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INTRODUCTION 

Nous avons montrd, en I948t, qu'un diagramme de courbes de solubilitd ~ pH 
variable et force ionique constante permet d'obtenir une image tr~s complete de la 
prdcipitation d'une fraction des albumines musculaires du Lapin en fonction de la 
concentration en S04(NHt) 2 du milieu. 
Chaque protdine du mdlange est ddfinie 
par son minimum de solubilitd au point 
iso61ectrique et l 'apparition et la dispari- 
tion du minimum en fonction de la force 
ionique permet de ddfinir les limites de 
"salting-out" au p.i. La connaissance 
prdcise des conditions expdrimentales re- 
quises pour amener une protdine du md- 
lange k son minimum de solubilitd permet 
en outre de se placer dans les conditions 
les plus favorables pour obtenir la cristal- 
lisation sdlective de ce constituant. 

Ces courbes de solubilitd (Fig. i) qui 
couvrent une dtendue de concentration 
en (NH4)~SO 4 allant de 50.0 k 65.6% de 
saturation, nous ont permis de ddceler 8 
constituants dans une fraction des pro- 
tdines musculaires du Lapin, extractibles 
h l'eau, et thermostables k 52 ° C. Cinq 
de ces constituants ont dtd obtenus k l'dtat 
cristaUisd. 

Le travail que voici a pour but de 
ddcrire les procddds de prdparation de 
chacune de ces fractions cristallines et de 
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Fig. I. Courbes  de prdcip i ta t ion  & p H  var iable  
e t  force ionique c o n s t a n t e  d ' u n e  f ract ion des 
a l b u m i n e s  muscu la i re s  du Lapin ,  ex t rac t ib les  
p a r  l 'eau,  p rdc ip i t an t  en t re  5 ° e t  7 ° % de sa tu -  
r a t ion  en SO4(NHa) 2 e t  t h e r m o s t a b l e s  ~ 52 ° C. 
Les  concen t ra t ions  molaires  en  SOa(NHa)s sont ,  
pour  chaque  courbe,  I :  2.192; I I :  2.225; I I I :  
2.258; IV: 2.275; V: 2.3o8; VI :  2.325; VI I :  
2.341; V I I I :  2.375; I X :  2.4Ol; X:  2.441; X I :  
2.475; X l I :  2.508; X l I I :  2.575; x I v :  2.641 

(d 'apr~s DIST~CHEI). 

* Chercheur  qualifid du F .N .R .S .  
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d o n n e r ,  d a n s  la  m e s u r e  oh  il a 6t6 poss ib le  de  les d 6 t e r m i n e r ,  les p ropr i6 t~s  e n z y m a -  

t i q u e s  de  c e r t a i n e s  d ' e n t r e  elles. 

L a  f r a c t i o n  des  a l b u m i n e s  muscu l a i r e s ,  p r 6 c i p i t a n t  e n t r e  50 e t  7 0 %  de s a t u r a t i o n ,  

c o n s t i t u a n t  l ' e x t r a i t  de  d6pa r t ,  e s t  p r6par6e  se lon la m 6 t h o d e  d6cr i te  p r 6 c ~ d e m m e n t .  

I n d i q u o n s  que  l ' e x t r a i t  f inal  es t  r i g o u r e u s e m e n t  a m e n 6  ~ 50 % de s a t u r a t i o n  en  SO~(NH~) 

~t 22 ° C. 

I. FRACTION RECUEILLIE ENTRE 50,0 ET 58.3% DE SATURATION EN SO4(NH4) ~ 2 2 ° C  

(2.008 M-2.341 M - -  Courbes I ~t VII, Fig. I) 

I. Fraction cristallis~e correspondant au min imum d~ p H  5.59 
Preparation. A 25 ml d 'extrait  de d~part (50 % de saturation) on ajoute lentement 25 ml d'une 

solution pr~par~e, en compl~tant ~ 25 ml avec de l'eau distilMe 8.835 gr SO4(NH4)2, 6.66 ml Na2HPO 4 
o.I M, IO,OO ml KH2PO 4 o.I ~I. 

Apr~s 30 minutes d'agitation en thermostat  ~ 22 ° C, on recueille le pr6cipit6 par centrifugation 
(5 m i n u t e s - -  i2,ooo t/m.). Les pr~cipit6s r6sultant de 4 ou 6 op6rations semblables sont redissous 
lentement dans le minimum d'eau. Le pH de la solution est ajust~ si n~cessaire ~ pH 5.59 au moyen 
de quelques gouttes de NH4OH ou H2SO a dilu~. 

Pour obtenir des cristaux, la solution enrichie en la prot~ine responsable du minimum 5.59 
dans nos courbes de solubilit~ (Fig. i) est amen~e ~ saturation en phase amorphe par addition de 
SO4(NH4) 2 solide. D~s l 'apparition d 'un trouble, on porte en glaciate. La turbidit~ est ~ventuellement 
corrig~e apr~s ~quilibrage des temp6ratures. Le tube est bouch6 au caoutchouc et on s'arrange, si n~ces- 
saire, pour ~viter tout risque de contamination par des germes cristallins provenant de preparations 
contenant des cristaux diff~rents de ceux obtenus ~ pH 5.59, mais prepares ~ partir du m~me milieu. 

Apr~s quelques jours, des cristaux en plaquettes tr~s fines pr~cipitent (Fig. 2) et sont recueillis 
par centrifugation pour 8tre soumis ~ une s~rie de recristallisations successives. Une purification 
considerable est atteinte en ensemen~ant le milieu lors de la seconde cristallisation, avec des bi- 
pyramides de myog~ne A (voir page 533). Le pr~cipit~ ainsi obtenu est mixte; il est recueilli et lav6 
rapidement ~ l'eau distill~e froide. Les bipyramides plus solubles s'~liminent rapidement, le r~sidu 
est centrifug~ et recristallis~. 

Fig. 2. Fraction cristallis6e ~ pH 5.59, enrichie en glycdrophosphate d6shydrog6nase, pr6par6e 
partir d 'une fraction amorphe recueillie entre 5o et 58.3 % de saturation en SO4(NH4) 2. 
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Propridtds enzymatiques. Nous avons trouv6 que les cristaux recueillis k pH 5.5q 
sont riches en glyc6rophosphate d~shydrogfinase. On sait qne cet enzyme catalyse la 
r6action : 

phosphodioxyac6tone + dihydrocozymase ~ ac. l-a-glyc6rophosphorique -+- cozymase. 

BARANOWSKI 2 a isol6 cet enzyme du muscle de Lapin par cristallisation fractionn6e 
pH 5.45 en tant  qu'impuret6 du myog~ne A. IOO,OOO g de la fraction la plus active 

pr6par6e par cet auteur transforment 26,5oo moles de phosphodioxyac6tone en I minute 
~t 20 ° C. Les cristaux sont des plaquettes trOs minces en forme de losan¢es, alors que 
nos cristaux sont de fines lamelles formant des hexagones irr6guliers. 

Nous avons mis l 'activit6 de nos cristaux en 6vidence au moyen de deux tests 
enzymatiques d~crits par BARANOWSKI. Le premier, analogue au test de WrARBURG ET 
CHRISTIAN pour l'aldolase 3, a une valeur qualitative; il exige de l'hexose diphosphate 
et de la cozymase comme substrat  et la pr6paration de deux enzymes auxiliaires: la 
phosphoglyc6rald~hyde d6shydrog6nase et l'aldolase. Le second est quantitatif,  ne fait 
intervenir que la r6action catalys6e par la glyc6rophosphate d6shydrog6nase, mais 
demande la pr6paration de phosphodioxyac6tone et de cozymase r~duite. 

