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SUMMARY 

Studies on the oxidative fraction obtained by chymotrypsin hydrolysis of glyceraldehyde- 
3-phosphate dehydrogenase 

A limited proteolysis of rabbit  muscle glyceraldehyde-3-phosphate dehydro- 
genase (n-glyceraldehyde-3-phosphate: NAD + oxidoreductase (phosphorylating), EC 
1.2. I. 12) by a-chymotrypsin (EC 3.4.4.5) causes a preferential loss of its phosphorylat- 
ing and arsenolytic activities but oxidative activity is maintained. Besides dehydro- 
genase properties, the native enzyme possesses various other catalytic functions such 
as esterolytic, phosphatase activities and NADH-X formation. 

We have observed that,  during the disappearance of the phosphorolytic and 
arsenolytic activities, the esterolytic, phosphatase, and NADH-X properties are much 
more stable and are maintained at the same level as oxidative activity. 

By passing the digested enzyme through a chromatographic column of Sephadex 
G-ioo two active peaks, A and B, were separated. Peak A had the same chromato- 
graphic and enzymic properties as the native enzyme; in Peak B, where arsenolytic 
and phosphorolytic activities had disappeared, the oxidative and esterolytic activities 
were still present ; the molecular weight of this fraction based on elution volume was 
estimated as 60 ooo to 7 ° ooo. 

The fluorescence spectrum of Fraction B was displaced towards the visible by  
15 m# as compared with the native enzyme. 

The activity of Peak B was more stable in the presence of high concentration of 
NAD + than without. 

The esterolytic activity was no longer inhibited by NAD+; and NADH does not 
have a limiting effect on the rate of oxidation. 

These data confirm previous kinetic results with native enzyme in which the 
oxidative and esterolytic activities were located on the same site; from the enzymic 

Abr~via t ions :  D T N B ,  acide 5,5 ' -di thio-bis-(2-ni t ro benzoique) ;  A T E E ,  N-ac6tyl -L- tyro-  
sine 6 thy l  ester.  

* Le prdsen t  t r ava i l  fa i t  par t ie  d ' u n e  Th6se de Doc to ra t  6s Sciences que  ce pa r t i c ipan t  sou-  
t i end ra  k la Facu l t6  des Sciences d ' O r s a y  dans  u n  proche avenir .  

** Adresse  actuel le :  Labora to i re  de Chimie Biologique,  Facul t6  des Sciences, Montpel l ier ,  
Hdraul t ,  F rance .  
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results with the total digest the phosphatase activity and NADH-X formation still 
seem to be near to or on the same site as the two previous activities. 

INTRODUCTION 

Ira glycfrald6hyde-3-phosphate ddshydrog6nase (D-glyc6rald6hyde-3-phosphate : 
NAD + oxydorfductase (phosphorylante), EC 1.2.1.12) catalyse l 'oxydation t)hos 
phorylante du glycdrald6hyde-3-phosphate. La r6action a 6t6 d6crite par [{A('KF.R 1 et 
se d6roule en deux 6tapes essentielles: 

([) Acylation. 
E-NAD + L glyc6rMd6hyde-3-P~3-phosphoglyc~ryl l:" I NA1)H i tl-  
([I) Phosphorylation. 
3-Phosphoglycdryl-E : Pi ,~ 1,3-diphosphoglycdratc I li 

En dehors de son activit4 d6shydrog6nase, la glyc6rald6hyde-3-phosphate dfs- 
hydrogfnase poss4de plusieurs autres fonctions catalytiques et en particulier une 
fonction transacylase qui lui permet de r6aliser l 'oxydation de (livers substrats tel 
l 'ac6talddhyde et le D-glycdrald6hyde 2,a, une fonction phosphatasique 4 (hydrolyse de 
l 'ac6tyl phosphate), une fonction estdrasique 5 (hydrolyse du p-nitroph4nylac6tate), 
une fonction NADH-X (r6f. 6) (hydratation du noyau nicotinamide du NAD+). Ces 
propri6tds ont en comnmn plusieurs caract6res7: en dehors de l 'activit6 phosphata- 
sique, elles exigent toutes la pr6sence de la cyst6ine active de la glyc6ralddhyde-3 
phosphate d6shydrogdnase 8 sous sa forme r6duite; ntis ~t part  l 'activit6 est6rasique, 
toutes font intervenir la liaison NAD + enzyme. 

KRIMSKY ET RACKER 2, /i la suite d'une hydrolyse de la glyc4rald~hyde-3-phos- 
phate d6shydrogdnase par l 'a-chymotrypsine, ont d6montr6 l'existence d'une fraction 
oxydant  le D-glycdraldfhyde mais incapable de le phosphoryler. 

Dans quelques autres cas d 'enzymes 5 fonctions multiples, il a 6t6 possible par 
prot4olyse de conserver sdlectivement une partie des activit4s enzymatiques; ainsi 
FITT ET FITT '~ ont 6tudi6 l'effet d 'une hydrolyse trypsique sur la polynueldotide phos- 
phorylase. Ils ont pu faire disparaitre le site de polym6risation de la cytidine diphos- 
phate tout en conservant celui de l'ad6nosine diphosphate. 

