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327. Une mhthode de fabrication de la dChydrase lactiquel) 
par J. E. Chatelan-Fleury. 

(18 X 49) 

La respiration cellulaire, effectuee par les systemes Wielund-Warburg (WWS, 
dehydrasesj et Wurburg-Keilin (WKS, cytochromes) est trBs alteri?e dans les tumeurs2) 
oh Warburg remarqua un excks d‘acide lactique, malgre la presence d’oxyg&ne3). 

Vannotti pensa employer therapeutiquemcnt le cytochrome C, soutenu par l’action 
couplke des systBmes dbhydrasiques, pour rbtablir les systBmes redox respiratoires per- 
turb&, tout en utilisant l’action rbgulatrice d’autres rkactions enzymiques du coenzyme I 
(CoI) e t  des flavoprotkines du systkme complet de la d6hydrase lactique. Ccs raisons 
furent cause de recherches sur la preparation d’une dehydrase lactique injectable. 

Hahn4) a expose la fabrication et le contrble d’une dehydrase lac- 
tique de la levure de bibre. Depuis plusicurs annees, nous avons utilisk 
cette methode que nous avons perfectionnee pour obtenir des produits 
suffisamment actifs et purs. Nous avons utilise, cornme contrble, la 
mkthode de Thunnberg5) et les tubes Thunberg employ& aux U.S.A6), 
mais en conservant les concentrations respectives des rbactifs, selon 
Hah.n5), avec du lactate de sodium, au lieu de lithium. L’activitd est 
donnke par le temps, en minutes, necessaire 37O pour dkcolorer le 
bleu de mkthylbne. 

La dehydrase lactique a fait l’objet de beaucoup de travaux7). Le 
mecanisme chiniique de son action a Bti! formuli: par 8tYaub de la faqon 
suivante, avec le bleu de methylhe comrne acceptcur d’hydrogbne : 

1. acide lactique + C o l  = acide pyruvique -t CoIH, ; 
2. CoIH, 4- diaphorase = CoI t diaphorasc rirduit’e; 
3.  diaphorase reduite + bleu de mkthylkne = diaphorase + leuco 

du bleu de mkthylkne. 
L’apod(thytlrog6nase lactique est indispensable 8. la rkaction I, 

ce qui rend dono necessaire la prbsence simultanbe de 3 produits : l’apo- 
dkhydrogknase lactique, le CoI, la diaphornse, chacun cll’eux pouvant 
limiter la reaction globale. 
~- 

l j  Communication faite le 3 septembre 1949, B Lausanne, h la Soci6ti. suissc de chimie. 
2, C. Lichtenthaeler, Le Cytochrome et la respiration cellulaire, thPse, Lausanne, 

3, Varburg, Bioch. Z. 204, 482 (1929). 
4, A .  Hahn, Einfiihrung in die physiologisch-chemischen Arbeitsrnethoden, Enke- 

Verlag, 1936. 
6 ,  M‘. W .  Umbreit, R. H .  Burris ct  J .  F .  Stnuffer, Manometric techniques and related 

methods for the study of tissue metabolism, Fourth Printing, 1948, Burgess Publishing Co, 
Minneapolis, page 126. 

Par exemple: Surnnrr e t  Somers, Enzymes, second edition, 1947, Academic Press 
Inc. N. Y. Rksumks dans chapitres XI, XII, XI11 ct  dans littirature cit ic;  H.  8. Corrun, 
D. E .  Green et  F.  B. Straub, Biochem. J. 33, 793 (1939); 34, 483 (1940); S. J .  Bach, 
N .  Dixon ct  L. G.Zerfas, Pu’ature 149, 48 (1942); 143, 557 (1939). 

1934, sous la direction du Professeur Ur. Vannotti, Policlinique Universitaire. 

5 j  Ibidem, page 69. 
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Dixon a prepare l’apodehydrogknase lactique trks pure, mais trBs 
instable, puisque l’enzyme n’a pu &re conserve que 2 a 3 heures. I1 
est parti de la levure des boulangers, sechee l’air, qu’il a autolysee 
5 heures B 38O. Nous sommes parti de levures de bibre basses pour 
lesquelles une autolyse pareille s’est montrde beaucoup trop violente. 
Nous n’avons pas utilise la prdcipitation avec le gel d’alumine pour 
&miner le cytochrome C, les sels d’aluminium pouvant entrer en com- 
pdtition avec ceux de magnesium et diminuer l’activitk. L’adsorption 
par le gel de phosphate de calcium s4pare bien I’apodBhydrase lac- 
tique de beaucoup de flavines, mais Bcarte aussi les flavoprotBines 
actives de nos levures, flavoprotBines que nous dBsirons conserver au 
lieu de nous adresser a un autre matBrie1 pour les remplacer comme 
l’a fait Straub, dans son etude, a partir de cceurs de pore. Avec la puri- 
fication de Straub, il ne reste pratiquement que la diaphorase 1 (voirl)). 

