentage d'activiti 

eniymtique r&siduelle spkifigue de l'enzyne fix6e. 

(a) : essais r&X&s avec un lot d'Aqxosuc vieux de plusieurs smmines ; 

(b) : essais r&li&s avec de 1'Acaprosuc fraQ!hmnent @par@. 
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sans protection 

3') Conclusion. 

Lecopolmrepestun inhibiteurr~~sihledel'cr-chymotrypsinequ'ilest mxzep- 

tibl.edeprotQaravantageussmentaucours d'une imnobilisationult&ieure (8). A titredecan- 

FaisOn, nous dirons que guelgues rares travaux d&criven+- des imncbilisations d'enqmes en @- 

smce de substratsoud'inhibiteurs defaiblemassesvl&ulaire,mais les rdsultatsobtenusne 

paraissent g-u&e encourageants (9,lO). ms le mehe ordre d'id&s, nous avions autrefois inso- 

bilise le chptrypsincghe-A, mis nous ne sosnes lzas parvenus a l'activer en le traitant par 

la trypeine Sela les m&bzdes habituelles (9). Par amdquent, notre m6thode de ~otection/ 

inobilisatio~d&rotection constitue probablement la preni&e tentative rtissie d'optimiser 

la pr@ration des enzymes imtobili&es. Cette m&l-ode, si elle se r&&ait g&&ale, devrait 

int&esser tous ceux qui cherchent a imnobiliser des enzymes avec des rerdements Blev6s. 
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