Etant  donn6 ces r6sultats, il nous a sembl6 intdressant d'6tudier de fagon plus 
syst6matique le m6canisme de la protdolyse chymotrypsique de la glyc6ralddhyde-3- 
phosphate ddshydrogfnase et de d6terminer parmi les diff6rentes fonctions cataly- 
tiques celles qui n6cessitent la pr6sence du site de la phosphorylation et celles qui sont 
li6es au site de l 'oxydation. 

MATERIEL ET METHODES 

M a t d r i d  

La glyc4rald6hyde-3-phosphate d6shydro@nase a 6t6 pr@ar6e ~ partir  de 
muscle squelettique de lapin selon la m&hode de CORI, SLEIN ET CORI10; l 'a-chymo - 
trypsine (EC 3.4-4.5) a 6t6 fournie par les Laboratoires Choay (Lot 521) ou Worthington 
(3 × cristallis6e, Lot CDI 61 378), la s6rum albumine bovine par Pentex, le NAD + et 
le NADH par Pabst  (Lot 226I), la pepsine (EC 3.4.4.1) (2 x cristallis6e T R L  7 E D) et 
l 'ac6tyl phosphate (Lot ACP 65 A) par Worthington, la D-i-glyc6rald6hyde (Lot 
49 81o) par Fluka, le diisopropylfluorophosphate (DFP) (Lot 4oi7) par K et K Lab. 
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Inc., l'acide 5,5'-dithio-bis-(2-nitro benzoique) (DTNB) (Lot 21 820) et le 2-mercapto- 
6thanol par Aldrich Chem. Corp., le p-nitroph6nylac6tate (Lot 3IB-I65O), le N- 
acdtyl-L-tyrosine 6thyl ester (ATEE) (Lot lO5 B-o37 o) et le fructose 1,6-diphosphate 
(Lot 54 B 7141) par Sigma, l 'a-monothioglyc6rol par Serlabo, la tri6thanol amine et 
le tris (hydroxym6thyl) amino m6thane par Merck. L'aldolase (fructose-I,6-diphos- 
phate D-glyc6rald6hyde-3-phosphate-lyase, EC 4.1.2.13) a dt6 prdpar~e selon la m6- 
thode de TAYLOR, GREEN ET COR111. Le glyc6rald6hyde 3-phosphate a ~t6 prdpard 
suivant la m6thode de BEISENHERZ et al. 1~. Le S6phadex G-Ioo a 6t6 fourni par Phar- 
macia (Lot TO 5967). Tousles  tampons ont ~t6 pr6par6s avec de l 'eau d~sionisde et 
distilMe sous quartz, en pr6sence d 'EDTA o.ooi M. 

M dthodes analytiques 
Les concentrations en prot6ines ont 6td ddtermin6es par la mdthode de LOWRY 13 

avec un spectrophotom~tre Zeiss PMQ-2 ~ 660 in# ou sur la base de E ~8omv, IO (r6f. 14). 
Le dosage des groupements sulfllydriles a dt6 fait selon la m6thode d'ELLMAN 15 

modifi6e par BUTTERWORTH, BAUM ET PORTER TM. Le DTNB a dtd dissous dans un 
tampon Tris 0.05 M (pH 7.9), la lecture faite ~ 412 m#. 

Les groupements NH2 ont dt6 doses selon la m6thode de MOORE ET STEIN 17, les 
peptides solubles dans l'acide perchlorique 3 % par la mesure de l 'absorption ~ 28o m# 
dans le surnageant. 

Les spectres de flluorescence ont 6t6 r6alis~s avec un spectrofluorim~tre Aminco- 
Bowman (ModUle 162o-847 ). Les ultracentrifugations ont 6t6 faites dans une ultra- 
centrifugeuse Spinco ModUle E; la vitesse de rotation 6tait de 67 770 r6v./min et la 
temperature de 20°; les valeurs des coefficients de s6dimentation ont 6t6 exprim6s en 
s°20,w. Les gradients de s~dimentation entre 5 et 20% de saccharose ont 6t6 r6alisds 
dans une ultracentrifugeuse Spinco L2-65 B avec un rotor S.W. 39 a une vitesse de 
36 ooo r6v./min pendant 13 h ~ 4 °. 

Essais enzymatiques 
Les activit6s ars6nolytique, oxydante et l 'activation de l 'oxydation par Pl ont 

dr6 ddtermin6es selon le processus d6crit par KRIMSKY ET RACKER 2. 
On d~finit l 'activit6 ars6nolytique par la variation de l 'absorbance ~ 34 ° m/, 

entre 15 et 45 sec apr~s le d6but de l'essai enzymatique, r6alis6 en pr6sence d'ars6niate 
comme accepteur d'acyle. 

L'activit6 oxydante a 6t~ suivie, en pr6sence de thioglyc6rol comme accepteur 
d'acyle, par la variation de l 'absorbance ~ 34 ° m# en 5 min avec un spectrophotom~tre 
L6r+s DMS 200 enregistreur; l 'activit6 phosphorylante a 6t6 d~finie par l 'activation 
de la r~action lorsqu'on op~re en presence de Pt. 

Les autres activit6s ont 6t6 d6termin6es selon les modalit6s suivantes: (a) la 
formation de NADH-X par la diminution de l 'absorbance ~ 340 m/~ dans un tampon 
pyrophosphate (pH 7.0), selon HILVERS, WEENEN ET VAN DAM s, (b) l 'activit6 est6ra- 
sique dans un tampon tri6thanol amine o.o5 M-EDTA o.ooI M (pH 7.9), par la lib6- 
ration de paranitroph6nol ~ 400 m# (r6f. 5), (c) l 'activit6 phosphatasique 4 en dosant 
la liaison ester de l 'acdtylphosphate par la m6thode des hydroxamates TM. 

