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INTRODUCTION

En 1943, STEDMAN et STEDMAN (1) avancérent I'hypothése que les
histones - protéines basiques associées au DNA dans les cellules somatiques -
avaient un r8le répresseur sur l'activité du géne dans la cellule. Le fait que
'apparition des histones dans |'évolution coincide, comme 1'a souligné
GEORGIEV (2), avec l'apparition d'un noyau bien défini (et des chromosomes)
et avec la différenciation, n'est sans doute pas étranger & cette hypothése qui
regut sa premiére preuve expérimentale en 1962, grdce aux travaux de HUANG
et BONNER (3). Ces auteurs montrérent que les histones inhibaient la synthése
du RNA. Entre temps, STEDMAN et STEDMAN avaient ouvert la voie vers un
vaste champ d'investigations dont les histones ef les autres constituants de la

chromatine allaient &tre |'objet.

Les recherches entreprises aux environs de 1950 concernaient essen-
tiellement la dissociation du complexe DNA - histones par les acides dilués (4)
(5) ou par les sels neutres (65 et le fractionnement des histones ainsi obtenues
7) (8) (9) (10)(11) (12) (13). Tres rapidement, on a pu démontrer que ces pro-
téines de caractére basique marqué pouvaient se répartir en deux groupes trés
hétérogénes : ['un correspondant aux histones riches en lysine, l'autre aux his=
tones riches en arginine. L'hétérogénéité de cette familie de protéines ressortait

confusément de I'étude des histones totales ou fractionnées, en électrophorése

libre selon TISELIUS (7) (9) (14) (15) (16) (17) ou en uliracentrifugation (4) (10)



(15) (16) (17) (18), ainsi que de la détermination des amino-acides en position

N Hz-’rerminqle (19) (20j.

L'hétérogénéité se manifesta clairement quand 'avénement de supports
nouveaux - gel d'amidon (21) (22) et gel de polyacrylomide (23) - permi: la
séparation électrophorétique des histones. Cette acquisition technique fut capi-

tale pour le développement ultérieur des recherches sur les histones.

Ainsi s'imposa la nécessité de développer de nouvelies méthodes de
fractionnement des histones qui s‘orientérent d'abord vers des procédés chromato-
graphiques, utilisant, soit I'Amberlite CG 50, avec un gradient de chlorhydrate
de guanidine & pH 6,8 (3) (24), soit la carboxyméthylcellulese, avec un gra-
dient discontinu de pH (22) (25) (26). Ces différents procédés qui s'étaient révélés
peu satisfaisants pour le fractionnement des histones totales firent bientét place
& des méthodes d'extraction sélective en milieu acide ~ acide trichloracétique
(27) ou acide perchlorique (28) =, en milieu éthanolique (28) (29) (30), et plus
tard en milieu salin (31) (32).

Les méthodes d'extraction sélective des histores furent essentiellement
développées par JOHNS (28) (29) (30) & partir de la désoxyribonucléoprotéire
de thymus de Veau, et leur acquisition a constitué une étape fondamentale dans

I‘étude de ces protéines.

Le fractionnement de JOHNS permet de séparer et de définic cing frac~
a Y © N g 3 o t F o W,« b ’
tions principales ; F1, FZb” FQQ e F20|2 et Fq, qui se répartissent en deux
groupes 2 histones riches en lysine : F1 ef sz; histones riches en arginine 3
F2a17 F2a2 ¢' 3

graphiques et les premiéres études électrophorétiques avaient exagéré I'impor-

et F,. L'hétérogénéité dont les premiers fracticnnements chromate-

-~

tance & cause des phénoménes d'agrégation, apparait donc plus limitée.

Ces 5 fractions semblent exister dans toutes les cellules somatiques de
mammiféres, des ciseaux (#), des poissons et des plantes. Selon JOHNS (35),
quantité de chaque fraction correspond approximativement & 20 p, 100 du poids

de DNA présent dans le tissu.

(%) Les érythrocytes d'oiseaux renferment une histone spécifique ~ histone ', ou
FV (33) (34) - dont les caractéres de solubilité et les ca: ccfemanues de’la
composition en amino~acides |'apparentent & la fraction F " (histenes trés
riches en lysine).



Toutefois, |'électrophorése en gel d'amidon (36) (37) (38) ou de poly-
acrylamide (37) (40) (41) (42) des fractions ainsi obtenues fait apparaitre des

contaminations croisées dans les histones riches en arginine et dans la fraction Fz,ba

Les méthodes d'extraction sélective employées seules ne permeftent donc
pas |'obtention d'histones pures : nous retrouvons la le probléme auquel se heur-
tent les systémes chromatographiques oppliqués au fractionnement des histones

totales,

Mais les fractions obtenues par la méthode de JOHNS se prétent, en
raison méme de leur faible complexité par rapport aux histones totales, & des
techniques de purification par chromatographie de gel-filtration cu d'échange
d'ions. Dés 1965, de nombreux chercheurs s'étaient engagés dans cette voie

-3

décisive qui, en aboutissant & ['isolement d'histones pures, rendait possible
I'étude de la structure primaire de ces protéines (36) (39) (40) (41) (43) (44) (45).
FAMBROUGH et BONNER (46) ont élaboré une méthodologie différente qui
associe un fractionnement chromatographique sur Amberlite CG 50 (24) avec une
séparation électrophorétique préparative en gel de polyacrylomide et ces auteurs
ont pu ainsi isoler les hisfones riches en arginine (histones 11l et IV) du thymus

de Veau et de |'embryon de Pois.

Les recherches que nous avons entreprises depuis 1965 (36) (37) (47)
pour |'élaboration d'une méthode chromatographique simple permettant d'obtenir
=3 - o © OH | "
des histones pures & partir des fractions de JOHNS FQQ 1’ F2<:2 et F2b ont
naturellement débouché sur la détermination de la séquence en aminc~acides de
deux histones riches en arginine, isolées du thymus de Veau : GRK-histone et

ALK-histone (#).

La connaissance de la structure primaire des histcnes de thymus de Veau
ouvre des perspectives intéressantes pour |'étude des relations de ces protéines
avec le DNA et les autres constituants de la chromatine. Elle constitue égale~
ment une acquisition nécessaire aux études comparatives réalisées avec des his~
tones homologues de tissus normaux ou cancéreux.

(%) GRK-histone : histone riche en glycine, arginine et lysine.

ALK-histone : histone riche en alanine, leucine et lysine.
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Avec le thymus de Veau, matériel aisé & obtenir et source abondante
d'histones, nous avons mis au point un protocole de fractionnement qui nous a
permis d'obtenir la GRK-histone et I'ALK-histone, hautement purifiées. Ce pro-

tocole a été appliqué pour |'isolement des histones homologues & partir du thymus

de Porc et de la tumeur de chloroleucémie du Rat (%).

De méme, la technique développée pour la séparation en chromatogra-
phie d'échange d'ions des peptides de |'hydrolysat trypsique de la GRK=~histone
de thymus de Veau, a été utilisée pour le fractionnement des hy drolysats enzy=-
matiques obtenus & partir de la GRK-histone de thymus de Porc, de la GRK-

histone de chloroleucémie et de I'ALK~histone de thymus de Veau.
La présentation de nos résultats comprend cinq parties :
1) La nomenclature des histones.
2) La préparation et lla caractérisation des histones.

3) Les méthodes utilisées pour la détermination de la structure primaire

des histones.
4) La structure primaire de la GRK-histone.

5) La structure primaire de I'"ALK ~histone.
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(%) Les tumeurs de chloroleucémie du Rat ont été fournies par |'Institut de
Recherches sur le Cancer (59 - LILLE, FRANCE). La tumeur de chloroleucémie
est un sarcome lymphoblastique transmis par implantation sous-cutanée d'un

greffon dans la région dorso-lombaire de I'animal (Rat Wistar, 250 g).



CHAPITRE |

NOMENCLATURE DES HISTONES

Les histones se caractérisent par leur composition en amino-acides,
leur migration électrophorétique en gel d'amidon ou en gel de polyacrylamide

et leur solubilité.

La composition en amino~-acides représente |’élément essentiel pour
définir une histone, et c'est & partir de ce critére qu'une nouvelie nomencla-
ture des histones a été proposée & la Gordon Research Conference sur les histo~
nes qui s'est tenue & Beaver Dam (Wisconsin - U.S.A.), en juillet 1972,
Depuis 1962, les nomenclatures proposées pour les histones relevaient d'un
systéme de fractionnement chromatographique (RASMUSSEN et al) (24) ou chi-
mique (JOHNS) (29) (30).

Chaque fraction considérée & tort comme une entité protéique s'est
révélée plus ou moins hétérogéne & l'analyse électropharétique en gel d'amidon
ou de polyacrylamide. C'est pourquoi, en 1968, quand STARBUCK et al (39)
isolérent & partir des fractions qu et F3 du thymus de Veau deux histones riches
en arginine satisfaisant aux critéres de pureté électrophorétiques et chimiques,
ils adoptérent une nouvelle nomenclature fondée sur les caractéristiques de la

composition en amino-acides des histones. Ils ont ainsi décrit une GAR-histone



(Glycine-rich, Arginine-rich) et une AL-histone (Arginine-rich, Lysine-rich).
Nous avons nous-mémes adopté cette nomenclature (40) (41). En 1971, HAYASHI
et IWAI (48) introduisent une quatrigme nomenclature également fondée sur les
caractéristiques de la composition en amino-acides des histones. Avec le code -
joponais & deux lettres, la GAR-histone devient I'"AG=-histone, tandis que
I"AL-histone demeure I'AL-histone avec une signification différente : (Alanine-
rich, Leucine-rich).

Il apparut donc indispensable d'établir une nomenclature unique pour
les histones. Cette nomenclature utilise un code & 3 letires qui désignent dans
'ordre décroissant les amino-acides les plus abondants dans ['histone considérée.

Les différentes nomenclatures des histones sont rassemblées dans le tableau |I.

Bien que ne ralliant pas encore tous les suffrages, la nouvelle nomen=-
clature proposée & la Gordon Research Conference a le mérite de clarifier la
situation et de faire ressortir |"appartenance d'une histone au groupe des histo-

nes riches en arginine ou au groupe des histones riches en lysine.

Nous avons adopté cette nomenclature pour la présentation de notre

travail.



TABLEAU |

Nomenclature des histones du thymus de Veau

STARBUCK Nomenclature
RASMUSSEN | JOHNs | etal (39) AYESTT 1(Gordon Re-
?24‘;' (29)(30) SAUTIERE € (48) search Confe-
et al (40)(41 rence, 1972)s)
la, 1b F - LA KAP
1 . .
riche en Lysine
et en Alanine
ilb2 F2b - ‘ LS . KAS
riche en Lysine
et en Sérine
Hb.] F2cl2 AL AL ALK
riche en riche en Alanine
Arginine et |ef en Leucine
en Lysine
i F3 - AA ARE
riche en Arginine
et en Alonine
v F GAR AG GRK
2al . .
riche en riche en
Glycine et  jArginine et
en Arginine {en Glycine

(#) A = Alanine ; R = Arginine ; E = Acide glutamique ; G = Glycine ;

L = Leucine ; K =Lysine ; P = Proline ; S = Sérine.




CHAPITRE li

PREPARATION ET CARACTERISATION DES HISTONES

A) PREPARATION DES HISTONES

La préparation des histones est réalisée en trois étapes :

- Préparation de la désoxyribonucléoprotéine
- Extraction sélective des histones

- Purification des histones

1) Préparation de la désoxyribonucléoprotéine

La préparation de la désoxyribonucléoprotéine est fondée sur son inso~
lubilité en miliew NaCl 0,14 M. Elle est effectuée & + 4°C et en présence de
diisopropylfluorophosphate ou de bisulfite de sodium (49) pour inhiber toute
activité protéolytique.

Dans le caos du thymus, tissu pauvre en cytoplasme et métaboliquement
peu actif, la désoxyribonucléoprotéine est obtenue directement par homogénéi-
sation du tissu en milieu NaCi 0, 14 M.

Dans le cas des autres tissus ob le matériel cytoplasmique est plus abon=
dant, la désoxyribonucléoprotéine est préparée & partir des noyaux cellulaires

préalablement isolés et purifiés,



2) Extraction sélective des histones

L'extraction sélective des histones est réalisée & + 4°C en traitant la

désoxyribonucléoprotéine par un solvant approprié.

La méthode de fractionnement des histones & laquelle JOHNS a attaché
son nom, repose sur la solubilité particuligre des histones riches en arginine en
miliev éthanolique & 80 p. 100 et sur I'extraction sélective par |'acide perchlo-
rique & 5 p. 100 des histones trés riches en lysine (fraction F]) qui, parmi toutes

les histones, sont les plus faiblement liées au DNA.

Des 1960, JOHNS et al (50) avaient décrit une méthode de préparation
des histones riches en arginine par extraction directe du thymus avec un mélange
éthanol - HCI N - eau (70 225 : 5 ; v/v). En 1964, JOHNS (29) proposait un
procédé de fractionnement des histones du thymus de Veau (méthode 2 de JOHNS)
qui a été et demeure largement utilisé, non seulement pour la préparation des
histones du thymus de Veau, mais aussi pour la préparation des histones d'autres
tissus et d'autres espéces. Cette méthode de JOHNS, schématisée dans le
tableau 1l aboutit & séparer les histones en quatre fractions : F] , sz, F2° ef F3.,
Lo composition en amino-acides de ces différentes fractions est présentée dans
le tableau Ill. Enfin, en 1967, JOHNS (30) a décrit une méthode d'extraction
sélective de la fraction an par le mélange &éthanol - chlorhydrate de guanidine
440 p.100 pH7 (3:1; v/v). Les sous-fractions F201 et F2°2 sont obtenues &

partir de cet extrait par précipitation différentielle & 1'acétone.

Nous avons préparé ainsi les fractions F et F des histones de

2al 2a2
thymus de Veau, de thymus de Porc et de tumeur de chloroleucémie du Rat.

3) Purification des histones

———————————————————————————————————————————————— 2al

Outre la GRK-histone qui en constitue le composant majeur, la frac-

tion annI renferme de |'ALK-histone et des traces d'ARE-histone. La présence

(%) Rappel des abréviations (voir tableau | page 7 ) :

GRK-histone : histone riche en glycine, arginine et lysine.
ALK-histone : histone riche en alanine, leucine et lysine.
ARE-histone ¢ histone riche en alanine, arginine et acide glutamique.
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COMPOSITION EN AMINO-ACIDES

TABLEAU

- 11 -

DES FRACTIONS D'HISTONES OBTENUES PAR LA METHODE DE JOHNS

(en moles d'amino-acides pour 100 moles d'amino-acides) (29)(30)
Amino-acides F] FZb F2°2 F2a°| F3
ASP 2,5 5,0 6,6 5,2 4,2
THR 5,6 6,4 3,9 6,3 6,8
SER 5,6 10, 4 3,4 2,2 3,6
GLU 3,7 8,7 9.8 6,9 11,5
PRO 9,2 4,9 4,1 1,5 4,6
GLY 7,2 5,9 10,8 14,9 5,4
ALA 24,3 10,8 12,9 7,7 13,3
CYS/2 - - traces traces 1,0
VAL 5,4 7,5 6,3 8,2 4,4
MET - 1,5 traces 1,0 1,1
ILE 1,5 5,1 3,9 5,7 5,3
LEU 4,5 4,9 12,4 8,2 9,1
TYR 0,9 4,0 2,2 3,8 2,2
PHE 0,9 1,6 0,9 2,1 3,1
LYS 26,8 14,1 10,2 10,2 9,0
HIS - 2,3 3,1 2,2 1,7
ARG 1,8 6,9 9,4 12,8 13,0
€-N-Méthyl Lys - - - 1,2 1,0
Rapport LYS/ARG 14,88 2,01 1,08 0,89 0,76




d'ALK ~histone dans la fraction FQC} p est vraisemblabiement die & une précipita=
tion incompléte de cette histone qui est le composant majeur de la fraction F202’

La fraction F? ; est donc soumise & une chromatogroohie de gel-
filtration sur colonne de Sephedex G-100 équilibrée et éluée avec HCI 0,01 N,
La courbe d'élution obtenue en mesurant la densité optique de 1'éluat & 230 nm

est présentée dons la Figure 1 A,

La fraction majeure {pic 2} qui apporait comme une bande homegéne &
l'électrophorése en gel de polyacrylomide & pH 4,5 {Figure 1 B), correspond a

la GRK=-histone, La fraction mineure {pic 1) correspond & I'"ALK-histone.

b) Obtenticn de I'ALK -histone & perti de la fraction F,

La fraction anz dont I'ALK -histone est le compesant mojeur, contient
également de la GRK-histone et de I'ARE-histone. La présence de GRK~histone
dans la fraction F202 est probeblement die & un phénoméne d'entrafnement lors

de la précipitation de I'ALK ~histone.

Bien que discrete, lo présence de I"ARE~histone rend insuffisant un
simple possage de la fraction F?aZ sur colonne de Sephaodex G-100 pour obtenir

I'ALK -histone pure.

C'est pourquoi, la fraction F’2q2 est soumise & une chromotographie
d'échange d'ions sur colonne de Biorex-70 équilibrée en tomporn phosphate
0,1 M de pH 6,8. Le diagramme de ce fractionnement est présenté dans la

Figure 2.

Le pic !, élué avec une concentration de chlorhydrate de guanidine
de 10 p.100, correspond & I'AiLK-histone. Le pic Il , élué avec un tampon phos~
phate contenant 40 p. 100 de chlorhydrate de guanidine, correspond & un mélan-
ge de GRK-histone et d'ARE~histone qui constitue enviren 30 p. 100 de la frac~
tion F202,

L'ALK-histone obtenue aprés chromatographie d'échange d'ions ren-
ferme encore un contaminant mineur de taille moléculaire élevée, L'élimination
de ce contominant par chromatogrophie de gel-filtration sur colonne de Sephadex

G-100 équilibrée et éluée aveec HC1 0,01 N (Figure 3 A) mene & 'obtenfion de



FIGURE 1

Fig. 1 A : Chromatographie de gel-filtration de la fraction an]
sur colonne de Sephadex G-100.
Elution HCl 0,01 N.

Fig. 1 B : Electrophorése en gel de polyacrylamide & pH 4,5 de la
GRK-histone obtenue par chromatographie de gel-filtration
de la fraction FZo] sur colonne de Sephadex G-100,
Migration ¢ 1 heure
Coloration : Amidoschwarz
1 : F201 (20 Fg)
2 : ALK=-histone (20 pg)
3 : GRK-histone (20 'Jg)




CHROMATO GRAPHIE DE GEL-FILTRATION
DE LA FRACTION cm]
SUR COLONNE DE SEPHADEX G-100

D.C. 230 nm
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PURIFICATION DE L'ALK-HISTONE
PAR CHROMATO GRAPHIE DE GEL-FILTRATION
SUR COLONNE DE SEPHADEX G-100

D.O. 230 nm
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['ALK ~histone hautement purifiée qui apparait comme une bande homogene &

['électrophorése en gel de polyacrylamide & pH 4,5 (Figure 3 B).

B) CARACTERISATION DES HISTONES

1) Caractérisation des histones par leur composition en amino-acides

Les histones se distinguent des autres protéines par leur teneur élevée
en amino-acides basiques (lysine et arginine). Elles sont dépourvues de trypto-
phane et renferment peu d'amino-acides aromatiques. A l'exception de |'ARE-
histone, elles ne contiennent pas de cystéine. Les dérivés g-N-méthylés de la

lysine (mono~ et di=) sont présents uniquement dans les histones riches en argi-

nine (GRK-histone et ARE-histone).

Les histones se distinguent les unes des autres par les caractéristiques
de leur composition en amino-acides (Tableau V). Le rapport Lysine/Arginine
est un critére précieux dont les valeurs sont comprises entre 0,72 pour les histo-

nes riches en arginine et 15,2 pour la KAP-histone trés riche en lysine.

Les histones KAP, ALK et GRK ont un résidu de sérine N-acétylée &

leur extrémité N H2~'term§na|e,

2) Caractérisation des histones par leur migration électrophorétique

La séparation électrophorétique des histones en gel d'amidon (47) cu en
gel de polyacrylamide (23) (56) s'effectue & pH bas (pH 3,1; pH 4,5; pH 2,9et en
milieu urée 4 M ocu 6 M ; dans ces conditions, l'agrégation des histones est évi~-

tée et leur identification est aisée.

La migration des histones, dans |'ordre croissant de leur mobilité
relative, est : KAP-histone, ARE-histone, KAS-histone, ALK-histone et
GRK-histone. L'ARE~histone migre sous forme de 3 fines bandes qui correspon~-

dent & des degrés différents d'acétylation de cette protéine (57) (58).



