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MECANISME D'ACTION ET STRUCTURE
DE QUELQUES DESOXYRIBONUCLEASES,

par Giorgio BERNARDI

Centre de Recherches sur les Macromolécules, Strasbourg.,

Les recherches sur les désoxyribonucléases ont connu, au cours de
ces derniéres années un développement trés important. Notre laboratoire
a participé activement 4 ces recherches qui sont justifiées, 4 notre avis
tout au moins, essentiellement par I'intérét des problémes suivants :

a) La reconnaissance des structures (primaire et secondaire) du DNA,
et des acides nucléiques en général, par des protéines spécifiques; ce
probléme, dont I'importance en biologie moléculaire est primordiale,
peut étre abordé avantageusement en étudiant les interactions désoxy-
ribonucléases-acides nucléiques et Ia spécificité de ces enzymes vis-a-vis
des séquences des nucléotides dans le DNA ; par rapport 4 d’autres pro-
téines spécifiques telles que les DNA polymeérases, les RNA polymérases,
les méthylases, les enzymes de glucosylation du DNA et les aminoacyl-i-
RNA-synthétases, les désoxyribonucléases présentent plusieurs avantages :
elles sont des petites protéines, disponibles en quantités importantes, et
Ieurs propriétés physiques et chimiques sont assez bien connues, dans
quelques cas tout au moins,

b) L’anatomie moléculaire du DNA, c’est-a-dire la séquence de Vinfor-
mation contenue dans le genome ; on peut envisager d’étudier ce pro-
bléme & des miveaux de résolution trés différents et donc par des mé-
thodes trés différentes ; en tout cas 1l est essentiel de disposer d’en-
zymes ayant une spécificité bien définie vis-4-vis de la structure primaire
et secondaire du DNA, ainsi que de techniques de séparation permettant
de résoudre et d’analyser les fragments obtenus ; c¢’est dans cette optique
que nous avons développé dans notre laboratoire de nouvelles tech-
niques d’analyse et de s¢paration telles que la chromatographie des acides
nucléiques sur colonnes d’hydroxyapatite [17 et la chromatographie des
bases et des nucléosides sur colonnes de polyacrylamide [2].

¢) Les réles biologiques des désoxyribonucléases : ceux-ci sont encore
trés mal connus et certainement il est nécessaire que nos connaissances
dans ce domaine fassent beaucoup de progrés pour que nous puissions
mieux comprendre des mécanismes biologiques fondamentaux tels que
la recombinaison génétique, la réparation et la replication du DNA.

Nous nous bornerons ici a4 résumer trés briévement des résultats por-
tant sur deux seulement des sujets dont nous nous sommes occupés : le
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mécanisme d’action et la structure de la DNase acide (DNase II de quel-
ques auteurs), un enzyme qui semble étre présent dans toutes les cellules
des organismes eukariotes. Au passage, nous comparerons les propriétés
de la DNase acide avec celles d’autres désoxyribonucléases.

Une revue plus détaillée portant sur ce méme sujet paraitra ailleurs [3].

1. Mécanisme daction.

La maniére dont les désoxyribonucléases attaquent le DNA peut étre
comprise en étudiant la cinétique et la statistique de la dégradation du
DNA par ces enzymes. Les méthodes d'étude sont principalement les
méthodes physiques capables de nous donner une idée des proprietés
macromoléculaires du DNA au cours de la dégradation, telles que la
viscosimétrie, la sédimentation, la diffusion de la lumiére, la microscopie
¢lectronique.

Nous exposerons ici briévement les résultats concernant la cinétique
et la statistique de la dégradation initiale du DNA natif par quelques
désoxyribonucléases, ainsi que des données concernant Pinteraction
DNases-polynucléotides.

Cinétique de la dégradation enzymatique.

La cinétique de dégradation du DNA natif par les désoxyribonucléases
a été étudiée seulement dans le cas de quatre enzymes : lJa DNase pan-
créatique, la DNase acide de plusieurs tissus ct espéces, la DNase d’Esche-
richia coli et 1a DNase de Diplococcus pneumoniae.

Tous ces enzymes agissent seulement sur le DNA (avec une préference
pour le DNA natif) selon un mécanisme exclusivement endonucléolytique,
avec formation d’oligonucléotides de grandes dimensions moyennes (sauf
dans le cas de la DNase pancréatique) portant un groupement phosphate
en position 5 (sauf dans le cas de la DNase acide). L.a DNase acide a un
pH optimum de 5.8, 4 une force ionique égale a 0.15, et n’a pas besoin de
cations divalents pour son activité ; les trois autres enzymes ont un pH
optimum proche de la neutralité et n’agissent quen présence de Mg*.

