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Les techniques traditionnelies de purification des proteines sont, pour la plu- 
part, longues et laborieuses et, Iorsqu’ehes permettent d’obtenir une enzyme purifiee, 
ce n’est le plus souvent qu’avec un rendement modeste. De plus, au cours des dif- 
ferentes &apes, ie risque de dbnaturation de la proteine devient important lorsqu’il 
s’agit d’enzymes instabfes, ce qui est ie cas de la galactokinase de Fenugrec 
(Trigonella foenum-graecum k., Legumineuses). 

La mise en oeuvre des procedes classiques de purification des proteines (preci- 
pitation par le sulfate d’ammonium, chromatographie sur colonnes de Sephadex G- 
100 puis de DEAE-Sephadex A-50) per-met d’obtenir cette galactokinase avec un 
facteur d’enrichissement modeste et un faible rendement. Nous ne pouvions done pas 
p&parer I’enzyme par cette voie, I’dtude de son m&canisme d’action en n&essitant 
une quantite relativement importante. 

La chromato_mphie d’afhnite, technique simple et rapide, a permis I’obtention 
en une se&e &ape, dune enzyme purifi~ 400 fois, ceci avec un rendement de 80%. 

Pour la purification des kinases, 1’ATP semble actuellement le ligand Ie plus 
souvent employ& En effet, pendant que nous mettions au point notre technique, nous 
avons eu connaissance de la purification de la glucokinase microsomique de foie de 
rat’ et des dactokinase et arabinokinase de Phaseohs awet& par chromatographie 
d’affiniti sur ATP-Sepharose. Toutefois, ces techniques ne sont pas sp&ifiques puisque 
toutes fes kinases seront retenues sur un tel support. 

La galactosamine s’etant r&&lee Ctre un substrat pour la galactokinase de 
Fenugrec, ROUS avons mis au point une technique de chromatographie d’affinite sur 
galactosamine-CK-Sepharose, I’avantage de cette technique residant dans Ia facilite 
de sa pr&aration et dans sa spGc&ite v&-&is de la galactokinase. 

Dans cette note, nous exposerons et comparerons deux techniques possibles 
de purification de la galactokinase. 

PAR-FIE EXP&UMENTALE 

F~rz~mtin par ies techn@ues rradtioiznet~es 
L’extrait enzyrnatique brut est prepare selon Ia technique d&rite pr&&iem- 

me&. 
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Pf&ipitarion pm le sulfate d’aminonizm. L’a&&? gaI2ctokinasique est re- 
trouvk dans la fraction pr&ipitzmt entre 40 et 80 % de saturation en -suLfate d’am- 
monium. 

Chromatographie sw coionne de sephadex G-100. Le prkipite obtenu pr&dem- 
ment est redissous dans Ie tampon d’extmction (Tanpon Phosphate mono-, dipotas- 
sique 0.01 M, pH 7.6, /?-mercaptoCthanol 0.01 RI, EDT-4 0.002 M); puis la solutioir 
est 2dsorbCe SW une colonne de Sephadex G-100 (2.5 x 50 cm), tquifibrk avec le 
m&e tampon. Les f&tions actives sont rassemb&s puis concentr&s sur membrane 
“Mitic0n”. 

Chronmtographie star colonne de DEAE-Sephadex A-3X L’kluat de la cotonne 
de Sephadex G-100 est passe sur une cblonne de DEAE-Sephadex A-50 (1.6 x 30 cm) 
Cquilibrk avec Ie tampon d’extraction. La colonne est ens&e &I&Z par le tampon 
d’extraction addition& de NaCIO.l 34. Une fraction des prothes non retenues dans 
ces conditions est ainsi Climink Puis un gradient exponentielO.l B 0.5 M en NaCl 
est installi (200 ml de tampon 0.1 M en N&I f 50 ml de tampon 0.5 M en NaCl). 

L’enzyme est elu& pour une molar&& en N2C1 voisine de 0.12 M. -Les fr2ctions 
actives sont r&ties et dialydes con&e Ie tampon d’extrzction. ElIes constituent Ia 
fraction gaiactokinasique la plus pm-if&. 

Les don&es quantitatives de la purification sont rassembks dans ie 
Tableau I. 