Mesures qualitatives sur le syst~me aldolase- glyc~rald~hyde d~shydrog~nase- 
glyc~rophosphate d~shydrog~nase. Rappelons que les r6actions enzymatiques mises en jeu 
dans ce test sont: 

Hexosediphosphate 

(isom6rase) (4) -'-x 

phosphodioxyac6tone / phosphoglyc6rald6hyde / 

(glycd~;ophosphate + dihydrocozymase (2) + cozymase 
d~hydvog~nase) (3) + HsPO 4 

\ 
ac. l-a-glyc~rophosphorique ac. diphospho 1.3-glyc~rique 

+ cozymase + dihydrocozymase 

(d~shydrog~nase 
phosphoglyc:- 
rald~hyde) 

Le test de WARBURG ET CHRISTIAN 3 pour l'aldolase fait intervenir les r6actions 
I e t  2. Si on bloque l 'activit6 de la phosphoglyc6rald6hyde d6shydrog6nase par l'acide 
monoiodoac6tique (BARANOWSKIZ), d~s la fin des r6actions i et 2, l 'addition de glyc6ro- 
phosphate d6shydrog6nase au milieu provoque la r6oxydation de la cozymase r6duite 
r6sultant de l 'activit6 de la premiere d6shydrog6nase. Si on ne bloque pas l 'action de 
la glyc6rald6hyde d6shydrog6nase par  l'acide monoiodoac6tique, l 'addition de glyc6ro- 
phosphate d6shydrog6nase provoque une transformation partielle de la dihydrocozymase 
en cozymase, les teneurs finales en cozymase r6duite et oxyd6e d6pendant de l 'activit6 
respective des deux d6shydrog6nases. Les r6actions se suivent au spectrophotom~tre 
par des mesures de densit6 optique ~ 34 ° m~, r6gion du spectre oh la cozymase r6duite 
pr6sente une forte bande d'absorption caract6ristique. 

a. Substrats. L'hexosediphosphate commercial* a ~t6 purifi6 d'apr~s NEUBEIt~, LUSTIG ET 
ROTHENBEX~64. L'~chantiUon de cozymase commereiale** utilis~ contenait 47 % de cozymase anhydre 
(dosage d'apr~s LEPAGES). 

* de la firme Schwartz. ** de la firme Nutritional Biochemical Corp. 
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b. Enzymes auxiliaires. La phosphoglyc6rald6hyde d~shydrog6nase du muscle a 6t6 pr6par6e 
d'apr~s CORI, SLEIZ~ ET CORI ~. L'aldolase a 6t6 pr6par6e selon notre m6thode d6crite page 529 . 

c. Composition du test-dosages. La composition du test  est identique A celle d6crite par  WARBURG 
ET CHRISTIAN ~ pour l'aldolase. La phosphoglyc6rald6hyde d6shydrog6nase est introduite sous forme 
de suspension cristalline (0.05 ml). Apr~s 5 minutes, on ajoute l 'aldolase (o.o2 ml) et on fait d6marrer 
la r6action par  l 'addit ion rapide de l 'hexosediphosphate.  L'activit6 de la phosphoglyc6rald6hyde 
d6shydrog~nase est bloqu6e par  addit ion de o.i ml d'acide monoiodoac6tique g 13.95 mg/ml (pH 7.4). 
La glyc6rophosphate d6shydrog6nase est ajout6e sous forme de suspension cristalline, l 'enzyme 
s ' inac t ivant  rapidement  lors de sa dissolution (BARANOWSKII). Les mesures de densit6 optique se 
font au spectrophotom6tre de Beckman. La m6thode de GORNAL, BARDAWILL ET DAVID 7 a 6t6 
utilis6e pour 6valuer la concentrat ion en prot6ine. 

L ' e x p 6 r i e n c e  de  la  Fig .  3 a 6t6 r6al is6e s a n s  e m p l o i  de  m o n o i o d o a c 6 t a t e .  L a  q u a n t i t 6  

de  g l y c 6 r o p h o s p h a t e  d 6 s h y d r o g 6 n a s e  i n t r o d u i t e  d a n s  le m i l i e u  e s t  su f f i s an t e  p o u r  

p r o v o q u e r  la  r 6 o x y d a t i o n  d u  D P N  r 6 d u i t  p a r  la  g l y c 6 r a l d 6 h y d e  d 6 s h y d r o g 6 n a s e .  L ' a c -  

c r o i s s e m e n t  de  d e n s i t 6  o p t i q u e  d u  t e m p s  o k 4 m 30 es t  dfi ~ la  p r 6 s e n c e  d ' a l d o l a s e  

d a n s  la  d 6 s h y d r o g 6 n a s e  aux i l i a i r e ,  a tog .~  

0.6 I 

0.5 0.5 ( ' ~  

0.4 " 0.4 

0.1 J 0.1 
,,,,e" t ".e.- - 

o /  
2 :4 6 8 10 12 rain. 

Temps 
Fig. 3. Variat ion en fonction du temps de la 
densit6 optique A 34 ° m/~ d 'un  milieu r~actionnel 
contenant ,  au temps o, de l 'hexosediphosphate, de 
l 'ars~niate de Na, du glycocolle, de la cyst6ine et  
de la glyc~rald6hyde d~shydrog~nase ( ~  4oo y). 
Aux temps 4 min 3o ~ et 8 min ont  ~t6 ajout~s 
respectivement 5oy  d'aldolase peu active et 
o.o2 ml d 'une solution concentr6e de cristaux 
enrichis en glyc~rophosphate d6shydrog6nase. 

0 20 0 1 2 

~c 

3 4 rain. 
Temp~,  

Fig. 4. Variation en fonction du temps de la 
densit6 optique A 34 ° m/z d 'un  milieu r~actionnel 
identique ~ celui de la Fig. 3, mais contenant,  au 
temps o, 7oo y de glyc6rald~hyde d6shydrog~nase. 
En b e t  c, respectivement o.i ml de monoiodo- 
ac6tate o.o75 M e t  o.oo2 ml (15 Y) d 'une solution 
de cristaux enrichis en glyc6rophosphate d6s- 

hydrog6nase ont ~t6 ajout~s. 

L a  Fig .  4 i l l u s t r e  u n e  e x p 6 r i e n c e  f a i t e  a v e c  e m p l o i  de  m o n o i o d o a c 6 t a t e .  Les  

v a r i a t i o n s  de  d e n s i t 6  o p t i q u e  e n t r e  les  p o i n t s  o e t  b,  b e t  c, s o n t  d u e s  k la  p r 6 s e n c e  

d ' a l d o l a s e  e t  de  g l y c 6 r o p h o s p h a t e  d 6 s h y d r o g ~ n a s e  d a n s  la  p h o s p h o g l y c 6 r a l d 6 h y d e  d6s-  

h y d r o g 6 n a s e ,  c e p e n d a n t  c r i s ta l l i s6e  5 lois. 

Mesures quantitatives d'activit~ sur le syst~me glyc~rophosphate d~shydrog~nase isol~ 

a. Substrats: Phosphodioxyae~tone: nous avons prepare, ~ par t i r  d'hexosediphosphate, par  vole 
enzymatique, un m~lange tr~s enrichi en phosphodioxyac6tone et phosphoglyc~rald6hyde (MEYERHOF 
ET LOHMANS), contenant  environ 7 ° % de sel anhydre  de Ba des 2 trioses avec une teneur en phospho- 
dioxyac6tone de 7o %, d6termin6e par  voie enzymatique d'apr~s la m6thode de BARANOWSKI z. 

Cozymase rdduite: l '6chantillon commercial de cozymase g 47% utilis6 pr6c~demment a 6t6 
transform6 en cozymase r6duite par  la m~thode de yon  EULER ET HELLSTR6M 9, les concentrations 
en hydrosulfite, bicarbonate et carbonate ayan t  6t~ modifi~es pour correspondre A celles indiqu6es 
par  LEPAGE 5 pour le dosage de la cozymase. 

b. Composition du test-dosages: le substra t  le plus favorable, avec le m61ange de trioses que 
nous avons utilis6, a la composition suivante:  
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Test m] Blanc nil 

H20  bidistill4e o, 9 i. 3 
Glycocolle (20 mg/ml) 0. 3 o. 3 
Cyst6ine-HCl iV//io 0.6 ml / 
N a O H  M/Io 0.6 ml j t.2 ~,2 
D P N  r4duit  (pH 7.0) 

(4.9' io 7 moles dans le test) 0. 4 0. 4 
Phosphodioxyac4tone 

(sel sodique p H  6.9 7.0) 
(1. 3 . Io -~ moles dans le test) 0.2 0.2 

La r4action est d4clanch4e par  addition de l 'enzyme (0.002 ou 0.005 ml) et se suit  au spectro- 
photom~tre  de Beckman par  des mesures de densit4 optique ~. 34 ° m/~. Les concentrat ions en prot4ines 
sont  d4termin4es par  la m4thode de GORNAL, BARDAWILL ET DAVID 7. 