DES CINQ HISTONES

TABLEAU

v

COMPOSITION EN AMINO-ACIDES
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ISOLEES DU THYMUS DE VEAU

{en nombre de résidus par molécule d'histone)

KAP KAS ALK GRK ARE
AMINO -ACIDES | fraction |
(51) (45)(52) (53) (54) (55)
ASP 4 6 8 5 5
THR 11 8 5 7 10
SER 13 14 4 2 5
GLU 7 10 12 6 15
PRO 20 6 5 1 6
GLY 13 7 14 17 7
ALA 56 13 17 7 18
CYsS/2 0 - - - 2
VAL 11 9 8 9 6
MET 0 2 - 1 2
ILEU 2 6 6 6 7
LEU 8 6 16 8 12
TYR 1 5 3 4 3
PHE ] 2 1 2 4
LYS 61 20 14 10 11
HIS 3 4 2 2
ARG 8 12 14 18
€-N-Méthyl Lys - - - 1 2
Nb de résidus 212 125 129 102 135
Basiques 65 31 30 27 33
Acides 11 16 20 11 20
Rapport LYS/ARG 15,2 2,5 1,16 0,78 0,72
Rapport ';"2:3:;?3 5,90 1,93 1,50 2,45 1,65
N-terminal Acétyl-SER  PRO Acéty|-SER Acétyl-SER ALA
C-terminal LYS LYS LYS GLY ALA
Poids moléculaire] 21.000 13.774 14.005 11.282 15.324

Loier
\‘ /

—

4
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3) Caractérisation des histones par leur solubilité

La KAP-histone est extraite sélectivement de la désoxyribonucléopro-
téine, soit par l'acide perchlorique & 5 p.100 (28) ou l'acide trichloracétique &
5 p.100 (27), soit par NaCl 0,35 M. Extraites en bloc de la désoxyribonucléo-
protéine par HC1 0,2 N ou H2SO4 0,2 N, les histones peuvent étre extraites
soif en groupe, soit isolément, suivant leur caractére de solubilité. Ainsi, la
KAP-histone est la seule histone qui soit soluble dans I'acide perchlorique ou
trichloracétique & 5 p.100 (27) (28) ou dans NaCl 0,35 M (31). L'ALK-histone,
la GRK-histone et I'ARE-histone sont solubles dans le mélange éfhanokl = HCI
1,25 N (4:1; v/v). L'ALK-histone et la GRK-histone sont également solubles
dans le mélange éthanol ~ chlorhydrate de guanidine & 40 p.100 pH7 (3: 1 ;

v/v), tandis que I'ARE-histone est insoluble.

Ce caractére de solubilité dans ['éthanol chlorhydrique commun aux
histones riches en arginine (GRK-histone et ARE-histone) et & I'ALK-histone
nous incite & classer cette derniére parmi les histones riches en arginine, plutdt

qu'a la considérer comme une histone riche en lysine.
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CHAPITRE 1l

DETERMINATION DE LA STRUCTURE PRIMAIRE DES HISTONES

A) CHOIX DES METHODES.

B) HYDROLYSES ENZYMATIQUES PAR LES ENDOPEPTIDASES
DE L'HISTONE NATIVE OU MALEYLEE.

C) ETUDE DES PEPTIDES.

D) COUPURE AU BROMURE DE CYANOGENE
(GRK-HISTONE UNIQUEMENT).
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A) CHOIX DES METHODES

La stratégie que nous avons adoptée pour la détermination de la struc-
ture primaire de la GRK~histone est fondée sur |'étude des peptides trypsiques de
la protéine native & laquelle nous avons associé 1'étude des peptides chymotryp-
siques et 1'étude de l'octadécapeptide COOH=-terminal obtenu par coupure de
lo protéine avec le bromure de cyanogé&ne, au niveau de son unique résidu de

méthionine.

Le plan d'étude de la structure primaire de I'ALK=-histone est différent :
en premier lieu, parce que |'absence de méthionine dans cette histone nous a
imposé |'utilisation exclusive de méthodes enzymatiques pour la coupure de la
chafne peptidique ; en second lieu, parce que |'étude des peptides trypsiques et
chymotrypsiques de la protéine s'est frouvée fortement limitée par la précipita-
tion d'un abondant matériel insoluble qui apparait au cours de I'hydrolyse de
I'ALK-histone par la trypsine ou la chymotrypsine. La maléylation de la pro-
téine avant |'hydrolyse trypsique ou chymotrypsique n'a pas résolu complétement
ce probléme lié & la présence de nombreux résidus d'amino-acides hydrophobes
dans I'ALK -histone. Un troisiéme type d'hydrolyse s'imposait donc, pour lequel

le choix de la thermolysine était nécessaire.

L'étude des peptides trypsiques des histones riches en arginine constitue
une étape importante dans la détermination de la structure primaire dans ces
protéines. Cette étude nous fournit en outre, des éléments de comparaison entre
les histones homologues de différents tissus et de différentes espéces, ou entre
les histones de type différent, isolées d'un méme tissu., Ces études comparatives
sont menées dans e cadre d'une méthodologie bien standardisée, fondée sur la
chromatographie d'échange d'ions, dont nous exposerens les modalités dans le

paragraphe B de ce chapitre.
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B) HYDROLYSES ENZYMATIQUES PAR LES ENDOPEPTIDASES

(TRYPSINE, CHYMOTRYPSINE ET THERMOLYSINE) DE

L'HISTONE NATIVE OU MALEYLEE

1) Maléylation de |'ALK=-histone

s e e A o o (o BN M e 0 S et o e

Parmi les méthodes de blocage de la fonction g-aminée des résidus
de lysine utilisées pour limiter la spécificité de la trypsine aux liaisons
arginyl-X (%), la maléylation décrite par BUTLER et al (59) constitue une tech-

nique précieuse.

L'anhydride maléique réagit spécifiquement en milieu alcalin et & 0°C
avec les groupes aminés libres des protéines et des peptides. Les dérivés maléy-
lés des hydroxy-amino-acides, de la tyrosine, de la cystéine et de |'histidine
sont, si toutefois ils se forment, instables en milieu neutre ou alcalin. La spé-
cificité de cette réaction est telle qu'un gros excés d'anhydride maléique peut
etre utilisé pour assurer une substitution compléte des groupes aminés libres

d'une protéine ou d'un peptide.

Le mécanisme de la réaction est le suivant :

o o

I o
CH-C CH-C -0
I O + HN-r -PHZ0, I

/ 2 0°C

CH-C CH - C —~ NH -R

I I

o) o

Cette réaction est réversible et la démaléylation compléte est obtenue

en maintenant le milieu réactionnel & pH 3,5 et & 40°C pendant 40 heuves.

e e e e G e e e e T EC e Cmm AT M WD e R G M U M R D e g (e e e O R D e e G O G O G G D G (M G AR O O T OWS e e e M e D |

(%) X représente tous les amino-acides sauf la proline.
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Le mécanisme catalytique possible de cette réaction est montré dans

le schéma suivant :

o o
[ [f
CH-C | CH-C
N pH 3,5 A +
|| O - H s |] /o £ THN =R
CH-C— N-R 40°C CH-C
| 1
O H o
H,0
CH - COOH
1
CH - COOH

La réaction implique une attaque intramoléculaire du groupe carboxy-
lique non ionisé sur le groupe carbonyle de la liaison amide voisine. A pH acide,
le groupe maléylé est ainsi éliminé sous forme anhydride et est ensuite hydrolysé

en acide maléique.

Les avantages de cette méthode sont multiples : la maléylation est com-
pléte ; elle accroft la solubilité des protéines et des peptides en milieu alcalin,
et ceci est particulierement net dans le cas des histones. L'acétylation et la
dinitrophénylation donnent par contre des dérivés insolubles ou difficilement

solubles.

Par les modifications de charge électrique qu'elle introduit dans la pro-
téine, la maléylation provoeque un changement de la structure conformationnelle
de la macromolécule, permettant ainsi une action plus efficace et plus compléte
des enzymes protéolytiques, tels que la trypsine et la chymotrypsine. Cet avan-

tage se refrouve dans la succinylation et la citraconylation.

Enfin, la maléylation est totalement réversible. Ce caractére de réver-
sibilité est partagé avec la trifluoroacétylation et la citraconylation, mais non

avec la succinylation.
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2) Conditions d'hydrolyse

Les conditions générales d'hydrolyse des histones natives ou maléylées,
par la trypsine, la chymotrypsine ou la thermolysine, sont rassemblées dans le

tableau V.

L'arrét de ces différentes hydrolyses enzymatiques est réalisé par acidi-
fication de 'hydrolysat jusqu'a pH 3,5. Les hydrolysats d'histone native sont
immédiatement lyophilisés aprés acidification, tandis que les hydrolysats
d'histone maléylée sont démaléylés & pH 3,5 et & 40°C, pendant 40 heures,

avant d'étre soumis & la lyophilisation.

3) Fractionnement des hydrolysats

O o e O (70 N D M WD 0 W W S o Com (O Gz

Les hydrolysats enzymatiques de la GRK-histone et de I'ALK-histone
sont fractionnés sur une colonne de Chromobeads P (résine Technicon de type
Dowex 50 X 2), avec des tampons volatils & base de pyridine utilisés en gra~
dient continu de molarité et de pH. La concentration en pyridine croft de 0,1 M
& 2 M, tandis que le pH croft de 2,9 @ 5,0. Les peptides basiques encore fixés
sur la colonne aprés le passage du gradient, sont élués avec du tampon pyridine

2 M - acide acétique de pH 5,0.

La détection des peptides s'effectue successivement par la réaction &
la ninhydrine, la réaction de SAKAGUCHI (arginine) et la réaction de PAULY
(histidine, tyrosine) sur des aliquotes prélevées automatiquement dans chaque

fraction de |'éluat.

Cette méthode de fractionnement par chromatographie d'échange d'ions
a été mise au point & partir d'expériences effectuées sur des colonnes d'Aminex
A 4 0u A 5 (Biorad) avec un gradient discontinu de molarité et de pH
(SAUTIERE et al) (60). Maintenant bien standardisée, elle constitue la base de

nos études comparatives réalisées sur les hydrolysats trypsiques d'histones homo-
logues (SAUTIERE et al) (40) (61).
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b) Chromatographie de gel-filtration

o - — 1 - —— 2

La chromatographie de gel-filtration sur colonne de Sephadex G 25 F
en miliev acide acétique 0,2 N a été utilisée pour le fractionnement des pepti-
des chymotrypsiques de la GRK~histone de thymus de Veau (62). La détection
des peptides s'effectue par lecture des densités optiques & 230 nm et & 278 nm

de chaque fraction de |'éluat.

Les fractions correspondant & chaque pic du diagramme d'élution sont
rassemblées, lyophilisées & 1'aide d'un "Rotary Evapo Mix" (Buchler) et dissoutes
dans 2 ml d'acide acétique & 10 p.100. Chaque fraction peptidique ainsi obte-
nue est soumise & un contréle d'homogénéité par chromatographie et électropho-
rése sur papier Whatman 3 MM, en présence de marqueurs externes (rouge de
phénol pour la chromatographie, mélange d'amino-acides : acide aspartique,
tyrosine et arginine, pour |'électrophorése). Ces amino-acides témoins permet-
tent une identification plus aisée des peptides de caractére acide, neutre ou
basique. Les témoins tyrosine et arginine permettent en outre le contrdle des
colorations spécifiques utilisées pour identifier les peptides qui renferment ces

amino-acides.

Les peptides sont localisés sur I'électrochromatogramme avec le réactif
ninhydrine - cadmium. Les peptides non révélés ou faiblement révélés par la
ninhydrine sont mis en évidence par la réaction de RYDON et SMITH. Pour les
peptides renfermant de l'arginine, de I'histidine, de la méthionine ou de la
tyrosine, les colorations spécifiques suivantes sont utilisées : réaction & la phé-
nanthréne-quinone (arginine), réaction de PAULY (histidine, tyrosine), réaction

a 'iodoplotinate (méthionine) et réaction & I‘a-nitroso-—ﬁ»-naphfol (tyrosine).

Pour l'identification sur papier des peptides contenant de |'arginine,
nous avons préféré la réaction & la phénanthréne-quinone décrite par YAMADA
et ITANO (63), & la réaction de SAKAGUCHI, d'un usage trés répandu. Les
avantages de la réaction & la phénanthréne-quinone sont les suivants : simplicité
d'exécution ; grande sensibilité - les peptides contenant de |'arginine présentent

une fluorescence bleue intense sous un rayonnement U.V. de 366 nm - ; et sur-
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tout grande stabilité - la fluorescence ainsi obtenue persiste plusieurs mois,

alors que la coloration rouge de la réaction de SAKAGUCHI est trés fugace -.

4) Purification des peptides

La purification éventuelle des peptides est réalisée par électrophorése
ou chromatographie ou par les deux méthodes associées sur papier lavé & l'acide

acétique.

C) ETUDE DES PEPTIDES

1) Composition en amino-acides

Lo composition en amino-acides des peptides est établie avec un Ana~
lyseur d'amino-acides sur des hydrolysats de 24 heures et éventuellement de
72 heures, réalisés a 110°C en tubes scellés sous vide en milieu HCI 5,7 N
additionné d'une goutte d'une solution de phénol & 1 p.100 pour empécher une

dégradation excessive de la tyrosine.

Pour la mise en évidence des dérivés § -N-méthylés de la lysine, les
amino-acides basiques sont séparés sur une colonne d'Aminex A 4 (Biorad) de
50 x 0,635 cm, équilibrée et éluée & 60°C avec un tampon citrate de sodium

0,35 N pH 5,15,

Alors que dans les conditions normales d'hydrolyse totale acide, le ou
les groupes méthyle fixés sur la fonction € ~ominée de la lysine sont stables, le

groupe acétyle fixé sur cette fonction est labile.

il importe donc, lorsqu'un peptide montre une composition en amino-
acides et un comportement en chromatographie d'échange d'ions sur colonne et
en électrochromatographie sur papier qui laissent supposer la présence du dérivé
g-N-acétylé de la lysine, de soumettre un tel peptide & une hydrolyse totale
enzymatique par |'aminopeptidase M a pH 8,0 et & 40°C pendant 24 heures ou
48 heures (De LANGE et al) (54). L'hydrolysat est analysé avec |'Analyseur
d'amino-acides. La g -N-acétyl-lysine, de caractére acide, est éluée entre la

proline et la glycine.
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Pour la détermination de l'asparagine et de la glutamine, les
peptides sont hydrolysés par I'aminopeptidase M dans les conditions décrites plus
haut pour l'identification de la € -N-acétyl-lysine. Les amino~acides présents

dans I'hydrolysat sont séparés en électrochromatographie sur papier.

2) Détermination de |'extrémité NH2-terminale par dansylation

Lo dansylation des peptides est effectuée suivant le protocole recomman-
dé par GRAY et HARTLEY (¢4). Les dansyl-peptides sont ensuite hydrolysés en
milieu HC1 5,7 N, pendant 18 heures & 105°C.

Les dansylomino-acides sont identifiés sur couche mince de gel de
silice, soit en chromatographie monodimensionnelle selon la technique de
STEHELIN et DURANTON (65), avec un seul syst¢me sclvant, soit en chromato-
graphie bidimensionnelle avec les syste¢mes solvants | et Il préconisés par GROS

et LABOUESSE (66).

3) Détermination de I'extrémité COOH-terminale

La détermination de I'extrémité COOH-terminale des peptides isolés
des différents hydrolysats endopeptidasiques de GRK-histone ou d'ALK-histone
a été effectuée soit par hydrolyse avec les carboxypeptidases A ou B, soit par
hydrazinolyse. Le ou les amino-acides libérés sont identifiés avec {'Analyseur

d'amino-acides ou en électrochromatographie sur papier.

L'hydrazinolyse a parfois été utilisée sur un peptide déjad soumis &
['action des carboxypeptidases A et B, lorsque l'action de ces enzymes se trouve
limitée par la proximité d'un résidu de proline ou par l'obtention d'un dipep-
tide.

Cette méthode o également été appliquée pour identifier le radical
acétyle fixé sur la fonction®t ~aminée terminale de la GRK~-histone et de I'ALK~

histone.

L'acétylhydrazide est séparée en chromatographie sur papier dans le
systtme solvant butanol-1 - acide acétique - eau (5: 1 : 4; v/v), selon la
technique d'ANDREAE (67) et révélée avec le réactif d'ANDREAE (67) préparé
extemporanément (sclution aqueuse de chlorure ferrique & 1 p. 100 - solution

aqueuse de ferricyanure de potassium a 1 p.100; 1 : 1 ; v/v).
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4) Dégradation des peptides par la méthode de EDMAN (68)

La dégradation récurrente des peptides par la méthode de Edman est

réalisée suivant le schéma :

(OH7)
C6H5-N:C + HQN&-_@>C6H5—NH—C-NH
Il l |
S CH - RLl S /CH - R1
Phényliso- CE:O Phénylthio- ICO
thiocyanate , carbamyl-
(PITC) 'I\'H peptide II\IH
CH -R (PTC-peptide) CH - R
| 2 | 2
co co
“ (HY) K
TFA
NHZ-?H-CO --  + C6H5-NH~?:I'\I
R, S /CH - R,
C
I
O

2‘:—Ani|inothiozo|inone
6"'5 f =5

|
O=C NH
~ch”
|

%

Phénylthiohydantoine
de l'amino~acide

(PTH - AA)

N

Aprés chaque cycle de dégradation, I'amino-acide libéré peut &tre
identifié directement sous forme de son dérivé PTH=- ou indirectement en déter-

minant la composition en amino-acides du peptide résiduel (méthode soustractive)

(HIRS, MOORE et STEIN) (69).

Associée & la dégradation de Edman selon le protocole décrit par GRAY
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et HARTLEY (70), la dansylation permet |'identification de |'amino-acide en
position NH2~terminale, dans le peptide résiduel qui apparait aprés chaque
cycle de dégradation ; la séquence de la plupart des peptides que nous avors

étudiés a été déterminée avec cette méthode.

La méthode soustractive a été employée chaque fois par exemple que
la présence dans un méme peptide de résidus d'isoleucine, de leucine et de
valine rendait difficile leur identification sous forme de dérivés dansylés, ces

dérivés étant généralement mal séparés.

L'identification directe du PTH-amino-acide par chromatographie sur
couche mince de gel de silice (JEPPSSON et SJéQUlST) (71) a été réservée
a l'identification du PTH-acide aspartique et de la PTH=-asparagine, quand

acide aspartique et asparagine étaient présents dans le méme peptide.

D) COUPURE AU BROMURE DE CYANO GENE

(GRK-HISTONE UNIQUEMENT)

1) Modalités de la coupure spécifique et fractionnement des

produits de clivage

La GRK ~histone ne renferme qu'un résidu de méthionine au niveau
duquel I'action du bromure de cyanog&ne s'exerce sélectivement suivant le

schéma suivant,



H |
| _NH - CH - COOH
R-NH-C-C:
SN
| ~o —>
H,C - CH
2 g;- C=N
2S5 + i
l Br
CH,
T‘
H,N - CH - COOH
* H,0
B il
|
o
‘ S
R-NH-C-CZ
e
H,C - CHY

Peptidylhomosérine lactone
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i
H |
| f?NH_CHmCOOH
R - NH - C - cZ_
| o
HyC - CHy

. ’C‘;‘;Ex;_‘?N

CH
|
|

CH. Br

9

Bromure de cyanosulfonium

R]
+
%NH - CH - COOH
R« NH-C-C_
I /O Br™
HC mCHZ

Bromure d'iminolactone

Thiocyanate de méthyle

La coupure de la GRK=-histone avec le bromure de cyanogéne est réa-

lisée selon la méthode de GROSS et WITKOP (72) en milieu acide formique &

70 p.100. Les produits de clivage sont ensuite fractionnés par chromatographie

de gel-filtration susr une cclonne de Sephadex G-100 (SAUTIERE et al) (60).

Un contrdle électrophorétique en gel de palyacrylamide selon la méthode de

REISFELD (23) est effectué en fin de réaction et sur les fractions obtenues en

chromatographie de gel-filtration,

2) Etude de l'octadécapeptide COOH-terminal de la GRK-histone

Les différentes étapes de la détermination de la séquence en amiro-

acides de ce peptide peuvent se résumer ainsi :
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- Hydrolyse totole acide (HC15,7 N) pendant 24 heures et 72 heures.

