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Summary 

Purification and detection o f  multiple forms of  histidine decarboxylase in rat 
gastric mucosa 

A specific histidine decarboxylase from rat gastric mhcosa has been obtained 
at high purity and good yield (purification about 600-fold). The purification 
procedure included double (NH4)2SO4 fractionation, ion-exchange chromatog- 
raphy, preparative isoelectric focusing in a granulated gel and gel filtration. 
Only the specific histidine enzyme was obtained by that procedure; DOPA 
decarboxylase, a non-specific enzyme, was absent in our final preparation. Each 
step of the purification was visualized by polyacrylamide gel electrophoresis 
and analytical isoelectric focusing. The purified enzyme was apparently homo- 
geneous by criteria of electrophoresis and gel filtration and has a molecular 
weight of 94 000. Several protein bands appeared after isoelectric focusing and 
the enzyme activity was localized in 3 distinct peaks. The gastric enzyme con- 
sists of 3 active forms which could be distinguished by their isoelectric points: 
5.4, 5.75 and 6. Molecular weights estimated by SDS polyacrylamide gel elec- 
trophoresis were 97 000, 93 000 and 90 000, and no subunits were observed. 
Pyridoxal phosphate was required as a coenzyme and resolution of the holo- 
enzyme agreed with a portion of the coenzyme tightly bound to the apo- 
enzyme. The purified enzyme was stable at low ionic strength, near neutral pH; 
concentrated reducing agents inhibit the enzyme. 

Introduction 

La biosynth6se d'histamine ehez les mammif6res est eatalys6e par deux 
enzymes: l'histidine d6carboxylase (L-histidine carboxy-lyase, EC 4.1.1.22) 

* Ce m6moire c o n s t i t u e  u n e  pa t t i e  de  la th6se  de  D o c t o r a t  ~ s - S c i e n c e s  Physiques que d o i t  s o u t e n i r  A. 
Savany. 
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sp6cifique de l'histidine et la DOPA d~carboxylase non sp6cifique. L'histi- 
dine d6carboxylase est pr~sente dans le foetus, le placenta, les tumeurs, la 
moelle osseuse, le cerveau [1--3]. C'est dans l'estomac de diverses esp~ces que 
les activit~s les plus importantes sont enregistr~es, en particulier chez le rat 
[4--9]. La pr6sence de l'enzyme chez les primates et l 'homme est d~montr~e 
[10,11]. 

L'enzyme est localis6e dans la muqueuse de la partie glandulaire de l'estomac, 
sa distribution parall~le ~ celle de l'histamine indique que l'histamine est 
form6e dans le tissu [5,10]. L'activit~ DOPA d~carboxylase, importante, est 
surtout localis~e dans la partie pylorique. L'histidine d~carboxylase est activ6e 
par des stimuli physiologiques ou pharmacologiques et des auteurs ont sugg6r6 
une relation entre l'activit6 de l'enzyme, le taux d'histamine et les fonctions 
gastriques [12]. Des travaux r6cents on pr~cis~ le rSle de l'histamine et de cette 
enzyme dans la s~cr6tion acide gastrique et fait apparaftre notamment que l'ac- 
tivit~ de l'enzyme est contrS16e par la concentration en gastrine du s~rum 

[13--151. 
La purification de l'enzyme fait apparaftre une grande labilit6 des extraits 

partiellement enrichis [10,12,16]; c'est pourquoi ]a plupart des travaux sont 
effectu6s sur des pr6parations brutes ou faiblement purifi6es. De ce fait il est 

craindre, en particulier, des d6carboxylations non sp6cifiques qui peuvent 
conduire ~ de fausses interpr6tations. L'objectif de ce travail est donc l'isole- 
ment de l'histidine d6carboxylase de l'estomac de rat hautement purifi6e pour 
permettre sa r6elle caract6risation par ses propi6t6s physicochimiques. 

Mat6riel et M~thodes 

Produits. L-Histidine, pyridoxal-5'-phosphate, L-DOPA sont fournis par 
Fluka, Buchs, Switzerland; Sephadex G-75 superfine et DEAE-Sephadex A-50 
par Pharmacia Fine Chemical AB, Uppsala, Sweden; Ultrogel AcA 44 et ampho- 
lines par LKB Produkter AB, Bromma, Sweden. Les r~actifs pour ~lectropho- 
rSse et ~lectrofocalisation sont des produits Merck, Darmstadt, RFA. DL-[car- 
boxyl-14C]histidine (50 Ci/mol) et L-3,4-dihydroxyph6nyl[1-'4C]alanine (23.5 
Ci/mol) sont fournis par le Radiochemical Center, Amersham. 