Le Tableau I résume des résultats obtenus dans notre laboratoire avec
ces enzymes,

DNase pancréatique : La dégradation initiale du DNA natif par la
DNase panecréatique a é1é étudiée par THoMAs (8], SCHUMAKER et coll. [4]
et, ensuite, par BErxanp1 et Sapron [7, 8] et Younc et SiNsHEIMER [9].
La phase initiale de la digestion est caractérisée par un temps de latence,
(fig. 1), pendant lequel des ruptures de liaisons phosphodiestériques ont
lieu, comme il est montré par des mesures de titralion, sans que la masse
moléculaire et le rayon de giration ne varient.

En représentant, selon Scuumakir et coll. [4], les données expérimen-
tales obtenues dans la dégradation du DNA natif par la DNase pancréa-
tique, on peut montrer que le nombre apparent des chaines n est égal 4
1.7 - 2,0 (fig. 2). Cela signific que I'enzyme dégrade les molécules de DNA
natif selon une cinétique & deux coups, en introduisant des ruptures au
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TasLeEav L

Mécanisme d'attaque dans les dégradations enzgmatiques du DNA natif.

Nombre apparent des chafnes (a)

Enzyme
N Diffusion . . .
de la lumicre . Viscosimétrie
i‘ )
|
DNase pancréatique.................. | 1.7 — 2.0 (bye) | 1.5 = 0.1 (c,d,e)
DNase acide de la rate de pore....... . 1.0 £ 0.1 (b,®) 1 == 0.1 (dt,g)
DNase de E. eoli .......000viinvnnnn. 1,0 == 0.1 (d,h) 1+ 0.1 {e,d)
DNase de D, preumoniae ............. i 17+ 0.1 (hi)

(a) Le nombre apparent des chaines n, a ¢té calenlé & partir de I'équation

suivante [4, 5]
log (1-R)/R = n log t 4 const (1

R est égale & My/M, ou & w:ive, Mi, M., 7., 7, étant les masses moyennes en
poids) ou les viscosités réduites (4 un gradient de vitesse d'environ 45 see-1)
aux temps t et o de digestion, respectivement.

(b} Données de BERNARDI et Sanmnon [8].

(¢) Solvant : tampon acétate 0,1 M, pH 5,0 4+ Mg Cl; 0,02 M.

(d) Données de BerNARDI et CorpoNNIER [17].

(e) Une valeur plus faible que la valeur théorique (n = 2) a été trouvée, par
viscosimétrie, aussi par SCHUMAKER et coll, [4].

(f) Les mémes résultats ont été obtenus avec des DNases acides extraites de
la rate et du thymus de veau, de I’épithéliome mammaire de souris, des ervihro-
cytes de poulet et de pore, de 'urine humaine et de P'invertébré M. mercena-
ria [12].

(g) Solvamt : tampon acétate 0,15 M, pH 5,0 + EDTA 0,01 M.

(h} Selvant : tampon tris 0,066 M pH 7,5 + Mg Cl. 0,006 M.

(i) Solvant : tampon tris 0,01 M pH 7.5 4+ Mg Cl, 0,005 M.
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Fia. 1. — Digestion de I’échantillon de DNA B 11/2 (érythrocytes de poulet) avec
de la DNase pancréatique. BERNARDI ef Sapnrow, [8]). Les cinéliques montrées
dans les figures 1-5 ont été étudiées par diffusion de la lumiére.
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hasard sur 1'une ou 'autre des deux chaines ; Ia diminution de la masse
moléculaire ne commence gue lorsque deux ruptures ont lieu 'une vis-
a-vis (ou presque vis-a-vis) de 'autre, Nous avons suggéré [3] d’appeler
« haplotomique » ce mécanisme de rupture d’une chaine a la fois.

e ]

sl L
o5 1

Fic, 2. — Digestion de 1'échantillon de DNA B 11/2 (érythrocytes de poulet) avec
de la DNase pancréatique. Les données de la figure précédente sont représen-
tées selon ScHUMAKER et coll. (4] (BERNARDI et SADRoN, [8]). Voir équation (1)
dans le Tableau I.