- Hydrolyse totale enzymatique (trypsine et ominopeptidase M) pendant
24 heures.

o D o

par la méthode de dinitrophénylation en milieu triméthylamine & 4 p.100, selon
la méthode décrite par MATSUBARA et SMITH (73). Le DNP-peptide est hydro~-
lysé en tube scellé sous vide par HCI1 5,7 N & 105°C pendant 16 heures. Le
DNP-amino-acide ainsi libéré est identifié en chromatographie bidimensionrelle
sur papier Whatman 1, selon la méthode recommandée par LEVY (74), avec le
systtme solvant de BISERTE et OSTEUX (75) pour la premiére dimension (chromato-
graphie ascendante) et le tampon phosphate Na 1,5 M ou 2,5 M pour la seconde

dimension.

L e o n o o e cm  cm  rie — wbe G o et e o G s e R O e e G - O (R

) G - —— D

Les méthodes utilisées sont celles qui ont été présentées dans les para~
graphes B et C de ce chapitre. Nous voudrions tautefois sculigner dés mainte-
nant que l'action bréve de la TPCK-trypsine, réalisée par une hydrolyse de
30 minutes, permet d'établir sans ambiguité la séquence compléte du peptide
C-terminal de la GRK-histone, alors qu'une hydrolyse de 4 heures induit un
élément d'incertitude qui nécessite, pour étre éliminé, le recours & un autre
iype d'hydrolyse enzymatique, en l'occurence & I'hydrolyse chymotrypsique.
Nous reviendrons sur ce point d'une fagon plus détaillée, dans la présentation

et la discussion de nos résultats.
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CHAPITRE 1V

STRUCTURE PRIMAIRE DE LA GRK-HISTONE

A) COMPOSITION EN AMINO-ACIDES.

B) DETERMINATION DE L'EXTREMITE NH2~TERMINALE.

C) DETERMINATION DE L'EXTREMITE COOH-TERMINALE.

D) COUPURE AU BROMURE DE CYANOGENE : ETUDE DE
L'OCTADECAPEPTIDE COOH-TERMINAL.

E) ETUDE DES PEPTIDES TRYPSIQUES.
F) ETUDE DES PEPTIDES CHYMOTRYPSIQUES.

G) SEQUENCE EN AMINO-ACIDES.

Les résultats présentés dans ce chapitre ont été acquis sur la GRK -
histone isolée de trois tissus différents : thymus de Veau, thymus de Porc et

tumeur de chloroleucémie du Rat.

Toutefois, comme ces trois histones homologues ont une structure pri-
maire identique, nous utiliserons souvent pour la concision et la clarté de

I'exposé, le terme GRK-histone, sans préciser |'origine de la protéine.
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A) COMPOSITION EN AMINO-ACIDES DE LA GRK-HISTONE

La composition en amino-acides de la GRK=-histone, établie sur des

hydrolysats de 24 heures et de 72 heures, est présentée dans le tableau VI.

La GRK=~histone est caractérisée par un taux élevé d'arginine et de
glycine et la présence d'un résidu de lysine méthylée sur son groupe €-aminé.
Elle renferme un résidu de méthionine et peut donc &tre soumise & |'action du

bromure de cyanog&ne contrairement & |'ALK-histone.

La GRK=histone se caractérise aussi par la présence d'un seul résidu de
proline et de 2 résidus de sérine 3 elle se différencie en cela, des autres histones

oU les taux de proline et de sérine sont nettement plus élevés. (tableau IV p.17 )

La GRK-histone ne contient pas de cystéine et son rapport tyrosine/
phénylalanine est 2 ; elle se différencie sur ces points avec |'ARE-histone qui

contient 2 résidus de cystéine et dont le rapport tyrosine/phénylalanine est 0,75,

B) DETERMINATION DE L'EXTREMITE NH,-TERMINALE DE LA
GRK-HISTONE

Un résidu de sérine acétylée sur son groupe at=aminé occupe la posi=

tion NH2—fermina|e dans la GRK=~histone. (%)

L'acétylation des groupes Nsztermindux dans les histones du thymus
de Veau a été suggérée dés 1961 par PHILLIPS (76) et mise en évidence par le
méme auteur (77) en 1963. Cing ans plus tard, PHILLIPS (78) isola de I'hydroly-
sat trypsique des fractions F201 et F202’ le méme peptide = N-acétyl-Ser-Gly-~
Arg - qu'il identifia & la séquence NH2=’rermina|e de ces deux fractions. Nous
avons contrélé par la méthode de dinitrophénylation décrite par PHILLIPS (19)
et par la méthode au cyonate de STARK et SMYTH (79) I'absence d'une fonction

G o e e (O MM oW M G O N Gl W ) e G N e Oy S NN e G O ) CAU G o Owe R e o DA e OWD S O OB M A (W W Cmm G (R G G D M (e T AN O O U G f e et D

(%) La N-acétyl-sérine est également en position Nszferm'inale dans I'ALK -

histone et la KAP-histone de thymus de Veau.
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TABLEAU Vi
COMPOSITION EN AMINO -ACIDES
DE LA GRK-HISTONE DE THYMUS DE PORC

otews movemes obrenses | onsre e s
Amino=-acides 24 et 72 heures, exprimées

en moles pour 100 moles ) l .

4'amino-acides calculés (%) assumés
Acide aspartique 5,17 5,23 5
Thréonine 6,67 6,75 7
Sérine 2,60 2,64 2 (3e%)
Acide glutamique 6,71 6,79 6 (se%)
Proline 1,22 1,24 1
Glycine 16,77 16,97 17
Alanine 7,10 7,18 7
1/2 Cystine 0 0 0
Valine 8,31 8,41 9 (sex)
Méthionine 0,76 0,76 1
Isoleucine 5,44 5,50 6 (%)
Leucine 7,79 7,88 8
Tyrosine 3,82 3,87 4
Phénylalanine 1,92 1,94 2
Lysine 9,66 9,77 10
€-N-méthyl-lysine 0,97 1,00 1
Histidine 1,80 1,82
Arginine 13,17 13,33 14 (#%)
Total 99,88 102

Rapport Lysine/Arginine : 0,78

Rapport Amino-acides basiques/Amino-acides acides : 2,45

Poids moléculaire calculé : 11,282 o
Amino-acide NH,-terminal bloqué : N=-acétyl-sérine //555"5‘)
Amino-acide C06 H-terminal : Glycine R

(%) Le nombre de résidus d'amino-acides a été calculé sur la base de 2 résidus
de phénylalanine.
(##) Valeurs retenues & partir de la séquence.
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o-aminée libre & |'extrémité NHtherm‘inale de la GRK~histone. Comme

De LANGE et al (54), nous avons retrouvé les résultats de PHILLIPS en identi-
fiant le peptide N-acétyl-Ser-Gly~Arg dans I'hydrolysat trypsique de la GRK -
histone isolée du thymus de Veau (80), du thymus de Porc (61) et de la tumeur
de chloroleucémie du Rat (40).

C) DETERMINATION DE L'EXTREMITE COOH-TERMINALE DE
LA GRK-HISTONE

La séquence COOH-terminale ( -Gly-Gly) de la GRK-histone a été
établie par une étude cinétique de I'hydrolyse de la protéine par la carboxy-
peptidase A (60). Une hydrolyse de 40 minutes libére 2 moles de glycine par
mole de protéine, ainsi que des traces de thréonine, leucine, tyrosine et

phénylalanine.

D) COUPURE DE LA GRK-HISTONE PAR LE BROMURE DE
CYANOGENE : ETUDE DE L'OCTADECAPEPTIDE
COOH-TERMINAL CN-2

1) Isolement et composition en amino-acides du peptide CN -2

Le bromure de cyanogéne coupe la GRK-histone au niveau de son uni- .
que résidu de méthionine. Les 2 fragments ainsi obtenus sont séparés par chroma-
tographie de gel-filtration sur Sephadex G-100, en milieu HC1 0,01 M
(Figure 4 A).

Ainsi qu'en témoigne |'électrophorése en gel de polyacrylamide
(Figure 4 B), le pic 1 correspond au fragment NH2-term‘ﬁnal CN-1 contaminé
par la GRK-histone non coupée par le bromure de cyanogéne : la bande la plus

rapide correspond au fragment CN -1, la bande la plus lente correspond a la
GRK-histone.

Le fragment COOH-terminal (peptide CN-2) est élué dans le pic 2,

Homogéne en électrophorése sur papier & pH 3,6, le peptide CN-2 a un carac-
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tere légérement basique 3 son RF par rapport & l'arginine est 0,50,

Lo composition en amino-acides du peptide CN~-2, établie sur des

hydrolysats de 24 heures et de 72 heures est présentée dans le tableau VII.

Le taux de clivage de la GRK-histone par le bromure de cyanogéne,

calculé & partir de |'analyse des amino-acides, est de 70 p.100.

Le peptide CN=-2 ne contient pas d'homosérine et correspond, par con-

séquent, & la partie COOH-terminale de la GRK-histone.

Le peptide CN=-2 contient 2 des 4 résidus de tyrosine et 1 des 2 résidus

de phénylalanine présents dans la GRK~-histone.

La comparaison des valeurs de 24 heures et de 72 heures pour la valine

fait ressortir la présence d'une liaison Val-Val dans le peptide CN=-2,

L'acide aspartique et la glutamine ont été identifiés dans un hydrolysat
enzymatique total du peptide CN=2 obtenu par action conjuguée de la trypsine
et de |'aminopeptidase M & 37°C pendant 48 heures.

L'acide aspartique a été identifié en position NHz-terminale par la

méthode de dinitrophénylation.

2) Etude des peptides trypsiques du peptide CN -2

L'hydrolyse trypsique du peptide CN-2 & pH 8,0 et 37°C, pendant
30 minutes, libére 4 peptides qui sont ensuite séparés par chromatographie

d'échange d'ions sur colonne de Chromobeads P (Figure 5).

Les peptides trypsiques du peptide CN -2 sont libellés CN-2T et
numérotés de 1 & 3, a partir de 'extrémité COOH-terminale du peptide CN-2 ;
leur composition et leur séquence en amino-acides sont présentées respective~-

ment dans les tableaux Viil et X,

La détermination des séquences a été généralement effectuée avec la

technique de dégradation de Edman associée & la méthade de dansylation,

La séquence NHZ_termi’nole Asp-Val=Val du peptide CN=2-T-3 ¢
toutefois é1é déterminée avec trois cycles de dégradation de Edman utilisée en

méthode soustractive.
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COMPOSITION EN AMINO-ACIDES
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DU PEPTIDE COOH-TERMINAL CN-2 DE LA GRK-HISTONE

(exprimée en rapports molaires par rapport & la lysine)

Amino-acides

Valeurs moyennes

Nombre de résidus

Acide aspartique 1,0 1
Thréonine 1,0 i
Homosérine 0 0
Acide glutamique 1,1 1
Glycine 3,7 4
Alanine 1,0 1
Valine 0,9 (24h).1,7(72h) 2
Leucine 1,9 2
Tyrosine (8 2
Phénylalanine 0,9 1
Lysine 1,0 1
Arginine 1,9 2
Total 18




DIAGRAMME D'ELUTION DES PEPTIDES TRYPSIQUES
DU PEPTIDE CN-2 DE LA GRK-HISTONE
FRACTIONNES SUR COLONNE DE CHROMOBEADS P

D.O. 570 nm
NH3
1,0k Y
e
: ] Ninhydrine =
Caad
T-1
T—%a
T-3b
T-
§
H
0,5F '
o
" T-3
P
¥
1y
I
] ]
’ JUL _
3 6

g
.

3 4 5
N i 1 1 1
(,5‘;?;‘) 0 660 1.320 Effluent (ml)

FIGURE 5



COMPOSITIONS EN AMINO-ACIDES

TABLEAU Vili
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DES PEPTIDES TRYPSIQUES OBTENUS A PARTIR DU PEPTIDE CN-2

(exprimées en rapports molaires) (%)

Amino-acides CN-2-T-1 CN-2-T-2 | CN-2-T-3 CN-2-T-3a
Acide aspartique 1,0 (1) 1,0 (1)
Thréonine 1,2 (1)

Acide glutamique 0,8 (1)

Glycine 3,0 (3) 1,1(1)

Alanine 1,0 (1) 1,1
Valine 1,7 (2) 1,6 (2)
Leucine 1,2 (1) 0,9 (1) 1,2 (1)
Tyrosine 1,1(1) 1,0 (1) 0,7 (1)
Phénylalanine 1,0 (1)

Lysine 1,0 (1) 1,0 (1)
Arginine 1,0 (1) 1,0 (1)

(%) Les chiffres entre parenthéses indiquent le nombre de résidus assumés.
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TABLEAU IX

SEQUENCES DES PEPTIDES TRYPSIQUES DU PEPTIDE CN-2

—_— —» —» —» >

CN=-2-T-1 Thr - Leu = Tyr = Gly = Phe - Gly - Gly
CN-2-T-2 (%) Glp - Gly - Arg
— P —

- = —» —» @ —» —

CN-2-T-3 Asp = Val - Val = Tyr - Ala - Leu -~ Lys - Arg

CN-2-T=3a Asp (Val , Val , Tyr , Ala, Leu) Lys

Les méthodes utilisées pour la détermination de la séquence des

peptides sont indiquées de la fagon suivante ¢
Dansylation ——— placé au-dessus du résidu d'amino-acide.
Dégradation de Edman >
Hydrolyse par les carboxypeptidases A et B <——

Hydrazinolyse —— placé au-dessous du résidu d'amino-acide.

N e O T N N G S TS M G e M MR S 0RO QW (N W WO GER NN M M S (M Ot OW QNS OB g MO e CHN B 0N G e N CND CE CHD CHG M M N WD e N R e e S G e e e M G O () (G0 e R GEM %

(%) Glp : acide pyroglutamique.
Ce peptide dérive du peptide GlIn - Gly - Arg par cyclisation de la

glutamine en acide pyroglutamique.
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Asp - Val = Val - Tyr - Alo - Leu = Lys = Arg

Compositicn i,0 1,7 t,0 1,0 0,9 1,0 1,0
Cycle 1 0,7 1,6 0,8 1,3 0,9 1,0
Cycle 2 0,5 1,0 0,8 1,3 0,9 i,0
Cycle 3 0,2 10,3 0,8 1,0 1,0 1,0

L'obtention du peptide CN-2-T-3 avec le peptide CN-2-T-3q et
I"arginine libre (CN-2-T-3b) fait apparaitre une séquence Lys-Arg & "extrémité

COOH-terminale du peptide CN=2-T-3,

Dans le peptide CN=2=T-3a, la position COOH=terminale de la

lysine a été déduite de la spécificité de la trypsine.

Dans le peptide CN=2-T-2, la glutamine en position NHz—ferminale,
: lisé i roglutomi 8 luti éc | I
s'est cyclisée en acide pyroglutamique. Une élution précoce de la colonne
d'échangeur d'ions et une migration anodique en électropherése sur papier &

oH 3,6 soulignent le caractére acide du peptide ainsi cbtenu,

Ce peptide isolé pur de la fraction 1, ne donre pos de réaction avec
la ninhydrine. 1l est toutefois aisément localisé par le réactif de Sakaguchi ou
le réactif & la phénanthréne~quinone. Sa séquence a été déterminée aprés une
hydrolyse par la carboxypeptidase B & 40°C, pendant 2 heures, suivie d'une
hydrazinclyse et identification des amino ~acides ainsi [ibérés en électrochroma-

tographie sur papier.

3) Alignement des peptides trypsiques du peptide CN -2

La séquence du peptide CN~2 est présentée dans le tableau X,

Le peptide CN=2-T=3 posséde & son extrémité NH2‘~termina|e, le seul
résidu d'acide aspartique que renferme le peptide CN-2 et qui a été identifié
a I'extrémité NH2_ferm§nale du peptide CN=-2, par la méthode de dinitrophé=-

nylation.

Le peptide CN=2~T-3 constitue donc la séquence NHZ-terminale du
peptide CN-2,
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La position du peptide CN=2-T~1 & |'extrémité COOH-terminale du
peptide CN=-2 se déduit de la spécificité de la trypsire : le peptide CN-2-T-1
ne contient pas de lysine ou d'arginine ; elle se confirme par lo présence de la
séquence Gly-Gly a son extrémité COOH-terminale : cette séquence corres=~
pond en effet & la séquenice COOH=-terminale de la GRK-histone établie

d'aprés les données de 1'hydrolyse de la protéine par la carboxypeptidase A,

L'ordre CN=2-T=3 =~ CN=2-T-2 = CN-2-T-1 dans la séquence du

peptide CN-2 déccule logiquement de |'ensemble de ces résultats,

E) ETUDE DES PEPTIDES TRYPSIQUES

Le diagramme d'éluticn des peptides trypsiques de lo GRK~histone
fractionnés sur colonne de Chromobeads P, est présenté dans la figure 6 et

montre la séparation des peptides en 15 fractions,

Les fractions indiquées par des traits pleins sont numérotées suivant
leur ordre d'élution de la colonne. Les pepiides frypsiques désignésporTsont numé -

rotés suivant leur position dans la séquence de la protéine (Tableau XV page 69).

La composition et la séquence en omina~acides de chaque peptide

sont respectivement présentées dans les tableaux X1 et Xil.

Peptide T-1 (résidus 1 & 3) :

N-acétyl-Ser-Gly~Arg

Le peptide T~1 est obtenu pur dons lo froction 1. e blocage du groupe
X-aminé terminal par un radicol acétyle confére a ce peptide un caractére
acide marqué qui se manifeste par une élution précoce de la colonne d'échan-

geur d'ions et par une migrotion anodique en électrophorése sur papier & pH 3,6.
Le peptide T=1 ne réagit pas avec la ninhydrine, mois peut €tre loca-
lisé par la réaction spécifique du résidu d'arginine aves le réactif de Sakaguchi

ou le réactif a loa phénanthréne-quinone.
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TABLEAU XlII

SEQUENCES EN AMINO-ACIDES DES PEPTIDES TRYPSIQUES DE LA GRK-HISTONE DE THYMUS DE PORC (%)

1)717 i
s

.

QS

T-1 (résidus 1 a 3) N-acétyl - Ser - Gly - m

T-2 (résidus 4 et 5) EE-I—)'/ - Lys

T-3 (résidus 6 & 8) Gly - Gly - Lys

T-4 (résidus 9 & 12) GTy - Ceu - Gly - Lys

T-5 (résidus 13 & 17) Gly - Gly - Ala - Lys(Ac) - Arg

T-6 (résidus 18 et 19) His - Arg

T-7 (résidus 20 & 23) r}:(Me) -T_a)l - ETJ - Arg h Th

T-8 (résidus 24 & 35) Asp - Asn 2 Tle - Gln - Gly ¥ Tle - Thr - Tys - Pro - Ala ¥ Jle - Arg
T-9 (sésidus 37 & 39) Cou - Ala - Arg

T-10 (résidus 41 & 45) Gly - Gy - Val - Lys - Arg -

T-11 (résidus 46 & 55) e - 53 - G -Teb § e - Tyr § G - BT - The - Arg

T-12 (résidus 56 & 59) &1y -~ Val - Leu = Lys

T-13 {résidus 60 & &7) Vol - Phe = Lev = Glu - Asn = Val - Ile - Ag

T-14 {résidus 68 4 77} K;B; - Ala - Val - Thr - Tyic%hﬁ? - Glo ~ Hos = Ala - Lys

T=15 {résidus 78 et 79) '_;3 = Lys

T16 {résidus 80 & 91) The - Val ~ Thr - Ala - Met = Asp = Val = Val = Tyr - Afa = Leu = Lys
T=17 {résidus 93 & 95) Gip = Gly “ém,

T-18 (résidus 96 a 102) Thr - [eu - Tyr - Gly - Phe = Gly - Gly(OH)

(#) Certains peptides trypsiques ont é1& soumis & une hydrslyse par la chymotrypsine ou la thermolysine, indiguée
par les lettres Ch~ ou Th-,
La signification des signes placés au=dessus ou en-desscus des vésidus d'aming-acides est présentée dans le
tableau 1X page 4i

- 8-7.;.
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Dans nos premiers travaux réalisés sur les peptides trypsiques de la
GRK-histone de thymus de Veau (80), le peptide T-1 était contaminé par le
peptide Glp-Gly-Arg (%) dérivé du peptide T-17 : GIn-Gly-Arg, par cyclisa=-
tion du résidu de glutamine en acide pyroglutamique. Le systdme gradient a été
modifié pour étaler la zone d'élution des peptides acides et des peptides neutres :
nous avons ainsi obtenu une bonne séparation des peptides N-acétyl-Ser-Gly-Arg
et Glp-Gly-Arg, qui sont respectivement élués de la colonne dans les fractions

1 et?2.