Activitd histidine ddcarboxylase. Elle est d6termin~e par la mesure du '4CO2 
lib~r~ ~ partir de DL-[carboxyl-lgC]histidine selon la technique de Auras et al. 
[7] modifi~e. Dans une enceinte herm~tique l'enzyme est incub~e 90 min 
37°C avec 50 mM tampon phosphate (pH 6.8), 20 pM pyridoxal phosphate, 
50 gM L-histidine et 0.1 pCi DL-[carboxyl-14C]histidine pour un volume total 
de 1.2 ml. La r~action est stopp6e par 1 ml H2SO4, 2.5 M e t  le '4CO2 lib6r6 est 
absorb~ sur papier Whatman GF/C imbib~ de 10% NaOH. La radioactivit~ est 
mesur~e apr~s transfert du papier dans 5 ml de m61ange scintillant Sochibo (Uni- 
solve 1). La cin~tique enzymatique est proportionnelle au temps pendant 3 ou 
4 h et ~ la concentration en enzyme jusqu'~ 15 mg prot~ines. 

Activitd DOPA ddcarboxylase. Elle est d6termin~e par la m~me technique 
que celle utilis6e pour l'histidine d6carboxylase mais avec 50 pM L-DOPA et 25 
nCi L-[1-'4C]DOPA [17,18]. 

Dosage des protdines. La m6thode employ6e est celle de Lowry et al. [19] ou 
celle du biuret [20] avec l'ovalbumine comme standard. 
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Electrophordse. Toutes les ~lectrophor~ses en disque sur gel de polyacryl- 
amide (7.5% acrylamide) sont effectu~es selon la m6thode d~crite par Omstein 
[21], Davis [22] et Bloemendal [23] avec le tampon 25 mM Tris/0.2 M glycine 
(pH 8.5). La migration est r~alis~e avec 2 mA par gel ~ 4°C, le bleu de bromo- 
phenol est utilis~ comme marquer. Les prot~ines sont color~es par le bleu de 
Coomassie. Pour localiser l 'enzyme les gels sont d~coup~s en disques de 2 mm 
d'~paisseur, homog~n~is~s dans le tampon d'incubation et le dosage effectu~ 
apr~s 2 h de diffusion dans ce milieu. 

SDS dlectrophordse. Elle est conduite suivant une technique analogue ~ celle 
de Weber et Osborn [24]. Avant ~lectrophor~se les prot~ines sont chauff~es 
100°C pendant 4 min dans le tampon Tris/glycine (pH 8.5) en presence de 1% 
SDS 1%mercapto~.thanol. La migration est effectu~e ~ 4°C avec 2.5 mA par 
gel. 

Electrofocalisation. L'~lectrofocalisation preparative est inspir~e de la 
m~thode d~crite par Radola [25,26] et r~alis~e suivant la technique pr~sent~e 
par LKB [27] avec quelques modifications. 

En ~lectrofocalisation analytique nous utilisons principalement les ampho- 
lines polyacrylamide gel plates fournies par LKB, gradient de pH 3.5--9.5, en 
application de la m~thode pr~sent~e par Karlsson et al. [28] et Vesterberg [29]. 
Les d~pSts sont effectu~s pros de la cathode et l'~lectrofocalisation est r~alis~e 
en 2 h ~ 4°C sur un appareil Multiphor LKB 2117 avec une tension maximum 
de 1000 V. Les pH sont mesur~s ~ 20°C [30,31] sur des sections r~gulibres du 
gel, parall~les aux ~lectrodes, de 2 mm de large et homog~n~is~es dans 1 ml 
d'eau distill~e. Des sections de gel analogues homog~n~is~es dans 50 mM tam- 
pon phosphate (pH 6.8) permettent la d~tection de l'activit~ enzymatique. Les 
prot~ines sont color~es par le bleu de Coomassie. 