Nous avons rencontr6 de s4rieuses difficult4s dans la r6alisation du test quant i ta t i f  
de la glyc~rophosphate d6shydrog6nase. Tout  d 'abord,  nous avons constat6 (Fig. 5) une 
forte inhibition par  le substrat  aux concentrat ions pr6- T 
conis6es par  BARANOWSKI (8.4"10 -4 moles dans le test) et &0k59..~-30~ec. 
nous avons dfi choisir, en nous basant  sur les %sultats re- ' 
produits dans la Fig. 5, une concentrat ion en phosphodioxy-  0.8 I r . . . .  "~ 
ac6tone beaucoup plus faible" 1.3"IO -5 moles dans le test. / 
Ensuite, la proportionnalit4 entre la concentrat ion en pro- 0.6 / \ t6ines et substrat  n ' a  fit6 trouv6e correcte que pour des 
4chantillons de faible activit4. Les 4chantillons de forte 0.a 
activit4 se comportent  anormalement,  leur activit6 augmen- \ 
t an t  avec la dilution dans les limites de concentrat ion 0.2 ~ ~, 
6tudi4es: 

log Io/I apr~s Turnover  
3 ° sec number  

I. a. liquide surnageant  apr~s lavage des o.234 28o 
cr is taux en plaquet tes  avec H20  (90 y) 

b. idem dilu4 4 fois (22.5 y) 0.064 3 °0 
2. a. myog6ne A cristallis4 apr~s 41imination 

des plaquet tes  de forte activit4 en d4s- 0.88 15o 
hydrog4nase (625 y) 

b. idem dilu4 ioo lois (6.25 y) o.oi 16o 
3. a. cr is taux en plaquet tes  recristallis6s 0.23 48o0 

3 lois (5 ?) 
b. idem dilu6s io fois (0.5 y) o.08 1660o 

4. a. cr is taux en p laquet tes  recristallis4s 0.06 5600 
4 lois (1.15 y) 

b. idem dilu4 io lois (o.12 y) 0.03 26o00 

Le nombre d'exp6riences que nous avons pu faire est 
insuffisant pour  61ucider ce probl~me. La principale diffi- 
cult6 pour entreprendre une 6tude syst4matique, en faisant 
varier tr~s largement la concentrat ion en prot6ine, consiste k pr4parer une quanti t6 
d 'enzyme purifi6 suffisante et k r6aliser les exp6riences suffisamment ri te,  l ' enzyme 
s ' inact ivant  quelques minutes apr~s dissolution des cristaux. 

Les r4sultats que nous avons obtenus au moyen des deux tests d4crits indiquent  
toutefois que les cristaux que nous avons isol6s ~ p H  5.59 sont tr~s enrichis en glyc~.ro- 

-~ -5 -6 - 

L°g'M°les/5 ml 

Fig. 5. Inhibition de l'acti- 
vit6 de cristaux enrichis en 
glyc4rophosphate d4shydro- 
g4nase en fonction de ]a 
concentration du substrat 
(phosphodioxyac4tone). En 
ordonn4e, la variation de 
densit4 optique ~ 34 ° m/~ 
du milieu r4actionnel conte- 
nant du g]ycocolle, de ]a 
cyst4ine, du DPN r6duit, de 
la phosphodioxyac4tone, 
pendant ]es 3 ° premieres 
secondes de la r4action. En  
abscisse, le logx0 du nombre  
de moles de phosphodioxy-  
ac6tone dans le test  (3 ml). 
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phosphate d6shydrog6nase et il semble ,bien que  nous-puissions attribUer le minimum 
de solubilff~ ~ pH 5.59 dans nos courbes d e  solubilit6 (Fig. I) k cet enzyme. Le fait 
que ce minimum se reproduit dans toutes les courbes, mais est plus important  au niveau 
des courbes VI et vii,  montre que l'0n a vraisemblablement affaire k la pr6cipitation 
de plusieurs prot6ines de p.i. identiques et de solubilit6s tr~s voisines. Rappelons que 
BARANOWSKI ~ signale l ' appar i t ion  de p laque t tes  hexagonales et d'aiguilles l o r s  de 
cristallisation fractionn6e du myog~ne A ~ pH 5.5. 

i]~esure de la constante dYquilibre de la r~action catalys~e par la glyc~rophosphate 
d~shydrog~nase. La constante.de la r6action a 6t6 d6termin6e en suivant les indications 
de BARANOWSKI 2 et en faisant agir l 'enzyme sur un 6Chantillon commercial de a et fi 
glyc6rophosphate sodique contenant 42.5% de 1-a (dosages faits par la m6thode de 
CARRARA10). 

Nous avons trouv6 la valeur 1.48. lO 4 en bon accord avec celle publi6e par  BARA- 
NOWSKI : I .  4 • 104 . 

2. Fraction cristallis~e correspondant au minimum d~ pH 5.83. 
Preparation. La  pr6c ip! ta t ion  se fa i t  de la m ~ m e  fa~on que  pour  la f ract ion ~ p H  5.59. La  

compos i t ion  de la solut ion pr~c ip i tan te  es t  pour  25 ml:' 8.835 g SO4(NH4) v 7.66 ml  N a 2 H P O  a o. i  M,  
7.00 ml  K H 2 P O  a o . i  M.  

Pou r  ob ten i r  les cr i s taux,  on op~re c o m m e  pour  la fraction.  ~ p H  5.59. Apr~s que lques  jours  
de glaci~re, on ob t i en t  des c r i s t aux  en aiguill~s (Fig. 6). A la recr is ta l l isat ion;  l a - fo rme  cristal l ine 
ne se modifie pas.  L ' e n s e m e n c e m e n t  avec des b i p y r a m i d e s  de myog~ne  A donne  des p r6para t ions  
m i x t e s  c o m m e  le m o n t r e  la Fig. 7, et  il conv ien t  de p rendre  tou tes  les p r6caut ions  possibles pour  
~vi ter  l ' e n s e m e n c e m e n t  accidente l  des p repa ra t ions  d 'a igui l les  pa r  des b ipyramides ,  le p H  5.83 ~ tan t  
tr~s vois in  de la zone de p H  off les b i py rami des  cr is ta l l isent  les premieres  (pH 6.00). Nous  n ' a v o n s  
pa s  t en t6  la redissolu t ion  s61ective des b ipy ramides  des p r6para t ions  mix t e s  c o m m e  pou r  la glyc6ro- 
p h o s p h a t e  d~shydrog6nase .  

Fig. 6. F rac t ion  cristallis6e ~.-pH 5.83, enr ichie  en  aldolase, pr6par6e ~. pa r t i r  d ' u n e  f ract ion a m o r p h e  
d e s  a l b u m i n e s  muscu la i r e s  recueillie en.tre 5 ° et  58..3 % de s a t u r a t i o n  en SO,(NH4) 2. 
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Fig. 7. Pr6paration mixte de cristaux bipyramidaux (myog~ne A de BARANOXA*SKI) et d'aiguilles 
analogues aux cristaux d'aldolase de la Fig. 6. (Photographie en contraste de phase). 