Protdolyse 
La glyc6rald6hyde-3-phosphate ddshydrogfnase cristallis6e 3-4 fois dans une 

Biochim. Biophys. Acta, 167 (1968) 511-524 



514 B. CANTAU, C. BRUNEL, j .  PUDLES 

solution de (NH4)eSO~ a 6t6 centrifugde k 20 ooo x g avec une centrifugeuse Sorvall 
R.C. 2B. Le culot dissous dans un tampon tri6thanol amine ou Tris o.o5 M E D T A  
o.ooi M (pH 7.9) a 6t6 dialys6 contre le t ampon pour 61iminer le (NH4)2SO 4. Le NAD 
li4 ~ l ' enzyme a 4t6 retenu sur une colonne de charbon actif  au. Au eours de ce t ra i tement  
le rappor t  d 'absorpt ion 280 m#/26o nv~ est pass6 de I.O8 fl 1.88 en moyenne ; la concen- 
t rat ion en prot6ines a 6t6 d6termin6e en utilisant les coefficients d 'ext inet ion molaire 
donn6es par  F o x  ET DAXDLIKER ~9. 

La protfolyse a 6t6 faite 5~ 3 o~ dans le t ampon  utilis6 pour dissoudre l 'enzyme;  
la concentra t ion finale de l ' enzyme 6tait d 'environ 15 mg/ml. Des essais pr61iminaires 
de prot6olyse par  la chymotryps ine  nous ont anaen6s ~ choisir une quanti t6 de 4 o/~g 
d ' enzyme prot6olyt ique par mg de glyc6raldfhyde-3-phosphate  ddshydrogdnase, cc 
qui a permis d 'obteni r  une r fac t ion d 'hydrolyse  rapide et s61eetive. On a prdlev6 
diff4rents intervalles de temps des parties aliquotes de o.I ml de glycdrald4hyde-3- 
phosphate  d6shydrog6nase, qui ont 6t6 amen4es a 2 ml final avec du tampon tridthanol 
amine o.o 5 M - E D T A  o.ooI M (pH 7.9). L 'hydro lyse  a 6t6 bloqu6e par 25/A de D F P  
o.oi 4 M ; l 'activit6 r6siduelle de la chymotryps ine  apr6s l 'action du D F P  a 6t6 con- 
tr616e par le test  d 'hydrolyse  de I ' A T E E  selon SCHWERT ET TAKENAKA 2°. 

Sur ces aliquots ont  6t6 dosfs les peptides solubles dans l 'acide perchlorique 3%, 
les groupements  sulfhydriles et amin6s libres. On a suivi 6galement les activitds 
arsdnolytique, oxydante ,  phosphorylante ,  estdrasique, phosphatasique et N A D H - X .  

Sdparation des fractions du protdolysat sur colomw 
La solution d ' enzyme protdolys6, contenant  6o 7 o mg de glyc6rald6hyde-3- 

phosphate  d6shydrog6nase 5~ 15 mg/ml, a 6t6 stabilis6e par du NAD + 0.8 mM et la 
r6action d 'hydrolyse  stopp6e par IOO/zl de D F P  5 O.Ol 4 M ; elle a 6t6 ensuite plac6e sur 
une eolonne de Sephadex G- ioo  6quilibr6e avec un t ampon  tri6thanol amine o.o5 M 
E D T A  o.ooi M--NaC1 o.I M-NAD t 0.8 mM (pH 7.9). Le poids mol6culaire des consti- 
tuants  a 6t6 d6termin6 selon la m6thode de WITHAKER 21 sur une colonne de S@hadex  
6quilibrde comme pr6c6demment;  l'61ution des prot6ines a 6.t6 suivie avec un en- 
registreur L.K.B. 

RESULTATS 

A ctivitd arsduolytique 
La vitesse d 'oxyda t ion  du glyc6rald6hyde 3-phosphate,  en pr6sence d 'arsdniate 

comme aecepteur d'acyle,  par  la glyc4rald6hyde-3-phosphate d6shydrog6nase, diminue 
rapidement  au cours de la prot6olyse jusqu'5~ une valeur 6gale "~ 35°/~ de l 'activit6 
initiale; puis la variat ion d6erolt en fonetion du temps (Fig. I). D'apr6s l 'expression 
log Ao/A ten fonetion du temps, off A 0 est l 'aetivit6 initiale et At l 'aetivit6 au temps t, 
on d6termine les constantes  de vitesse de la disparit ion de l 'activit6 en fonction du 
temps de prot6olyse: Entre  IOO et 35% d'act ivi t6 ars6nolytique K1 2.93 rain ~, 
au-dessous de 35% K 2 -- 1.29 rain -1. 