Ddtermination du poids moldculaire. Par filtration sur gel d'acrylamide 
agarose AcA 44 (2.5 X 88.5 cm) les prot~ines natives sont ~lu~es ~ 4°C avec 50 
mM tampon phosphate (pH 6.8) contenant 10 pM pyridoxal phosphate et un 
d~bit de 50 ml/h. 

Spectres. Les spectres sont trac~s ~ temperature ambiante ~ l'aide d'un spec- 
trophotom~tre Beckman DB-G dans des cuves en quartz de 1 cm de cherdin 
optique et de 1 ml. 

R~sultats 

Purification de l'enzyme. Toutes les ~tapes de purification sont effectu~es 
2--4°C sauf indications contraires. 

Etape 1. Des rats Sprague-Dawley m~les adultes (250--350 g), librement 
nourris, sont tu~s apr~s absorption d'aliments [7,32]. Des estomacs soigneuse- 
ment nettoy~s, seule la muqueuse qui recouvre la partie glandulaire [15] est 
pr~lev~e. Les conditions employees par L~vine et Watts [6] quant au pH 
d'extraction sont adopt~es et les tissus sont homog~n~is~s au polytron avec 
0.1 M tampon acetate (pH 5.5) contenant 10 pM pyridoxal phosphate, 1 mM 
mercapto~thanol, 10 mM EDTA (6 vols. par gramme de tissu). L'homog~nat 
est centrifug~ ~ 50 000 Xg pendant 1 h. La totalit~ de l'enzyme ~tait dans le 
sumageant. 

Etape 2. Apr~s ~limination de la fraction lipidique, le surnageant est pr~ci- 
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pit~ ~ 43% de saturation en (NH4)2SO4 par addition lente sous agitation de ce sel 
cristallis~ [33], le pHes t /na in t enu  ~ 5.7 par addition de 0.5 M NaOH. Apr~s 
agitation pendant 20 min le milieu est centrifug~ ~ 30 000 × g pendant 20 min. 
Le sumageant qui contient notamment une partie de l'activit~ DOPA d~car- 
boxylase est ~limin~. Le pr~cipit~ est solubilis~ avec 50 mM tampon phosphate 
(pH 6.8), 10 pM pyridoxal phosphate, 1 mM mercapto~thanol, 10 mM EDTA. 

Etape 3. L'extrait precedent est pr~cipit~ h 27% de saturation en (NH4)2SO4 
pH constant (6.8). Le surnageant de centrifugation (30 000 ×g, 20 min) est 

pr~cipit~ ~ 40% de saturation en (NH4):SO4. Les prot~ines qui pr~cipitent entre 
27 et 40% de saturation en (NHa):SO4 sont collect~es par centrifugation 
(30 000 ×g, 30 min) et solubilis~es avec 50 mM tampon phosphate (pH 6.8). 

Etape 4. Cette fraction (35 ml) est d~pos~e directement sur une colonne de 
gel DEAE-Sephadex A-50 (2.5 × 17.5 cm). L'~lution a lieu avec 330 ml de gra- 
dient lin~aire 50--500 mM tampon phosphate (pH 6.8) au d~bit de 25 ml/h 
(Fig. 1). L'activit~ enzymatique est ~lu~e en deux pics bien distincts: le 'pic 
1' contient surtout l'activit~ DOPA d~carboxylase, le 'pic 2' contient l'ac- 
tivit~ histidine d~carboxylase. Ce deuxi~me pic tr~s large pr~sente deux maxima 
vers 0.25 et 0.28 M, il contient 75--80% de l'activit~ initiale. 

Etape 5. L'extrait precedent est pr~cipit~ ~ 52% de saturation en (NH4)2SO4 
pH 6.8, puis centrifug~ ~ 30 000 ×g pendant 30 min, enfin dialys~ pendant 
16 h contre 2 mM tampon phosphate (pH 6.8), 10 #M pyridoxal phosphate. Ce 
milieu (15 ml) est concentr~ ~ 3 ml par ultraffltration dans un concentrateur 
minicon B-15 Amicon. 