Nous avons montr6, en 19481, en utilisant le test au cyanure de HERBERT, GORDON, 
SUBRAHMANYAN ET GREEN n pour  l'aldolase, qu 'un  6chantillon de cristaux de premiere 
cristallisation ~t pH  5.83, poss6dait une activit6 6gale /t 8 °. 3 /o de celle trouv6e par 
WARBURG ET CHRISTIAN 3 pour l 'aldolase cristallis6e de muscles de rats. TAYLOR, GREEN 
ET Con112 ont  obtenu des cristaux ~ 40% d'activi t6 semblables /t ceux de WARBURG 
ET CHRISTIAN h part ir  d 'un  extrait  aqueux de muscles de rat  ou de lapin en recueillant 
la fraction amorphe  pr6cipitant ~t pH  7.5, entre 5 ° et 52 % de saturation. Ces auteurs 
utilisent /t la fois le test au cyanure  et le test complexe de WARBURG ET CHRISTIAN 
(voir page 526). D'apr~s ces auteurs, les fines aiguilles recueillies ~ p H  7.5 recristallisent 
sous forme de bipyramides ~ p H  5.7-6.0 sans modification d 'activi t& Les bipyramides 
redissoutes recristallisent en aiguilles ~ pH 7.5. 

DOUNCE ET BEYER 13, utilisant une m6thode colorim6trique pour le dosage des 
tr iosephosphates ont  confirm6 le turnover  number  de TAYLOR, GREEN ET CORI. Plus 
r6cemment  cependant ,  BARANOWSKI ET NIEDERLAND 14 ont  montr~ que les cristaux 
obtenus par  la m6thode de TAYLOR, GREEN ET CORI sont aussi actifs que ceux isol6s 
par  WARBURG ET CItRISTIAN et semblent admet t re  que les 6checs pr6c6dents 6talent 
dus ~t l ' interf6rence de la glyc6rophosphate d6shydrog6nase darts le test de WARBURC, 
ET CHRISTIAN (voir pages 526 et 527). BARANOWSKI ET NIEDERLAND pr6parent 6galement 
l 'aldolase en aiguilles aux p H  alcalins et en bipyramides aux pH acides. 

Cette possibilit6 d 'obtenir  des formes cristaUines diff6rentes 5. diff6rents pH  ap- 
paremment  pour  une m6me prot~ine remettai t  en question l ' interpr6tat ion de nos 
courbes de solubilit~ et il 6tait indispensable de pr6ciser, dans nos courbes, le min imum 
de solubilit6 et les limites de pr6cipitation de l'aldolase. Pour  arriver ~ ce r6sultat, nous 
avons refait des courbes de solubilitY, /t pH  variable et force ionique constante,  mais 

Bibliographie p. 539. 



voL. 10 (1953) PROTI~INES MUSCULAIRES 53 Z 

au lieu de mesurer  la concent ra t ion  en prot~ines des liquides surnageants  par r6fracto- 
m6trie (DIsT~CHE~), nous avons mesur6 l 'act ivi t6 enzymat ique  des pr6cipit6s. 

Nous avons de m6me 6tabli une courbe de sal t ing-out  ~ force ionique variable "2 

pH 5.83, afin de voir si l '6volut ion du m i n i m u m  correspondant  et fa iblement  marqu6 
dans nos courbes (Fig. i) correspondait  bien aux limites de relargage de l 'aldolase. Le 
test enzymat ique  que nous avons utilis6 est celui de HERBERT, GORDON, SUBRAHMANYAN 
ET GREEN, qui consiste ~t capter  les tr iosephosphates r6sul tant  de la scission de l 'hexose- 

diphosphate par  HCN, pour ensuite doser le P lib6r~ par hydrolyse alcaline. 

Precipitations 
a. Courbes ~ pH variable: on op~re exactement comme d~crit pr6c6demment (DIsTI~CHE 1) pour 

les pr6cipitations et mesures de pH. Les pr~cipit6s sont redissous dans un peu d'H20 et chaque 
solution est amen6e ~ 5 ou io ml en ballon jaugC 

b. Courbes ?~ pH constant--[orce ionique variable : on op~re comme pour les courbes A pH variable. 
Les solutions pr6cipitantes contiennent des quantit6s variables de SO4(NH,) 2 et les m6mes quantit6s 
de KH2PO 4 et Na2HPO ~, de fagon ~, obtenir les forces ioniques des courbes I A VII de la Fig. i, 
au pH 5.83. 

Test enzymatique, substrat, dosages: nous avons suivi les indications de HERBERT, GORDON, 
SUBRAHMANYAN ET GREEN 11 et nous avons v6rifi6 la proportionnalit6 activit6-concentration en 
prot~ine. L'hydrolyse des trioses se fair en pr6sence de NaOH i N, pendant 20 minutes ~ 20 ° C. 
Les dosages de P o n t  ~t6 faits sur des parties aliquotes par le proc6d~ d'ALLEN x~. La concentration 
en prot6ine a 6t6 mesur6e par la m~thode du biuret de GORNAL, BARDAWILL ET DAVID 7. L'hexose- 
diphosphate commercial (Schwartz) a 6t6 purifi6 selon NEUBERG, LUSTIG ET ROTHENBERG 4. 

Les r6sultats obtenus  sont  les su ivants :  
Courbes d p H  variable et/orce ionique constante: la courbe de la Fig. 8 a 6t6 obtenue  

en por t an t  en ordonn6e l 'act ivi t6 des pr6cipit6s exprim6e en y de P lib6r6s dans les 
condit ions exp6rimentales d6crites, divis6s par  le pourcentage de prot6ines pr6cipit6es 
mesur6 sur les courbes de solubilit6 de la Fig. I. On voit  que l 'act ivi t6 aldolasique des 
pr6cipit6s est un  peu plus forte aux pH acides et que le m a x i m u m  tombe au n iveau 
de 5.7-5.8. D 'au t res  courbes r6alis6es en mesuran t  l 'act ivi t6 des liquides surnageants  
confirment  ces exp6riences en m o n t r a n t  cette lois une activit6 plus faible du c6t6 acide. 

La pr6cision des mesures enzymat iques  est insuffisante pour  d6celer avec pr6cision 
des min ima  aussi peu impor tan t s  que celui ~ pH 5.83, mais nos mesures mon t r en t  que 
cer ta inement  les min ima  plus impor tants ,  h pH 5.52 et 6.70, ne sont  pas dus ~t l 'aldolase. 

Courbes ~ p H  constant et /orce ionique variable. 
La courbe de la Fig. 9 a 6t~ construi te  en por tan t  ~" p 

40 
en ordonn6e le nombre  de y de P lib6r6 dans les 
condit ions d6crites et en abscisse la concentra t ion 30 

~'p/~ ~p ro t e ineo  O 2010 

5 eo 8.5 pH 
Fig. 8. Activit6 aldolasique des pr~cipit~s obtenus 
force ionique constante (2.258 M SO4(NH4)z) et pH 
variable h partir d'un extrait musculaire contenant 
la fraction des albumines musculaires recueillie entre 
50 et 70% de saturation, thermostable h 52°C 

(voir Fig. i). 
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Fig. 9. Activit~ aldolasique des pr~- 
cipit~s obtenus ~ pH constant (5.83) 
et force ionique variable (2.192 M 
2.341 M SO4(NHi)2) ~ paxtir d'un 
extrait identique 5, celui d6crit Fig. 8 

(voir-aussi Fig. i). 
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finale du milieu en SO4(NHt) 2. La courbe a la forme caract6ristique d'une courbe de 
salting-out. En comparant  l'6volution du minimum de solubilit~ au pH 5.83 du dia- 
gramme Fig. I ~ la courbe Fig. 9, on observe un parall61isme excellent. En effet, le 
minimum ~ pH 5.83 cesse d'etre apparent ~ la courbe V (2.3o8 M) h pH variable, et la 
courbe de salting-out montre que l'aldolase est compl~tement pr6cipit6e ~'~ cette m~me 
concentration. Le minimum r6apparaissant au pH 5.80 depuis la courbe VI 5 la eourbe 
IX  (Fig. I), doit donc ~tre dfi & une prot~ine diff6rente de l'aldolase, mais de propri6t~s 
tr~s voisines. 

Pr@aration d'aldolase cristallisde d'activit~ maximum. D'apr~s les r~sultats qui 
pr6c~dent, le pr~cipit~ le plus riche en aldolase est obtenu ~ pH 5.83, en recueillant la 
fraction pr6cipitant entre 2.008 et 2.308 3I  en SO4(NH 4) 2. La cristallisation donne des 
aiguilles semblables ~ celles de la Fig. 6 et apr~s deux reeristallisations, l 'activit6 
d6termin6e par  le test de HERBERT, apr~s redissolution des cristaux dans H20, est telle 
que 15o,ooo g d 'enzyme d6composent, ~ 38 ° C, 9.200 moles d'hexosediphosphate en 
I minute. On sait que les cristaux d'activit6 maximum de ~VARBURG ET CHRISTIAN 
d6composent lO.43 ° moles par minute, dans les m~mes conditions. 