La séquence du peptide T-1 a été é&tablie aprés une hydrolyse par la
carboxypeptidase B & 40°C pendant 2 heures, suivie d'une hydrazinolyse : les
amino-acides ainsi libérés ont été identifiés en électrochromatographie sur
papier. ‘

L'acéthydrazide obtenue par action de I'hydrazine sur le groupe acétyle
fixé sur la fonction cx-aminée terminale a été identifiée selon la méthode
d'ANDREAE (67). I

Yif d
e

La présence du groupe acétyle a par ailleurs été confirmée par‘étude “
du spectre de RMN. Le spectre de RMN a été effectué par COZZONE et
MARCHIS-MOUREN (81) & qui nous avions adressé un échantillon du peptide
T-1 (Figure 7).

Peptide T-2 (résidus 4 et 5) :

Gly - Lys

Le peptide T-2 est localisé dans la fraction 7 avec |'arginine libre et
les peptides T-5 et T-14. 1l est obtenu pur par électrophorése préparative sur

papier & pH 3,6, suivie d'une chromatographie préparative sur papier.

Dansylamino-acide NH2:’Le_r1n_i_p_a_|_z DNS-Gly.

o e ——— ——
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Peptide T-3 (résidus 6 a 8) :

Gly-Gly-Lys
Le peptide 1-3 est ocbtenu pur dans la fracticen 12,

Dcnszlamino=ac§de NH ~fezrmi_ngJ : DNS-Gly

atlid SA LLLLE AN LA LI LY DA AL
La séquence de ce peptide est évidente d’aprés la spécificité de lo

trypsine.

Peptide T-4 (résidus 9 & 12) :
Gly-Leu-Gly-Lys

Le peptide T-4 est cbtenv pur dans lo fraction 8.

Dansylamino-acide NHQ:?L@,EEQE : DNS=-Gly

o o o oy e o 2 o e e e o GW D Cm e @

o o AT . m QR (e T om o T D A (e o (a0

plage avec la méthode de dansylation ont permis d'établir la séquence du pep-

tide T-4,

Peptide T-5 (résidus 13 & 17) ¢
Gly-Gly-Ala-Lys(Ac)-Arg (%}

Peptide T-5a (résidus 13 & 16) :
Gly-Gly=-Ala-Lys

Le peptide T=5 est localisé dans la fraction 7, avec l'arginine libre et
les peptides T-2 et T-14 dont il est séparé en électrophorése préparative sur
papier & pH 3,6. .

La présence d’un résidu de lysine acétylée 51 - son groupe €-aminé, a été
établie en effectuant une composition en amino-acides aprés hydrolyse totale

du peptide T=5 par [‘aminopeptidase M pendant 24 heures & 40°C et & pH €,0,

(%) Lys(Ac) : €-N-acétyl~lysire,

Le groupe acétyle est labile dons les conditions de |'hydrolyse totale acide.
Nous avons été amenés & le rechercher & cause du caractére neutre du peptide
T-5 en chromatographie d'échange d'ions et ern élecirophorése & pH 3,6, par
rapport au peptide T=10 : Gly=Gly=Val-Lys-Arg, de caractére basique, dont lo
structure présente une analogie évidente avec celle du peptide T=5.
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Dans l'ordre d'élution des amino=-acides, la &-N-acétyl-lysine se place entre

la proline et la glycine.

La présence de €-N-=acétyl-lysine dans la GRK~histone de thymus de
Veau a été démontrée en 1968 par GERSHEY, VIDALI et ALLFREY (82), au
terme d'une expérimentation réalisée avec de I'acétate 1—]4C, et confirmée en

1969 par De LANGE et al (54).

Dégradation de Edman : Deux cycles de dégrodation de Edman en cou-

plage avec la méthode de dansylation ont permis d'établir la séquence du pep-

tide T-5.

Le peptide T-5a est localisé dans la fraction 6 avec les peptides T-8

et T-18 dont il est séparé en chromatographie préparative sur papier.

Composition : Gly, Ala, Lys
1,8 1,0 1,0

Dégradation de Edman : deux cycles de dégradation de Edman en cou-

plage avec la méthode de dansylation ont permis d'établir la séquence du pep-

tide T-5a.

Le peptide T-5a résuite de la coupure de la liaison Lys-Arg par la
trypsine ; I'hydrolyse de cette liaison est subordonnée & I'exi’sf:nce d'une fonc=
tion €-aminée libre dans le résidu de lysine en position 16, L'analyse des
amino-acides effectuée aprés I’hydrolyse totole du peptide T-5a par |'amino-
peptidase M & pH 8,0 et 40°C pendant 24 heures, o confirmé la présence d'un
résidu de lysine non acétylée dans ce peptide.

Le taux d'acétylation de la GRK-~histone de thymus de Porc au niveau
du résidu de lysine en position 16 est de 50 p.100. Un taux d'acétylation iden-
tique a été trouvé par De LANGE et al (54) dans la GRK-histone de thymus de
Veau, au niveau de ce méme résidu, tandis qu'il est de l'ordre de 40 p.100 dans

la GRK-histone de chlorocleucémie du Rat (40).
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Peptide T-6 (résidus 18 et 19)

His-Arg

Le peptide T-6 est sbteru pur dans la fraction 16.

Peptide T-7 (résidus 20 & 23) :
Lys(Me)-Val-Leu-Arg (%)

Le peptide T-7 est obtenu pur dans la fraction 14,

La présence d'un dérivé €-N-méthylé de la lysine dans les histones
riches en arginine a été établie par MURRAY (83) en 1964. La €-N-monométhyl-
lysine et la €-N-diméthyl-lysine furent identifiées dans les histones par PA1K

et KIM (84) en 1967.

En 1969, De LANGE et al (54) et O GAWA et al (85) identifierent ces

2 dérivés dans la GRK-histone de thymus de Veau.

Dégradation de Edman : trois cycles de dégradation de Edman utilisée

e e O G OR) DOM WO et X

en méthode soustractive ont permis d'établir la séquence du peptide T-7.

Composition: Val, Leu, Lys{Me), Arg

0,8 0,9 0,8 1,0
ler cycle 1,0 1,0 0,2 0,9
2&me cycle 0,17 1,0 - 1,1
3&me cycle - , - 1,0

Peptide T-8 (résidus 24 & 35)

Asp-Asn-lle=-GlIn=Gly=lle~Thr-Lys=Pro~Ala-ile-Arg

Le peptide T-8 est lccalisé dans la fraction 6 avec le peptide T-5a et

le peptide T-18 dont il est séparé en chromatographie préparative sur papier.

La présence d’un résidu d'asparagine et d'un résidu de glutamine a été

établie aprés hydrolyse du peptide por 'aminopeptidase M pendant 24 heures.

. — v o O e G B T S e (W MGG S e UMD O e (A GO O R UM v R D Onm i GO OV ) e Gt MG e G e N e e W ) M CND e R G DA e G NS O (A oo s
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Dansylamino-acide NHz:Eirin_Epgi : DNS-Asp

e e G G 0 G T M NG O W o )

Dégradation de Edman : quatre cycles de dégradation de Edman utilisée
en méthode soustractive ont permis de déterminer la séquence NHz—terminale :
Asx-Asx=Ile=GlIn. La dégradation récurrente n'a pu étre poursuivie au dela du
4&me cycle : le blocage de la réaction résulte de la cyclisation de la glutamine

en acide pyroglutamique.

La séquence Asp-Asn a été définitivement établie par identification
directe des PTH-amino=-acides libérés en chromatographie sur couche mince de

gel de silice dans les solvants V et 1V de JEPPSSON et SJOQUIST (71).

- o - - o o o - — - — o -

La séquence COOH-terminale : Ile-Arg a été établie par hydrolyse du
peptide avec les carboxypeptidases A et B, & pH 8,0 et 40°C, pendant

6 heures.

L'hydrolyse du peptide T-8 par la thermolysine & pH 8,0 et 40°C pen-
dant 8 heures, libére 4 peptides qui sont ensuite séparés en électrophorése pré-

parative sur papier & pH 3,6.

Ces peptides sont, dans |'ordre croissant de mobilité cathodique :

T-8-Th-1 Asp-Asn

T-8-Th-2 ile~Gin-Gly
T-8-Th=-3 Ile=Thr-Lys-Pro-Ala
T-8-Th-4 Ile-Arg

Les données fournies par la dégradation de Edman du peptide T-8 per-
mettent de déduire la séquence des peptides T=8=Th=1 et T-8-Th-2 et d'en dé- -

terminer la position dans la séquence du peptide T-8.

La séquence du peptide T-8-Th-3 a été déterminée avec trois cycles
de dégradation de Edman en couplage avec la méthode de dansylation.

La séquence du peptide T-8-Th-4 est évidente d'aprés la spécificité de
la thermolysine et confirme les résultats de I'hydrolyse du peptide T-8 par les
carboxypeptidases A et B. Le peptide T-8-Th-4 doit &tre placé a |'extrémité
COOH-terminale du peptide T-8.
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L'ensemble de ces résultats permet de placer sans ambiguité les peptides
Th- dans l'ordre ¢ Th-1 -~ Th-2 - Th-3 - Th=4 et de déterminer ainsi la

séquence compléte du peptide T=8 :

Asp - Asn - Ile = Gln = Gly = lle = Thy = Lys = Pro - Ala - lle - Arg

T-8—Th-"l-aL—— T-8-Th-2 —sk T-8-Th-3 — >k T-8-Th-4

La séquence du peptide T-8 fait apparalitre une liaison Lys-Pro résis-

tante & I'hydrolyse trypsique. La position de la preline par rapport & l'alanine

explique l'action limitée de la carboxypeptidase A,

Peptide T=9 (résidus 37 & 39) :
Leu - Ala - Arg

Le peptide T-9 est obtenu pur dans la fraction 11.

dansylation du peptide résiduel a permis de déterminer la séquence du peptide

T-9.

Peptide T-10 (résidus 41 & 46) :

Gly - Gly = Val = Lys = Arg

Le peptide T=10 est acbtenu pur dans la fraction 15,

Dégradation de Edman : Deux cycles de dégradation de Edman en cou-

- i e ) — o o O [ () . Y O

plage avec la méthode de dansylation ont déterminé la séquence NH2-termina|e

Gly - Gly - Val.

N N L T o e o o o

L'étude cinétique de [*hydrolyse du peptide T=10 par la carboxypepti-
dase B a déterminé la séquence COOH-terminale : Lys - Arg.

L'obtention du peptide T~10 fait ressortir la présence d'une liaison

-~

Lys-Arg qui résiste & ['hydrolyse trypsique pendant 2 heures & 37°C et pH 8,0.
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Toutefois, dans I'hydrolysat trypsique de GRK~histone de thymus de
Veau (80), nous avons pu identifier le peptide Gly-Gly-Val-Lys obtenu en
faible quantité & cGté du peptide Gly-Gly-Val-Lys-Arg.

Peptide T-11 (résidus 46 a 55) :

Ile = Ser = Gly = Leu = fle = Tyr ~ Glu = Glu - Thr = Arg

Le peptide T-11 est localisé dans la fraction 9 avec le peptide T-12
dont il est séparé en électrophorése préparative sur papier & pH 3, 6.
La présence de 2 résidus d'acide glutamique a été établie aprés hydro-

lyse du peptide par l'aminopeptidase M pendant 48 heures.

_uo:mN_oBm:oEoomo_m NH,=terminaf : DNS=Ile

o (o o o s e o w0 om0 e o e @ D S own o o en o s G

Dégradation de Edman : trois cycles de dégradation de Edman utilisée

en couplage avec la méthode de dansylation détermine la séquence ZINLQBT

nale : lle - Ser - Gly - Levu.

Hydrolyse par la Qrv\ao:kmmm:o :

L'hydrolyse du peptide T=11 par la chymotrypsine & pH 8,0 et 37°C
pendant 4 heures, libére 4 peptides qui sont séparés en chromatographie prépara-

tive sur papier.

T-11-Ch-1 fle = Ser = Gly = Levu

T-11-Ch-2 lle = Tyr = Glu - Glu - Thr - Arg
T-Ch2a  fle-Tyr

T-11-Ch-2b Giu = Glu = Thr - Arg

Les données fournies par la dégradation de Edman du peptide T-11 per=
mettent de déduire la séquence du peptide T-11-Ch-1 et d'en déterminer la

-

position & |'extrémité ZIms_‘.qum:Q_m du peptide T=11.

La séquence du peptide T=11-Ch~2a découle de la spécificité de la
chymotrypsine. Elle a é1é confirmée en identifiant I'iscleucine en position

ZIMn*m_,Bmso_? par lo méthade de dansylation.

La séquence du peptide T~-11-Ch=2b a été établie avec 2 cycles de

dégradation de Edman utilisée en couplage avec la méthode de dansylation.
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La séquence du peptide T=11-Ch=2 a été déduite des données fournies
par |'étude des peptides T=11-Ch=2a et T=11-Ch-2b. La position COOH=-termi-
nale du peptide Ch=2b est liée & la présence du résidu d'arginine situé &
I'extrémité COOH-termirale du peptide T-11 d'aprés la spécificité étroite de

la trypsine.

L'ensemble de ces résultats permet de placer les peptides Ch~ dans
l'ordre Ch=1 = Ch~2 et de déterminer ainsi la séquence compléte du peptide

T-11.

Peptide T-12 (résidus 56 & 59)

Gly - Val - Leu = Lys
Le peptide T-12 est localisé dans la fraction 9 avec le peptide T-11
dont il est séparé en électrophorése préparative sur papier & pH 3, 6.
Dansylamino-acide NH,-terminal : DNS-Gly.

Dégradation de Edmar : deux cycles de dégradation de Edman en cou-

lage avec la méthode de dansylation ont permis d'établir la séquence du
plag Y P q

peptide T-12,

Peptide T-13 (résidus 60 & 67) :

Val - Phe - Leu - Glu - Asn - Val - lle - Arg
Le peptide T=13 est obtenu pur dans la fraction 9.

La présence d'un résidu d'asparagine et d'un résidu d'acide glutamique
a été établie aprés hydrolyse du peptide par |'eaminopeptidase M pendant
24 heures.

Dégradation de Edman : 6 cycles de dégradation de Edman utilisée en

- o 3 (D e W o

méthode soustractive ont déterminé la séquence du peptide T=13.
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Composition ¢ Asp , Glu , Val , lle , Leu , Phe , Arg
1,3 1,3 2,0 0,9 1,1 1,1 1,0

ler cycle t,v 1,2 1,0 1,0 1,0 1,1 1,0
2&éme cycle 1,2 1,1 t,1 1,0 ¢,9 0,1 1,0
3éme cycle Lo 1,0 1,t 1,1 0,1 - 1,0
4&¢me cycle 1,0 0,3 0,9 0,9 - - 1,0
5&¢me cycle 0,5 - 0,8 0,8 - - 1,0
6éme cycle - - 0,4 0,9 - - 1,0

Peptide T-14 (résidus 68 & 77)

Asp - Ala - Val = Thr = Tyr = Thr = Glu - His ~ Ala = Lys

Le peptide T-14 est localisé dans la fraction 7 avec l'arginine libre
et les peptides T-2 et T-5 dont il est séparé en électrophorése préparative sur

papier & pH 3,6.

La présence d'un résidu d'acide aspartique et d'un résidu d'acide glu~
tamique a été établie aprés hydrolyse du peptide par |I'aminopeptidase M pen-

dant 48 heures.

L'hydrolyse du peptide T=14 par la chymotrypsine & pH 8,0 et 37°C
pendant 6 heures, libére 2 peptides qui sont ensuite séparés en électrophorése

préparative sur papier & pH 3,6,

Ces peptides sont dans I'ordre croissant de mobilité cathodique :
T-14-Ch~1 Asp -~ Ala = Val = Thr = Tyr
T-14-Ch-2 Thr = Glu = His - Ala - Lys

La séquence de chaque peptide a été déterminée avec trois cycles de

dégradation de Edman en couplage avec la méthode de dansylation.

La position du peptide Ch-1 & l'extrémité NHz—fermincle du peptide
T-14 est liée & la présence du résidu d'acide aspartique, aussi bien qu'a la spé-
cificité de la chymotrypsine, tandis que la position du peptide Ch-2 & |'extré-

mité COOH-terminale du peptide T-14 est liée & la présence du résidu de lysine.
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Nous obtenons ainsi la séquence compléte du peptide T-14 :

Asp - Ala - Val = Thr - Tyr - Thr = Glu = His = Ala = Lys
T-14-Ch-1 T-14-Ch-2

Peptide T-15 (résidus 78 et 79) :

Arg - Lys

Le peptide T-15 est obtenu pur dans la fraction 17.

- o . 0 o o 220 s o o ) 0 o o g A

Peptide T-16 (résidus 80 & 91) s

Thr = Val = Thr - Ala - Met - Asp - Val - Val = Tyr -Ala - Leu - Lys

Le peptide T-16 est obtenu pur dans la fraction 5.

couplage avec la méthode de dansylation ont permis d'établir la séquence
NHz—ferminale : Thr = Val - Thr = Ala - Met. Le reste de la séquence correspond
a la séquence NHz-ferminale du peptide COOH-terminal CN-2 obtenu par

action du bromure de cyanogéne sur la GRK-histone.

Peptide T-17 (résidus 93 & 95) :
Glp - Gly - Arg (%)

Ce peptide est isolé pur de la fraction 2,

La glutamine & I'exirémité NHz—term'inqle donne par cyclisation de
I'acide pyroglutamique et conduit & |'obtention de ce peptide de caractére
acide qui ne donne aucune réaction avec la ninhydrine. Il est toutefois aisé-

ment localisé par le réactif de Sakaguchi ou le réactif & la phénanthréne-quinone.

Ce peptide correspond au peptide CN=-2-T-2 qui constitue un élément
de la séquence du peptide COOH=-terminal CN-2 de la GRK-histone.

e e - W (. T O gy e (T e w0 W T O WD RN S (O G e ) O Do Gam Wl M OHA e e e S M M M e R e A S v Smm RN MM e e o e 2

(%) Glp : acide pyroglutamique.
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Peptide T-18 (résidus 96 & 102)

Thr = Leu = Tyr = Gly = Phe - Gly - Gly

Le peptide T-18 est localisé dans la fraction 6 avec les peptides T-5a
et T-8, dont il est séparé en chromatographie préparative sur papier.

Ce peptide est identique au peptide CN=2-T-1 situé & l'extrémité
COOH-terminale du peptide CN~-2 obtenu par action du bromure de cyanogéne
sur la GRK-histone : il constitue donc le peptide trypsique COOH~-terminal

dans la protéine.

Lysine libre et arginine libre

La molécule de GRK=~histone contient 4 liaisons lysyl-arginyl
(résidus 16-17, 44-45, 77-78, 91-92), 2 liaisons arginyl-arginy! (résidus 35-36
et 39-40) et une liaison arginyl=lysyl (résidus 78-79), chacune de ces liaisons
constituant ['élément d’un des 5 centres basiques rencontrés dans la chaihe pep~
tidique (Tableau XVip. 71).

L'hydrolyse partielle de ces différentes liaisons par la trypsine entraine
la libération de lysine et d'arginine libres qui sont respectivement éluées dans
les fractions 4 et 7 . La lysine est obtenue pure directement, tandis que l'argi-
nine est séparée des peptides T-2, T-5 et T-14, présents dans la fraction 7, par
électrophorése préparative sur papier suivie d'une chromatographie préparative

sur papier.

F) ETUDE DES PEPTIDES DE LA GRK-HISTONE DE THYMUS DE
PORC OBTENUS PAR FRACTIONNEMENT DE L'HYDROLYSAT
CHYMOTRYPSIQUE SUR COLONNE DE CHROMOBEADS P

Le fractionnement des peptides chymotrypsiques de la GRK-histone de
thymus de Veau (62) a été réalisé par chromatographie de gel-filtration sur
colonne de Sephadex G~25 équilibrée et éluée ovec de I'acide acétique 0,2 M :
les cing fractions obtenues sont trés hétérogénes et la purification des peptides
trés laborieuse. Pour la séparation des peptides chymotrypsiques de la GRK-
histone de thymus de Porc (61}, nous avons préféré a la chromatographie de gel-

filtration, la chromatographie d'échange d'ions, sur résine Chromobeads P, avec
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le m&me systéme gradient de tampons pyridine = acide formique, pyridine -

acide acétique utilisé pour le fractionnement des peptides trypsiques.

Le diagramme d'élutior des peptides chymotrypsiques de la GRK-
histone de thymus de Parc fractionnés sur colonne de Chromobeads P est présenté

dans la figure 8 et montre la séparation des peptides en 4 fractions.