Notre methode est basee sur la precipitation du jus de Lebedew 
dans un melange alcool-&her, comme l’a decrite Hahn2) ; mais selon 
la temperature du melange alcool-ether (qui n’est pas donnee), il se 
produit une precipitation accompagnde d’une denaturation plus ou 
moins grande des proteines. Si la prBcipitation a lieu a - 20O et que 
tout le processus suivant soit fait B cette temperature, on retrouve par 
dissolution du precipite sechB le Lebedew initial, a peu de chose prks. 
Par contre, en conservant le melange d - 5 O  rt en precipitant B cette 
temp&ature, on arrive d’un coup a Bliminer tout le cytochrome C sous 
forme denaturee, lors de la mise en solution du precipite see. En r6a- 
lit6, suivant les conditions de temperature et de rapidit6 de travail, il 
s’agit d’une dknaturation fractionnde orientable a volont6. Nous avons 
precise les conditions de pH du Lebedew, ce qui permet d’eliminer les 
acides nucleiques. 

Pour la precipitation des protBines et phosphatases, notre me- 
thode de purification s’inspire d’un processus utilisB pa>r Dixon et base 
sur le fait que le Thunberg n’est pas modifid par un Bchauffement ra- 
pide en prBsence de lactate, a un pH 1Bgkrement acide neutre. Mais 
notre mBthode diffkre ensuite de celle de Dixon en ce sens qu’aprks 
acidification legere pour liberer l’acide lactique, ce dernier, soluble 
dans l’alcool-&her, sera BliminB par une deuxikme precipitation, fla- 
voproteines, CoI, apodehydrase lactique et sels &ant prBcipit6s. 

A la deuxikme mise en solution, la forte concentration insolubilise 
certaines prot6ines. La catalase est precipitee par un sel de Mn. La 
solution centrifugee, filtrde a 00 sur filtre X e i t x  pour sterilisation, est 
mise en ampoules. Les ampoules doivent &re congelees et gardBes a 

1) J .  G.  Dewanet D. E. Green, Nature 140,1097 (1937); Biochern. J. 31,1069 (1937); 
32, 626 (1938); H .  von Euler et H .  Hellstrom, Z. physiol. Ch. 252,31 (1938); E.  P. Abraham 
et E. Adler, Biochem. J. 34, 119 (1940). 

2)  A .  Hahn, Einfuhrung in die physiologisch-chemischen Arbeitsmethoden, Enke- 
Verlag, 1936. 
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- 200 sur la neige carbonique dans un grand thermos; elles ne perdent 
que peu d’activitk pendant, un mois dans ces conditions. La solut’ion 
pcut aussi &re congelke et sechee sous vide trbs pouss6 (lyophilisation) ; 
l’activite de ce produit en ampoules Pvacuhes se conserve trks bien 
a O0 (et naturellement encore mieux h -2OO). Ce produit forme une 
poudre jaunhtre qui se dissout instantankment dans l’eaii sterile et est 
pr&t A l’injection immediate Sans perte d’activite, ce qui le rend t’rh 
prat’ique pour l’experimentation ( T’hunberg obtenu : 3 i’ 10  minutes 
pour un produit normal termink). 

Xe’lhode de  fabrication. 
Afutikre premikre: levures de bikres suisses basses fournies par les Brasseries Feld- 

schlosschen b Riile, Beauregard 8. A. b Fribourg, Fertig Frkres S. A. & Orbe. 
La levure doit atre fraiche, transport& rapidement entourke de glace, puis lavire Q 

I’eau distillee glacke, pressee fortement et skchke & 25” au maximum par un fort ventilateur 
envoyant l’air sur la levure 6parpillBe en faible couche sur dii papier filtre (protdger contre 
les mouches!). Aprks skchage b l’air, qui dure 1--2 jours, elle est broyite au moulin et  
sCch6e sous vide et CaCI,. Cette levure sechee est conservbe b la glacibre. Avant I’autolyse, 
on broye trbs finemerit la levure dam un moulin ti boules de porcelaine en presence de lOyo 
de quartz pur, fin. 