Etape 6. L'~lectrofocalisation est r~alis~e dans un gradient de pH 3.5--9.5 sur 
une plaque de gel Sephadex G-75 superfine (23 × 11 × 0.3 cm) contenant 2% 
ampholines. La fraction issue de l'~tape pr~c~dente est d~pos~e en une bande 
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Fig. 1. C h z o m a t o g r a p ~ e  sur  r ~ M n e  anio~_ique D E A E - S e p h a d e x  A-50 .  L 'exf~aJt  2 7 4 0 %  { N H 4 ) 2 S O  4 (35 

m l )  e s t  d ~ p o s ~  s u r  l a  c o l o n n e  ( 2 . 5  X 1 7 . 5  c m )  ~ q u i l i b r e e  a v e c  5 0  m M  t a m p o n  p h o s p h a t e  ( p H  6 . 8 ) .  E l u t i o n  
avec  un gzadient  l i n ~ a i r e  5 0 - - 5 0 0  m M  t a m p o n  p h o s p h a t e  (pH 6 . 8 )  ( . . . .  ). D~bit  2 5  ml fn .  Fract ions  6 . 5  

m l .  Les act ivit~s  e n z y m a t l q u e s  s o n t  e x p r l m ~ e s  en  n m o l e s  C O  2 f o r m ~ / h / m L  ( ) Po urcenta g e  de trans- 
mi s s ion  i 2 8 0  n m .  ( e  . . . . . .  e )  A c t i v i t ~  h i s t i d i n e  d ~ c a r b o x y l a s e .  ( o  . . . . . .  o )  A c t i v i t ~  D O P A  d ~ c a r b o x y l -  

use.  
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P U R I F I C A T I O N  D E  L ' H I S T I D I N E  D E C A R B O X Y L A S E  D E  L A  M U Q U E U S E  G A S T R I Q U E  D E  R A T  

E t a p e s  H i s t i d i n e  d ~ c a r b o x y l a s e  D O P A  d 6 c a r b o x y l a s e  

P r o t 6 i n e s  Ac t iv i t 6  Ac t iv i t 6  R e n d e m e n t  P u r i f i c a t i o n  A c t i v i t 6  
t o t a l e s  t o t a l e  s p 6 c i f i q u e  ac t i v i t 6  s p ~ c i f i q u e  
(mg)  ( p k a t )  ( p k a t / m g )  (%) ( p k a t / m g )  

R e n d e m e n t  
acf iv i t6  
(%) 

H o m o g ~ n a t  5 4 6 0  1 4 0 . 8 3  0 . 0 2 6  1 0 0  1 
S u r n a g e a n t  5 0  0 0 0  × g 1 2 7 4  1 3 4 . 3 3  0 . 1 0 5  9 5 . 4  4 . 0 9  0 . 7 2 5  
0 - - 4 3 %  ( N H  4)2  SO4 5 9 1 . 8  1 3 5 . 3 2  0 . 2 2 9  9 6  8 , 8 6  
2 7 - - 4 0 %  ( N H 4 ) 2  SO 4 2 9 2 . 2  1 4 2 . 4 0  0 . 4 8 7  1 0 1  1 8 . 9  1 . 8 5 5  
Pic 1 4 3 . 8  1 2 . 2 7  0 . 2 8 0  8 . 7  1 0 . 8 5  1 1 . 1 2 4  
D E A E - S e p h a d e x  7 5 . 4  1 1 2 . 1 6  1 . 4 8 8  7 9 . 7  5 7 . 7  0 . 0 3 6  
E x t r a i t  dialys~ c o n c e n t r ~  6 0 . 6  9 0 . 7 0  1 . 4 9 7  6 4 . 4  5 8  0 . 0 4 0  
F o c a l i s a t i o n  6 .7  * 4 6 . 0 3  7 . 1 3 9  34 .1  2 7 6 . 8  0 
Ul t roge l  A c A  4 4  2 .4  3 7 . 0 2  1 5 . 4 2 2  2 6 . 3  5 9 8  0 

1 0 0  

5 8 . 6  
52 .7  

2 .9  
2 .6  
0 
0 

* Dosage  des  p ro t~ ines  apr~s  ~ l i m i n a t i o n  des  a m p h o l i n e s  p a r  f i l t r a t i o n  stw gel  S e p h a d e x  G - 5 0  F i n e .  1 p k a t a l  = 1 p m o l  C O  2 f o r m ~ / s .  
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Fig. 2. Analyse dlectrophordtique sur gel de polyacrylamide (7.5% acrylamide) des dtapes de la purifica- 

tion. Tampon Tris/glycine (pH 8.5); ddpSts 70--80 pg protdines. R6vdlation par le bleu de Coomassie. 