Les di~&entes/ormes cristallines de l'aldolase: nous n 'avons pas fait d'6tude syst6- 
matique de cette propri~t~ signal6e par TAYLOR, GREEN ET COR112, BARANOWSKI ET 
NIEDERLAND 14, ne poss6dant pas de donn6es de solnbilit6 ~ pH 7.5, valeur utilis6e par 
ces auteurs pour s@arer l'aldolase cristallis6e. Rien ne peut faire pr6voir ce que la 
recristallisation d'une telle fraction peut donner ~ des pH plus acides (5.7-6.0) pour 
lesquels on tombe dans la r6gion des minima de nos courbes de solubilit6. 

Signalons qu'au moyen de notre m6thode, on peut obtenir des pr@arations con- 
tenant ~ la fois des aiguilles et des bipyramides ~ des pH allant de 5.8 ~ 6.1. Vers 5.8, 
les aiguilles apparaissent les premieres, vers 6.1, les bipyramides se s@arent d'abord. 
La recristallisation des aiguilles ~ pH 5.83 donne toujours des aiguilles. Des bipyramides 
n 'apparaissent que si on ensemence avec du myogSne A. 

3. Fraction cristallis~e correspondant au mi,~imurn ~ pH 6.oo 
Prdparation. La prbcipitation se fait de la mSme fa~on que pour les fractions 5̀  pH 5.59 et 5.83. 

La composition de la solution pr6cipitante est, pour 25 ml: 8.835 g SO4(NH4)~, 8.33 ml Na~HPO 4 
o.i M, 5 ml KH2PO 4 o.I M. 

Pour obtenir les cristaux, l'op6ration est conduite de la m~me fat;on que pour la fraction 5. 
pH 5.83. La Fig. io repr6sente les cristaux obtenus, photographi6s en contraste de phase. 

Les cristaux que nous s@arons & pH 6.00 ont une forme identique & ceux d6crits 
pa r  BARANOWSK116, 17, SOUS le nora de myog~ne A. 

Le myog6ne A, pr6par6 selon BARANOWSI,:I, se cristallise ~ pH 5.95 "~ partir de la 
totalit6 de l 'extrait  de d6part  que nous utilisons pour nos mesures de solubilit6. Le 
myog6ne A ne poss6de pas d'activit6 enzymatique sp6cifique connue mais entraine 
ais6ment divers enzymes lors de sa cristallisation : l'aldolase (de 15 & 35 %), l'isom6rase, 
la glyc6rophosphate d6shydrogfnase (ENGELHARDT ~s, MEYERHOF ET BECK 1~, TAYLOR, 
GREEN ET COR112, BARANOWSKI ET NIEDERLAND14). 

Nous n 'avons pas fait de mesures syst6matiques d'activitfi sur les fractions obtenues 
par notre m~thode. Signalons toutefois que nous avons pu pr@arer, h part ir  du liquide 
surnageant obtenu apr~s cristallisation de la glycgrophosphate d6shydrog6nase (voir 
page 525), des cristaux bipyramidaux ne poss6dant que 3% de l'activit6 maximum de 
WARBURG ET CHRISTIAN pour l'aldolase et 0.3 % de l 'activit6 maximum de BARANOWSKI 
pour la glyc6rophosphate d6shydrog6nase. 
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Fig. io.  F rac t ion  cristallis6e ~. p H  6.oo, ana logue  au  myog~ne  A de BARANOWSKI, pr6par6e ~ pa r t i r  
d ' u n e  f ract ion a m o r p h e  des a l b u m i n e s  muscu la i re s  recueillie en t re  50.0 et  58.3 % de s a tu r a t i on  en 

SO4(NH4) 2. (Photograpl l ie  en con t ra s t e  de phase) .  

D'apr~s BARANOWSKI ET NIEDERLAND 14, le myog~ne A est homog~ne ~ l'61ectro- 
phor~se, mais sa mobilit6 d6crolt avec l 'accroissement de la teneur en aldolase. 

Nous avons effectu6 un certain nombre d'61ectrophor~ses de myog~ne A pr6par6 
selon la m6thode initiale de BARANOWSKI16,1~. Apr~s une migration prolong6e, nous 
avons observ6 l'existence d 'au moins deux gradients de mobilit6 voisine. L'appareillage 
utilis6 est du type Longsworth, d~crit par DUBUISSON, DIST~CHE ET DEBOT ~°. 

Fig. I I. D i a g r a m m e  61ectrophor6tique d ' u n e  solut ion de 
myog6ne  A, pr6par6 s u i v a n t  la m6 t hode  de BARANOWSKI 
(16--17), lay6 3 fois avec  du SO4(NH4)2, 0.35 sa tu ra t ion .  
Condi t ions  exp6r imen ta l e s :  / ' ]2  = o.15, p H  7.52; 
t a m p o n  p h o s p h a t i q u e ;  t e m p s :  a s c e n d a n t  2544 ° sec, 
d e s c e n d a n t  25o2o sec; c h a m p s :  a s c e n d a n t  4.7 V/cm,  

d e s c e n d a n t  4.6 V/cm.  

a. pH 7.521"/2 o.i 5 (tampon 
phosphatique). Le myog~ne A est 
cristallis6 u n e  fois, lav6 avec du 
SO4(NH4) 2~ a 35% de saturation. 
On distingue deux  gradients du 
c6t6 ascendant (Fig. I I ) ,  Les mobi- 
lit6s sont : 

grad ien t s  
( n o m e n c l a t u r e  Mobilit6S 

d u J A c o B  21) a s cendan t e s  de scendan t e s  

I s - -  1.4 
11 1.6 1.6 

b. pH 6.62 1"/2 0.15 (tampon phosphatique). La m~me pr6paration que ci'dessus a 
fit6 utilis6e. Du c6t6 ascendant (Fig. I2), iI y a deux gradients distincts et si on compare  
avec le clich6 ~ pH 7.52, on voit que la proportion des deux bandes 11 et 12 est rhodifi6.e. 
Les mobilit6s sont" 
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Mobilitds 
ascendantes descendantes 

12 0.8 0.9 
11 1,2 

On remarque  q u ' a u  p H  7.52, la 
bande  unique ascendan te  migre ~ la 
vi tesse de la bande  descendan te  la 
plus  rap ide  et  qu'~ p H  6.62, la b a n d e  
a scendan te  migre avec la vi tesse de 
la bande  descendante  la plus lente.  

Ces mesures  mon t r en t  que le 
myog~ne A, pr~par~ selon BARA- 
NOWSKI, est  inhomog~ne ~ l'61ectro- 
phorbse si l 'on  prolonge suffisam- 

A. DISTt'£CHE voL. 10 (1953! 

12 

Fig. 12. Diagramme 6lectrophor6tique de la mSme 
solution de myog6ne A d6crite Fig. I I. Conditions ex- 
p6rimentales: F/2 = o.15; pH: 6.62; tampon phos- 
phatique; temps: ascendant 21.12o sec, descendant 
21.54o sec; champs: ascendant 4.76 V/cm; descendant 

4.65 V/cm. 

men t  l 'exp6rience.  La  d iminu t ion  de mobil i t6 d6crite de fa~on sommaire  pa r  
BARANOWSKI ET NIEDERLAND, au fur et  ~ mesure de l ' enr ich issement  en aldolase 
des c r i s taux  de myog~ne A, cor respondan t  k une 616vation de p.i. de 5.9 ~t 6.2, doi t  
~tre accept6e avec prudence  si l 'on t ien t  compte  de nos observat ions .  Les courbes de 
mobil i t6  en fonction du p H  devra ien t  ~tre trac6es pour  11 et 12, pour  des pr6para-  
t ions con tenan t  des teneurs  diff6rentes d 'a ldolase .  Le mei l leur  contr61e consis tera i t  
a jou te r  de l ' a ldolase  pure  au myog~ne A, afin de voir  sur quelle composan te  se por te  
l ' a u g m e n t a t i o n  de concent ra t ion .  