Autolyse: 400 g de levure (avec quartz) sont mis petit b petit dans 1200 cm3 d’eau 
distill& Q 33O, sous brassage pour Aviter la formation de grumeaux. On ajoute 1 mg de 
taurocholate de sodium pour permettre une bonne penbtration cellulaire par abaissement 
de la tension superficielle interphases. On ajoute 50 em3 de toliihe pur et brasse le tout de 
temps Q autre pour homoghkisation. Veiller & ce que la temperature ne depasse pas 33” et  
soit maintenue b 32--33O pendant 1 heure & 1 heure 1/2 au maximum. Puis mettre le tout ti 
rcfroidir Q la glacikre jusqu’au lendernain matin. On centrifuge fortenient, Q froid, e t  conserve 
le super qui fornie le jus de Lebedezu. Laver les dBpBts en les broyant dans un mortier avec 
300 om3 d’eau distillke glacire. Centrifuger & froid, negliger les dkpbts, ajouter ce super au jus 
de Lebedew. On obtient environ 1000 em3 de Lebedew de pH 6,0 b 6,6. - VBrificr que l’autolyse 
se fasse avec un pH do 6,0 A 6,8, c’est-b-dire que les levures n’aient pas k t e  neutraliskes. 

Premikre prkcipitation: en deux operations simultanees pour les commoditks de 
travail en laboratoire seulement. 

Dans un mklange de 6 litres d’alcool pur e t  de 3 litres d’ether sec, refroidi ti - 5 0  

(au frigo n u  entoure d’un mklange refrigerant glace-NaCI, le melange alcool-ether ayant 
Atk prbalablement refroidi ti - 15O dans un mklange neige carbonique-acbtone en veillant 
Q ce que I’alcool-ether ne soit pas polluk par I’acetone), on introduit en brassant tr&s rapide- 
ment, 600 cm3 de Lebedew refroidi A O-ln, en niince filet pour avoir une prkcipitation trks 
floconneuse. On centrifuge b -5” ou laisse sedimenter au repos pendant 3/4 d’heure Q 
1 heure A - 5”. On fait une operation similaire avec les 400 em3 de Lebedew restant, en 
utilisant 4000 em3 d’alcool et 2000 cm3 d’ether. On dkcante trks rapidement les supers 
clairs et incolores par siphonnage, puis on filtre rapidement les sediments blancs, en utilisant 
pour chaque operation deux entonnoirs en porcelaine (diamktre 15 cm) munis de papier 
filtre rapide (A bandes noires) et refroidis lateralement par deux morceaux de ncige carbo- 
nique, fixirs par du leucoplaste. Le filtrage doit 6tre fait & l’aide d’une trompe ti eau &forte 
succion et  I’on doit enlever avec une spatule de verre le fond do ditpbt pour libkrer le filtre 
qui tend b se colmater. On lave 3 fois sur le filtre avec de 1’6ther see (&chi: sur CaCI, et 
filtre), refroidi & - 5”. On place rapidement les preoipitbs (petits morceaux, couche mince) 
avant qu’ils jaunissent sous l’influence de l’humidite de l’air e t  du rechauffement, dans une 
grande conserve & CaCl, oh Yon fait un vide rapide avec uue forte trompe pendant deux 
heures. On laisse reposer sous vide pendant la nuit, au frais. Le lendemain, le produit 
jaunbtre est broye dans un mortier; il doit ktre see et cassant, il ne doit pas sentir l’ether. 
Obtenu: 104 g de produit brut avec les deux operations. 



Volumen XXXII, Fasciculus VII (1949) - No. 327. 2523 

Premikre mise en solution: On met 624 g de glace (eau distillke congelke) dans un 
mortier froid et  y melange les 104 g de poudre brute en kvitant de faire de l’kcume, mais en 
kcrasant les grumeaux formks. Apres une heure au plus, une suspension glache homogene 
est obtenue. On la centrifuge B froid b Oo. On lave les skdiments avec 104 g de glace fraiche 
Les supers sont rkunis et les culots jetks. On centrifuge encore fortement les supers A froid. 