TABLEAU I 

PRINCIPALES GTAPES DE LA PURIFICATION DE LA GALACTOKINASE DE FENUGRJX 

Prothes tot&es ActivifG spkifique Facfeur d2 Remiement 
(m2) (pmofe i< min-’ X mg-I) purificafion 

Extrait brut 390 0.10 1 loo 
Rekrgage par b sclfzte 
d’2mmonium 136 0.135 1.35 47 
(4X30°~ saturation) 
S&adex G-100 12.8 1 10 38.6 
DEAE-Sephzdex A-50 0.0486 7.35 73.5 0.9 

Purz$kation ptzr chromatographie d’a$niie 
Pr&pamtion de support. La galactosamine est k&e par une liaison amide entre 

son groupe 2minC et i’extrknite carboxylique du bras du CH-Sepharose. 
Aprk gotiement dans une solution de chlonrre de sodium 0.5 M, le CH- 

Sepharose (20 ml) est IavC avec 100 ml] de cette mCme solution puis avec de I’eau 
amen& 8 pH 4.5~ 2vec de i’acide 2cCtique (250 mI). 

Des solutions 2q!euses coutenant respectivement 1ooO~oles de chlor: 
hydrate de ga!actosamine et 400 prnofes de p-toluke stionzte de N<yciohexyI-N’- 
~-N-m~~y~orpholino)~~y~~ carbodiimide sont ajoutks 2 ia suspension de gel. Le 
pH est ajl?stc B 4.5, 

-_ Le m&nge est agitk pendant une nuit & ia teruphture du kboratoire. Les 
prqduits de r&action, Sex&s de fig2nd et de carbodiimide sont ensuit&blimiuks.pti 
lavage du gel avec de l’eau distilk Puis ce dernier est &u.ilibre 2vec le t2mpon d’ex- 
traction de l’enzyme. 
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La quantiti de gzlactoszmine fix& par le gel est estimee ap&s hydrolyse chlor- 
hydrique (HCi 6 IV, 4 h 5 I@Y) par la technique d’EIson-Morgan, modifike par 
ISeScher et &:. iO,~moles de gaIactosamine sent &&es par mihilitre de gel_ 

Chromatographie. 2 ti d’extnit enzymatique brut (55 mg de protdines) sent 
adsorhk sur ue colonne de galactosamine-CH-Sepharose (O-8 x 25 cm), prealable- 
ment tquihbr6e avec le tampon d’extraction de I’enzyme. L’ensemble des proteines 
non retenucs par le gef est Clue par ce meme tampon. Cehes-ci ne presentent aucune 
activit6 galactokinasique. 

L’enzyme est ensuite Chke, soit par augmentation de la concentration saline du 
tampon (KC1 t M), soit par addition de galactose (0.1 _A#) au tampon d’elution. Ce 
denier type d’elution montre bien qu’il s’agit dune fixation specifique de l’enzyme 
par affinite (Fig. 1). 
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Fig. I. Chromatographie sur ~Iactosamine-CHSepharose. Elution par: (2) Tampon d’extraction 
de l’enzyme; (b) Tampcn d’extraction t KCI 1 A4 OIZ galactose 0.1 M. -, D-0. B 280nm; 
-A-- A-, activit6 galactokinasique. GaI 1 P = galactose phosphoryl&e. 

Les fractions actives sent rfknies, dialysees contre le tampon d’extraction et 
concenfrks sur membrane “Minicon”. L’enzyme ainsi obtenue se r&Ye homog&ne 
8 I’electrophorese en gel de pofyacrylamide-agarose. 

Avec une activite de 40pmoIes de galactose phosphoryle par minute par 
mih&amme de protdine, eIle se revefe purifi6e 4.00 fois par rapport 5 i’extrait brut, 
avec un rendement de 80% environ. 

CONCLUSfONS 

L’emptoi des techniques classiques de purification des proteines pour isoler une 
enzyme peu stable telle que la galactokinase de Fenugrec ne permet d’obtenir I’en- 
zyme qu’avec un facteur de purification modeste (75 fois) et un rendement faible 

L’activit6 galactokinasique est t&s labile puisqu’en 48 h 5 4”, l’extrait brut 
perd 60% de son activitd. Nous pensons que le facteur de purification fort modeste 
est hi a cette inactivation progressive de i’enzyme au fur et ii mesure de la purification 
nkessitant plusieurs &apes. Dans un tel cas, un protocole utihsant Ie minimum de 
stades sera particuiitrement favorable. 
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Par chromatographie d’afEni& de I’enzyme sur gaEact~amine-f=K-Sepharose, 
support facile B pr&parer et spkifique quant h la fixation de I’enzyme, il est possible 
d’obtenir en une seule Ctape un&galactokinase purifike 400 fois et av~~un rendement 
d’environ 80 %. 
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