4. Fraction cristallis~e correspondant au minimum ~ pH 6.7 ° 
Prdparation: on op6re comme pour les fractions pr~c6dentes. La composition de la solution 

pr6cipitante est, pour 25 ml: 8.835 g SO4(NH4) 2, 14 ml Na2HPO 4 o.i M, 3 ml K2SO 4 o.2 M. 

Fig. ~3. Fraction cristallis~e ~ pH 6.70, prSpar6e £pa r t i r  d'une fraction amorphe des albumines 
musculaires, recueillie entre 5o.o et 58.3 % de saturation en SO,(NH4) v 
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La cristallisation de cette fraction est difficile A r6aliser, le milieu devenant  tr~s thixotrope. 
I1 faut diluer jusqu'/~ ce que la solution ne se g61ifie plus apr~s repos; ensuite, apr~s saturat ion en 
phase amorphe, r6ajuster le pH, v6rifier ~, nouveau la turbidit6 et  mettre  en glaciate. On obtient, 
apr~s quelques jours, des cristaux tr~s longs et fins (Fig. i3). 

N o u s  n ' a v o n s  p a s  t r o u v 6  d a n s  l a  l i t t 6 r a t u r e  de  d e s c r i p t i o n  c o r r e s p o n d a n t  "k c e t t e  

f r a c t i o n  des  a l b u m i n e s  m u s c u l a i r e s .  HERBERT, GORDON, SUBRAHMANYAN ET GREEN 11 

s i g n a l e n t  l ' a p p a r i t i o n  de  l o n g u e s  a igu i l les  s a n s  a c t i v i t 6  lors  de  la  p r 6 p a r a t i o n  d ' a l d o l a s e  

a m o r p h e .  Le  m y o g ~ n e  B de  BARANOWSK117, q u e  l ' o n  p r 6 p a r e  d i f f i c i l emen t  d a n s  les  e a u x  

mSres  de  c r i s t a l l i s a t i o n  d u  Inyog~ne  A, r e s s e m b l e  ~ nos  c r i s t a u x .  BAILEY ~2 a isol6 des  

c r i s t a u x  a n a l o g u e s  ~ c e u x  de  BARANOWSKI m a i s  ~ p a r t i r  d ' u n e  f r a c t i o n  recue i l l i e  e n t r e  

65 e t  75 % de  s a t u r a t i o n .  

N o u s  n ' a v o n s  p a s  r e c h e r c h 6  l ' a c t i v i t 6  e n z y m a t i q u e  de  c e t t e  f r a c t i o n .  

II. FRACTION RECUEILLIE ENTRE 58.3 ET 6 0 . 7 %  DE SATURATION EN S O , ( N H a )  ~ 2 2 ° C  

(2.341 M - 2 . 4 4 1  M - -  c o u r b e s  V I I  ~ X ,  F ig .  I)  

Fraction cristallis~e correspondant au m i n i m u m  ~ p H  6.0 7 

Nous avons pr6par6 ces cristaux (DIST~ZCHE 23) non seulement ~ par t i r  de notre extrai t  type, 
mais ~galement /t par t i r  d 'extra i ts  obtenus selon la m6thode de COLOWlCK ET KALCKAR 24 pour la 
myokinase et d 'extra i ts  de poudre de pulpe de muscles, s6ch6e apr~s t ra i tement  ~ l 'ac6tone (Du- 
BUISSON 2b) . 

Preparation ~ partir d'un extrait pr~par~ d'aprOs COLOWICK ]~T KALCKAR $4. L 'ext ra i t  aqueux 
de muscles de Lapin est chauff6 A 9 °0 apr~s addition de o.o5 volume de HC1 N. Apr~s 61imination 
du pr6cipit6, les prot6ines restantes sont concentr~es par  pr6cipitation A 8o% de sa tura t ion en 
SO4(NH4) 2 et redissolution dans HzO. Apr~s dialyse contre de l 'H20 distill6e jusqu '£ 61imination 
du SO4(NH4)2, on amine  la solution exactement  & 5 ° % de saturat ion en SO4(NH4)2 ~- 22°, en op6rant  
comme pour l 'extrai t  type (DIST~CHE 1) utilis6 pour nos mesures de solubilit6. 

Une s6rie de fractions ont  6t~ pr6cipit~es par  notre m6thode habituelle aux pH des divers 
minima dans la fraction 2.oo8-2.441 M (courbes I A X). La majeure pat t ie  du prdcipit6 amorphe 
est recueillie aux environs de 2.341 M e n  SO4(NH4) ~. 

Dans tous les 6chantillons, nous avons recueilli des cristaux globulaires (Fig. 14). La precipitat ion 
6tait le plus abondante  au niveau du pH 6.oo. Aux pH plus acides, les cristaux sont plus petits. 

Preparation ~ partir d'un extrait de poudre s~ch~e de pulpe musculaire large & l'ac~tone (Du- 
BUISSON*5). La pulpe musculaire est lav6e avec 5 fois i volume d'ac~tone, ensuite s6chde ~ temp6rature  
ordinaire et broyde finement. La poudre est ensuite extraite par  IO volumes d 'H20 ou IO volumes 
de tampon phosphatique / ' /2  o.15, pH 7.1. Les protdines sont concentr6es comme ddcrit plus hau t  
et, en op6rant de m6me pour les cristallisations, on obtient  les m~mes cristaux globulaires. La cris- 
tallisation est possible A d 'autres  pH, mais plus abondante  au pH 6.0o. 

Preparation h partir de l'extrait type. La fraction amorphe pr6cipitant entre 58.3 et 60. 7 % de 
saturat ion a 6t~ recueillie aux pH 5.60 et 6.o 7. On pr6cipite d 'abord la fraction 50.0-58.3 % de 
saturat ion aux pH 5.60, 6.o7, en op6rant comme d6jA d6crit (solutions pr6cipitantes identiques 
celles utilisdes pour la glycdrophosphate d6shydrog6nase et  le myog~ne A). Apr~s centrifugation, 
on ajoute au liquide surnageant  la quanti t6 de SOa(NHa)~ ndcessaire pour at teindre 60.7% de 
saturation. Apr~s centrifugation des prdcipitds t6nus, la cristallisation se fair selou la m6thode 
habituelle. 

A pH 6.07, on obt ient  les m~mes cristaux globulaires qu'A part i r  des deux extraits  pr6cddents. 
Aux pH plus acides, 5.60 et 5.7 o, des cristaux tr~s tdnus ont 6t6 observ6s en amas irr6guliers. 

On ne peut  leur a t t r ibuer  une forme bien ddfinie. 

N o u s  n ' a v o n s  p a s  t r o u v 6  d e  d e s c r i p t i o n  de  c r i s t a u x  a n a l o g u e s  d a n s  la  l i t t 6 r a t u r e  

r e l a t i v e  a u x  p r o t 6 i n e s  m u s c u l a i r e s .  S i g n a l o n s  t o u t e f o i s  q u e  CHROBAK ET BARANOWSKI ~ 

o n t  o b t e n u  des  p r e p a r a t i o n s  v ie i l l ies  de  m y o g ~ n e  A q u i  r e s s e m b l e n t  a u x  c r i s t a u x  o b t e n u s  

p H  6.07. C o m m e ,  d ' a u t r e  p a r t ,  ces  c r i s t a u x  p e u v e n t  s ' i so le r  ~ p a r t i r  de  l ' e x t r a i t  u t i l i s6  

p a r  COLOWlCK ET KALCKAR ~4 p o u r  p r 6 p a r e r  la  m y o k i n a s e ,  n o u s  a v o n s  t e n t 6  d e  r e c h e r c h e r  

c e t t e  a c t i v i t 6  d a n s  n o s  p r 6 p a r a t i o n s .  N o u s  a v o n s  dfi a b a n d o n n e r  ce p r o j e t ,  n ' a y a n t  
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Fig. 14. Fract ion cristallisde fl p H  6.07, obtenuc A par t i r  des albumincs musculaircs r6sistant 5, une 
temp6ra ture  de 9 o°, en pr6sence d'HC1 o.o 5 N (conditions utilis4es par  COLOWlCK J~T KALCKAR ~4 

pour  pr6parer  la myokinase).  

malheureusement pas r6ussi fl prfparer  de l 'hexokinase suffisamment active, faute de 
levure convenable. Les r6sultats qualitatifs obtenus ne nous permettent  que de eonelure 
fl la pr6sence d'une quantit6 importante de myokinase dans le pr6cipit6 amorphe 
recueilli entre 58.3 et 6o.7?/o de saturation, ~ partir  de l 'extrait  type. L 'extrai t  de pulpe 
s6eh6e est ~galement actif. 