25
log t

DNase acide : A la différence de la DNase pancréatique, la DNase acide
de la rate dégrade initialement le DNA natif selon une cinétique 4 un
coup. Ceci a été d’abord suggéré par Otn, FREDERICQ et Hacua [10], en-
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Fie. 3. — Digestion.de I’échantillon du DNA B6z N/1 (érythrocytes de poulet) avec
de la DNase acide. (BERNARDI et Saprox, [8]).

suite démontré rigoureusement par BERNARDI ct Sapnron [T, 8; figures 3
et 4], et enfin confirmé par YounNg et Sinsuemer [9]. Comme cette ciné-
tique est due 4 la rupture simultanée des deux chaines du DNA au méme
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niveau [8, 9], on peut appeler « diplotomique » ce mécanisme de rupture
[3]. En fait, 1a dégradation par la DNase acide de la rate est caractérisée
par P'absence d’un temps de latence (fig. 3), et, lorsque les données ciné-
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Fic. 4. — Digestion de 1'échantillon de DNA B6z N/1 (érythrocytes de poulet)
avec de la DNase acide. Les données de la figure précédente sont représentées
selon ScHUMAKER et coll, [4]. (BEmnarp1 et Sapnow, [§]).

tiques sont représentées selon Péquation (1) (voir Tableau I), le nombre
apparent des chaines, n, est égal a 1 (fig. 4).
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Fis. 5. — Digestion de Péchantillon de DNA B 13/46 (érythrocytes de poulet)
avec de la DNAse acide. (BErNanDI et Sapmox, [8]).

La cinétique & un coup obtenue avec la DNase acide, a été trouvée dans
tous les cas étudiés jusqw’ici dans notre laboratoire par des techmiques
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diverses, malgré les différentes origines, préparations el concentrations
tant du DNA que de l'enzyme [8, 11, 12],

Contrairement aux suggestions dc quelques auteurs [9, 137, la DNase
acide de ]a rate ne dégrade pas le DNA naiif seulement selon une ciné-
tique 4 un coup, mais aussi bien selon une cinétique a deux coups, ainsi
que le montrent les resultats suivants

a} Si 'on suit la dégradation pour un temps suffisamment long, on peut

voir que Paugmentation linéaire initiale de % cn fonetion du temps de
digestion, est suivi par une relation d’ordre supérieur (fig. 5) lorsqu'une
masse d’environ 1.105 est atteinte. Comme I'hydrolyse des liaisons phos-
phodiestériques est linéaire en fonction du temps [14], ce résultat est
incompatible avec I'existence d’une cinétique diplotomique pure et simple
et peut éire expliquée par la superposition de deux différents mécanismes
de dégradation ; I'un d’eux, le mécanisme diplotomique, est immédiate-
ment efficace pour ce qui concerne la diminution de la masse, tandis
que I'autre, le mécanisme haplotomique, ne devient efficace qu’aprés un
temps de latence.

b) Les données de titration |{14] montrent que pour une diminution
donnée de la masse du DNA, le nombre de liaisons rompues est plus
grand que prévu pour une cinétique diplotomique, mais aussi beaucoup
plus petit que prévu pour une cinétique haplotomique. En cffet, on a
trouvé que 10 4 20 ruptures (au maximum) étaient nécessaires pour ré-
duire la masse (moyenne en poids) de chague molécule de 6.10%, a une
valeur moitié tandis que 200 ruptures sont nécessaires dans une dégrada-
tion & deux coups [6] et 6 (3 scissions) dans une dégradation 4 un coup
pour obtenir le méme résultat. Les données de titration obtenues pendant
la dégradation du DNA natif par Ia DNase acide de la rate a pH 5.0 per-
mettent, done, d’estimer le rapport r du nombre total de liaisons rompues
4 celui des liaisons rompues par le mécanisme diplotomique comme com-
pris entre 1.7 et 3.3.

c¢) Le rapport r peut étre estimé a partir des mesures de masses
d’échantillons de DNA, obtenues au cours de la dégradation enzymatique ;
ces mesures sont effectunées soit a I'état natif, soit 4 I’état dénaturé. On
exploite le lait que la séparation des chaines qui intervient a4 la suile de
la dénaturation, met en évidence les «ruptures latentes». Ce rapport
peut étre calculé [15] comme compris entre 1,45 et 1.9, et 1.2 et 1.6,
respectivement, a partir des données de BErNARDI et Sabron [8] et
Young et SinsnEMER [9] (Tableau ID. On arrive donc a un résultat en
bon accord avee celui gqu’on a obtenu & partir des mesures de titration.