Cathode et ddpSts en haut. 1 = surnageant 50 000 X g. 2 = 27---40% (NH4)2SO 4. 3 = DEAE-Sephadex A 

50.4 = dlectrofocalisation prdParative. 5 = Ultrogel AcA 44. 

Fig.  3.  E l e c t r o p h o r d s e  su r  gel de  p o l y a c r y l a m i d e  de  l ' e n z y m e  pur i f ide .  L ' e x t r a i t  est  d ia lys~ e t  c o n c e n t r d ,  
8 0  ;zg prota~ines s o n t  ddpos~s  sur  gel (7 .5% a c r y l a m i d e ) .  A p r d s  d l e e t r o p h o r d s e  en  t a m p o n  Tr i s /g lyc ine  (pH 
8 .5 )  le gel es t  f r a c t i o n n ~  ~ p a r t i r  de  la  c a t h o d e  (~ g a u c h e )  e n  d i sques  de  2 m m  d ' d p a i s s e u r .  (e  . . . . .  -e~ 
Act iv i td  e n z y m a t i q u e  en  n m o l e  CO 2 f o r m ~ / h  p o u r  c h a q u e  d i sque .  ( ) D c n s i t o g r a m m e  de gel,  p ro -  
td ines  co lo r~es  p a r  le b l e u  de  C o o m a s s i e .  

® 

Fig.  4.  S O S  ~ l e c t r o p h o r d s e .  L ' e n z y m e  pur i f i~e  ( 2 0  #g  p r o t ~ i n e s )  es t  s o u m i s e  ~ d l ec t zophor~se  sur  gel de  
p o l y a c r y l a m i d e  (7 .5% a c r y l a m i d e )  avec 0 . 1 %  SDS (ma td r i e l  e t  m@thodes) .  C o l o r a t i o n  p a r  le b l e u  de  Coo-  
mass ie .  C a t h o d e  e t  d~pGt  ~ g a u c h e .  ( ) D e n s i t o g r a m m e  ~ 5 8 0  n m  d u  gel. ( , )  H i s t id ine  d d c a r b 0 x y l :  
ase.  
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t~ines de poids mol~culaires voisins de 35 000, 62 000, 85 000 et 130 000. 
Ddtermination du poids moldculaire de l'enzyme. Par filtration sur gel com- 

parativement fi des protAines standards le poids mol~culaire de  la forme native 
de l 'enzyme purifi~e est 94 000 _+ 4000 (3 d~terminations), l 'enzyme est ~lu~e 
sous forme d 'un pic unique. 

Electrofocalisation. L'extrait  de d~part est un m~lange complexe de pro- 
t~ines qui focalisent dans tout  le gradient de pH 3.5--9.5 (Fig. 5). Apr~s l'~limi- 
nation des prot~ines ~trang~res, au dernier stade de la purification l 'enzyme est 
const i tu te  de nombreuses bandes prot~iques, 13 d'intensit~s variables, qui 
focalisent entre pH 5 et 6.25. 

L'activit~ enzymatique est localis~e sensiblement dans toute  la zone pro- 
t~ique; elle apparait sous forme de 3 pics distincts qui correspondent  aux 
bandes de protAines et fi leur intensit~ (Fig. 6). Le premier pic a son maximum 

pH 5.4, le second d'intensit~ l~gSrement plus faible fi pH 5.75, le troisi~me 
d'intensit~ la plus faible fi pH 6. L'~lectrofocalisation dans une gamme de pH 
plus r~duite que 3.5--9.5 n'am~liore pas la r~solution car les bandes sont plus 
espac~es mais plus diffuses. 

Spectres de l'enzyme. Le spectre dans 50 mM tampon phosphate (pH 6.8) 
pr~sente un pic d 'absorption fi 280 nm, un deuxi~me pic fi 410 nm et un 
~paulement fi 325 nm (A28o/A41 o = 15/1). L'absorption fi 410 nm confirme la 
presence de pyridoxal phosphate comme coenzyme dont  la fonction aldehyde 
forme une liaison avec un groupement  amin~ de la prot~ine. Le coenzyme est 
solidement fix~ fi l 'apoenzyme car le spectre est ind~pendant du pH entre 6 et 