Les fractions indiquées par des traits pleins sont numérotées suivant leur
ordre d'élution de la colonne. Les peptides chymotrypsiques sont désignés par
Ch- et-numérotés suivant leur position dans la séquence de la protéine
(Tableau XV page 69).

La composition et la séquence en amino-acides de chaque peptide

sont respectivement présentées dans les tableaux X1l et XIV.

Peptide Ch-2 (résidus 23 & 37)

Arg-Asp-(Asn, lle, Gln, Gly, ile, Thr, Lys, Pro, Ala)= lle=Arg-Arg-Leu

Le peptide Ch-2 est obtenu pur dans la fraction 5,

o o TH o G (M D PR 12D

Deux cycles de dégradation de Edman utilisée en méthode soustractive

ont déterminé la séquence NHzmterminale s Arg = Asp.

Composition s Asp , Thr , Glu, Pro , Gly, Ala, Ille , Leu, Lys, Arg
i

r
, o 1,0 1,3 1,2 1,2 3,1 1,0 1,0 3,2
ler cycle 2,0 1,0 1,0 1,3 1,1 1,1 3,1 1,0 1,0 2,2
o 1,0 1,1 1,0 1,2 3,0 1,0 1,0 2,0

N
N T

I3

2&éme cycle 1,1 1,

L 'hydrolyse du peptide Ch-~2 par la carboxypeptidase A & 37°C pendant
2 heures libére une mole de leucine par mole de peptide. Aprés 2 heures d'hy~
drolyse par la carboxypeptidase A, le peptide est hydralysé par la carboxypep-
tidase B & 37°C pendant 2 heures. L'analyse des amins=-acides fait apparafiire
la libération d'une mole de leucine et de deux moles d'arginine par mole de
peptide, sous |'action conjuguée des carboxypeptidases A et B. Deux séquences
COOH-terminales possibles ressortent de ces données ¢

Arg - lle = Arg = Leu ou ile = Arg - Arg - Leu.



DIAGRAMME D'ELUTION DES PEPTIDES CHYMOTRYPSIQUES DE LA GRK-HISTONE
FRACTIONNES SUR COLONNE DE CHROMOBEADS P
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TABLEAU XIV
SEQUENCES EN AMINO-ACIDES DES PEPTIDES DE LA GRK-HISTONE DE THYMUS DE PORC OBTENUS
PAR FRACTIONNEMENT DE L'HYDROLYSAT CHYMOTRYPSIQUE SUR COLONNE DE CHROMOBEADS P (x)

Ch-2 (résidus 23 & 37)
—_ —>
Arg - Asp - Asn - lle - Gln - Gly - lle = Thr = Lys = Pro = Ala - lle - Arg - Arg - Leu
-— —— e

Ch-6 (résidus 59 a 61)
Lys - Val - Phe

Ch-7 (résidus 62 &4 72)
E?u—é-m-m—VoI-l|e—Arg—Asp-A|a-Va|-Thrw-Tyr

ﬂ?-(—;m-ﬁi:—m-Lys—Arg-Lys-Thr-—VaI—Thr-Alo-—Mef—Asp-—Vol=-Va|-Tyr

Ch-11 (résidus 99 a 102)
Gly - Phe - Gly - Gly(OH)

(%) La signification des signes placés au-dessus ou en-dessous des résidus d'amino-acides est présentée dans le
tableau IX page 41 .

2,
¢

)

N

Iy,

Mg

- y9 -
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Le peptide Ch=2 contient le seul résidu de proline présent dans la mols-
cule de GRK-histone : il recouvre donc le peptide trypsique T-8 qui contient
ce résidu ef dont la séquence COOH-terminale Ala - lle - Arg exclut la
séquence Arg - lle - Arg - Leu & l'extrémité COOH-terminale du peptide
Ch-2,

Le résidu de leucine en position COOH-terminale dans le peptide Ch-2
ne peut provenir que du peptide T=-8 qui est le seul peptide trypsique de la

GRK-histone & posséder la leucine & l'extrémité NH2~termino|e.

Le résidu d'arginine en position NHzm’rermindle dans le peptide Ch-2
peut provenir du peptide T=6 ou T-7, par coupure d'une liaison His - Arg ou
Leu - Arg par la chymotrypsine. Le peptide Ch-2 permet de placer les peptides
trypsiques T-7 (ou T-6), T-8 et T-9 dans l'ordre : (T-6 ou T-7) - T-8 - T-9.

Peptide Ch-6 (résidus 59 & 61)
Lys = Val - Phe

Ce peptide est localisé dans la fraction 3 avec le peptide Ch-7 dont il

est séparé en chromatographie préparative sur papier.

Dansylamino-acide NHZ:Lq_rm_iﬂgl s di=DNS-Lys

La spécificité de la chymotrypsine permet de placer le résidu de phényl-

alanine & I'extrémité COOH~terminale du peptide Ch-6.

Dans le peptide Ch=6, le résidu de lysine ne peut provenir que du
peptide trypsique T-12 ; Gly - Val = Leu - Lys ; tandis que la séquence
Val - Phe correspond & la séquence NH2~fermino|e du peptide trypsique T-13.
Le peptide Ch-6 fournit ainsi l'enchafnement : T-12 - T-13.,

Peptide Ch~7 (résidus 62 &4 72)
Leu - Glu - Asn (Val , ile , Arg , Asp , Ala , Val , Thr) Tyr

Ce peptide est localisé dans la fraction 3 avec le peptide Ch-6 dont

il est séparé en chromatographie préparative sur papier.
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Dégradation de Edman ¢

o D O e o o W G G S OO s RO CAC (53

Deux cycles de dégradation de Edman en couplage avec la méthode de

dansylation ont permis d'établir la séquence Nszterm‘n’nole :Leu - Glx = Asx.

L'action de I'hydrazine sur le peptide Ch-7 permet d'identifier la tyro=

sine en position COOH-terminale.

La séquence Leu = Glx = Asx du peptide Ch-7 correspond & la séquence
Leu - Glu - Asn qui constitue la partie médiane du peptide trypsique T-13.

La composition en amino=-acides du peptide Ch~7 permet de conclure
que ce peptide recouvre la partie COOH=-terminale du peptide trypsique T-13
et la partie Nszferminale du peptide trypsique T-14, L'enchainement
T-13 = T-14 est ainsi obtenu.

Peptide Ch-8 (résidus 73 & 88) :

Thr=-Glu-His-Ala-(Lys, Arg,Lys, Thr, Val, Thr, Ala, Met, Asp, Val, Val) Tyr

Ce peptide est obtenu pur dans la fraction 4.

Dégradafion de Edmcm :

o s e e T o O O W (D

Trois cycles de dégradation de Edman utilisée en couplage avec la
méthode de dansylation ont déterminé la séquence NHz-ferm'inale Thr - Glu -

His - Ala.

La position COOH-terminale de la tyrosine découle de la spécificité
de la chymotrypsine.

La séquence Nszi‘erm‘Enale du peptide Ch-8 correspond & la séquence
Thr = Glu = His - Ala située dans la partie COOH-terminale du peptide trypsi~
que T-14,

La composition en amino-acides du peptide Ch=8 caractérisée par la
présence de méthionine et de tyrosine, permet de conclure que le peptide
Ch-8 recouvre la partie Nszterminole du peptide trypsique T-16 et du peptide

CN-2 obtenu par action du bromure de cyanogéne sur la GRK=-histone.
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En recouvrant également le peptide trypsique T-15 qui doit &tre néces-
sairement placé entre les peptides T-14 et T-16, le peptide Ch-8 fournit l'en-
chathement : T-14 - T-15 - T-16.

Peptide Ch-11 (résidus 99 & 102) :
Gly - Phe - Gly - Gly

Ce peptide est obtenu pur dans la fraction 2,

Dansylamino-acide NHQ:i_q_r_m_iggl : DNS - Gly.

Un cycle de dégradation de Edman suivi de la dansylation du peptide
résiduel a suffi pour établir la séquence du peptide Ch-11,
L'obtention du peptide Ch-11 fait ressortir la résistance inhabituelle

de la liaison Phe - Gly & I'hydrolyse par la chymotrypsine (60) (86).

La proximité de la charge négative portée par le résidu COOH-terminal

de la GRK-histone est probablement la cause de cette résistance (87).

Les 4 résidus de tyrosine, les 2 résidus de phénylalanine et les 8 résidus
de leucine présents dans la GRK-histone constituent 14 sites majeurs potentiels
pour I'action de la chymotrypsine. Théoriquement, |'hydrolyse de la protéine
par la chymotrypsine devrait produire 15 peptides. En fait, la résistance &

I'hydrolyse de 3 liaisons leucyle:

Leu - Gly , Leu-Glu , Leu~ Tyr

10 11 62 63 97 98
et d'une liaison phénylalanyle: Phe - Gly
100 101

raoméne ce nombre & 11.

Cependant, le fractionnement de |'hydrolysat chymoirypsique par
chromatographie d'échange d'ions sur une résine cationique entrafne la fixation
irréversible de certains peptides chymotrypsiques trés basiques, qui se traduit
par un déficit de 54 résidus d'amino-acides (Tableau XI[Il, p. 63 ) portant essen-
tiellement sur la glycine, la lysine et I'arginine. Les peptides Ch-1 (résidus 1 &
22), Ch-3 (résidus 38 & 49) et Ch-10 (résidus 91 & 98) ont ainsi échappé & nos
investigations (Tableau XV, p. 69).
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G) SEQUENCE EN AMINO-ACIDES DE LA GRK-HISTONE

La premigre histone dont la structure primaire a été déterminée est la
GRK -histone de thymus de Veau.

La séquence compléte en amino-acides de cette histone a été établie
indépendamment en 1969 par De LANGE et al (54) et OGAWA et al (85). Au
cours de la m&me année, De LANGE et al (88) ont déterminé la séquence en
amino-acides de la GRK-histone de !'embryon de Pois et montré une remarquable
constance dans la structure primaire de cette protéine, puisque seulement deux
différences de type conservatif existent entre ces histones de sources pourtant

fort éloignées.

Les travaux que nous avons réalisés pour la détermination de la structu-

re primaire de la GRK-histone de thymus de Veau (60) (62) (80) nous ont permis

la mise au point d'un protocole ou |'étude des peptides trypsiques constitue la
base des études comparatives réalisées sur des histones homologues isolées de

différents tissus.

Pour la détermination de la structure primaire de la GRK-histone de

thymus de Porc, |'étude des peptides trypsiques a été complétée par la détermi-

nation de la séquence de l'octadécapeptide COOH-terminal obtenu par coupure
de la protéine avec le bromure de cyanogéne au niveau du résidu de méthionine
en position 84 et par de larges recoupements déduits de |'étude des peptides de
I'hydrolysat chymotrypsique.

La séquence compléte des 102 amino-acides de la GRK-histone de

thymus de Porc est présentée dans le tableau XV (61).

Comme il s'agissait moins d'établir une nouvelle séquence que de com-
parer des structures, nous n'avons pas recherché une méthode plus satisfaisante
pour le fractionnement des peptides chymotrypsiques. L'étude de ces peptides
ne constituait en effet, qu'une confirmation de |'identité de la structure primaire
de la GRK-histone de thymus de Porc avec celle de la GRK-histone de thymus
de Veau, identité déja amplement démontrée par |'étude compléte des peptides
trypsiques et de l'octadécapeptide COOH-terminal CN -2,

La structure primaire de la GRK-histone isolée de la tumeur de chloro~

leucémie de Rat a été déduite de 1'étude de |'octadécapeptide COO H-terminal
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TABLEAU XV

SEQUENCE COMPLETE EN AMINO-ACIDES
DE LA GRK-HISTONE DE THYMUS DE PORC

ke T-1 hk—T-2 —k——T-3 — e~ T-4 —
N acétyl - Ser - Gly - Arg - Gly =Lys - Gly - Gly - Lys - Gly - Leu -
1 10
T-5 s— T-6 —ofe——
Gly - Lys - Gly - Gly - Ala - Lys(Ac) - Arg - His = Arg - Lys(Me) -
20
- — - m — - — - — - — - — - Ch-2 - — -~ ---
— T-7 ———— T-8
Val - Leu - Arg - Asp - Asn - lle = GIn - Gly = Ile = Thr -
30
biine E P
Lys - Pro - Ala - lle - Arg - Arg - Leu - Ala - Arg - Arg -
40
T-10 > T-11
Gly - Gly = Val - Lys - Arg - lle = Ser - Gly - Leu = ile -
50
<« —Ch=-6--
T-12 —
Tyr - Glu = Glu - Thr - Arg - Gly - Val - Leu =~ Lys = Val -
60
- - — — — - — === Ch-7 —m = = — = = — = —
: T-13
Phe - Leu - Glu - Asn - Val - [le - Arg - Asp - Ala ~ Val ~
‘ 70
-— m—* —————————— o — omm e e mn mm owem e e e
— T-14 —s}e— T-15 e
Thr = Tyr = Thr = Glu - His = Ala - Lys - Arg = Lys = Thr -
80
-~—-Ch-8 - — - — - e — — — - - - —
T-16 -
Val - Thr - Ala - Met - Asp - Val = Val = Tyr = Ala = Leu =
E<_ ......
T-17 >le iT-18
Lys - Arg - Gln - Gly - Arg - Thr - Leu - Tyr = Gly - Phe -
- —— — — — — CN-2 — — 100 —
Ch-11- - - -

Gly - Gly(OH)
— —102
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obtenu par coupure de la protéine avec le bromure de cyanogéne (89) et de

I'étude des peptides trypsiques.

Chaque peptide frypsique a été comparé avec le peptide homologue de
la GRK-histone de thymus de Veau et de la GRK-histone de thymus de Porc.
La position dans le diagramme d'élution, la localisation sur la carte peptidique,
la composition en amino-acides, les amino-acides NH2- et COOH-terminaux,
ont constitué les différents points de cette étude comparative qui démontre
['identité de la structure primaire de la GRK-histone de chloroleucémie du Rat

avec celle de la GRK-histone de thymus de Veau.

On peut dire en effet que 2 peptides ont une structure identique,
lorsque ces peptides ont le méme temps de rétention sur la colonne de résine &
pouvoir d'échange ionique, le m&me comportement en chromatographie ou en
électrophorése sur papier, la méme composition en amino-acides, le méme
amino-acide en position NH2-termina|e et le méme amino~acide & |'extrémité

COOH-terminale.

La séquence en amino-acides de la GRK-histone est caractérisée par :

- Le blocage de |'extrémité NH2-fermina|e par un groupe acétyle.

- Le blocage de la fonction €~aminée de la lysine en position 16 par

un groupe acétyle et de la lysine en position 20 par un ou deux groupes méthyle.

- La présence de cinq centres basiques constitués par des chainons de

2 ou plusieurs résidus d'amino-acides basiques (Tableau XVI).

- La prédominance des résidus basiques dans la région NHz-ferminole
(45 résidus) qui renferme 12 charges positives nettes, alors que la région COOH-

terminale (57 résidus) ne renferme que 3 charges positives nettes (54).

- Le caractére hydrophobe marqué de la partie COOH-terminale
(résidus 46 & 102) ob sont localisés2? des 33 résidus d'amino-acides & chaihe laté-

rale hydrophobe (%) présents dans la molécule de GRK-histone.

(%) Alanine, Valine, Méthionine, Isoleucine, Leucine, et Phényl-
alanine.
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TABLEAU XVI

CENTRES BASIQUES PRESENTS

DANS LA SEQUENCE EN AMINO-ACIDES DE LA GRK-HISTONE

- Lys(Ac) - Arg - His = Arg - Lys(Me) -
16 20

- Arg - Arg -Leu -~ Ala - Arg - Arg -

35 40
- Lys - Arg -
44 45

- His - Ala - Lys - Arg - Lys -
75 79

-Lys - Arg = Gln - Gly - Arg -
21 95
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- La localisation des 6 résidus d'amino-acides aromatiques dans la
partie COOH-terminale ot l'on retrouve également 5 des 6 résidus de thréonine

présents dans la GRK-histone.

- La présence de 8 résidus de glycine dans les 14 premiers résidus de la
chafne peptidique, tandis que 3 résidus de glycine participent & la séquence

COOH-terminale : Gly - Phe - Gly - Gly.

- Les analogies de structure qui apparaissent dans quelques séquences
peptidiques (Tableau XVII), ce qui implique selon De LAN GE et al (54) que
certains segments du g&ne responsable de la synthése de la GRK-histone sont

formés par la répétition de certaines séquences nucléotidiques.

Les caractéristiques de la structure primaire de la GRK-histone sont

résumées dans le tableau XVIII.
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LEGENDE DU TABLEAU XVIII

Les amino-acides sont représentés par une lettre suivant le code utilisé
par DAYHOFF (DAYHOFF M.O., Atlas of Protein sequence and structure,
1969, vol. 4, National Biomedical Research Foundation, Georgetown University

Medica! Center, Washington, D.C. 20007).

D = Acide aspartique
Q = Glutamine

G = Glycine

K = Lysine

R = Arginine
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CHAPITRE V

STRUCTURE PRIMAIRE DE L'ALK-HISTONE

A) COMPOSITION EN AMINO-ACIDES.

B) DETERMINATION DE L'EXTREMITE NH2—TERMINALE,

C) DETERMINATION DE L'EXTREMITE COOH-TERMINALE.

D) HYDROLYSES ENZYMATIQUES

1) Peptides trypsiques de I'ALK-histone native.

2) Peptides trypsiques de |I'ALK~histone maléylée.

3) Peptides chymotrypsiques de I'ALK-histone native.
4) Peptides chymotrypsiques de ['ALK-histone maléylée.

5) Peptides obtenus par hydrolyse de |'ALK-histone native avec la

thermolysine.

E) SEQUENCE EN AMINO-ACIDES.
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A) COMPOSITION EN AMINO-ACIDES DE L'ALK-HISTONE

La composition en amino-acides de I'ALK-histone, établie sur des

hydrolysats de 24 heures et de 72 heures, est présentée dans le tableau XIX.

Cette composition est caractérisée par un taux élevé d'arginine et de
lysine, d'acide glutamique, de glycine, d'alanine et de leucine. L'absence
de cystéine, de méthionine et de dérivés € -N-méthylés de la lysine dans
I'ALK-histone présente un intérét particulier. Elle constitue en effet la base d'un
critére de pureté chimique de la protéine dont les contaminants possibles qui
sont I'ARE-histone et la GRK-histone renferment de la cystéine, de la méthio-
nine et des dérivés g€ -N-méthylés de la lysine (ARE-histone), de la méthionine

et des dérivés ¢ -N-méthylés de la lysine (GRK-histone).

L'ALK -histone se place, par son taux élevé de lysine, dans une posi-
tion intermédiaire entre les histones riches en arginine et les histones riches
en lysine., Son taux d'arginine, quoique légérement inférieur & celui de la
lysine, est suffisamment élevé en soi pour nous permettre de classer définitive-
ment cette histone dans le groupe des histones riches en arginine o, avec la
GRK-histone et |'ARE-histone, elle partage le caractére de solubilité en milieu

éthanolique (29).

L 'absence de méthionine dans |'ALK-histone peut apparaitre comme un
handicap pour |'étude de la structure primaire de cette protéine ob seules sont

applicables des méthodes enzymatiques de coupure de la chaine peptidique.