DNase de E. coli : Le troisiéme enzyme pour lequel des données ciné-
tiques sont disponibles est 1a DNase de E. coli (endonucléase | de LEHMAN,
Roussos et Prarr [15]). BErNARDI et CornoNnNiEr [17] ont pu montrer
que cet enzyme degrade le DNA natif selon une cinétique diplotomique,
ce qui a ¢té aussi montré indépendamment par STUDIER [18] ; comme
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un phénoméne du type montiré dans la fig. 5 a aussi été mis en évidence
[17], on peut conclure que le mécanisme d’action de cet enzyme est & la
fois diplo- et haplotomique, donc identique & celui de la DNase acide.

DNase de D. pnenmoniae : Des résultats récents de Kopicka et BEr-
~NaRDI [19] ont montré que cet enzyme dégrade initialement le DNA natit
selon un mécanisme diplotomique.

TapLeAU II (a).
Dégradation du DNA par la DNase acide de la rate.

; DNA natif | DNA dénaturé |
Temps | I_ . {_Scissions DNA dénaturé
t %iﬁfrj};wn l; M, 0-s | Scissions | 0] Sciss?onsi Scissions DNA natif
-,: i} bl (c)
il — ._.__I__ S PSS
DNA d’érythrocytes de poulet (BERNARDI et SapRoN, [8]; Tableau III)
0 3.80 — 2.20 — —
30 2.35 1.85 1.16 2.70 1.45
60 b 1.75 3.51 0.75 5.82 1.66
90 | 1.45 | 4.86 | 0.54 | 9.20 | 1.90
DNA de phage lambda (YouNG et SINSHEIMER, [9]; Tableau I)
0 27.3 — 14.5 — —
5 24.9 0.29 12.5 0.47 1.62
10 24.2 0.36 9.3 1.52 4.22
15 20.3 1.00 | 9.7 1.35 1.35
20 16.3 1.80 | 8.0 2.14 1.19
45 10.9 3.6 | 4.5 5.60 1.53

(a) D’aprés BErNARDI et Bacu [15].
(b} Le nombre de scissions a été calculé selon les équations de CHAR-
LEseY [20].
{Mw s 1 (Mw ): 2 jer + -1
Ml 2ay; Dk 2 le? Ry
(M }o (Mw Jo p?

1
14+ —P <=

L’équation (2a) est valable lorsque la distribution initiale des masses est Ia
plus probable ; elle a été utilisée dans le cas du DNA d’érythrocytes de poulet.
L'é¢quation (2b) est valable quand la distribution initiale des masses est uni-
forme ; elle a él¢ utilisée dans le cas du DNA de lambda. Dans les deux cas,
p est le nombre moyen de scissions.

(c) Cette colonne donne le rapport du nombre total de liaisons rompues/
nombre de liaisons rompues par le mécanisme diplotomique, par molécule native
de départ.

Statistique de la dégradation enzymatique.

La statistique de la dégradation enzymatique du DNA natif n'a été étu-
diée que dans le cas de la digestion du DNA de phage TS par la DNase
acide de la rate [21], en utilisant des molécules < entiéres»> de DNA
(masse moléculaire 80.108). La distribution des longueurs moléculaires
a été étudiée par microscopie électronique a trois temps de digestion
différents et Pon a montré qu’elle étail en accord avee celle qu'on aurait
pu calculer en utilisant la théorie de MonTRoOLL et SimHa [22; fig. 6].
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Celle-ci permet de prévoir la distribution des tailles moléculaires pro-
venant par dégradation au hasard d’une fraction trés serrée de macro-
molécules linéaires ayant une dimension finie. I.’accord entre les don-
nées cxpérimentales et la théorie indique que la dégradation diploto-
mique du DNA natif par la DNase acide de Ia rate 4 pH 5,0 se fait par
scissions qui se situent au hasard le long des molécules. Cette conclusion

1
est en parfait accord avec la linéarité de o fonction du temps de
1

digestion dans la phase initiale de la dégradation,

Une conclusion intéressante obtenue 4 partir soit des résultats de
microscopie électronique soit d’autres mesures physiques est que les
fragments obtenus par digestion enzymatique ont une structure de DNA
natif jusqu’d des masses de 1.105, ce qui n’est pas surprenant 4 cause du
trés petit nombre de ruptures haplotomiques qui ont lieu pendant la phase
initiale de Ia dégradation.

