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Purification de la phosphoglyc~rate kinase de cerveau de mouton 

La phosphoglyc6rate kinase (ATP :3-phospho-D-glyc6rate i-phosphotransf6- 
rase, EC 2.7.2.3) a fit6 purifi6e et cristallis~e pour la premiere lois par B~;'CHER 1/t part ir  
de la levure. Ensuite AXELROD ET BANDURSKI 2 l 'ont purifi6e partiellement des graines 
de pois. Celle du muscle de lapin l 'a 6t6 par BUBE et al. 3 tandis que celle des hdmaties 
humaines fut isol6e et cristallis6e par HASHIMOTO ET YOSHIKAWA 4. Peu apr~s GOSSE- 
LIN-REY 6 mit  en ~vidence les propri6t6s de cet enzyme apr6s l 'avoir isol6 des muscles 
de br6chet de poule. 

La phosphoglyc6rate kinase a dt6 consid6r6e comme un enzyme r6gulateur de 
la glycolyse 7. I1 nous a donc paru utile de la purifier ~ part ir  du cerveau de mouton, 
ce travail  ~ notre connaissance n 'ayant  pas 6t~ effectu6. Nous nous sommes inspir6s 
pour cette purification de proc6d6s combin6s de t ravaux ci-dessus 4-~. Les op6rations 
sont effectu~es ~ 2 °. Le cerveau est coup~ en d~s, puis homog~n~is~ avec un piston en 
T6flon, rotatif, dans un tampon contenant du pyrophosphate de sodium 4 ° mM et de 1' 
EDTA 5 mM (pH 7). Les particules et les membranes cellulaires sont centrifug6es 
IOO ooo × g avec le Rotor A.I47 sur centrifugeuse IEC Type B6o. Le surnageant est 
recueilli et soumis ~ des pr6cipitations successives de 20 rain au (NH4)2SO a soit 
5o%, 65%, 7o%, 90% de saturation. La s@aration des pr6cipit6s d 'avec les surga- 
geants est effectu6e ~ 25 ooo × g (Rotor I .E .C.A.I47 ). 

L'activit6 enzymatique est dos6e dans chaque surnageant et dans chaque pr6- 
cipit6 apr~s que ceux-ci aient 6t6 dialys~s contre du pyrophosphate de sodium i mM et 
del' EDTA I mM (pH 7). Le pr~cipit6 obtenu ~ 9 ° % de saturation et repris par la solution 
pr6c6dente est lyophilys6 apr~s dialyse sans qu'il  perde d'activit6 notable. I1 est 
repris par  2 ml de tampon de dialyse iuste avant  d'etre d6pos6 sur une r6sine de CM- 
cellulose pr6alablement ~quilibr6e avec ce m~me tampon, dans une colonne de type 
S6phadex (1. 7 cm × 30 cm). L'61ution est faite avec un tampon en gradient lin6aire 
de concentrations: I ~ 200 mM de pyrophosphate de sodium et I /t 4 mM d 'EDTA 
(pH 6.2). L'61uat correspondant A l'activit6 enzymatique est dialys6, lyophilys6 avant  
d'fitre d6pos6 sur une rdsine de DEAE-Sephadex A-5o, puis 61u6 avec le m~me 61uant 
et le m~me gradient de concentration que pour la chromatographie sur CM-cellulose, 
mais ~ pH 8. 

La m6thode de dosage de BtiCHER 1 est utilis6e, soit ~ 34 ° n m  et A 25°: NADH 
lO7. 5 #M, 3-phosphoglyc6rate 1. 5 mM, ATP de sodium neutralis6 o.15 raM, MgSO a 
0. 5 raM, tampon tri6thanolamine-HC1 37.5 mM (pH 7.4). La r~action est initide par 
5o #g de glyc6rald6hyde-3-phospbate d~shydrog6nase (EC 1.2.I.12) (Sigma) pr~alable- 
ment d6barassde de son (NH4)2SO 4 par centrifugation et reprise par du pyrophosphate 
de sodium 17 mM (pH 7.55) et duGSH 0.2 #M pour 0.5 mg d'enzyme. La vitesse initiale 
de la r6action est d6termin6e par la pente ~ l'origine. Les prot6ines sont dos6es par la 
m6thode de LOWRY et al. s. Une unit~ d'activit6 est d6finie comme i #mole de 3-phos- 
phoglyc6rate transform~e par ml de solution ~ doser et par rain. La purification est 
calcul~e ~ part ir  des prot6ines solubles du cytoplasme (surnageant o %) obtenues aprils 
centrifugation. L'activit6 maximale est obtenue au dernier stage de purification dans 
un petit pic de prot6ines inabsorb~es par le DEAE-S@hadex ~k pH 8 (Fig. i) soit 
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TABLEAU" I 

P U R I F I C A T I O N  D E  L A  P H O S P H O G L Y C ] ~ R A T E  

SHORT COMMUNICATIONS 

K I I q A S E  D E  C E R V E A U  D E  M O U T O N  

Satn. en (NH4)~SO a (%) 

Surnageant Ppt. 