Prdcipitation therrnipue: On ajoute aux supers b Oo 104 x 0,3 = 31,2 cms de lactate de 
Na B 50%, de pH 6,8 refroidi B pres de Oo, et cela goutte A goutte en brassant sans faire 
d’erume. On porte trAs rapidement le melange b 53O et  on l’y maintient pendant 6 minutes, 
tout en brassant. On refroidit tr&s rapidement en mettant le bbchcr dans de l’eau glacke, en 
brassant toujours. On centrifuge A Oo en ne conservant que le super. Suivant les levures, il 
faut laver les dBp6ts avant de les jeter, en les broyant dans un mortier avec 5 om3 de phos- 
phate de Na m/15, pH = 6,8, & froid, pour rhcupkrer des flavines absorbkes; on centrifuge 
et  rkunit les supers. On ajoute aux supers, B froid, toujours B prAs de 00 ,  de l’acide acktique 
0,l-n. froid, goutte A goutte, jusqu’8 pH 5,8. Par centrifugation B froid, on obtient un li- 
quide jaune clair qui est immbdiatement trait6 comme suit: 

Deuxikme prkeipitation: Prockder comme pour la premiere precipitation, mais en une 
seule operation: dans 6 litres d’alcool et 3 litres d’ether A - 5O, siphonner le super, filtrer le 
dbpbt, ce dernier seul Atant conscrvk; ensuite filtrage, lavage et  sechage dans le vide, 
comme pour la premiere prkcipitation. Obtenu: 42 g de poudre jaunbtre. 

Deuxikme dissolution: Comme pour la premiere mise en solution, mais avec kpuise- 
ment, avec un total de 84 g de glace pour 42 g de poudre. Centrifuger tres fortement, & 
froid, et laver les priicipitks avec le minimum de glace. Centrifuger le melange des supers. 
Cette operation est dklicate, car il faut rkcolter les enzymes adsorbks; mais en suivant la 
marche des operations avec le Thunberg, avec un peu de pratique, on arrive tres bien Zt un bon 
resultat. Le liquide a un pH de 6,O 6,4 et  est refroidi exthrieurement pendant les opkrations 
par la neige carbonique. I1 peut atre conge16 et  conserve dans un thermos S neige carbo- 
nique sans perte d’activitk, si l’on ne peut passer immiidiatement aux operations suivantes. 

Additions de sels: On ajoute goutte B goutte B O o :  
42 x 0,Ol = 0,42 cm3 MnCl,, solution b 2,5% (poids/volume) et  ayant un pH de 6,4, 
42 x 0,Ol = 0,42 cm3 MgCl,, solution saturke, pH 6,4; 
42 x 0,001 = 0,042 om3 CoCl,, solution 8 2,37% (poids/volume), p H  6,4. 
Le p H  de la solution enzymique est alors de 5,8 b 6,2. On centrifuge A froid et  ne con- 

serve que le super. On ajoute B froid environ 20 cm3 de phosphate de Na m/15, p g  = 6,8, 
puis une solution diluke de NaHCO, amenee au pH = 7,2, jusqu’B ce que le liquide arrive 
au pH = 6,s 8. 7,O. Le but est de prkcipiter la catalase. Si la solution de NaHCO, est trop 
alcaline, l’activitk est perdue tres rapidement. 

On centrifuge fortement A froid et stkrilise par filtragel) B froid sur filtre Seitz. On 
obtient environ 80 cm3 de solution, avec un Thunberg de 3 B 10 minutes. 

Cette solution peut Btre lyophilisbel), a basse temperature, pour ne pas avoir de perte 
d‘activitk. I1 fautprendre des ampoules A grande surface, car le produit sec empecheunedessi- 
cation en profondeur. Le produit lyophilisk se prhsente comme une poudre jaunbtreflavinique. 

Le contrBle de la puretii se fait par une analyse des enzymes autres que la dkhydrase 
lactique, l’analyse spectrale et la determination de la teneur en protbines. 

RESUMfi. 
Nous dkcrivons un prockdk permettant d’obtenir a partir de le- 

vures de bikre basses une preparation de dkhydrase lactique qui peut 
&re conservke h, basse tempdrature. 

Policlinique universitaire, 
Directeur Prof. Dr Vannotti, Lausanne. 

1) Le filtrage sterile e t  la lyophilisation ont 6tk faits avec les appareils de M. le 
Professeur Huuduroy, directeur de 1’Institut de bactbriologie de 1’Universitk de Lausanne, 
auquel nous exprimons nos remerciements. 