FRAGMENTS

© & .4 & 8 1@ 12 14 1x m za 2z

MICROME
Fic, 6. — Distribution des tailles des fragments de molécules entiéres de DNA de

bactériophage T5 obtenus & 30, 90 et 160 minutes de digestion avec la DNAse
acide de rate de pore, Les courbes représcntent les distributions théoriques
calculées sur la base de scissions au hasard correspondantes & 97, 231 et 832
scissions par moléeule de départ de longueur égale & 40 . L'ordonnée pour
Phistogramme relatif au temps de digestion de 160 minutes est trois fois
plus grande que celle représentée sur la figure. (Mac HaTTi®, BERNARDI ct
TroMas, [211).

Un modéle pour le mécanisme daction de la DNuse acide,

Pour expliquer le double mécanisme d’action de la DNase acide de la
rate de porc, nous avons suggéré [8] que I'enzyme est une molécule dimé-
rique avec deux sites actifs, un sur chaque sous-unité. Les deux sites agi-
raient sur les deux chaines du DNA natif lorsque deux séquences sen-
sibles 4 l'enzyme sc trouveraient Punc vis-a-vis de Pautre (mécanisme
diplotomique), tandis que seulement un site actif agirait lorsque une
séquence sensible se trouverail en face d’une séquence résistante (mé-
canisme haplotomique). Cette hypothése de travail a été inspirée par les
travaux de Brooxes et Lawrey [23] sur la dégradation du DNA par les
agents alkoilants. Ces auteurs ont pu montrer que, en utilisant certaines
conditions expérimentales, I'alkoilation a lieu au niveau de N, de la
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guanine ; les agents alkoilants monofonctionnels donnent des 7-alkoil-
guanines, tandis que les agents difonctionnels donnent, en outre, des déri-
vés diguanylés ; la formation de ces dérivés a lieu quand les deux guani-
nes se trouvent sur des chaines opposées dans la position indiquée par la
figure 7. Une fois alkoilé, le DNA se décompose avec perte des guanines
alkoilées et hydrolyse successive des liaisons phosphodiestériques corres-
pondantes. Le résultat net de I'alkoilation par les agents monofonction-
nels donne donc lieu 4 une dégradation haplotomique du DNA, tandis que
I’alkoilation par les agents difonctionnels provoque une dégradation
haplo- et diplotomique & la fois.

e A—T—C =G r—T—A—£G+—A—
S A T
G—C e AT e C— T —

Fis. 7. — Schéma de dégradation du DNA par les agents alkoilants hifonction-
nels. (BROOKES et LawLEY [23]).

Inhibition compétitive des désoxyribonucléases par les polyribonucléo-
tides.

Toutes les DNases que nous avons mentionnées jusqu’ici ont une plus
grande affinité pour le DNA natif que pour le DNA dénaturé, ce qui indi-
que que leur inleraction avec le substrat est influencée par la structure
secondaire de ce dernier. Il en est de méme pour leur interaction avec
des inhibiteurs compétitifs comme les polyribonucléotides. A I'exception
de la DNase pancreéatique, toutes les DNases mentionnées jusqu’ici sont
inhibées compétitivement par les RNA et quelques polyribonucléotides
biosynthétiques. Ce phénoméne a été étudié par Lenman, Roussos et
Prarr [24, 25] pour la DNase de E. coli, par nous-mémes [26] et par
JACQUEMIN-SABLON et coll. [27] pour la DNase acide de la rate. La figure 8
montre, 4 litre d’exemple, 'inhibition compétitive de 1a DNase acide par
le t-RNA,

Dans tous les cas, Iinhibition est due a4 une interaction spécifique
DNase-polyribonucléotides et pas du tout 4 une simple interaction électro-
statique entre un polyélectrolyte acide et une protéine hasique. Ceci est
nettement démontré par le fait que, dans le cas de la DNase acide, par
exemple, des polyribonucléotides tels que le poly A et le poly C ne cau-
sent aucune inhibition et, d'un autre cété, la présence d’un énorme excés
d’une autre protéine basique, le cytochrome ¢, dans le mélange d'incu-
bation n’empéche nullement 'inhibition [26].

Nos résultats sur le systéme DNase acide-polyribonucléotides montrent
quiil ¥ a des corrélations évidentes entre le type de structure secondaire
des polyribonucléotides et leur capacité inhibitrice. Ainsi, les polyribo-
nucléotides 4 deux chaines antiparalléles, tels que les poly A-poly U,
le poly 1-poly C et les polyribonucléotides naturels comme le RNA de
transfert et le RNA ribosomique (qui, présentant des boucles, contiennent
des régions ayant une structure 4 deux chaines antiparalléles) sont des
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excellents inhibiteurs. Au contraire, les polyribonucléotides a deux
chaines coparalléles, tels que le poly A et le poly C a pH 5,0, n’ont aucune
activité inhibitrice.