Activitds oxydante et phosphorvlanle 
(Fig. i). L 'oxyda t ion  du glyc6rald6hyde en pr6sence de thioglyc6rol comme 

aecepteur  d 'acyle  permet  d '6tudier  isol6ment l 'aetivit6 oxydante  de la glyc6rald6hyde- 
3-phosphate  d6shydrog6nase ; dans la premihre 4tape de la prot6olyse, elle reste stable 
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Fig. I. Variat ion des activit~s oxydante ,  phosphorylante ,  arsdnolytique et est~rasique pendan t  la 
protdolyse. Le test  oxydarl t  a lieu dans un  t am pon  tr i6thanol amine 0.05 M - E D T A  o.ooi M 
(pH 7.9) contenant  NAD+ 1.38. lO -2 M, D,L-glycdrald~hyde 2. 5 • io  -2 M, thioglycdrol 6. IO -4 M, 
glycdrald6hyde-3-phosphate d6shydrog6nase I . I  mg/ml  (O---Q); l 'activitd phosphory lan te  est 
testde dans les mSmes conditions en pr6sence de Pi io-~ M ( × -  × ). L'activit6 arsdnolytique est 
testde dans un t ampon  tri~thanol amine 0.05 M - E D T A  o.ooi M (pH 8.6) contenant  NAD + 
0.46. io -* M, glycdralddhyde-3-p o.o93" io-~ M, glyc6ralddhyde-3-phosphate d6shydrogdnase 
I #g/ml,  ars6niate 0. 4- io-* M ( Q - - © ) .  L'activit6 est6rasique a lieu dans un t a m p o n  tr idthanol 
amine 0.05 M - E D T A  o.ooi M (pH 7-9) contenant  glyc~rald6hyde-3-phosphate d6shydrogdnase 
0.334 mg/ml,  p-ni trophdnylac6tate  io -a M ( a - - A ) .  

et sa constante de vitesse de disparition est de K 1 = o.14 min-1; puis ~ partir de 35% 
d'activit6 ars6nolytique elle passe ~ une valeur K 2 = 0.92 min-k  

La cin6tique de disparition de l'activit~ phosphorylante est la mSme que celle 
de l'activit6 ars6nolytique. 

A ctivitd phosphatasique 
L'hydrolyse de l'ac6tylphosphate est catalys6e par la glyc6rald6hyde-3-phos- 

phate d6shydr0g6nase; le Tableau I montre la variation de l'activit6 phosphatasique 
au cours de la prot6olyse ; elle suit la cin6tique de l'activit6 oxydante.  

A ctivitd NA DH-X 
HILVERS, W E E N E N  ET VAN DAM 6 ont montr~ qu'en presence d'un anion tel que 

le phosphate, le citrate ou le pyrophosphate une mol6cule d'eau se fixe sur la double 

T A B L E A U  I 

VARIATION DE L'ACTIVIT~ PHOSPHATASIQUE EN FONCTION DU DEGR~ DE PROT~OLYSE 

Activitd Activitd Acdtylphosphate Activitd 
phosphorylante oxydante hydrolysd phosphatasique 
(%) (%) (~g) (%) 

IOO IOO i 7 IOO 
38 60 I I 64.7 
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Fig .  2. S p e c t r e s  m o n t r a n t  la f o r m a t i o n  de  N A I ) H - X  a v a n t  (a) e t  ap r6s  p r o t ~ o l y s c  (b) (r9°.o 
d ' a c t i v i t 4  p h o s p h o r y l a n t e  e t  5o°."o d ' a c t i v i t 6  o x y d a n t e  rdsiduelles). Les  i n c u b a t i o n s  o n t  l ieu  5. 25 ° 
d a n s  u n  t a m p o n  p y r o p h o s p h a t e  o.o5 M - E D T A  o .oo i  M (pH  7.o) c o n t e n a n t  g l y c 6 r a l d 4 h y d e - 3 -  
p h o s p h a t e  d 6 s h y d r o g 6 n a s e  1.o 5 m g / m l ,  N A D  + 1.43 ' IO -6 M, ac6ty lphosphate  5.4' Io-a M, N A D H  
1 3 . 6 5 . 1 o  -5 M. On  fa i r  u n  s p e c t r e  e n t r e  3oo e t  39o mff t o u t e s  les 25 min:  0 )  o - ra in  i n c u b a t i o n ,  
(2) 25 m i n  i n c u b a t i o n ,  (3) 5 ° r a in  i n c u b a t i o n ,  (4) 75 m i n  i n c u b a t i o n .  Le  s p e c t r e  de  N A D H  f a i t  
d a n s  les m6mes  condi t ions  reste c o n s t a n t  p e n d a n t  la durde  de  l 'expdrience. 

liaison 5 6 du noyau nicotinamide r6duit du coenzyme;  la bande d'absorption carac- 
t4ristique du N A D H  se trouve d6plac6e de 34 ° mff ~ 29o m# ; on suit la formation de ce 
compos6, nomm~ N A D H - X ,  par la diminution de l'absorbance/~ 34 ° m#  ou par son 

augmentation ~ 29o raft. 
La Fig. 2 montre la variation de l'activit6 N A D H - X  en fonction du degr6 de la 

prot6olyse; elle varie comme l'oxydation. Alors que l'activit6 phosphorylante est 
19% de sa valeur initiale, l 'oxydation r6siduelle est de 5o% et l'activit6 N A D H - X  

r6siduelle de 6 1 . 6 ° ~ .  