B) DETERMINATION DE L'EXTREMITE NH,-TERMINALE DE L'ALK-HISTONE

2

Dans les travaux antérieurs réalisés sur les fractions F et F ,
2al 202
correspondant respectivement & la GRK-histone et & I'ALK-histone, PHILLIPS
(78) avait montré le blocage de la fonction o¢ —aminée a |'extrémité NH2-
terminale et avait identifié le peptide trypsique N-acétyl-Ser-Gly-Arg en

position NHZ-termincle dans ces deux histones.
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TABLEAU XIX
COMPOSITION EN AMINO-ACIDES
DE L'ALK-HISTONE DU THYMUS DE VEAU

-
[t ot s i
*mino-acides lysats de 24 et 72 heures, |

e el e et )] e
Acide aspartique 6,62 | 8,50 8
Thréonine (%) 3,90 | 5,00
Sérine (sk) 3,17 : 4,07
Acide glutamique 9,49 . 12,18 12
Proline 4,15 | 5,32 5
Glycine 10,92 114,02 14
Alanine 12,68 16,27 17 (seseske)
1/2 Cystine 0 - -
Valine (dskessk) 6,22 7,99 8
Méthionine 0 - -
Isoleucine (k) 4,40 5,65 6
Leucine 12,27 15,75 16
Tyrosine 2,29 2,95 3
Phénylalanine 0,90 1,16 1 ‘
Lysine 10,59 13,59 14
Histidine 3,04 3,91 4
Arginine 9,34 11,98 12
Total 99,98 129

Rapport Lysine/Arginine = 1,16
Rapport Amino-acides basiques/Amino-acides acides = 1,50

Poids moléculaire calculé = 14.005
Amino-acide NHo-terminal bloqué : N-acétyl-Sérine
Amino-acide COOH-terminal : Lysine

(%) Le nombre de résidus d'amino-acides a été calculé sur la base d'un résidu
de phénylalanine.
(%#%) Valeurs obtenues par extrapolation linéaire au temps zéro de |'hydrolyse.
(%%) Valeur retenue & partir de la séquence. o
(sesse#) Valeur obtenue & partir des hydrolysats de 72 heures. ! LJL";)
s 1;'“:
S
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Nous avons retrouvé les résultats de PHILLIPS en identifiant le peptide
N-acétyl-Ser-Gly-Arg dans |'hydrolysat trypsique de I'ALK-histone, aprés
avoir contrglé par la méthode de dinitrophénylation décrite par PHILLIPS (19)
et la méthode au cyanate de STARK et SMYTH (79) I'absence d'une fonction
of ~aminée libre & |'extrémité de cette protéine. Des résultats identiques ont été

obtenus par STARBUCK et al (39), HAYASHI et IWAI (48) et OLSON et al (90).

C) DETERMINATION DE L'EXTREMITE COOH-TERMINALE DE L'ALK-
HISTONE

L'hydrolyse de I'ALK-histone par la carboxypeptidase B a permis d'iden-
tifier la lysine & I'extrémité COOH-terminale de la protéine (PHILLIPS et
SIMSON) (91) (SENSHU et IWAI) (44) (SAUTIERE et al) (41) (SUGANO et al)
(92). '

Toutefois, la comparaison des résultats obtenus par ces auteurs sur la
séquence COOH-terminale de |'ALK-histone fait apparaitre des divergences

profondes.

PHILLIPS et SIMSON (91), s'appuyant sur les résultats des hydrolyses
de la fraction F202 par les carboxypeptidases A et B et par la chymotrypsine,

ont trouvé la séquence : Val = Gly - Ala - Arg - His - Lys.

Si cette séquence était correcte, le peptide His = Lys aurait di &tre
présent dans |'hydrolysat trypsique de la protéine. En fait, nous n'avons jamais

obtenu ce peptide et HAYASHI et IWAI (48) ne l'ont pas davantage retrouvé.

Les résultats obtenus de |'hydrolyse de |'"ALK-histone par la carboxy-
peptidase B pendant une heure, suivie d'une hydrolyse par la carboxypeptidase
A pendant une heure (tableau XX, résultats personnels, 1&re colonne) nous
avaient amené & conclure & la séquence COOH-terminale : His - Lys. Cette
séquence était seulement compatible avec le peptide Lys = Thr - Glu - Ser - His-
His - Lys présent dans 1'hydrolysat trypsique de |'ALK-histone native (41).
HAYASHI et IWAI (48) avaient tiré une conclusion identique.



TABLEAU XX

ETUDES CINETIQUES DE L’HYDROLYSE DE L'ALK-HISTONE PAR LES CARBOXYPEPTIDASES A ET B

Résultats (%) Résultats personnels (s%%)
Amino-acides de
SUGANO et al(92) | Carboxypeptidase B .
cls —_— . Carboxypeptidase B .
libérés : 1 heure Carboxypeptidase B ) Carboxypeptidase B
(aprés 8 heures . ) 10 minutes .
. + Carboxypeptidase A 10 minutes . 30 minutes
d'hydrolyse) + Hydrazinolyse
1 heure

Lysine 43,5 (3,0) 126,7 (0,7) 50,2 (0,8) 50,2 (0,8) 62,0 (1,0)
Histidine 27,7 (1,9) 73,1 (0,4) 0 0 4,1
Sérine 6,4 (0,5) - - - -
Glycine 11,9 (0,8) 35,2 (0,2) 1,6 33,7 (0,5) 4,4
Alanine 13,7 (0,9) 72,5 (0,4) 4,3 11,2 (0,2) 9,6
Arginine 4,5 (0,3) - - - -
Valine 3,6 (0,4) - - - 12,0
Leucine 2,8 (0,2) - - - -

(%) Les résultats sont exprimés en nanomoles d'amino-acides libérés ; les chiffres entre parenthéses indiquent les rapports
molaires des amino -acides calculés sur la base de 3 résidus de lysine.

(k%) Les résultats sont exprimés en nanomoles d'amino-acides libérés ; les chiffres entre parenthéses indiquent le nombre
de moles d'amino-acides libérés par mole de protéine.

_64_
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Cependant, ces conclusions se sont trouvées contestées par les résultats
de SUGANO et al (92) qui montrent d'une fagon irréfutable que la séquence
COOH-terminale de I'ALK-histone doit tre : Lys = Thr - Gly - Ser - His - His -
Lys - Ala - Lys - Gly -~ Lys. Leurs résultats sont fondés sur |'étude cinétique
de I'hydrolyse de la protéine effectuée pendant 8 heures avec les carboxypepti-

dases A et B (tableau XX),

Nous avons pu confirmer les résultats de SUGANO et al (92) de la
fagon suivante : |'ALK-histone est hydrolysée & 40°C et pH 7,9 avec la carboxy-
peptidase B ; aprés |0 minutes d'hydrolyse, deux aliquotes sont prélevées, l'une
pour |'analyse directe des amino-acides, |'autre pour I'hydrazinolyse suivie de

|'analyse des amino-acides.
Y

En 10 minutes, la carboxypeptidase B libére 0,8 mole de lysine par
mole de protéine. Aprés 10 minutes d'hydrolyse par la carboxypeptidase B,
l'action de I'hydrazine libére 0,5 mole de glycine par mole de protéine

(tableau XX).

A partir de ces résultats, la séquence COOH-terminale de I'ALK-
histone doit &tre : Gly - Lys.

Ces résultats qui confirment ceux obtenus par SUGANO et al (92)
sont supportés par |'obtention du peptide chymotrypsique Ch-14 : Lys - Ala -
Lys - Gly - Lys résultant de la coupure de la liaison His - Lys , par la chymo-

frypSine (fcblequ XXXV page ]64) 124 125

D) HYDROLYSES ENZYMATIQUES

1) Peptides trypsiques solubles de I'ALK-histone native

L'addition de TPCK-trypsine, & la solution d'histone en milieu tamponné
de pH 8,0, entrafne immédiatement |'apparition d'un trouble qui persiste durant
I'hydrolyse. Ce trouble reflete |'existence d'un "core" insoluble dont I'analyse
des amino-acides souligne le caractére hydrophobe par la présence de nombreux

résidus d'alanine, de valine et de leucine.

L'acidification de I'hydrolysat jusqu'a pH 3,5, pour |'arrét de I'hydro-
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lyse, entraine généralement une disparition du trouble.

Aprés lyophilisation, I'hydrolysat est repris dans un faible volume
(3 ml) d'acide formique & 30 p. 100, pour la chromatographie d'échange d'ions.
A ce stade, apparait une fraction insoluble qu'il est nécessaire d'éliminer par
certrifugation. Cette fraction insoluble rend compte du déficit observé dans la
compesition en amino-acides des peptides solubles de I'hydrolysat trypsique

par rapport & la composition en amino-acides de la protéine (Tableau XXI),

Le diagramme d'élution des peptides solubles de |’hydrolysat trypsique
de I'ALK ~histone fractionnés sur colonne de Chromobeads P, est présenté dans
la figure 9 et montre la séparation des peptides en 16 fractions, Les fractions
indiquées par des traits pleins sont numérotées suivant leur ordre d'élution de
la colonne. Les peptides trypsiques, désignés par T,sont numérotéssuivant leur

position dans la séquence de la protéine (Tableau XXXV page 164).

La composition et la séquence en amino-acides de chaque peptide sont

respectivement présentées dans les tableaux XX et XXIl.

Peptide T-1 (résidus 1 a3):

N-acétyl - Ser - Gly - Arg
Le peptide T-1 est obtenu pur dans la fraction 2,

Le blocage du groupe et =aminé terminal par un radical acétyle, confére
a ce peptide un caractére acide marqué qui se manifeste par une élution précoce
de la colonne d'échangeur d'ions et par une migration anodique en électropho-

rése sur papier & pH 3, 6.

Le peptide T-1 ne réagit pas avec la ninhydrine, mais peut &tre loca-
lisé par la réaction spécifique du résidu d'arginine avec le réactif de Sakaguchi

ou le réactif & la phénanthréne~quinone.

La séquence du peptide T-1 a été établie aprés une hydrolyse par la
carboxypeptidase B & 40°C pendant 2 heures, suivie d'une hydrazinolyse s les
amino-acides ainsi libérés ont été identifiés par électrochromatographie sur

papier. L'acéthydrazide cbtenue par action de |'hydrazine sur le groupe acétyle
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COMPOSITIONS EN AMINO -ACIDES DES PEPTIDES DE LA FRACTION SOLUBLE

TABLEAU XXl

DE L'HYDROLYSAT TRYPSIQUE DE L'ALK-HISTONE NATIVE

(exprimées en rapports molaires par rapport & la lysine et & |'arginine) (%)

Amino-acides | T-1 LSRN I o T N LZ O B 2 R R SRR ST
T-22 B N
Acide aspartique |
Thréonine 0,9 (1)
Sérine 1,0 (1) 1,9 (2)
Acide glutamique 0,92 (1) 0,92 (1)
Proline 1,0 (1)
Glycine 1,3 (1) 1,2 (1) 11,7 (2) 2,2 (2)
Alanine o, 2 (M1 1,0 0,9 (1)
Valine 0,2 (| 0,21
Isoleucine
Leucine 1,0 (1) 2,2 (2)
Tyrosine
Phénylalanine 0,9 (1)
Lysine 1,0 (1) |1,0(1) . 1,0 (1)-
Histidine A 0,9 (1)
1 Arginine 1,0 (1) 1,0 (1) 1,0 1,0 1,0()] 1,0()}1,0(1)
Nombre de résidus | 3 2 4 2 2 2 3 9 3 3

(%) Les chiffres entre parenth&ses correspondent au nombre de résidus assumés,

o 88-



TABLEAU XXI

(suite)

COMPOSITIONS EN AMINO-ACIDES DES PEPTIDES DE LA FRACTION SOLUBLE

DE L'HYDROLYSAT TRYPSIQUE DE L'ALK-HISTONE NATIVE

(exprimées en rapports molaires par rapport & la lysine et & 1'arginine) (%)

Amino-acides T-12 | T-14 | 116 | TA7 | T-18 | Tetg | 7e21 | NP ofal) ALK
Acide aspartique 0,8(1 |2,1(2) 3,0 3) 6
Thréonine 1,2 (1) 3
Sérine 1,0 (1) 4 4
Acide glutamique 1,0 (1) 1,4 (1) 1,8 (2) 1,1 (1) 7 12
Proline 1,1(1) 2 5
Glycine 1,2 (1) 1,0 (1) 9 14
Alanine 0,8 (1) 1,1(1) 7 17
Valine 2
Isoleucine 1,7 (2) | 1,1(1) 3
Leucine 1,9 (2) 1,0 (D)} 2,1 (2) 8 16
Tyrosine 0,7 (1) 1
Phénylalanine 1 1
Lysine 1,1(1) | 1,0(1) 1,0(1) | 1,0 (1) ;0 (2) 12(x%)| 14
Histidine 1,0 (1) ,0(2) 4 4
Arginine 1,0 (1) 1,0 (1) | 1,0(1) 11 12

Nombre de résidus 7 3 4 7 7 4 7 80 129

(#) Les chiffres entre parenthéses correspondent au nombre de résidus assumés.
(%%) La lysine libre n'est pas incluse dans ce total.

-78-
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fixé sur la fonction e(-aminée terminale a été identifiée selon la méthode

d'ANDREAE (67).

Le peptide isolé de I'hydrolysat trypsique d'ALK=-histone est identique
au peptide T-1 identifié dans |'hydrolysat trypsique de la GRK -histone.

Peptide T-2 (résidus 4 et 5) et Peptide T-23 (résidus 128 et 129) :

Gly - Lys

Dansylamino-acide NH,-terminal : DNS - Gly.

Peptide T-3 (résidus 6 & 9) :

Glp - Gly - Gly - Lys

Ce peptide est obtenu pur dans la fraction 1 et donne une réaction
faiblement positive avec la ninhydrine.

Ce peptide dérive du peptide Glin - Gly = Gly = Lys par cyclisation
de la glutamine en acide pyroglutamique.

Une élution précoce de la colonne d'échangeur d'ions et une migra-
tion anodique en électrophorése & pH 3,6, soulignent le caractére acide du
peptide Glp - Gly - Gly - Lys ainsi obtenu.

La séquence du peptide T-3 a été établie aprés hydrolyse par les

carboxypeptidases A et B, suivie d'une hydrazinolyse.

L'hydrolyse du peptide T-3 par la carboxypeptidase B & 40°C pendant
2 heures, puis par la carboxypeptidase A & 40°C pendant 6 heures, libére
une Fmole de lysine et une pmole de glycine par Pmole de peptide.

L'hydrazinolyse du peptide résiduehl.o,,l,?bére un résidu de glycine.

Peptide T-4 (résidus 10 et 11) 3
Ala - Arg

Le peptide T-4 est obtenu pur dans la fraction 13.

Donszlamino-ocide NHz:t_e_rln_i_r_mgml : DNS - Ala.

e o o o o i o )
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Peptide T-5 (résidus 12 et 13), Peptide T-6 (résidus 14 et 15) et
Peptide T-22 (résidus 126 et 127) ¢

Ala - Lys

Le peptide Ala =~ Lys est localisé dans la fraction 9 avec le peptide

T-9 dont il est séparé en chromatographie préparative sur papier.

Peptide T-7 (résidus 16 et 17) et Peptide T~15 (résidus 76 et 77)

Thr - Arg
Le peptide Thr - Arg est localisé dans la fraction 12 avec le peptide

T-16 dont il est séparé en chromatographie préparative sur papier.

Dansylamino-acide NH,-terminal : DNS - Thr.

Peptide T-8 (résidus 18 & 20) s

Ser - Ser - Arg
Le peptide T-8 est localisé dans la fraction 10 avec le peptide T-19

dont il est séparé en chromatographie préparative sur papier.

—— g —— o -

Un cycle de dégradation de Edman suivi de la dansylation du peptide

résiduel nous a permis d'établir la séquence du peptide T-8.
P q pep

Peptide T-9 (résidus 21 & 29) s

Ala - Gly - Leu - GlIn - Phe - Pro = Val = Gly - Arg =

Le peptide T-9 est localisé dans la fraction 9 avec le peptide

Ala - Lys, dont il est séparé en chromatographie préparative sur papier.

La présence d'un résidu de glutamine a été établie aprés hydrolyse

totale du peptide T-9 par |'aminopeptidase M & 40°C pendant 48 heures.
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Dansylamino-acide NH,-terminal ; DNS - Ala.

La séquence du peptide T=9 o été déduite des données fournies par la
dégradation de Edman et de |'étude des peptides résultant de |'hydrolyse du

peptide par la chymotrypsine et la thermolysine.

Dégradation de Edman :

. 2 W o (o (2 20

Deux cycles de dégradation de Edman en couplage avec la méthode de
dansylation ont permis d'établir la séquence NHz-ferminale Ala - Gly - Leu
du peptide T-9.

La dégradation récurrente n'a pu &tre poursuivie au-deld du 3&me
cycle, par suite du blocage de la réaction dont nous avons attribué la cause &
la présence du résidu de glutamine, immédiatement aprés la leucine. On observe
classiquement un tel blocage dans la méthode manuelle de Edman par cyclisa-

tion de la glutamine en acide pyroglutamique.

- o ot o o . —— oo o —m—

L'hydrolyse chymotrypsique du peptide T-9 pendant 6 heures a 37°C

donne deux pep’ri’des(fl'é]parés en électrophorése sur papier a pH 3, 6.

Ala - Gly - Leu & Gln = Phe - Pro - Val - Gly - Arg

« T-9-Ch-1 —a— 1-9-Ch-2 — &

T-9-Ch-1
.Alq - Gly - Leu

Peptide neutre.

Composition : Gly , Ala , Leu
1,1 0,9 1,0

- o 1 o

Dcnsxldmi’no-ccide NHQ-ferminal s DNS - Ala.

La spécificité de la chymotrypsine pour la liaison leucyle permet de
placer le résidu de leucine en position COOH-terminale et d'obtenir ainsi la
séquence Ala - Gly - Leu qui correspond & la séquence NHz-ferminole du

peptide T-9 déterminée par la dégradation de Edman,
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T-9-Ch-2 ¢
Glp - Phe - Pro = Val - Gly - Arg

Peptide acide.

Composition : Glu , Pro , Gly , Val , Phe , Arg
0,9 1,0 1,1 0,9 0,9 1,0

Ce peptide ne peut étre localisé sur le papier que par la réaction & la
phénanthréne-quinone, spécifique de |'arginine. Le caractére acide de ce pep-
tide et |'absence de réaction & la ninhydrine impliquent la présence d'un résidu
d'acide pyroglutamique obtenu par cyclisation de la glutamine en position
NH2~terminqle,

L'absence de coupure au niveau de la liaison phénylalanyle suggére
I'existence d'une liaison Phe - Pro que nous avons pu mettre en évidence aprés

hydrolyse du peptide T-9 par la thermolysine.

o o e e o ] o o —— ] —— o — ] - o

L'hydrolyse du peptide T-9 par la thermolysine a été réalisée & 40°C
pendant 6 heures.

Les peptides de I'hydrolysat sont séparés en électrophorése et chromato-
graphie préparative sur papier : |'électrophorése & pH 3,6 permet de séparer un
peptide de caractére basique correspondant au peptide Val = Gly = Arg ; les
peptides T-9-Th-1 et T-9-Th-2 de caractére neutre migrent ensemble en

électrophorése et sont séparés en chromatographie.
, T|h Th
|
Ala - Gly + Leu - Gln = Phe = Pro + Val = Gly - Arg
' |

«T-9-Th-Isle——— T-9-Th-2 ——s— T-9-Th-3 —>

T-9-Th-1
Ala - Gly

Composition : Gly , Ala
1,0 1,0

Le peptide T-9-Th-1 se place nécessairement en position Nszfermi’nqle

dans le peptide T-9.
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T-9-Th-2 :
Leu ~ Gln - Phe - Pyo

Composition : Glu , Pro , Leu , Phe
1,1 1,0 1,0 0,9

Donszlamino~ccide NHz:t_e_rp_inJ : DNS - Levu

L'action de I'hydrazine sur le peptide T-9-Th-2 condvit & |'identifica~
tion de la proline a 'extrémité COOH-terminale de ce peptide.

Ces résultats, joints aux éléments de structure déja connus pour le
peptide T-9 permettent d'établir lo séquence : Leu - GlIn - Phe - Pro.

La position du résidu de proline par rapport au résidu de phénylalanine
explique |'absence de coupure de la liaison Gln - Phe lors de |'hydrolyse du
peptide T-9 par la thermolysine.

Cette résistance & I'hydrolyse par la thermolysine procéde du change-
ment conformationnel de lo chafne peptidique induit par la proline et son ana-
logie est évidente avec la résistance des liaisons X - Pro et Y - Pro & l'action

hydrolytique respective de la trypsine et de la chymotrypsine.

T-9-Th-3 :

Val - Gly = Arg
Composition ¢ Gly , Val , Arg
1,0 0,9 1,0

Dansylamino-acide Nsztea_qu_iD_g_l ; DNS - Val,

Ce peptide occupe la partie COOH-terminale du peptide T-9 ot la

position COOH-terminale de 1'arginine découle de la spécificité de la trypsine.

Peptide T-10 (r‘ési’dus 30 a32):

Val - His - Arg

Le peptide T-10 est obtenu pur dans la fraction 17,

Dansylamino -acide NH,-terminal : DNS - Val.
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Un cycle de dégradation de Edman suivi de la dansylation du peptide

résiduel nous a permis d'établir la séquence du peptide T=10,

Peptide T-11 (résidus 33 & 35} .