Un cas intermédiaire est représenté par les polyribonucléotides 4 une
chaine, tels que le poly U, qui sont des inhibiteurs faibles ; on retrouve
ici, dans le domaine des inhibiteurs, le méme phénomeéne qui était connu
[8] dans le cas du substrat naturel de 'enzyme, c¢’est-a-dire que l'affinité
pour les polyribonucléotides a4 une chaine (DNA dénaturé) est plus faible
gque celle pour les polynucléotides 4 deux chaines (DNA natif), Une autre
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Fi6. 8. —- Inhibition compétitive de la DNAse acide de la rate de porc par le
t-RNA de levure. Les chiffres entre parenthéses indiquent les my moles de
P de t-RNA/ml. V est exprimé comme pmoles de P de DNA libérees en 15 ;
§ comme umoles de P de DNA/ml. (Bernanor, [26]).

considération intéressante est que Pinteraction de ’enzyme avec les poly-
rihonucléotides semble é&tre indépendante de leur composition en bases
et dépendre seulement de Jeur structure secondaire.

II. — STRUCTURE.

Parmi les nombreuses désoxyribonucléases qui ont été étudiées jusqu’a
présent, deux seulement ont été caractérisées suffisamment dans leurs
propriétés chimiques et physiques : la DNase acide de la rate et ]a DNase
pancréatique. Une autre nucléase est, &4 présent, trés bicn connue dans
ses propriétés : la nucléase de Staphylococcus aureus, Nous ne nous occu-
perons pas ici de cet enzyme qui différe des désoxyribonucléases men-
tionnées dans la premiére partie de cet exposé en deux aspects fonda-
mentaux : il n’a pas de spécificité vis-a-vis des sucres des acides nucléi-
ques et hydrolyse donc soit le RNA, soit le DNA (avec une préférence
nette pour le DNA dénaturé), et il peut agir soit par un mécanisme endo-
nucléolytique, soit par un meécanisme exonucléolytique.
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Propriétés physiques.

Les proprié¢tés physiques de la DNase acide de la rate et de la DNase
pancréatique sont résumées dans le Tableau III, qui montre qu'il s’agit
dans les deux cas de petites protéines globulaires avant des masses égales
4 38 000 (DNasc acide de la rate) et 31 000 (DNase pancréatique), respec-
tivement. La DNase acide est une protéine basique, avec un point isoélec-
trique voisin de 10,2, tandis que la DNase pancréatique est une protéine
acide, dont le point isoélectrique est égal a 4,7.

En ce qui concerne les DNases de E. coli et de I). pneumoniae, nous
savons sculement qu'il s*agit, 14 aussi, de petites protéines, car leurs cons-
tantes de sédimentation (déterminées par centrifugation en gradient de
saccharose) sont égales & 2,5 8§ 1307 ¢t 4 2.2 § [19], respectivement.

TasLEAU III,
Propriétés physiques.

| DNase acide (rale) DNase pancréatique
| (a) (b)

Sogp, w (Svedbergs)........ | 3.4 2,78

Dagg, = (10-7 cm?fsec)...... | 7.8 8,7

Ve e 5; 0.72 0,733

MaSSe .o vreei i, 38,000 31.000

132 LI ! 1.34

E Infmie ‘ 12.1 12,3

Point isoélectrique ....... | 10.2 4,7

(a) G. BErnarpIi, E. APPELLs, R, ZrTo [24].
(b) U, Linvserc [25].

Treés peu de renseignements sont disponibles sur la structure secondaire
des deux DNases mieux connues. CHENG [31] a conclu, sur la base d’études
de dispersion optique rotatoire et de spectroscopie infrarouge que la
DNase pancréatique ne contient pratiquement pas de structure en hélice
alpha ; la structure secondaire serait formée pour environ 50 p, 100 par
une structure p et pour le reste par une structure en pelote statistique.
Propriétés chimiques.