F i g .  5 .  E l ec t ro foca l i s a t i on  sur a m p h o l i n e s  p o l y a c r y l a m i d e  gel plate  L K B  p H  3 . 5 - - 9 . 5  des  ~tapes  de p u r i f i -  

c a t i o n .  DdpSt:  6 0  #g  protdines  prds de la c a t h o d e  (en h a s ) .  R d v d l a t i o n  des  prot~ ines  par le  b l e u  de  C o o -  

m a s s i e .  1 = surnageant  5 0  0 0 0  X g.  2 = 0 - - 4 3 %  ( N H 4 ) 2 S O  4.  3 = 2 7 - - 4 0 %  ( N H 4 ) 2 S O  4 .  4 = D E A E - S e p h a -  

dex  A - 5 0  d i a l y s d  c o n c e n t r d .  5 = p i c  1 . 6  = dlec tro foca l i sa t ion  prdparative.  7 = Ultroge l  A c A  4 4 .  
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Fig.  6 .  E l e c t r o f o c a l i s a t i o n  maa ly t ique  de  l ' e n z y m e  pur i f~e .  L ' e n z y m e  es t  d ia lys~e  e t  eoncen tz~e ,  2 8 0  pg 
s o n t  d~pos~s  su r  a m p h o l i n e s  p o l y a c r y l a m i d e  gel p l a t e  L K B  p H  3.5---9.5.  (o---o---o) G r a d i e n t  de  p H .  
( ) Dens i to rn~ t r i e  ~i 5 8 0  n m  de  l ' e n z y m e  focaUs~e ( c o l o r a t i o n  a u  b l eu  de  C o o m a s s i e ) .  (e  . . . . . .  o)  
Act ivi t~  h i s t i d ine  d ~ c a r b o x y l a s e  p o u r  des  s e c t i o n s  de  gel de  2 m m  de la rge  e n t r e  l ' a n o d e  (4 d r o i t e )  et  la  
c a t h o d e .  

9.5. L'addit ion de 10 mM histidine augmente l~g~rement les absorptions 
280 nm et 325 nm comme lors de la formation du complexe entre pyridoxal 
phosphate et histidine [34]; la liaison entre l 'apoenzyme et le coenzyme serait 
ainsi remplac~e par une liaison entre le coenzyme et le substrat. 

La r~solution en apoenzyme et coenzyme par dialyse pendant  3 jours contre 
50 mM tampon phosphate (pH 6.8) contenant  1 mM EDTA 1 mM mercapto- 
~thanol puis pendant  40 h contre 5 mM tampon phosphate (pH 6.8) contenant  
5 mM semi-carbazide conduit  dans les deux cas ~ une activit~ r~siduelle qui 
repr~sente 7% de l'activit~ initiale; l 'addition de 20 ~M pyridoxal phosphate 
restaure 90% de cette activit~ [35] mais des concentrations sup~rieures ~ 100 
pM provoquent  une inhibition. Le spectre de l 'enzyme apr~s ces dialyses reste 
inchang~; un ph~nom~ne analogue est observ~ avec l'arginine d~carboxylase 
[36]. 

Stabilitd de l'enzyme. A 4°C et --20°C l'instabilit~ de l 'enzyme en solution a 
necessit~ l 'addition au tampon d 'extraction de 10 mM EDTA, 10 pM pyridoxal 
phosphate,  1 mM mercapto~thanol.  Dans un tel milieu ~ pH 6.8 le surnageant 
de d~part (5 mg protAines/ml) conserve 60--70% d'activit~ ~ 4°C et 100% d'ac- 
tivit~ ~ --20°C apr~s 1 mois. Ajout~ s~par~ment au milieu EDTA, pyridoxal 
phosphate ou mercapto~thanol ~ un pouvoir  stabilisateur faible. L'extrait  
final purifi~ (40 pg prot~ines/ml) dans 50 mM tampon phosphate (pH 6.8) con- 
tenant  10 pM pyridoxal phosphate a une stabilit~ identique ~ 4°C ou --20°C et 
conserve 75--85%d'activit~ apr~s 12 jours. 
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A 4°C et ~ forte force ionique l 'enzyme perd rapidement son activitE, elle est 
plus stable dans 50 mM tampon phosphate. La perte d'activitE est Egalement 
plus importante en presence de NaC1 qu'avec le tampon phosphate. 

Aux pH infErieurs ~ 6 la denaturation de l 'enzyme est rapide (90% de perte 
d'activitE en 24 h ~ 4°C); autour du pH opt imum la stabilitE est bonne et 
pH 6.8 elle conserve 90% d'activitE aprSs 6 jours ~ 4 ° C. 