DISCUSSION 

Ces r6sultats sont tr~s encourageants quant  k l'efficacit6 de la m6thode de fractionne- 
ment que nous avons bas6e sur les donn6es fournies par notre diagramme de courbes 
de solubilit6. 

Bien que le pouvoir analytique de la m6thode des courbes de solubilit6 k pH 
variable et force ionique constante soit 61ev6, les variations de solubilit6 relev6es au 
niveau du p.i. sont trop peu importantes pour envisager avec succ~s l'enrichissement 
d 'un pr6cipit6 amorphe en une prot6ine donn6e. Cet enrichissement, et le fait que chaque 
consti tuant est en m4me temps amen6 exactement fl son p.i., sont cependant des facteurs 
suffisants pour d6clancher, dans les cas favorables, la pr6cipitation s61ective d'esp~ces 
cristallines morphologiquement bien d6finies et distinctes. A priori, le fait que ces 
cristaux sont obtenus dans des milieux tr~s complexes, que l 'on peut encore consid6rer 
comme des extraits bruts, peut paraltre d6favorable fl cause de l 'entralnement presque 
certain d'une quantit6 importante  d'impuret6s lots de la cristallisation d 'un des con- 
stituants du m61ange, entralnement qui devient minime quand la cristallisation est 
utilis6e comme moyen nltime de purification apr6s route une s6rie de fractionnements 
pr61iminaires. Toutefois, les r6sultats que nous avons obtenus pour l'aldolase et la 
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glyc6rophosphate d~shydrog6nase montrent  que l'enrichissement provoqu6 par la 
cristallisation s~lective est tr~s important:  l'aldolase a ~t6 obtenue avec une activit6 
pratiquement 6gale h la plus haute r6alis6e par d 'autres m6thodes plus compliqu6es: 
les cristaux h forte activit6 en glyc6rophosphate d6shydrog6nase que nous avons 
pr@ar6s se sont r6v61fis 7o fois plus actifs que les bipyramides de myog~ne A isol~es, 
"t part ir  du mSme milieu, aprSs 61imination de la d6shydrog6nase. 

I1 semble que, du moins dans les cas favorables comme celui que nous avons ren- 
contr6 en 6tudiant les albumines musculaires, on ait avantage ~ utiliser la cristallisation 
s61ective d~s les premieres 6tapes de fractionnement. 

Cet avantage est tr~s marqu6 dans le cas qui est le n6tre, oh le fractionnement 
est entrepris sans aucune id6e directive quant ~ la nature et les propri6t6s sp6cifiques 
des substances h isoler. Le rep6rage des constituants dans les pr6cipit6s amorphes 
devient dans ce cas trSs laborieux et le travail est grandement facilit6 si l 'on peut 
obtenir rapidement des fractions cristallines distinctes, de fa~on reproductible. 

Dans les fractionnements qui Consistent ~ rechercher une substance donn6e ~t 
propri~t6 sp~cifique connue et facilement mesurable, la m~thode empirique habituelle 
est par contre certainement la plus efficace et surtout plus rapide. La m~thode des 
courbes de solubilit~ ~ pH variable et force ionique constante n 'aurai t  de raison d'etre 
dans ce cas que pour donner des indications pr6cises dans les 6tapes de purification 
ultimes consistant en des pr6cipitations r6p6t6es au p.i. et la recherche des conditions 
favorables ~ la cristallisation. 

Nous examinerons, dans un prochain article, quelques aspects thfioriques concernant 
ces diagrammes de solubilit6 qui peuvent servir non seulement ~t des fins pr@aratives, 
mais aussi ~ obtenir des renseignements importants sur le comportement des prot6ines 
en solution. 

Nous exprimons toute notre reconnaissance ~ Monsieur le Professeur M. DUBUISSON 
pour ses conseils, ses encouragements et la constante attention avec laquelle il a suivi 
ce travail, que nous avons pu entreprendre grace aux subsides du Fonds National de 
la Recherche Scientifique. 

Nous remercions tr~s vivement le personnel du Laboratoire de Biologie g6n6rale 
pour son aide technique importante.  

Rt~SUMI~ 

A. Les  c r i s t aux  en p l a q u e t t e s  isolds 5. p H  5.59, en t re  50 et  58.3 % de s a tu r a t i on  en SO4(NH4) 2 
on t  une  forte ac t iv i t6  g lycdrophospha te  ddshydrog6nas ique  d6mont r6e  5. la fois pa r  le t es t  modifi6 
de WARBURG ET CHRISTIAN pou r  l 'a ldolase  et  le t e s t  spdcifique de l ' enzyme.  

Les  mesu res  d 'ac t iv i t6  r6v~lent  u n  c o m p o r t e m e n t  a n o r m a l  5. la d i lu t ion;  le t u r n o v e r  n u m b e r  
ob tenu  pa r  BARANOWSKI n ' a  pu  ~tre re t rouv6.  

La  c o n s t a n t e  d 'dqui l ibre  de la r6act ion es t  1 .48.1o 4 en bon  accord avec  la va leur  t rouvde  
par  BARANOWSKI. 

L a  possibili t~ que  la f rac t ion cristallis~e, s~par~e 5. p H  5.59 de l ' ex t r a i t  de d6par t ,  soit  cons t i tu6e  
d ' u n e  tSi-ot6ine i nconnue  e n t r a t n a n t  de fortes  p ropor t ions  de g lyc6rophospha te  d6shydrog6nase  n ' e s t  
p a s e x c l u e .  

B. Les  c r i s t aux  en aiguilles isol6s 5. p H  5.83, en t re  50 et  58. 3 % de s a t u r a t i o n  en SO4(NH4)2, 
on t  une  act iv i t6  a ldolas ique  i mpor t an t e .  

L ' a n a l y s e  de la pr6cip i ta t ion  de l ' enzyme  pa r  des courbes  de solubili t6 nous  a pe rmis  de pr6ciser  
les condi t ions  les mei l leures  pou r  o b t e n i r  le pr6cipit6 a m o r p h e  le p lus  r iche en aldolase.  Les  c r i s t a u x  
pr6par6s 5. pa r t i r  de ce pr6cipit6 on t  une  act iv i t6  sens ib l emen t  ~gale g celle des p repa ra t i ons  les p lus  
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actives signal6es jusqu'~t pr6sent (I, VARBURG ET CHRISTIAN, BARANOWSKI ET NIEDERLAND). Ces 
mesures de solubilit6 ont  facilit6 l ' interpr6tation de notre diagramme de solubilit6 £ pH 5.83. 

C. Les cr is taux bipyramidaux que nous isolons ~ pH 6.oo sont morphologiquement  semblables 
au myog~ne A de BARANOWSKI. 

Des cr is taux de myog~ne A poss6dant seulement 3 % de l 'activit6 m a x i m u m  de l'aldolase et 
0. 3 % de l 'activit6 m a x i m u m  de la glyc6rophosphate d6shydrog6nase, ont 6t6 obtenus. 

L'61ectrophor~se prolong6e de myog~ne A pr~par6 selon BARANOWSKI rdv~le la pr6sence de deux 
composantes et un comportement  anormal ell fonction du pH. 

D. Les cristaux en aiguilles tr~s longues, isol~s ~ pH 6.7 o, ne paraissent pas avoir ~t6 d~crits 
dans la li t t6rature relative aux prot6ines musculaires. Nous n 'en avons pas recherch6 les propri6t6s. 