Le Tableau IV montre la composition en aminoacides de la DNase acide
de la rate et de 1a DNase pancreéatique. Il est intéressant de constater gue
les deux enzymes ont une teneur assez élevée en aminoacides aromatiques.
qui représentent 10 p, 100 des résidus dans le cas de la DNase acide et
12 p. 100 dans celui de 1a DNase pancréatique. Dans la DNase acide les
8 résidus de demi-cystine forment 4 ponts disulfures [32] ; il est vraisem-
blable que les 4 demi-cystines de la DNase pancréatique [orment égale-
ment 2 ponts disulfures. Deux autres observations qui ont un certain
intérét concernent la DNase acide : il s’agit 14 de la trés haute teneur en
ammoniaque d’origine amidique de son hydrolysat acide et de la pré-
sence d’un oligosaccharide contenant glucosamine et sucres neutres.
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Structure dimérique et propriétés allostériques de lu DNase acide [33].

Nous avons pu démontrer que la DNase acide de la rate est formée
par deux sous-unités vraisemblablement identiques en utilisant soit des
techniques physiques, soit des méthodes chimiques, Pour obienir la disso-
ciation de I'enzyme, nous avons d’abord utilisé 1'urée 8 M et le p-mer-
captoéthanol 0,1 M ; dans ce solvant le coefficient de sédimentation est
passé de 2,8 S (tous les coefficients cités ont été obtenus a4 une concentira-
tion de 1 p. 100) 4 0,8 S; en urée 4 M + f-mercaptoéthanol 0,05 M, nous

TasLEav IV,

Compeosition en aminoacides,

DNase acide (rate} DNase pancréatiqoe

{a) (b
LySar st iianaacnann 20 9
His..ooviiwiinnnnn 6 6
(NELY .oveeenn (49)
APE iiiiiniiiiaas 13 12
ASPriiiiiiiianinn. 33 34
Thr ...oovvenunn. 21 15
123 SO 37 30
Glu .............. 32 20
Pro.......co0vuune 27 9
Gly .oovviiiinnns, 26 9
Ala....oviiinnnas 25 23
s C0yseennniinit ! 8 4
R | 13 27
Met .............. 4 4
Meu .oovvnnnnnnnns 8 12
et i vnnnnennnnn, 36 24
B 7 . 12 16
Phe.....oovvennn.. 16 12
TEY civeinnnnnnns [ ! 4
Total............. 343 270
Glucosamine ...... 8

(a} G. BERNarDI, E. AppErLa, R. ZiTo [24].
(b) U. Lixpeerc [25].

avons obtenu deux frontiéres ayant des coefficients de sédimentation
égaux a 2,6 § et 0,8 S, respectivement (fig. 9). Ce méme type d’expérience
a été répété en utilisant comme agent dissociant la guanidine 6 M ou la
guanidine 6 M - f-mercaptoéthanol 0,1 M ; dans ces cas, les coefficients
de sédimentation étaient égaux a 2,1 S et 1,5 8§, respectivement. Une disso-
ciation partielle a pu étre mise en évidence par 'emploi de guanidine 3 M.

Ces résultats semblent indiquer que la protéine est dissociée en urée
ou guanidine concentrée ; la présence d’agents réducteurs fait baisser
ultérieurement le coefficient de sédimentation, ce qui s’explique par le
fait qu'il y aurait une augmentation du coefficient de frottement 4 cause
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de Pouverture plus compléte des chaines polypeptidiques. Les différences
rencontrées dans les coefficients de sédimentation en urée et gnanidine
pourraient tenir 4 des différences dans Pinfluence de la concentration sur
les coefficients de sédimentation dans les deux cas ou 4 une fixation pré-
férentielle de ces molécules sur l'enzyme.

Une demonstration indépendante de la structure dlmenque de la DNase
acide de la rate a été oblenue en étudiant I'hydrolysat tryptique de la
protéine réduite et carboxyméthylée. Aprés séparation bidimensionnelle

M It
|‘ N \J
Ll | IR

A B c

F1c. 9. — Diagrammes de sédimentation de DNase acide de rate de porc centri-
fugée & 59.780 t/min. dans une ultracenlrifugeuse Spinco modéle L.,

A) En tampon acétate 0,156 M pH 5,0 4 verséne 0,01 M aprés (122 min),

B) En acétate-verséne 4 urée 4 M 4 [p-mercaptoéthanol 0,056 M (aprés
76 min).