Les agents r~ducteurs 1 mM mercaptoEthanol ou glutathion, sans effet sur 
l'activitE enzymatique,  deviennent inhibiteurs pour des concentrations supEri- 
eures ~ 1 mM; 10 mM cystEine provoque une inhibition totale. La degradation 
de l 'enzyme peut  intervenir par clivage de ponts disulfures. 

Discussion 

L'histidine dEcarboxylase de la muqueuse gastrique de rat est obtenue puri- 
fiEe environ 600 fois par rapport  ~ l 'homogEnat avec un rendement  de 30%. La 
DOPA dEcarboxylase, enzyme non sp~cifique pouvant  dEcarboxyler l'histidine 
est absente de nos preparations enrichies. Bien que le pyridoxal phosphate 
protbge l 'enzyme contre la denaturation par la chaleur, ce procEdE de purifi- 
cation employE par Auras et al. [7] n'a pas ErE retenu car il place l 'enzyme 
dans des conditions trop dEnaturantes pour  un faible taux de purification. C'est 
Egalement le cas pour  la precipitation acide [16]. La chromatographie d'affinitE, 
plus spEcifique que la chromatographie hydrophobe  [37], met tant  ~ profit  
l ' interaction apoenzyme coenzyme selon la technique de Ryan et al. [38] n'a 
pas permis un enrichissement appreciable de l 'enzyme. 

Le degrE de purification ElevE est atteint grace ~ la separation des protEines 
selon le crit~re des differences de points isoElectriques. Parmi les techniques 
d'Electrofocalisation preparative [25,26,39] celle sur gel Sephadex en couche 
mince est pr~f~rEe surtout  pour  sa rapiditE. Une perte d'activitE de l 'enzyme 
pouvant  intervenir par suite d 'une exposition prolong~e ~ des pH dEfavorables, 
la durEe d'Electrofocalisation a ~t~ ~duite ~ 7 h sans affecter la r~solution; une 
bonne linEaritE du gradient de p H e s t  obtenue avec un voltage initial faible et 
une puissance maximum de 11 W. Dans un gradient de pH 5--7.5 l 'enzyme 
focalise sous forme de 2 pics mal s~parEs, ce qui laisse supposer l 'existence de 
plusieurs formes, mais l 'enrichissement de la preparation n'est pas amEliorE. 
De m~me une nouvelle ~lectrofocalisation en gradient de pH 3.5--9.5 ou 5--7.5 
n 'augmente pas l'activitE spEcifique du fait de l'instabilitE de l 'enzyme. Un frac- 
t ionnement  supplEmentaire est nEanmoins rEalis~, par  une mEthode moins 
dEnaturante pour  cette enzyme que l'Electrofocalisation, selon le crit~re des 
differences de poids molEculaires des prot~ines. 

Le coenzyme,  indispensable ~ l'activitE enzymatique,  est le pyridoxal phos- 
phate; comme c'est le cas avec d'autres enzymes pyridoxal phosphate dEpen- 
dantes [17] une partie du coenzyme serait tr~s for tement  liEe ~ l 'apoenzyme 
tandis qu 'une autre partie plus labile serait ~liminEe par dialyse. 

La preparation purifiEe d'histidine dEcarboxylase gastrique, apparemment 
homog~ne apr~s ~lectrophor~se et filtration sur gel, est en fait h~t~rog~ne aprbs 
SDS Electrophor~se et ~lectrofocalisation analytique. Cette derni~re m~thode 
permet  d'identifier 3 formes actives de l 'enzyme distinctes par leur point  iso- 
Electrique: 5.4, 5.75 et 6. Les faibles activit~s r~cup~r~es et l'instabilit~ de 
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l 'enzyme soumise ~ une nouvelle dlectrofocalisation ne permet tent  pas de cette 
fa~on une meilleure caractdrisation. 