Dosage des groupements sulJhydriles 
Le nombre de groupements sulflaydriles dos6s en 3 rain par le D T N B  augmente 

dhs le d6but de la digestion chymotrypsique;  en prenant comme r6f6rence un poids 

T A B L E A U  11 

V A R I A T I O N  D E S  A C T I V I T t £ " S  O X Y D A N T E  E T  P H O S P H O R Y L A N T E  C O M P A R ~ ; E  A U  N O M B R E  l i e  N ' } ' I  2 IAV, R E S  

ET SH DOSES 

Activih~ 4ctivi#! SH (mltM/mg N H  2 libres 
pho@horylante oxydante de glycdralde- (l~M/mg) 
(%) (%) hyde-3-phos- 

phate d~shydro- 
gdnase doses 
en 3 rain) 

100 I ,.)o 26.0 0.700 
5 ¢) '44.5 33 .8 l. I 2o 
17 66 40.4 t .4()o 
0 53 38 t 'S t °  
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mol6culaire de 14o ooo (r4f. 22), on dose 3.6 4quiv de SH avant la prot4olyse et 5.7 
4quiv pour une activit4 oxydante r4siduelle de 66% (Tableau II). 

Dosage des groupements aminds libres 
(Fig. 3)- Le nombre de NHz libres augmente parall61ement ~t la diminution de 

l'activit4 phosphorylante; les deux vitesses de lib4ration de NH~ correspondent ~t la 
d4croissance d'abord rapide puis lente de l'activit4 phosphorylante. 

Dosage des peptides solubles clans HCIO~ 
(Fig. 3). Les peptides solubles dans HC10, 3% ne sont pas lib4r4s d~s le d4but 

de la prot4olyse; lorsqu'ils commencent ~t apparaitre, l 'oxydation n'a pas vari6, mais 
l'activit4 phosphorylante r4siduelle est tomb4e de 30%. 

U ltr acentri f ug ation 
L'ultracentrifugation (Fig. 4) met en 4vidence deux pics, pour ]esquels les 

coefficients de s4dimentation sont respectivement 6.60 S e t  4.40 S. KRIMSKY ET 

~ o  
I I I I I 
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Fig. 3. Dosage des NH 2 libres et de peptides solubles dans HC10 4 3% pendant la prot4olyse. 
× - -  ×,  activit4 oxydante ; © - - © ,  activit4 phosphorylante; []--IN, peptides solubles; ~ - - ~ ,  
NH~ libres. 

Fig. 4. Ultracentrifugation de la glyc4rald4hyde-3-phosphatc d4shydrog4nase native (a) ct pro- 
t4olys4e (b), tampon tri4thanol amine o.o5 M-EDTA o.ooi M-NAD+ 0.8 mM (pH 7.9). a montre 
le d4placement de l 'enzyme natif; b repr4sente l 'ultracentrifugation d'un enzyme prot4olys4 
jusqu'k 22% d'activit4 phosphorylante et 78% d'activit4 oxydante r4siduelles. (Photos prises 
apr~s 38 min k 67 77 ° r4v./min.) 

RACKER ~ avaient d4j~ mis en 4vidence par gradient de s~dimentation la formation d'une 
fraction de 4.83 S pendant l 'hydrolyse par la chymotrypsine. Le s%0, w de la glyc4ral- 
d4hyde-3-phosphate d4shydrog4nase native est de 7.1. 

Gradient en saccharose 
Un gradient de s4dimentation entre 5 et 20% de saccharose permet de s4parer 

une fraction oxydante et une fraction qui ales activit4s enzymatiques et ]e d4placement 
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Fig. 5. Gradient  de s~dimentation. La glycdrald6hyde-3-phosphate d6shydrog6nase a 6t6 prot~o- 
lys6e jusqu 'k  3o% d'activit6 phosphory lan te  et 7o% d'activit6 oxydante  r6siduelles. Le gradient  
entre 5 et 2o% de saccharose a lieu darts un t a m p o n  tr idthanol amine o.o 5 M EDTA o.ooi M-  
NAD + o.8 mM (pH 7-9) -C~ C, A; × - × ,  activit6 ars~nolytique; /~ - A ,  activit~ oxydantc.  

de la glyc6rald6hyde-3-phosphate dfshydrogdnase native (Fig. 5). Un essai de gradient 
pr@arat i f  n 'a  pas permis de s@arer suffisamment ces deux fractions pour pouvoir les 
6tudier s@ar6ment. 

Chromatographie sur colonne de S@hadex G-zoo 
Fig. 6 montre la s@aration de trois constituants de haut poids mol&ulaire sur 

une colonne de S6phadex G-Ioo, apr~s protfiolyse. Le d@lacement chromatographique 
du Pic A est identique ~ celui de l 'enzyme natif; le poids mol&ulaire apparent du 
Pic B e s t  compris entre 60 ooo et 7 ° ooo comme le montre Fig. 7- On identifie le Pic C 

la chymotrypsine, par son d@laeement chromatographique. I1 ne poss6de plus 
d'activit6 hydrolytique ~ l%gard de I 'ATEE. Le Pic D qui repr6sente les peptides de 
petit poids mol6culaire, n 'a  pas dt6 analysd. 

Propridtds enzymatiques du Pic A 
Les propridtds enzymatiques du Pic A ont fit6 compardes ~ celles d'une glyc6ral- 

d6hyde-3-phosphate deshydrog6nase passde sur colonne de S@hadex G-ioo dans les 
mfimes conditions d'61ution. I1 a la mfime activit6 sp&ifique que l 'enzyme natif  (Fig. 8), 
et par rapport/~ la quantit6 de protdines d@os6es sur la colonne, le pourcentage d'acti- 
vitd arsfinolytique rdsiduelle est 6gal au pourcentage du Pic A en prot6ines. Le NADH 
inhibe la r6action d'ars6nolyse de la m~me fa~on que dans l 'enzyme natif  ~3. Ce pic, 
quali tativement et quanti tat ivement,  poss~de toutes les propridtds de la glyc~ral- 
d6hyde-3-phosphate deshydrogdnase native. 