C) En acétate-verséne -~ urée 8 M <+ B-mercaptoéthanol 0,01 M (apres
93 min)., L’expérience (A) a été faite dans une cellule habituelle ; les expé-
riences (B} et (C) dans des cellules &4 frontiére synthétique ; la posilion de la
frontiére initiale est indiquée par le trait discontinu. Les coefficients de sédi-
mentation de enzyme en aeétate-verséne et du composant rapide en urée 4 M
étaient voisins de 2,8 S (¢ = 1 p. 100) ; ceux de Penzyme en urée 8 M et
du composant lent en urée 4 M étaient voisins de 0,8 8 (e = 1 p. 100). (BER-
NARDI, [83])

sur papier des peptides (fig. 10), nous avons trouvé 17 & 19 peptides iryp-
tiques, une valeur qui est trés proche de la moitié du nombre de résidus
de lysine et arginine présents dans la protéine (dimérique) de départ:
ce nombre est égal 4 32-34, Les peptides donnant des colorations spéci-

Fic. 10. -~ Electrophorése-chromatographie des peptides tryptiques obienues &
partir de DNase acide de rate de pore, réduite et carboxyméthylée. Les pep-
tides contenant de l'arginine sont marqués (A). (BERNARDI, APPELLA et

Zrro, [32]).

fiques pour I'arginine, le tryptophane et I’histidine ont été trouvés en un
nombre correspondant &4 la moitié ou 4 moins que la moitié du nombre
des aminoacides respectifs dans la protéine de masse 38 000.
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Un resultat qui est également lié & la structure dimérique de la DNase
acide a été obtenu dans une étude de la cinétique d’hydrolyse du bis
(p-nitrophényl) phosphate par I'enzyme. En effet, si I'on étudie les vi-
tesses initiales d’hydrolyse de ce substrat synthétique par 1a DNase acide
en fonction de la concentration en substrat, on s’apercoit que la courbe
que 'on obtient a une forme sigmoidale, tandis que I’on n’a pas ce phéno-
méne dans le cas de Phydrolyse du DNA natif qui présente, au contraire,
une courbe du type Michaelis-Menten (fig. 11), Ce résultat indique que
le bis (p-nitrophenyl) phosphate est lié d'une maniere coopérative a la
DNase acide, ou, en d’autres fermes, que ce subsirat est un effectenr allos-
térique homotrope de Yenzyme [34],

Q4

V(b motes)

0.3

02

0.1

023" g5 075

T T T
25 S0 5 (mM) 75

Fia. 11. — Vitesse d’hydrolyse 4 37° du DNA (cercles) et du bis (p-nitrophényl}
phosphate (points) par la DNase acide de rate de porc en fonction de la con-
centration des substrats, Le résultat est donné en ymoles de phosphore nucléo-
tidique libéré en 120 min (substrat synthétique). La concentrelion en cnzyme
utilisée dans le dosage DNAsique était environ 100 fois plus faible que celle
utilisée dans le dosage phosphodiestérasique. Des concentrations en substrats
plus élevées de celles montrées dans la figure n'ont pas été utilisées 4 cause
de Iinhibition par excés de substrat dans le cas du DNA et de la faible solu-
bilité dans le cas du bis-p-nifrophénylphosphate. (Bernarpi, [33]).

Ces résultats permettent de tirer deux conclusions : la premiere est que
la DNase acide a une structure dimérique, ce qui est en accord avec le
modéle que nous avions postulé sur la seule base des résultats cinétiques ;
la transition allostérique présentée par 'enzyme pourrait jouer un réle
soit en facilitant la formation du complexe enzyme-DNA, soit en favori-
sant la deuxiéme rupture dans le mécanisme diplotomique.

L.a deuxiéme conclusion est que ’enzyme doit avoir un axe binaire de
symétrie, ce qui découle du fait qu’il peut agir avec ses deux sous-unités
sur les deux brins antiparalléles du DNA natif, et qu’il peut se lier aux
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polyribonucléotides 4 deux chaines antiparalléles, et non pas & ceux &
deux chaines coparalléles, 11 faut donc penser que le DNase acide a une
structure semblable a celle du schéma de la fig. 12.

En ce qui concerne ce modéle, il peut étre intéressant de rappeler que
le dimére de la -lactoglobuline, qui a une masse de 36 000 (trés voisine
donc de celle de la DNase acide), présente une distance entre les deux
entres des sous-unités égale 4 18 A [351, ce qui suggére que les dimensions
de la DNase acide permettent certainement la formation d'un ecomplexe
enzyme-substrat avec le DNA natif (la distance entre deux phosphates
situés 'un vis-4-vis de I'autre sur les deux brins complémentaires est de
18 A).

Fie, 12, — Modéle de la DNase acide. Cette figure est prise de 'article de Monon,
Wyman et CHANGEUX [34].

L’auteur désire remercier le Professeur Charles Sapron pour l'intérét avec
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