E. Les cristaux globulaires isol6s £ pH 6.o 7 entre 58.3 et 60. 7 % de saturat ion 5~ partir  de notre 
extrai t  de ddpart, ont 5t6 obtenus 6galement ~t partir  de deux autres extraits:  un extrai t  identique 

celui utilis6 par COLOWlCK ET KALCKAR pour pr@arer  de la myokinase et un extrait  de poudre 
de pulpe musculaire lav6e ~t l 'acdtone et s6ch6e. La fraction amorphe recueillie entre 58.3 et 6o. 7 % 
de saturat ion ~ part ir  de l 'extrai t  de dSpart, poss~de une aetivit~; myokinasique. Aucune mesure 
n 'a  6t6 faite sur Ies cristaux. 

SUMMARY 

A. Plate-shaped crystals, isolated at  pH 5.59 between 50 and 58.3 % saturat ion of (NH4)iSO 4 
have a strong glycerophosphate dehydrogenase activi ty demonstra ted by the modified test  of 
WARBURG AND CHRISTIAN for aldolase and the  specific enzymic test. 

The activi ty measurements  reveal an abnormal  behaviour on dilution; the turnover  number  
obtained by BARANOWSKI has not  been confirmed. 

The equilibrium constant  of the reaction is 1.48. lO 4 in good accordance with the value found 
by BARANOWSKI. 

The possibility tha t  the crystallised fraction, separated at  pH 5.59 from the initial extract,  be 
composed of an unknown protein retaining large proportions of glycerophosphate dehydrogenase 
is not  excluded. 

B. Needle-shaped crystals, isolated at  pH 5.83, between 5 ° and 58.5 % saturat ion (NHI)zSO4, 
have an impor tan t  aldolase activity. 

The analysis of precipitation of the enzyme by solubility curves gives the best conditions for 
obtaining the amorphous  precipitate richest in aldolase. The crystals prepared from this  precipitate 
have an act ivi ty approximately equal to t ha t  of the most  active preparations so far reported 
(WARBURG AND CHRISTIAN, BARANOWSKI AND •IEDERLAND). These solubility measurements  have 
facilitated the interpretat ion of our solubility diagram at  pH 5.83. 

C. Bipyramid crystals isolated at  pH 6.0o are morphologically similar to the  myogen A of 
BARANOWSKI. 

Crystals of myogen A possessing only 3 % m a x i m u m  activi ty of aldolase and o. 3 % m a x i m u m  
act ivi ty of glycerophosphate dehydrogenase have been obtained. 

Prolonged electrophoresis of myogen A prepared according to BARANOWSKI reveals the presence 
of two components  and an abnormal  behaviour depending on pH. 

D. Very long needle-shaped crystals, isolated at  pH 6.70, have not  been described in the literature 
in relation with muscular  proteins. We have not  studied their properties. 

E. Globular crystals, isolated at  pH 6.o 7 between 58.3 and 6o. 7 % saturat ion from our initial 
extract,  have been obtained equally from two other extracts:  an extract  identical with tha t  used 
by COLOWICK AND KALCKAR to prepare myokinase and an extract  of powdered muscular  pulp 
washed with acetone and dried. The amorphous  fraction collected between 58.3 and 60. 7 % saturat ion 
from the initial extract,  possesses a myokinasic activity. No determinations have been carried out 
on the crystals. 

Z USAMMENF&SSUNG 

A. Die bei pH 5.59 und einer (NH4)aSO4-SAttigung zwischen 5 ° und 58.3% als P1Attchen 
isolierten Kristalle haben eine starke Glycerophosphatdehydrogenaseaktivittkt,  wie mit  dem modi- 
fizierten Test  yon WAP.BURG UND CHRISTIAN fiir Aldolase und dem fiir dieses Enzym spezifischen 
Test  nachgewiesen wurde. 

Die AktivitAtsmessungen ergaben ein abnormales Verhalten bei der Verdiinnung. Die von 
BARANOWSlCI erhaltene AktivitAt konnte  nicht  wieder gefunden werden. 

Die Reak~onsgleichgewichtskonstante  ist 1.48, lO4; in guter Obere ins t immung mit  dem yon 
BARANOWSXI gefundenen Weft .  
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Die M6gl ichkei t  is t  n i ch t  ausgeschlossen ,  dass  die bei p H  5.59 aus  d e m  A u s g a n g s e x t r a k t  abge-  
t r e n n t e  Kr i s t a l l f r ak t ion  aus  e inem u n b e k a n n t e n  Pro te in  bes teh t ,  das  grosse Mengen  Glyce rophospha t -  
d e h y d r o g e n a s e  mi t  s ich reisst .  

B. Die bei p H  5.83 u n d  einer  (NH4)sSOa-S~t t igung zwischen 5o u n d  58.3 % als Nade ln  isolierten 
Kr is ta l le  zeigen eine hohe  Aldolaseakt iv i t / i t .  

Die Ana lyse  des  E n z y m n i e d e r s c h l a g s  mi t t e l s  der  L 6 s u n g s k u r v e n  e r laub te  u n s  die bes t en  
B e d i n g u n g e n  zu prAzisieren, bei denen  der  a m o r p h e  Niedersch lag  a m  me i s t en  Aldolase enthii l t .  Die 
Akt iv i tAt  der  au s  d iesem Niedersch lag  darges te l l t en  Kr is ta l le  is t  n a h e z u  gleich der, der  b isher  als 
meis t  a k t i v  beschr i ebenen  P r~pa ra t e  (WARBURG UND CHRISTIAN, BARANOWSKI UND NIEDERLAND). 

Die Lbs l i chke i t smessungen  h a b e n  die A u s l e g u n g  des Lbs l i chke i t sd i ag rammes  bei p H  5.83 
erleichtert .  

C. Die b i p y r a m y d a l e n  Kris tal le ,  die wit  bei e inem p H  yon  6.0o isolierten s ind  morpho log i sch  
dem Myogen Avon BARANOWSKI iihnlich. 

Es  w u r d e n  Myogen-A-Kr i s t a l l e  e rha l ten ,  die n u r  3 % der  m a x i m a l e n  Aldolaseakt iv i t i i t  und  
0. 3 % der  m a x i m a l e n  G l yce rophospha t dehyd rogenaseak t i v i t i i t  besi tzen.  

Die verl l ingerte  E lek t rophorese  des  n a c h  BARANOWSKI darges te l l t en  Myogens  A zeigte die 
A n w e s e n h e i t  yon  zwei Bes t and te i l en  u n d  ein a b n o r m a l e s  Verha l t en  in Abh~ingigkeit  v o m  pH.  

D .  Die bei p H  6.70 als sehr  lange Nade ln  isolierten Kr is ta l le  sche inen  in der  L i t e r a t u r  fiber 
Muske lpro te ine  noch  n ich t  beschr ieben  worden  zu sein. Wi r  h a b e n  ihre E igenscha f t en  n ich t  un te r -  
such t .  

E. Die bei e inem p H  6.o 7 und  einer  S/ i t t igung zwischen 58.3 u n d  6o. 7 % a u s  u n s e r e m  A u s g a n g s -  
e x t r a k t  isolierten kugel igen  Kris ta l le  w u r d e n  ebenfal ls  aus  zwei ande ren  E x t r a k t e n  gewonnen ;  
ni~mlich aus  e inem E x t r a k t  welcher  d e m  yon  COLOWlCK UND KALCKAR zur  Dar s t e l l ung  der  Myokinase  
b e n u t z t e n  gle icht  u n d  aus  e inem E x t r a k t  yon  rnit Ace ton  g e w a s c h e n e m  u n d  ge t rockne t en  Muskel-  
bre ipulver .  Die zwischen  58.3 u n d  6o. 7 % Si i t t igung aus  d e m  A u s g a n g s e x t r a k t  g e s a m m e l t e  a m o r p h e  
F r a k t i o n  bes i tz t  Myokinaseak t iv i t i i t .  Mit  diesen Kr is ta l len  w u r d e n  keine Messungen  durchgef i ih r t .  
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