Propridtds enzymatiques du Pic B 
Le Pic B a perdu la presque totalit6 des activit6s ars6nolytique et phosphory- 

lante; mais il a conserv~ une activit6 oxydante de l 'ordre de 3o-35 % de celle de Fen- 
zyme natif  (Fig. 8). Pour le Pic B, la vitesse de la r6action d 'oxydation est constante 
pendant route la dur6e du test enzymatique; dans le cas de l 'enzyme natif  au contraire, 
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Fig. 6. Sdparation des fractions issues de la glycdralddhyde-3-phosphate ddshydrogdnase pendant  
la protdolyse, sur colonne de S6phadex G-Ioo. Les conditions de la protdolyse sont les mSmes que 
dans Fig. 5. 0 - - -0 ,  A,80 ms; O - - O ,  activitd arsdnolytique; x - - x ,  activitd oxydante;  ~ - - A ,  
activit6 est~rasique. (p-NPA, p-nitrophdnylacdtate).  (a) reprdsente le profil d'61ution de la colonne 
suivi & 28~ raft. (b) reprdsente les activitds enzymatiques testdes au cours de la chromatographic, 
exprim~es en unitds totales par  ml pr6sentes dans chaque fraction. 

t 

I 

5" I pic'~A GPOH notive 

1.2 1.4 1.6 1.8 2,0 2.2 - -  V/Vo - -~  - 

Fig. 7. D6termination du poids moldculaire des Pics A et B sur colonne de S6phadex G-ioo. 
(GPDH, glyc~ralddhyde-3-phosphate d6shydrogdnase) O, protdines tdmoins; O, Pic A; x ,  Pic B. 
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A et B isolds sur colonne. (a) reprdscnte l'activitd arsdno- 
lytique du Pic B e t  de l 'enzyme natif: • -, ars6nolyse Pic B; (5 ~5, enzyme natif. Cortditions 
des tests: cf. Fig. 1. (b) montre l 'activitd oxydante en absence et en prdsence de Pi de l 'enzyme 
natif, du Pie A e t  du Pic B. Q- -Q,  oxydation E natif; > x ,  Pic A; - -, l)ic B. ()xydation 
err prdsence de Pi: ~/~--A, ls" natif; O -4" ,, l)ic A; [-: - r:l, I >ic B. On utilise loo yg d'enzyme/ml 
de test oxydant. 

on obse rve  une  v i tesse  in i t i a le  tr~s rap ide ,  puis  une  seconde  4 tape  au  cours  de laque t le  

la v i t esse  de r6ac t ion  est  l en t e ;  la d6sacy la t i on  du  c o m p l e x e  t e rna i r e  est  l ' ~ t ape  l imi-  

t a n t e  de la r f a c t i o n .  

Le pic o x y d a n t  a f iga lement  conserv6  une  ac t iv i t~  es t f i ras ique d o n t  la v a l e u r  

pa r  m g  de p ro t6 ines  est  plus 6lev6e que  celle du  Pic  A ; il n ' h y d r o l y s e  pas  I ' A T E E ,  s<)n 

ac t iv i t6  ne  p e u t  ~tre a t t r i b u 6 e  5, la pr6sence  de c h y m o t r y p s i n e .  

Stabilitd des Pies  A el 13 
L o r s q u e  la co lonne  est  61u~e pa r  un t a m p o n  sans NAI)~ ,  le Pic  A ne subi t  a u c u n e  

d 4 n a t u r a t i o n ;  il conse rve  la m 6 m e  ac t iv i t6  sp4cif ique que  l ' e n z y m e  n a t i f ;  le r a p p o r t  

28o m # / 2 6 o  m/z var ie  en t r e  I . iO et  1.2o, ce qu i  m o n t r e  q u ' i l  a t o u j o u r s  une  for te  affinitd 

pour  son c o e n z y m e .  Le Pic  B au con t r a i r e  r e t i e n t  peu  le N A D  + pu i sque  le r a p p o r t  

28o m y / 2 6 o  m/z est  de 1.45 ; le p o u r c e n t a g e  de  Pic  B & la sor t ie  de la  co lonne ,  est beau-  
coup  plus  fa ible  que  si l '~ lu t ion  a 6t6 fa i te  avec  un  t a m p o n  c o n t e n a n t  N A D  + o.8 raM. 

Le P ic  A plac6 5 4 ° p e n d a n t  7 J ours  dans  son t a m p o n  d '61ut ion en pr6sence de 
N A D  + o.8 m M  conse rve  t o u t e  son ac t iv i t6  e n z y m a t i q u e ;  le P ic  B dans  les m~mes  

c o n d i t i o n s  la pe rd  e n t i + r e m e n t  en  3 j ours.  
L a  F r a c t i o n  B p e r d  t o t a l e m e n t  son ac t iv i t4  apr&s une  d ia lyse  con t r e  un t a m p o n  

Tr is  ou t r i 6 thano l  a m i n e  (pH 7.9) ou ~t la su i te  d ' u n e  p r~c ip i t a t ion  pa r  le (NHa)2SO4. 
Au  con t ra i re ,  elle la conse rve  t o t a l e m e n t  au  cours  d ' u n e  c o n c e n t r a t i o n  pa r  d ia lyse  
c o n t r e  le saccharose  de I 2 h, mais  n ' e s t  pas  stabil isde,  ca r  son ac t iv i t6  ddcroi t  pa r  la 
sui te /~  la mfime v i tesse  que  lo r squ 'e l l e  se t r o u v e  dans  son t a m p o n  d '~ lu t ion .  

