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It is shown that the iso-l and iso- cytochromes c synthesized by two strains of respiratory deficient strains of 

yeast (p-) possess one residue of EN-trimethyllysine and do not differ in this respect from the iso-cytochromes pro- 

duced by p+ strains. This result excludes the possibility that the methylation reaction is linked to respiratory activity 

or to the p+ factor. 

1. Introduction 

On sait depuis les travaux de Delange et al. [ 1 ] que 
le cytochrome c de Neurospora et celui de germe de 
ble contiennent respectivement 1 et 2 residus de 
eN-trimethyllysine. L’iso-1 et l’iso-2 cytochromes c 
synthetises par une meme cellule de levure [2] con- 
tiennent egalement un residu de eN-trimethyllysine 
en position 72 [3]. De plus, les travaux de Scott et 
Mitchell [4] ont montre que la trimethylation de la 
lysine 72 du cytochrome c de Neurospora est poster- 

ieure a la synthese complete de la proteine et qu’elle 
ne se produit qu’a la fin de la phase exponentielle de 
croissance. 

Dans notre laboratoire, B partir d’une souche 
grande, nous avons recemment separe par chromato- 
graphie sur Amberlite des pits cytochromiques minori- 
taires distincts de l’iso-1 et de l’iso-2 cytochrome c, 
qui ne presentent pas de eN-trimethyllysine [5]. Or on 
sait que dans toute population de levures grandes p+, 
il existe toujours des cellules de genotype petite p- 
[6]. Selon les souches et les conditions de culture la 
proportion des cellules p- peut atteindre quelques 
dizaines de pour cent. Les cellules p- sont caracteri- 
sees,par une deficience respiratoire tout en produisant, 
en quantite comparable a la grande, un cytochrome c 
qui presente une activite enzymatique normale apres 
extraction [7] . On pouvait se demander, si, du fait de 
cette deficience respiratoire, la reaction de trimethyla- 

tion ne serait pas perturbee. 
Nous avons done cherche a savoir si les mutants de 

levure petite sont capables d’effectuer la reaction de 
methylation de la lysine 72 et par la-m&me si l’hetlro- 
gCn8tC moleculaire observee pour les cytochromes de 
la souche grande Ctait due a une heterogeneite cel- 
lulaire de la population de levure. 

2. Materiel et methodes 

Nous avons analyse le cytochrome c de quatre 
souches: deux grandes et deux petites. Nous n’in- 
diquons dans les genotypes que les genes concernant 
les cytochromes: 

D261 p+ CY l/CY 1 CY2A/CY2A 

DP31 p+ CY l/CY cy2A-18/cyZA-18 
1L8-8C/R5/3 p- CY l/CY 1 CYZA/CYZA 
DP31/VI p- CYl/CYl cy2A-18/cy2A-18 

Ces souches ont Cte d&rites par Clavilier et al. [8]. 
La souche p- ILgSC/R5/3 tout comme la souche 

D261 p+ contient essentiellement de l’iso-1 cytochrome 
c (90 a 95% du cytochrome total) [2]. La souche 
DP31/Vl p- par contre synthetise presqu’uniquement 
de l’iso-2 cytochrome c (jusqu’a 95%) alors que la 
souche isochromosomique DP3 1 p+ produit de 60 a 
70% d’iso-2 et 30 i 40% d’iso-1 [9] . 
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L’extraction des cytochromes de souche grande a 
6tC me&e P partir de plusieurs kilogrammes de levure 
humide, celle des cytcchromes de souche petite g 
partir de 1.5 g poids sec. L’extraction et la purification 
des cytochromes ont BtB me&es selon Sels et al. [lo] , 
mais chaque Bchantillon a subi deux chromato- 
graphies sur Amberlite, et non une seule. 

Le cytochrome 1yophilisC a CtC hydrolys6 avec de 
l’acide chlorhydrique bidistillC dans des tubes scellCs 
sous vide pendant 24 hr g 1 lo”, l’acide chlorhydrique 
CliminC ensuite $ pression rCduite avec un Cvaporateur 
rotatif Biichi. 

Les analyses d’acides aminks ont Bt6 effect&es sur 

un analyseur Beckman 120 C, dont l’enregistreur est 
Bquip6 d’une carte de r6sistance de 4 g 5 mV permet- 
tant un dosage p&is B partir de 3 ?I 5 nmoles d’acides 
amin&. La &-trimethyllysine a BtB analysCe sur une 
colonne de r&sine Beckman PA 35 de 0,9 X 38 cm, 
Blu6e g 30” par du tampon citrate 0,2 M, pH 5,84, 
contenant 4 g/l de ClNa (dCbit: 34 ml par hr). Dans 

ces conditions, inspirkes d’un travail de Hempel et al. 
[ 1 l] , la dV-trim&hyllysine est entierement sdparCe 
de l’histidine et de la lysine. 