Protdines 
(rag) 

Activitd Activitd Rapport 
(#moles de spdcifique de purifi- 

phospho- (unitds/ cation 
glycdrate mg de 
par ml par protdines) 
min) 
(unitds) 

Rendement 
(%) 

o i2oo*  6oo o. 5 i 
55 126 378 3 6 63 
65 i o o  5.0 11.8 

65 12 0.75 
7 ° 3 ° 270 9 18 45 

7 ° 66 0.25 
9o 4 3 

90 24 188 7 14 28 

Suite de la purification par deux chromatographies : 
CM-ce l lu lose  (pH 6.2) 0.84 13-8"* 16.5 33 

7-5 5 I '**  6.8 13.6 
D E A E - S e p h a d e x  A-5o o.18 58.5 **'§ 325 65 ° 

( pH  8) 0.69 I I7.3"**,§§ 17o 34 ° 

2.3 
8.5 
9.75 

18.6 

* P r o t 4 i n e s  du  s u r n a g e a n t  o b t e n u  ~ p a r t i r  d ' u n  c e r v e a u  de  m o u t o n .  
"* A c t i v i t 4  m a x i m a l e  en  s o m m e t  de  pic.  

*** A c t i v i t 6  t o t a l e  du  pic.  
§ F r a c t i o n  i o  (Fig.  i).  

§§ F r a c t i o n s  7 13- 

325 unit4s/mg de prot4ines (activit4 sp4cifique) avec un taux de purification de 65o 
(voir r4sultats g6n6raux, Tableau I). 

Cette activit4 sp4cifique serait sup4rieure fl celle de travaux pr4c4dents 4-6 et le 

0 .4  
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Fig .  I .  S 4 p a r a t i o n  de  ]a p h o s p h o g l y c 4 r a t e  k i n a s e  de c e r v e a u  de  m o u t o n  p a r  c h r o m a t o g r a p h i e  su r  
D E A E - S e p h a d e x  A-5o ~ p a r t i r  de  l '41uat  de  c h r o m a t o g r a p h i e  su r  CM-cel lu lose .  @ - - - - - - , ©  
a c t i v i t 4  sp4c i f ique ;  ~ O ,  p r o t 4 i n e s ;  • - - - • ,  u n i t 6 s  d ' a c t i v i t 4 .  
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degr6 de purification serait identiqueS, 6 ou tr~s supfirieur 4 5. ceux qui ont d6j5. dt6 
obtenus. La phosphoglyc6rate kinase de cerveau de mouton se comporte de la m6me 
manifire que celle des muscles du br~chet de poule quant 5. sa prdcipitation par le 
(NH4)~SO 4. D'autre  part,  elle pr~sente des propri6t6s identiques 5. celles de la phospho- 
glyc6rate kinase d'h6maties humaines 4. Adsorb6e par le CM-cellulose au niveau initial 
du second pic de prot6ines (contenant notamment  de l'h6moglobine), elle est inad- 
sorbde par le DEAE-Sephadex. Cette r6sine a donc la propri6t6 de la s@arer de pro- 
t~ines, dont celles contenant l'h6moglobine. 

La puret~ de la phosphoglyc~rate kinase a ~t~ 6valu~e par electrophor~se sur 
gel de polyacrylamide ° 5. pH 4.5 et 8.6. Une bande majeure et quatre bandes tr~s 
mineures montrent  que la prot6ine enzymatique n'est  pas absolument pure et est 
accompagnde de traces d'enzymesS, s. Sa faible migration 5. pH 4-5 et son absence de 
migration 5. pH 8.6 d'une part,  son adsorption sur CM-cellulose ~t pH 6.2 et son inad- 
sorption 5. pH 8 sur DEAE-Sephadex d 'autre  part,  laissent penser que cette prot6ine 
est basique. La forte saturation en (NHa)2SO 4 (9o%) n6cessaire 5. sa pr6cipitation la 
classe comme une prot6ine polaire. 

Laboratoire de Chimie des Protdines, Facultd de Mddecine, 
Sherbrooke, Province du Qudbec (Canada) 
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