L a  r e c h r o m a t o g r a p h i e  du  Pie  A sur  S @ h a d e x  G - I o o  n ' in f lue  ni sur  son ac t iv i t6 ,  
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ni sur son d6placement qui sont toujours ceux de la glyc@rald6hyde-3-phosphate d@s- 
hydrogdnase native. Le Pic B au contraire est compl~tement ddnatur6 au cours d'une 
rechromatographie. 

Dosage des groupements sulfhydriles sur les Pics A et B 
Dans l 'enzyme natif, on dose en 3 rain 3.2 dquiv de SH par mole de glyc6ral- 

d6hyde-3-phosphate d@shydrog6nase, on en dose lO. 4 dans le Pic A. Dans le Pic B, 
on dose 8 6quiv de SH par mole d'enzyme modifi@ en 3 rain en prenant comme r6f@rence 
un poids mol@ulaire de 70 ooo. 

Spectre de fluorescence du Pic B 
Pour une excitation & 29o m# la bande de fluorescence du Pic B caract6ristique 

du tryptopbane se trouve ddplacde de 15 m# vers les grandes longueurs d'onde (Fig. 9)" 

9O 

-,,a. 7C 

sc 

a0[ 

F o o  

i 
250 300 350 400 450 500 - -  m ~  

Fig. 9. Spectre de fluorescence caractdristique du tryptophane dans le Pic B ( 0 - - 0 )  et darts 
l 'enzyme natif (O---O). L'excitation est faite k 29 ° m/z, la concentration en glycdralddhyde-3- 
phosphate ddshydrog@nase est de 8. 5/~g/ml. L'enzyme est plac6 dans un tampon tri@thanol amine 
0.05 M-EDTA o.ooi M (pH 7.9). 

Ce d6placement indique une exposition des r@sidus tryptophanes beaucoup plus grande 
que dans l 'enzyme natif. On observe aussi un tel d@placement au cours de la prot~olyse 
de la glyc@rald@hyde-3-phosphate d@shydrog@nase. 

DISCUSSION 

Ces r6sultats mettent  en @vidence la formation d'une fraction oxydante pendant 
la prot@olyse de la glyc6rald@hyde-3-phosphate d6shydrog6nase, comme l'avaient d6j& 
montr6 KRIMSKY ET RACKER 2. Son poids mol@culaire est compfis entre 60 ooo et 
70 ooo; le nombre de SH par mole de glyc@rald@hyde-3-phosphate d@shydrog6nase 
modifi~e est compris entre 8 et 9 ; elle a peu d'affinit@ pour le NAD+; ses r6sidus trypto- 
phanes sont beaucoup plus expos@s que ceux de la glyc@ald6hyde-3-phosphate d6s- 
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hydrogfnase native. Ceci laisse pr6voir qu'il s'est produit une modification de la con- 
formation de l 'enzyme pendant la prot6olyse. 

L'activit6 oxydante de cette fraction n'est plus augment~e en pr6sence de P i; 
sa vitesse de r~action est constante; la d~sacylation de l 'enzyme n'est  pas un facteur 
limitant, tandis que dans le cas de la glyc~rald6hyde-3-phosphate d6shydrogdnase 
native la vitesse de rdaction est limit6e par la d6sacylation; cela est sans doute dfi g 
la disparition de l'effet inhibiteur du NADH, ph6nom~ne d6jg observ~ dans le pro- 
t6olysat brut  par KRIMSKY ET RACKEI~ 2. 

I1 n 'a  pas 6t~ possible de mesurer l 'activitd est6rasique de la fraction oxydante en 
absence de NAD+ du fait de son instabilit6. Toutefois, le Pic B, qui a conservd seule- 
ment 3o-35 °/'o d'activit6 oxydante r6siduelle poss+de une activit6 estfirasique par mg 
de prot~ines 2 fois plus importante  que celle du Pic A, lorsque l'essai enzymatique a 
lieu en pr6sence de NAD+; peut-~tre est-elle moins sensible aux modifications de con- 
formation intervenues pendant la prot6olyse de la glyc6rald~hyde-3-phosphate d6s- 
hydrog6nase que l 'activit6 oxydante.  Mais il est plus vraisemblable de penser que la 
fraction oxydante n'est plus inhib6e par la pr6sence de NAD ~ parceque son affinit(~ 
pour le coenzyme est tr~s faible ; l 'activit6 est~rasique de l 'enzyme natif dans les m~mes 
conditions d'exp6riences est inhib6e par le NAD+. MATHEW, MERIWETHEI( gT PARK 2'5 
avaient interprft6 cette inhibition par un encombrement st6rique rendant plus difficile 
l 'approche du site actif par le substrat. 