Leu - Leu = Arg
Le peptide T-11 est cbtenu pur dans la fraction 14,

Dansylaminc-acide NH., -terminal : DNS = Leu,
b4

muumm_do_o_:.oa de Edman :

Un cycle de dégradation de Edman suivi de la dansylatiorn du peptide

résiduel nous a permis d'étaclir ia séguence du peptide T-11.,
p q pep

Peptide T-12 (résidus 36 & 42 ¢

 Lys - Gly = Asn = Tyr - Ala ~ Glu - Arg

Peptide T-12a (résidus 37 a 42) :

Gly = Asn = Tyr - Ala = Glu - Arg

Le peptide T-12 est obtenu pur dans la fraction 15.

La présence d'un résidu d'asparagine et d'un résidu d'acide glutamique

a été établie aprés hydrolyse totale du peptide T~12 par |'amincpeptidase M.

Dansylamino-acide NH, -terminal : di DNS = Lys.

o o - inﬁiliucﬂ,u»ﬂ!a,nﬂ.iﬂnﬂﬁkﬂ“ﬂ_..l._IJ':.HrI.Eu

Dégradation de Edman :

Cing cycles de dégradation de Edman utilisée en méthode soustractive

ont déterminé la séquence de ce peptide.
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Asp , Glu , Gly , Ala , Tyr , Lys , Arg
Composition : 0,8 1,0 1,2 0,8 0,7 1,1 1,0

ler cycle 0,8 1,0 1,2 0,8 0,7 0,2 1,0
2&me cycle 0,8 1,0 0,3 0,8 0,7 - 1,0
3éme cycle 0,2 1,0 - 1,0 1,0 - 1,0
4&¢me cycle - 1,0 - 1,0 0,2 - 1,0
5&me cycle - 1,0 - 0,2 - - 1,0

L'action de la carboxypeptidase B, pendant 2 heures & 40°C, libére

uniquement de l'arginine.

Composition : Asp , Glu , Gly , Ala , Tyr , Arg
1,0 0,9 1,2 1,0 1,1 1,0

Dansylamino-acide NHQ:Le_rIn_i_n_q_! ;3 DNS - Gly.

e

. - -

Quatre cycles de dégradation de Edman utilisée en méthode soustrac-

tive, ont permis d'établir la séquence du peptide T-12a.

Asp , Glu , Gly , Ala , Tyr , Arg
Composition ¢ 1,0 0,9 1,2 1,0 1,1 1,0

-t il

lTer cycle 1,0 0,9 0,3 1,0 1,1 1,0
2&me cycle 0,2 0,9 - 1,0 1,1 1,0
3eéme cycle - 0,9 - 1,0 0,1 1,0
4éme cycle - 0,9 - 0,2 - 1,0

La résistance partielle de la liaison |f3>(/’55 - %%y & I'hydrolyse trypsique
s'explique par la présence d'une liaison adjacente Arg - Lys comme |'ont démon-
tré les études ultérieures réalisées sur les peptides trypsiques de I'ALK-histone

maléylée et sur les peptides chymotrypsiques de |'histone native ou maléylée.
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Peptide T-14 (résidus 72 & 74) :

Asp - Asn - Lys
Le peptide T-14 est obtenu pur dans la fraction 5.

La présence d'un résidu d'acide aspartique et d'un résidu d'asparagine

a été établie aprés hydrolyse totale du peptide T=14 par |'aminopeptidase M.

Dégradation de Edman :

e o e T M o e A O

Deux cycles de dégradation de Edman avec identification directe du
PTH-amino-acide libéré aprés chaque cycle (71) ont permis d'établir la séquence
du peptide T-14,

Peptide T-16 (résidus 78 & 81)

Ile - Ile - Pro - Arg

Le peptide T-16 est localisé dans la fraction 12 avec le peptide
Thr - Arg (peptides T-7 et T~15) dont il est séparé en chromatographie préparative

sur papier.

Donsz|amino—acﬁde NH2:L<-;-_rg1_i_n_g_| s DNS = ile,

Deux cycles de dégradation de Edman en couplage avec la méthode de
dansylation ont permis d'établir la séquence du peptide T-16., La DNS - lle
a été identifiée en chromatographie bidimensionnelle sur couche mince de gel

de silice avec les solvants 1 et 2 décrits par GROS et LABOUESSE (66).

Peptide T-17 (résidus 82 & 88) :

His - Leu = Gln - Leu = Ala = lle - Arg
Le peptide T-17 est obtevnu pur dans la fraction 16.

Lo présence d'un résidu de glutamine a été établie par hydrolyse totale

du peptide T-17 par |I'aminopeptidase M.
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La dégradation de Edman, utilisée en méthode soustractive, n'a pu
étre poursuivie au-deld du second cycle et a déterminé la séquence NH2-

terminale His - Leu.

Glu , Ala , Ile ,Leu , His , Arg
Composition : 1,4 1,1 1,1 1,9 1,0 1,0

] -

ler cycle 1,4 1,1 1,0 1,9 0,1 1,0

2&me cycle 1,3 1,0 0,9 1,1 - 1,0

Le blocage de la dégradation récurrente suggére que le résidu de gluta-

mine est placé immédiatement aprés la leucine.

L'hydrolyse chymotrypsique du peptide T-17, pendant 3 heures, & 37°C
et a pH 8,0, libére 2 peptides T-17-Ch-1 et T-17-Ch=-2 séparés en chromato-
graphie préparative sur papier.

Ch
His - Leu - Gln ~ Leu g Ala - lle - Arg
«——T-17-Ch-1——se—F-17-Ch-2->

T-17-Ch-1:
His - Leu - Gln = Leu
Composition : Glu , Leu , His
1,1 2,0 0,7

Ce peptide occupe la partie NH2—term'inole du peptide T-17. La posi-
tion COOH-terminale de la leucine,qui découle de la spécificité de la chymo-

trypsine, a été confirmée par |'hydrazinolyse.
T-17-Ch-2 :
Ala - lle - Arg

Composition : Ala , lle , Arg
1,1 0,9 1,0

Dunszlaminow:cide NHz:f_e_r_r_n_i_l_'ng_l s DNS - Ala.
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Ce peptide occupe la partie COOH-terminale du peptide T-17 ot la
position COOH-terminale de |'arginine découle de la spécificité de la trypsine.
L'ensemble des résultats fournis par la dégradation de Edman et |'hydro-

lyse chymotrypsique permet d'établir la séquence du peptide T-17,

Peptide T-18 (résidus 89 & 95)

Asn - Asp = Glu - Glu - Leu = Asn = Lys
Le peptide T-18 est obtenu pur dans la fraction 4.

La présence d'un résidu d'acide aspartique, de deux résidus d'aspara-
gine et de deux résidus d'acide glutamique a été établie par hydrolyse totale du

peptide T-18 par |'aminopeptidase M.

Dansylamino-acide NH2:t_¢e_rln_ipg_| : DNS - Asp.

Deux cycles de dégradation de Edman utilisée en méthode soustractive,

ont permis de déterminer la séquence NH2-fermina|e s Asx - Asx,

Asp , Glu , Leu , Lys
Composition : 3,0 1,8 1,0 1,0

o

2,0 1,0 1,0
2,0 0,9 1,0

ler cycle 2,

.

2&me cycle 1,

Deux cycles de dégradation de Edman, avec identification directe du
PTH-amino-acide libéré aprés chaque cycle (71), ont permis d'établir la séquen-

ce NHz—ferminole : Asn - Asp du peptide T-18,

— e o o i o - ) o o o o o

L'hydrolyse du peptide T-18 par la thermolysine pendant é heures &
40°C avec 0,05 mg d'enzyme par Fmole de peptide, libére deux peptides 3
T-18-Th-1 et T-18-Th-2 séparés en électrophorése préparative sur papier &
pH 3,6.
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Th

!
Asn - Asp - Glu - Glu = Leu = Asn - Lys
<« T-18-Th-1 ———3f¢— T-18-Th-2 -

T-18-Th-1 ;

Asn - Asp - Glu - Glu

Composition : Asp , Glu
2,0 2,0

Ce peptide recouvre la séquence NHZ—rermincle Asn - Asp du peptide

T-18 établie par la dégradation de Edman. Sa structure est évidente.

T-18-Th-2 ;

Leu - Asn = Lys

Composition : Asp , Leu , Lys
0,9 0,9 1,0

Dansylamino-acide NHQ—rtermirnol : DNS - Leu

o o o e o o e o (o o o v e

La position NqufermEnole de la leucine correspond a la spécificité de
la thermolysine, tandis que la position COOH-terminale de la lysine découle de

la spécificité de la trypsine.

L'hydrolyse du peptide T-18-Th-2 par I'amincpeptidase M confirme la
présence d'un résidu d'asparagine que la migration du peptide en électrophorése

et les résultats déjd acquis sur le peptide T-18 avaient montrée.

L'ensemble des résultats fournis par la dégradation de Edman et |'hydro-
lyse du peptide T=18 par la thermolysine ont permis d'établir la séquence du

peptide T-18,

Nous avons pu constater au cours de |'étude de la structure du peptide
T-18 la résistance de la liaison leucyled |'action de la chymotrypsine pendant
3 heures & 37°C. Cette résistance s'explique par la proximité de la charge néga-
tive portée par le résidu d'acide glutamique adjacent au résidu de leucine, et

de la charge négative portée par le résidu de lysine en position COOH-terminale

(87).
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Peptide T-19 (résidus 96 & 99) :

Leu - Leu = Gly = Lys

Ce peptide est localisé dans la fraction 10 avec le peptide T-8 dont

il est séparé en chromatographie préparative sur papier.

o g D Ot o o) W (HW e G

Un cycle de dégradation de Edman suivi de la dansylation du peptide

résiduel a suffi pour déterminer la séquence du peptide T-19,

Peptide T-21 (résidus 117 & 125) :

Lys = Thr = Glu - Ser - His = His = Lys
Le peptide T=21 est obtenu pur dans la fraction 18,
Lo séparation des amino-acides basiques dans les conditions requises

pour séparer la lysine de ses dérivés €=-N-méthylés nous a permis de conclure &

'absence de dérivés € =N -méthylés de la lysine dans le peptide T-21,
Lo présence d'un résidu d'acide glutamique a été établie aprés hydro-
lyse totale du peptide T-21 par |'aminopeptidase M.

Dansylamino-acide NHz:f_e_ry_i;nﬂ s di DNS = Lys,

e ]

Dégradation de Edman :

o o gm g D O B M T

Quatre cycles de dégradation de Edman utilisée en méthode soustractive

ont permis de déterminer la séquence NH2~termina|e s Lys = Thr = Glu - Ser,

Thr , Ser , Glu , His , Lys

Composition = 1,2 1,0 1,1 2,0 2,0
Ter cycle 1,0 0,9 1,0 , 1,1
2&éme cycle 0,1 0,9 1,0 . 1,0
3eéme cycle - 0,9 0,2 , 1,0
4éme cycle - 0,1 - 2,0 1,0
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L'hydrolyse du peptide T-21 par le mélange carboxypeptidase A et
carboxypeptidase B libére en 3 heures 1 pmole de lysine et 1,8 Pmo\es d'histidine

par lJmole de peptide.

Ces résultats dennent pour le peptide T-21 la séquence COOH-

terminale s His ~ His -~ Lys.

L'ensemble des résultats fournis par la dégradation de Edman et par
I'hydrolyse du peptide avec les carboxypeptidases A et B conduit & la séquence :

Lys = Thr = Glu - Ser - His - His = Lys.

La résistarnce de la liaison ]L1y95 - ]Tzhca; a I'hydrolyse trypsique s'explique
par la proximité d'une chorge négative portée par le résidu 121 d'acide glutami-

que adjacent au résidu de thréonine (93).

Lysine libre s

La lysine libre est obtenue pure dans la fraction 6 (figure ¢). Elle ré-
sulte de I'hydrolyse partielle de la liaison lg)gs - g7|y dans le peptide T-12 et de
I'hydrolyse totale de la liaison L4$ - 17.%5 mise en évidence par le peptide

Tm-10 (Tableav XXiV page 102 ;.

Discussion :

La composition en amino-acides de |'ALK-histone indique 26 sites
potentiels (14 lysine et 12 arginine) susceptibles & |'action de la trypsine :
26 peptides trypsiques devraient donc théoriquement &tre obtenus puisque un
résidu de lysine est & 'extrémité COOH-terminale de la protéine. En fait, la
fraction soluble de I'hydrolysat trypsique de I'ALK-histone contient 17 peptides
et de la lysine libre : la plupart de ces peptides sont des di-, tri- ou tétra~-
peptides (Tableaux XXI1 et XXII).

Sur la base d'un rendement de 100 p.100 pour le peptide NHz—ferminal
N-acétyl ~ Ser = Gly - Arg, I'obtention des peptides Gly = Lys, Ala - Lys
et Thr - Arg avecdesrendements de 155 p.100, 234 p.100 et 175 p.100 respec~

tivement, suggére que ces peptides doivent tre respectivement présents deux
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fois, trois fois et deux fois dans la molécule d'ALK-histone. HAYASHI et IWAI

(48) ont obtenu ces peptides avec des rendements comparables.

LPobtention des peptides trypsiques Tm-2 , Tm-3 et Tm-10
(Tableau XXIV page 102) et du peptide chymotrypsique Ch-14
(Tableau XXV! page 112) ob apparaissent ces répétitions de séquences, rend

compte de ces rendements élevés.

2) Peptides trypsiques solubles de I'ALK-histone maléylée

En milieu tamponné de pH 8,0, |'addition de TPCK-trypsine & la solu-
tion d'ALK-histone maléylée ne se traduit pas par |'apparition immédiate d'un
précipité a l'inverse de ce que nous avons constaté lors de |'hydrolyse trypsique

de I'ALK -histone native.

Le milieu réactionnel reste limpide pendant toute la durée de I'hydroly-
se. L'arrét de I'hydrolyse est obtenu par abaissement du pH & 3,5. L'acidification
de I'hydrolysat entraine la démaléylation des groupes & ~aminés de la lysine et —

gus
I'apparition d'une fraction insoluble qui est éliminée par centrifugation. ( LQL:_F_\}

s

Cette fraction insoluble rend compte du déficit observé dans la compo-
sition en amino-acides des peptides solubles de I'hydrolysat trypsique de |'ALK-
histone maléylée, par rapport & la composition en amino-acides de la protéine

(Tableau XXIII).

Le diagramme d'élution des peptides trypsiques de |'ALK-histone ma-
léylée, fractionnés sur colonne de Chromobeads P, est présenté dans la figure 10
et monire la séparation des peptides en 13 fractions qui correspondent chacune &
un seul peptide. Les fractions indiquées par des traits pleins sont numérotées
suivant l'ordre d'élution de la colonne. Les peptides trypsiques de |'ALK-histone
maléylée sont désignés par Tm et numérotés suivant leur position dans la séquence

de la protéine (Tableau XXXV page 164).

La composition et la séquence en amino-acides de chaque peptide sont

respectivement présentées dans les tableaux XXIII et XXIV,
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La maléylation de la fonction g ~aminée de la lysine limite la spécifi-
cité de la trypsine & la liaison arginyl - X (X = tous les amino-acides sauf la
proline). Dans les peptides trypsiques de la protéine maléylée, le résidu d'argi-

nine se trouve donc en position COOH-terminale.

Peptide Tm-1 (résidus 1 & 3) ¢

N-acétyl = Ser - Gly - Arg

Ce peptide est cbtenu pur dans la fraction 1.
Le peptide Tm=1 correspond au peptide T-1 en position NH2—termi’nc|e

dans I'ALK-histone.

Peptide Tm-2 (résidus 4 a 11) ¢

Gly -Lys = Gln - Gly = Gly = Lys - Ala - Arg
Ce peptide est obtenu pur dans la fraction 13,

La présence d'un résidu de glutamine a été établie aprés hydrolyse

totale du peptide Tm=-2 par |'aminopeptidase M.

T Y - —— o " O

Un cycle de dégradation de Edman suivi de la dansylation du peptide

résiduel nous a permis d'établir la séquence NHz-t@rminode Gly - Lys.

La composition en amino-acides du peptide Tm-2 et les données de la
dégradation de Edman font ressortir le recouvrement des peptides T-2, T-3 et
T-4 par le peptide Tm-2 et permettent de placer ces peptides suivant la séquence

T-2 - T-3 - T-4 d'une fagon non équivoque.

< T2 5k T-3 ——f— T-4 >

Gly -~ Lys = GIn - Gly = Gly - Lys - Ala - Arg

< Tm-2 >
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Peptide Tm~-3 (résidus 12 & 17) :

Ala = Lys = Ala - Lys = Thr = Arg
Le peptide Tm=3 est abtenu pur dans la fraction 14,

Pﬁg_nfyji_qm%;nﬂq‘»j‘olc;ﬁgig_yﬂz~termino] s DNS - Ala.

Dégradation de Edman :

Quatre cycles de dégradation de Edman, en couplage avec la méthode

de dansylation, ent permis d'établir la séquence du peptide Tm-3.

Le peptide Tm=3 recouvre les peptides T-5, T-6 et T-7. 1l est caracté-
risé par la répétition de la séquence Ala ~ Lys,
<—=—T-5——>ﬁ(~— T-6 «==~)§<—— Te7 —>
Ala = Lys = Ala ~ Lys = Thr ~ Arg

< Tm=-3 =

Peptide Tm=-4 {sésidus 18 & 20) :

Ser - Ser - Axg
Le peptide Tm-4 est obtenu pur dans la fraction 5.

Le peptide Tm=4 correspond au peptide T-8.

Peptide Tm-35 (résidus 21 & 29) :

Ala - Gly ~ Leu = Gln = Phe - Pro - Val - Gly - Arg
Ce peptide est cbtenu pur dans la fraction 4,
Le peptide Tm-5 correspond au peptide T-9.

Un peptide Tm=5a, de caractére moins basique que Tm=5 et de composi-
tion identique, est présent dans la fraction 3. L'existence de ce peptide s'expli-

que par la désamidation partielle du résidu de glutamine dans le peptide Tm-5.

Peptide Tm=6 (+ésidus 30 & 32) s

Val « His - Arg
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Le pepride Tm=4, lecalisé dans la fraction 12, est purifié par chromato-
graphie préparative sur papier,

Le peptide Tm-% correspond au peptide T-10,

Peptide Tm-7 (résidus 33 & 35) :

Leuv - Leu = Arg

Ce peptide est obtenu pur dans la fraction 7,

Le peptide Tm~-7 correspond au peptide T=11.

Peptide Tm=-8 {résidus 36 & 42)

Lys = Gly = Asn = Tyr = Ale = Glu - Arg

Ce peptide est obtenu pur dans la fraction 9.

Le peptide Tm~8 correspond au peptide T-12,

Peptide Tm-10 (résidus 72 &8 77) 5
Asp =~ Asn - Lys = Lys = Thr - Arg
Ce peptide est sbtenu pur dans la fraction 8.

Dansylamino~acide NH_ -terminal : DNS = Asp.

Dégradation de Edman :

Un cycle de degrodation de Edman suivi de la dansylation du pepfide

résiduel détermine lo séquence Nszzrerminale : Asx = Asx.

La compositian du peptide Tm-10 et les données de |la dégradation de
Edman nous permettent de conclure que le peptide Tm=10 recouvre les peptides
T-14 et T-15.

L'obtention du peptide Tm~10 met en évidence une liaison Lys = Lys,
qui est coupée au cours de | "h)}drol‘yse trypsique de I'ALK -histone native,
-— T-14 ﬂw-ai i(— T-15-3
Asp = Asn - Lys = Lys « Thr - Arg

- L —
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Peptide Tm-11 (résidus 78 & 81)13

lle - Ile - Pro = Arg
Ce peptide est obfenu pur dans la fraction 6.

Le peptide Tm=11 correspond au peptide T~16,

Peptide Tm=12 (résidus 82 & 88) :

His - Leu - GIn - Leu = Ala - lle - Arg

Ce peptide est obtenu pur dans la fraction 10,

Le peptide Tm=-12 correspond au peptide T-17,

Peptide Tm=-13 (résidus 89 a 129) :

Asn - Asp - Glu - Glu - Leu - Asn - Lys = Leu = Leu = Gly - Lys =(Val , Thr,
lle., Ala, Gln, Gly , Gly, Val , Leu, Pro, Asn, lle , GIn, Ala, Val,
Leu, Leu, Pro, Lys) (Lys - Thr - Glu - Ser = His = His - Lys), (Ala - Lys) -
Gly - Lys(OH).

Le peptide Tm=-13 est obtenu pur dans la fraction 11,

Parmi tous les peptides trypsiques solubles de I'ALK-histone maléylée
élués de la colonne de Chromobeads P, le peptide Tm-13 est le seul & ne pas
donner de réaction positive avec le réactif de Sakaguchi, spécifique de ['argi-
nine. L'analyse des amino-acides du peptide Tm~-13 confirme |'absence

d'arginine.