La prdsence de ces trois formes n'est  pas un artefact de manipulation. En 
effet  l 'dlution de la chromatographie d'dchange d'ions r~v~le d~j~ leur existence 
avec une  courbe d'activitd qui prdsente deux maxima. Le stockage des tissus ou 
leur altdration sous forme congelde est hors de cause puisque ces r6sultats sont 
obtenus aussi bien avec des tissus frais que congel~s depuis plusieurs semaines. 
AprSs dlectrophor~se il apparai't un seul pic large d'activitd enzymatique car les 
diverses formes-ont alors des charges voisines doric des mobilitds peu diffdrentes. 
Le poids moldculaire de l 'enzyme native est voisin de 94 000, ainsi une forme 
n'est pas le polym~re d 'une autre. Toutefois  si les trois formes ont des poids 
moldculaires distincts, mais proches de cette valeur, leur s@aration apr~s filtra- 
tion sur gel n'est pas permise. Lamobi l i td  dlectrophordtique dtant fonction ~ la 
fois de la charge et dU poids moldculaire, il n'est pas surprenant de ce fait que la 
rdsolution ne soit pas meilleure apr8 s ~lectrophor~se. Les trois formes de 
l 'enzyme sont encore identifiables aprSs SDS dlectrophorSse: leur poids mold- 
culaire 97 000, 93 000, 90 000, est en accord avec la valeur trouvde aprSs 
filtration sur gel. Ces formes ne sont pas dissociables en sous unitds car aucune 
bande correspondante de poids moldculaire sous multiple n'est  d~celable. Les 
autres bandes, de poids moldculaires inf~rieurs aux precedents,  sont at tr ibutes A 
des contaminants protdiques dissocids ou non en sous unitds sous l ' influence du 
SDS. Ces protdines, dont  ~ l 'dtat natif les points isodlectriques et poids moldcu- 
laires sont  voisins de ceux de l'histidine d~carboxylase, sont prdsentes dans la 
prdparation purifide. L'homogdnditd de cette prdparation n'est donc pas aussi 
parfaite que l '~lectrophorSse simple le laisse supposer. Une justification est 
apportde apr~s dlectrophor~se sur gel de polyacrylamide ~ gradient 4--30% 
effectude selon la technique Pharmacia (r~sultats non publids). Les protdines se 
r~partissent suivant leur poids mol~culaire: en plus des bandes caract~ristiques de 
l 'enzyme il apparait d'autres protdines dont  les poids moldculaires correspon- 
dent  A des multiples de ceux trouvds aprSs SDS ~lectrophor~se. En d~finitive 
l'histidine ddcarboxylase purifide de la muqueuse gastrique se prdsente sous 
plusieurs formes: les trois formes actives sont caract~ris6es par des points iso- 
dlectriques et des poids moldculaires diff~rents. Leur isolement et leur purifica- 
tion encore plus spdcifique par chromatographie d'affinitd est ~ l 'dtude. 

R~sum~ 

L'histidine ddcarboxylase de la muqueuse gastrique de rat est obtenue haute- 
ment  purifi~e, avec un bon rendement  (purification 600 fois). La purification 
est r~alisde par double fract ionnement  au (NH4)2SO4, chromatographie 
d'~change d'ions, dlectrofocalisation preparative sur gel Sephadex, et filtration 
sur gel. Seule l 'enzyme sp~cifique de l'histidine est isol~e; la DOPA d~carboxyl- 
ase, enzyme non sp~cifique, est absente de nos preparations. La purification 
est suivie par ~lectrophor~se et ~lectrofocalisation analytique sur gel de poly- 
acrylamide. L 'enzyme purifi~e apparait homog~ne apr~s ~lectrophor~se et filtra- 
t ion sur gel, son poids mol~culaire est estim~ ~ 94 000. L'~lectrofocalisation 
rdv~le que l 'enzyme est en fait const i tu te  de nombreuses bandes prot~iques et 
que l'activitd est localis~e en 3 pics. L'histidine d~carboxylase gastrique est 
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compos~e de 3 formes actives caract~ris~es par leurs points iso~lectriques: 5.4, 
5,75 et 6; leurs poids mol~culaires 97 000, 93 000, 90 000 sont distincts apr~s 
SDS ~lectrophor~se, il n'est pas observ~ de sous unit~. Le coenzyme est le pyri- 
doxal phosphate et la r~solution de l'holoenzyme r~v~le qu'une partie du 
pyridoxal phosphate reste fortement li~e ~ l'apoenzyme. L'enzyme pr~sente 
une relative stabilit~ ~ faible force ionique et pH neutre; les agents r~ducteurs 

forte concentration inhibent l'enzyme. 
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