L'activit6 phosphatasique et la formation de NADH-X n'ont  pas dt6 suivies 
dans la fraction oxydante,  parceque le premier essai exige de fortes concentrations 
d'enzyme, et que l 'autre ne peut avoir lieu en pr6sence de NAD + o.8 raM. 

La chute de l'aetivit6 phosphatasique pendant la prot6olyse de la glyc6raldd- 
hyde-3-phosphate d6shydrog6nase suit la m~me cin~tique que la diminution de 
l 'activit6 oxydante.  

OLSON ET PARK 24, puis MATHEW, MERIWETHER ET PARK %, ont 6tudi~ les acti- 
vit6s hydrolytiques (est6rasique et phosphatasique) de l 'enzyme natif; ils ont 6t6 
conduits A faire l 'hypoth6se que ces activit6s utilisent le m~me site clue l 'oxydation. 
Nos rfisultats sont en plein accord avec leurs donn6es en particulier en ce qui concerne 
l 'hydrolyse du p-nitroph6nylacftate qui a toniours lieu dans la fraction oxydante. 

L'aetivit~ NADH-X qui persiste 6galement dans le prot~olysat brut  a d6j~t fit6 
6tudi6e sur la glyc6raldfhyde-3-phosphate dfshydrog6nase native par HILVE~S, 
WEENEN ET VAN DAM~; ils font intervenir clans le m6canisme de r6action qu'ils pro- 
posent un site capable de fixer Pi. On aurait pu s 'at tendre dans ces conditions ~ w)ir 
l 'activitd NADH-X suivre la cin6tique de l 'aetivit6 phosphorylante, or elle suit celle 
de l 'activit6 oxydante.  I1 se peut que le site de fixation de Pi sur la glycdrald~hyde-3- 
phosphate d~shydrog6nase modifife soit touiours prfsent mais ne puisse iouer son 
rSle de site de transfert de Pi sur le substrat  ~t cause des modifications dans la confor- 
mation de la protdine. 

En conclusion, l'int6rfit essentiel de l 'hydrolyse de la glye6rald~hyde-3-phos- 
phate d6shydrog~nase par la chymotrypsine est sa s61ectivit~ qui permet de sfparer 
en deux groupes ses fonetions catalytiques ; les propri~tfs phosphorylante et arsfnoly- 
tique disparaissent rapidement, les autres propri6t6s en revanche sont beaucoup plus 
stables. Cela d6montre que les sites aetifs des fonctions hydrolytiques et NADH-X de 
la glycfraldfhyde-3-phosphate d6shydrogfnase doivent ~tre proches ou se situer sur 
le centre actif de l 'activit6 oxydante 
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Nous 6tudions actuellement diff6rentes m~thodes permettant d'obtenir la 
fraction oxydante en plus grandes quantit6s, de fa~on A d6terminer ses constantes 
cin6tiques et sa structure chimique. 
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RI~SUMI~ 

Une prot6olyse m6nag6e de la glyc6rald6hyde-3:phosphate d~shydrog6nase de 
muscle de lapin (D-glyc6rald6hyde-3-phosphate: NAD + oxydor6ductase (phosphory- 
lante) EC 1.2.1.12) par l 'a-chymotrypsine (EC 3.4.4.5) provoque une perte pr~f6ren- 
tielle de ses activit6s phosphorylante et ars6nolytique. Mais l'activit6 oxydante per- 
siste. En plus de ses propri6t6s d6shydrog6nases, l 'enzyme natif  poss+de de nombreuses 
autres fonctions catalytiques telles que les activit~s phosphatase et est6rolytique ainsi 
que la formation de NADH-X. 

Au cours de ce travail, nous avons observ6 que pendant la disparition des 
activit6s phosphorylante et ars~nolytique, les propri6t6s est6rasique, phosphatase et 
NADH-X sont beaucoup plus stables et se maintiennent au m~me niveau que l 'oxy- 
dation. 

Nous avons pu s6parer deux pics actifs en passant l 'enzyme prot6olys6 sur une 
colonne de S6phadex G-Ioo. Le Pic A poss~dait les m~mes propri6t6s chromatogra- 
phiques et enzymatiques que l 'enzyme natif. Le Pic B a conserv6 les activit~s oxy- 
dantes et est6rasiques, mais a perdu les activit6s ars6nolytiques et phosphorylantes. 
Le volume d'~lution a permis de ddterminer pour ce pic un poids moMculaire de 
60 ooo ~ 7 ° ooo. 

Le spectre de fluorescence de la Fraction B poss~de un maximum ~ 350 m/~ 
pour une excitation A 290 m#, ce qui repr6sente un ddplacement du maximum de 
15 m/~ vers le visible vis-a-vis de l 'enzyme natif. 

L'activit6 du Pic B 4tait beaucoup plus stable en prdsence de NAD + en forte 
concentration qu'en absence du coenzyme. L'activitd est4rasique n'6tait plus inhib4e 
par le NAD+; le NADH n'avait plus d'effet limitant sur la vitesse d'oxydation. 

Ces donn4es confirment les 6tudes cindtiques faites avec l 'enzyme natif qui 
localisaient les activit6s est6rasique et oxydante sur le m~me site. En outre nos r6sul- 
tats enzymatiques sur le protdolysat brut permettent de penser que l'activit6 phos- 
phatasique et la formation de NADH-X ont lieu pros ou sur le site des deux activit4s 
citdes pr6c6demment. 
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