3. Resultats 

Le tableau 1 prCsente les compositions en acides 
amin& des cytochromes purifiBs $ partir des quarte 

souches. 
La sCquence compl6te de I’iso-1 cytochrome c de 

la souche p+ a CtC publiCe par Narita et Titani [ 121 . 
De plus Yaoi [ 131 a montrC par des expkriences de 
cartes peptidiques que la structure primaire de l’iso-I 
cytochrome c d’une souche grande et d’une souche 
petite sont probablement identiques. Ceci ne p&age 
en rien l’existence de la EN-trim&hyllysine dans le 
cytochrome de la souche p- puisque, d’apre8s Scott 
et Mitchell [4] , la trim&hylation de la lysine 72 
n’althre pas la mobilit du peptide chromotrypsique 

Tableau 1 
Analyse d’acides aminks des iso-cytochromes. 

Iso-l lso-2 
-- 

Souche 
D26 1 

P+ 

Thiorie [ 121 

D26 1 

P+ 

Trouv6 

IL%8C/R5/3 

P- 

Trouv6 

DP31 

P+ 

Trouvi 

DP31/Vl 

P- 

TrouvC 

LYS 16 15,s 16,8 16,0 15,3 

His 4 4 4 3 3 

Arg 3 390 3,4 2,7 2,9 
EN MesLys 1 170 098 1,O 038 

Asp 11 10,2 11,3 13,4 11,6 

Thr 8 7,4 7,8 975 8,9 
Ser 4 430 533 6,O 839 
Glu 9 8,8 999 9,2 10,9 

Pro 4 5,2 4,5 595 592 

GlY 12 12,0 12,l 13,2 13,4 

Ala 7 790 7,4 6,7 8,4 
Val 3 2,s 3,O 2,7 2,8 
Met 2 1,9 1,6 232 2,5 
He 4 331 331 436 4,4 
Leu 8 8 8 5 5 

Tyr 5 498 3s 4,O 3,6 
Phe 4 494 376 3,8 3,8 

Les chiffres reprksentent la moyenne de 2 analyses sauf pour la trimethyllysine des souches pm (1 seule valuer). La leucine et 

l’histidine ont it6 prises comme base de calcul pour les acides amin& des colonnes longue et courte respectivement. Le cytochrome 
de la souche D26 1 (p*) a 6ti hydrolye en pr&ence de mercaptokhanol i 5%. La quantite de eN-trimethyllysine a Bt$ calculke 

avec la constante de lhistidine, suivant [ 11. 

73 



Volume 19, number 1 FEBS LETTERS November 1971 

correspondant. La skquence complete de l’iso-2 cyto- 
chrome c de la souche D26 1 n’est pas publiee, pas 
plus que celle de la souche DP3 1, mais en raisonnant 

par analogie avec la situation pour l’iso-I, on peut 
supposer que les iso- de la souche DP3 1 et de la 
petite correspondante DP3 l-V1 p- ont des sequences 

identiques. 
On voit sur le tableau que l’accord est effective- 

ment satisfaisant entre les compositions des iso-cyto- 
chromes de souche grande et de souche petite corre- 
spondante. Les differences observees pour la serine 
sont probablement dues g une contamination au tours 
de la purification des petites quantites de proteine a 

partir des souches p-, alors que les quantites utilides 
pour les souches p+ Ctaient beaucoup plus importantes. 
Sauf en ce qui concerne la composition du cytochrome 
de la souche D26 1, les valeurs de la tyrosine doivent 
etre consider&es comme trop faibles par suite de 

l’oxydation de cet acide amine au tours de Ctre con- 
siderees comme trop faibles par suite de l’hydrolyse 

chlorhydrique. 

Le tableau 1 repond clairement a la question poke 
au debut de cette note. Les chiffres de fl-trimethyl- 
lysine indiquent que l’essentiel sinon la totalite du 
cytochrome c synthetise par les souches petites p- 
est effectivement trimethyle. Ce resultat exclut la 
possibilite que la trimethylation soit tributaire d’une 

activite respiratoire. I1 exclut Cgalement l’hypothese 
d’un role joue par le facteur p+ dans la reaction de 
trimethylation. 
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