La maléylation limite la spécificité de la trypsine & la liaison
arginyla le peptide Tm=13, qui est le seul peptide trypsique de I'ALK-histone

maléylée & ne pas contenir d'arginine, doit donc se trouver en position COOH-

terminale dans la protéine,

ino~acide NH2—termina| : DNS - Asp.

o o o e — % D O /) m mm v wm  —

La composition en amino-acides du peptide Tm=13 est caractérisée par
un taux élevé de résidus hydrophobes (14 résidus), de résidus acides (9 résidus)

et de résidus basiques (9 résidus).

Le peptide Tm-13 recouvre nécessairement les peptides T-18, T-19,
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T-21, T-22 et T-23 isolés de la fraction soluble de I'hydrolysat trypsique de

['ALK =histone native.

La structure compléte du peptide Tm-13 a été déduite de |'étude des
peptides trypsiques menticnnés plus haut et des peptides sbtenus par hydrolyse

de I'ALK -histone avec la thermclysine.

L'obtention du peptide Tm=13 implique la coupure de la liaisen
%gg - %;n par la trypsine, Cetfte licison o été trouvée résistante & la trypsine par
SUGANO et al (92) qui ent effectué I'hydrelyse trypsique de I'ALK=-histone

pendant 3 heures & 37°C et pH 8,0,

Discussion

La maléylation du groupe g-aminé des 14 résidus de lysine présents
dans I'ALK-histone limite |'hydrelyse trypsique aux 12 liaisons arginyle: 13 pep-
tides devraient donc théoriquement etre obtenus. En fait, la fraction soluble de
'hydrolysat trypsique de ["ALK -histone contient 12 peptides (Tableaux XXIII
et XXiV). Parmi ceux~ci, 8 peptides 2 Tm-1, Tm-4, Tm-5, Tm-6, Tm-7, Tm-8,
Tm=11 et Tm-12 ont leur équivalent dans la fraction soluble de I'hydrolysat

trypsique de la protéine native.

Les autres peptides s Tm=2, Tm-3, Tm=10 et Tm=13 présentent un grand
intérét, par les recouvrements qu'ils procurert pour les peptides trypsiques solu=
bles de I'ALK ~histone native.

L'obtention de ces 4 peptides constitue |'ovantage essentiel de la maléy-
lation de I'ALK ~histone. Un autre avantage de la maléylation réside dans |'ob~-

tention des peptides trypsiques avec un bon rendement,

L'étude de la fraction soluble de 'hydrolysat tiypsique de I'ALK-
histone maléylée fait ressortir un déficit de 29 résidus d'amino-acides ~ dont un
résidu d'arginine ~ par rapport au nombre total de résidus, Ces 29 résidus, de
caractére hydrophobe pour lo plupart, correspondent au peptide Tm=9 et lui

conférent son insolubilité,

Ce peptide insoluble apparait également durant |'hydrolyse trypsique

de I'ALK~-histone native (peptide T-13). Il correspond vraisemblablement au
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"core" isolé par BUTLER, JOHNS et PHILLIPS (94) d'un hydrolysat trypsique de
la fraction cm'2 et caractérisé par un poids moléculaire d'environ 3.000, un
taux élevé d'amino-acides hydrophobes et la présence d'un résidu de valine a

I'extrémité N H2‘—’rermina|en
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3) Peptides chymotrypsiques solubles de I'ALK -histone native

a

L'addition de chymotrypsine & la solution d'ALK-histone en milieu tam-
ponné de pH 8,0 se traduit par |'apparition immédiate d'un précipité abondant,
qui persiste pendant toute la durée de I'hydrolyse (2 heures & 37°C). L'acidifi-
cation de I'hydrolysat jusqu'a pH 3,5 pour 'arrét de |'hydrolyse, entraine la

dissolution du précipité.

Apres lyophilisation, 'hydrolysat est repris dans un faible volume
d'acide formique & 30 p.100, pour la chromatographie d'échange d'ions. A ce
stade apparait une fraction insoluble qui est éliminée par centrifugation. Cette
fraction insoluble rend compte du déficit en amino-acides qui ressort de la com~-
paraison de la composition en amino-acides de la protéine avec celle des pepti-

des solubles de 1'hydrolysat chymotrypsique (tableau XXV).

Le diagramme d'élution des peptides chymotrypsiques solubles de
I'ALK -histone native, fractionnés sur colonne de Chromobeads P, est présenté
dans la figure 11, et montre la séparation des peptides en cinq fractions. Les
fractions indiquées par des traits pleins sont numérotées suivant leur ordre
d'élution de la colonne. Les peptides chymotrypsiques sont désignés par Ch-,
et numérotés suivant leur position dans la séquence de la protéine (tableau XXXV

page 164).

Lo composition et la séquence en amino-acides de chaque peptide

sont respectivement présentées dans les tableaux XXV et XXVI.

Peptide Ch-2 (résidus 18 & 23) ¢

Ser - Ser - Arg - Ala - Gly - Leu

Ce peptide est cbtenu pur dans la fraction 4.,

Dégradation de Edman ;

La dégradation de Edman, utilisée en méthode soustractive a permis

d'établir la séquence NHQ—fermincle ; Ser - Ser - Arg - Ala.



DIAGRAMME D'ELUTION DES PEPTIDES CHYMOTRYPSIQUES DE L'ALK-HISTONE
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COMPOSITIONS EN AMINO-ACIDES DES PEPTIDES CHYMOTRYPSIQUES SOLUBLES DE L'ALK-HISTONE NATIVE

TABLEAU XXV

(exprimées en rapports molaires) (%)

Amino-acides Ch-2 | Ch-3 Ch-4 | Ch-5 Ch-11 | Ch-14 | NP fofal | ALK-
Acide aspartique 0,8 (1) 2,5 (3) 4 8
Thréonine 5
Sérine 1,9 (2) 2 4
Acide glutamique 1,2 (1) 2,0 (2) 3 12
Proline 1,0 (1) 1 5
Glycine 1,0 (1) 1,1 (1) 1,0 (1) 1,0 (1) 4 14
Alanine 1,1 (1) 1,1 (1) 1,0 (1) 3 17
Valine 1,8 (2) 2 8
Isoleucine 0,9 (1) 1 6
Leucine 1,0 (1) 1,0 (1) 2,0 (2) 4 16
Tyrosine 0,8 (1) 1 3
Phénylalanine 1,0 (1) 1 1
Lysine 1,0 (1) 1,0 (1) 2,8 (3) 5 14
Histidine 0,9 (1) 1 4
Arginine 1,0 (1) 1,0 (1) 1,0 (1) 0,9 (1) 1,1 (1) 5 12
Nombre de résidus 6 8 2 5 11 5 37 129

(%) Les chiffres entre parenthéses indiquent le nombre de résidus assumés.

- Ll -
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Ser , Gly , Ala , Leu , Arg

Composition : 1,9 1,0 1,1 1,0 1,0
lTer cycle 1,3 1,0 1,1 1,0 1,0
2&éme cycle 0,7 1,0 1,1 1,0 1,0
3eéme cycle 0,7 1,0 1,0 1,0 0,6
4&me cycle 0,6 1,0 0,6 1,0 0,5

L'action de la carboxypeptidase A, pendant 2 heures & 37°C, libére
uniquement de la leucine.

L'ensemble de ces résultats détermine la séquence du peptide Ch-2,
Le peptide Ch-2 recouvre le peptide Tm-4 et la partie NH2—fermina|e du pepti-

de Tm-5 et permet ainsi d'établir la séquence partielle présentée ci-dessous.

w<--Tm-4-——she —— oo -0 __ Tm-5 - — — — = — — = — —>
Ser - Ser - Arg - Ala - Gly - Leu - Gln - Phe - Pro = Val - Gly - Arg
< Ch-2 ,!

La présence du peptide trypsique Tm-4 en position NHz—ferminale
dans le peptide Ch-2 implique la coupure d'une liaison Arg - Ser au cours de
I'hydrolyse chymotrypsique de |'ALK-histone. Cette coupure unique, de type
trypsique, doit etre attribuée & la susceptibilité particulidre de la liaison
Arg - Ser, & !'action de la chymotrypsine, ainsi qu'a I'environnement de cette

liaison.

L'hypothése de |'existence d'une "activité trypsique" dans le lot de
chymotrypsine utilisé pour I'hydrolyse est & écarter en raison de |'utilisation
d'une chymotrypsine traitée par le TLCK (%), de |'obtention du peptide Ch-2

avec un bon rendement ef de |'unicité de la coupure.

Peptide Ch-3 (résidus 24 & 31)

Glp - Phe - Pro - Val - Gly - Arg - Val - His
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Le peptide Ch-3 est obtenu pur dans la fraction 2.

Ce peptide n'est pas décelable par la réaction & la ninhydrine et pré-
sente une faible réaction avec le réactif de Sakaguchi. Il est toutefois aisément

localisé dans |'éluat de la colonne par la réaction de Pauly.

La cyclisation de la glutamine en acide pyroglutamique explique & la
fois |'absence d'un groupe xx-aminé libre et le caractére neutre du peptide sou-
ligné par son comportement sur |'échangeur d'ions et en électrophorése sur papier

apH3,6.

L'action de |'hydrazine sur le peptide Ch-3 permet d'identifier 1'histi-

dine en position COOH-terminale.

L'hydrolyse du peptide Ch-3 par la TPCK-trypsine pendant 4 heures &
37°C et pH 8,0 libere deux peptides : Ch-3-T-1 et Ch-3-T-2, séparés en élec-

trophorése préparative sur papier & pH 3, 6.

Ch-3-T-1 {résidus 24 & 29) :
Glp - Phe - Pro - Val - Gly - Arg

Composition : Clu , Pro , Gly , Val , Phe , Arg
1,1 1,0 1,1 1,0 0,9 1,0

Ce peptide ne donne pas de réaction avec la ninhydrine . |l est localisé
sur |'électrophorégramme par la réaction & la phénanthréne-quinone spécifique

de l'arginine.

Ch-3-T-2 (résidus 30 et 31) :
Val - His

Composition :  Val , His

1,0 0,7

o o o owe /e e - —

Dansylamino-acide NHz—fermincd : DNS - Val.

Les données de I'hydrolyse et la spécificité de la trypsine déterminent
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la position COOH-terminale du peptide Val - His dans le peptide Ch-3. Le
reste de la séquence du peptide Ch-3 a été déduit de |'étude du peptide trypsi-
que T-9,

Le peptide (_h-3 qui renferme le seul résidu de phénylalanine présent
dans I'ALK ~histone, correspond nécessairement au peptide T-9 dont il recouvre
la partie COOH-terminale. Le peptide Ch-3 recouvre également la partie
NHz-fermincle du peptide T-10 et détermine la séquence partielle présentée

ci-dessous ¢

€« - — - - - - - T-9 (Tm=5) — - — — —= — - — -T-10(Tm-6)->
Ala - Gly - Leu -g- Gln - Phe - Pro - Val - Gly - Arg - Val - His - Arg
< Ch-3

L'obtention du peptide Ch-3 implique la coupure de la liaison histidyle
par la chymotrypsine dont l'action & ce niveau reste cependant peu fréquente.
Il faut noter enfin, que le résidu de phénylalanine est engagé dans une

liaison Phe - Pro qui n'est pas hydrolysée par la chymotrypsine.

Peptide Ch-4 (résidus 32 et 33) ¢

Arg - Leu

Le peptide Ch-4 est obtenu pur dans la fraction 5.

Peptide Ch-5 (résidus 35 a 39) ¢

Arg - Lys - Gly - Asn - Tyr

Le peptide Ch-5 est localisé dans la fraction 6 avec le peptide Ch-14

dont il est séparé par électrophorése préparative sur papier & pH 3,6.

Dansylamino-acide NHQDrerminql : DNS - Arg.

- o ot et v e e ow o e o e e G ) - -

Dégradation de Edman :

Trois cycles de dégradation de Edman, en couplage avec la méthode de

dansylation, ont permis d'étoblir la séquence du peptide Ch-5.
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Le peptide Ch-5 recouvre la partie NH2-’rermina|e du peptide T-12

en déterminant la séquence partielle présentée ci-dessous.

le — T-12 (Tm-8) —>
Arg - Lys - Gly = Asn - Tyr - Ala - Glu - Arg

«——— Ch-5 —

La présence de la liaison Arg - Lys, mise en relief par le peptide
Ch-5, explique I'obtention dans |'hydrolysat trypsique de |I'AL-histone native du
peptide T-12a Gly = Asn - Tyr - Ala - Glu - Arg, & cété du peptide T-12
Lys = Gly - Asn - Tyr - Ala - Glu - Arg.

Peptide Ch-11 (résidus 86 & 96) :

Ala - lle - Arg - Asn - Asp - Glu - Glu - Leu - Asn - Lys - Leu
Le peptide Ch-11 est obtenu pur dans la fraction 3.

Dansylamino-acide NHz—fermintﬂ : DNS - Ala.

Trois cycles de dégradation de Edman utilisée en méthode soustractive

ont permis d'établir la séquence NH2—fermino|e : Ala - lle - Arg.

Asp , Glu , Ala , lle , Leu , Lys , Arg

_Cg_m_p_o_s_itig_n : 2,5 2,0 1,1 0,9 2,0 1,0 1,0
ler cycle 2,5 2,0 0,1 09 2,0 N.DX 1,0
2&me cycle 2,5 2,0 - 0 2,0 N.D. 1,0
3&éme cycle 2,5 2,0 - - 2,0 N 0

L'action de I'hydrazine sur le peptide Ch-11 conduit & l'identification

de la leucine & I'extrémité COOH-terminale de ce peptide.

Le reste de la séquence du peptide Ch-11 a été déduit de |'étude du

peptide T-18. Par les trois résidus d'acide aspartique et les deux résidus d'acide

—— - . —— o v T o T (W T A G e M e e e e G M e e e M e e e RN N e e A
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glutamique qui caractérisent sa composition en amino-acides, le peptide Ch-11

correspond nécessairement au peptide trypsique T-18,

La séquence NH2-rermina|e du peptide Ch-11 : Ala - lle - Arg
correspond & la séquence COOH-terminale du peptide trypsique T-17, tandis
que la partie COOH-terminale du peptide Ch-11 recouvre totalement le peptide
T-18.

L'ensemble de ces résultats détermine la séquence partielle présentée

dans le tableau XXVII.

Peptide Ch-14 (résidus 125 & 129) -

Lys - Ala -Lys - Gly - Lys

Ce peptide trés basique est localisé dans la fraction 6 avec le peptide

Ch-5 dont il est séparé en électrophorése préparative sur papier & pH 3,6.

Dansylamino-acide NHQ:’Le_rln_ipg_\ : di-DNS - Lys.

Trois cycles de dégradation de Edman couplés avec la méthode de dan-

sylation ont permis d'établir la séquence du peptide Ch-14.

L'action de I'hydrazine sur le peptide Ch-14 conduit & |'identification

de la lysine en position COOH-terminale.

Le peptide Ch-14 recouvre les peptides trypsiques T-22 (Ala - Lys) et
T-23 (Gly - Lys), .

Comme |'utilisation de chymotrypsine traitée par le TLCK et l'obtention
du peptide Ch-14 avec un haut rendement excluent la présence d'une "activité
trypsique" dans la chymotrypsine, et par conséquent excluent une coupure tryp-
sique au niveau du résidu de lysine-129, le peptide Ch-14 doit &tre le peptide
chymotrypsique COOH-terminal de I'ALK-histone.

Ce résultat confirme la séquence COOH-terminale de I'ALK-histone :
- Gly - Lys (OH) déterminée par une hydrolyse de la protéine avec la carboxy-

peptidase B suivie d'une hydrazinolyse.
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4) Peptides chymotrypsiques de |'ALK-histone maléylée

L'ALK -histone maléylée a été hydrolysée par la chymotrypsine & 40°C
et pH 8,0, pendant 90 minutes. Aucune précipitation traduisant |'existence

"core", n'apparait au cours de I'hydrolyse, contrairement & ce que nous

d'un
avions observé au cours de |'hydrolyse chymotrypsique de |'histone native.
Toutefois, au cours de la démaléylation de |'hydrolysat apparait une
fraction insoluble qui est éliminée par centrifugation. Cette fraction insoluble
rend compte du déficit en amino-acides qui ressort de la comparaison de la com-

position en amino-acides de la protéine avec celle des peptides solubles de

[*hydrolysat chymotrypsique (tableau XXVIIl).

Le diagramme d'élution des peptides chymotrypsiques solubles de
I'ALK -histone maléylée, fractionnés sur colonne de "Chromobeads P" est présen-

té dans la figure 12, et montre la séparation des peptides en douze fractions.

La présence de nombreux peptides de caractére neutre, différencie
ce diagramme de celui de I'hydrolysat chymotrypsique de |'ALK-histone native,

fractionné daons les mémes conditions.

Les fractions indiquées par des traits pleins sont numérotées suivant
leur ordre d'élution de la colonne. Les peptides chymotrypsiques de I'ALK-
histone maléylée indiqués par Chm- sont numérotés suivant leur position dans
la séquence de la protéine (tableau XXXV page 164). La composition et la

séquence en amino-acides de chaque peptide sont respectivement présentées

dans les tableaux XXVIiii et XXIX.

Peptide Chm-3 (1ésidus 24 & 3]1

Glp - Phe - Pro - Val - Gly - Arg - Val - His -

Le peptide Chm=-3 est obtenu pur dans la fraction 6. | est identique au

peptide Ch-3.
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TABLEAU XXVIlI

COMPOSITIONS EN AMINO-ACIDES DES PEPTIDES CHYMOTRYPSIQUES SOLUBLES
DE L'ALK-HISTONE MALEYLEE

(exprimées en rapports molaires)(%)

- 12l -

Amino-acides  |Chn3  |Chmt Chm-5 [Chm-6 | Chm7 | Chm8 |Chm-9 | Chm-n Tb fotal | ALK~
Acide aspartique 0,8 (1) 2,8 (3) 12,8 (3) 7 8
Thréonine 1,0 (1) 1,0 (1) 2 5
Sérine 4
Acide glutamique | 1,2 (1) 1,1 (1) 1,0 (1) 1,2 (1) 0,9 (1) 12,0 (2) 7 12
Proline 1,0 (1) 1,0 (1) 2 5
Glycine 1,1 (1) 1,0 (1) 1,8 (2) 1,2 (1) 5 14
Alanine 2,9 (3) 2,0 (2) 1,1(0) 3,0(3) |1,1 (1) 10 17
Valine 1,8 (2) 1,7 (2) 1,0 (1) 5 8
Isoleucine 1,0 (1) 0,8 (1) 2 6
Leucine 2,0 (2) 1,0 (1) 1,0 (1) 2,0 (2) 1,0 (1) 2,0 (2) 9 16
Tyrosine 0,8 (1) 0,8 (1) 1,0(1) 3
Phénylalanine 1,0 (1) 1 1
Lysine 1,0 (1) : 1,2 (2) |1,0 (1) 4 14
Histidine 0,9 (1) 1 4
Arginine 1,0 (1) (1,0 (1) 0,2 (M p,0() 1,0 (1) |0,9 (1) 6 12
Nombre de résidus 8 3 5 12 6 6 13 11 64 129
-~

{,L: ;:)(*) Les chiffres entre parenthéses indiquent le nombre de résidus assumés.

®, -




SEQUENCES EN AMINO-ACIDES DES PEPTIDES CHYMOTRYPSIQUES SOLUBLES DE L'ALK-HISTONE MALEYLEE (%)

TABLEAU XXIX

Chm-3 (&%) (résidus 24 & 31)
Chm-4 (résidus 32 & 34)
Chm-5 (résidus 35 a 39)
Chm-6 (résidus 40 a 51)
Chm-6ossix) (résidus 40 & 50)
Chm-7 (résidus 52 & 57)
Chm-7a (résidus 52 & 55)
Chm-7b  (résidus 51 & 55)
Chm-8 (résidus 58 & 63)
Chm =~ (dessesk) (résidus 64 & 76)
Chm-9a (résidus 64 & 68)

Chm-11  (résidus 86 a 96)

Glp - Phe - Pro - Val - Gly - Arg - Val - His

KTQ - Leu - Leu

Arg = Lys = Gly = Asn = Tyr
TA_IZ-Glu—Arg-Val-GIy-A|a—G|y—Alo-Pro—Vql-Tyr-Lg__l{
— — Th s h— 1‘1

Ala - Glu - Arg = Val - Gly - Ala = Gly - Ala - Pro = Val - Tyr
m—Alc-Vol—Leu-Glu-L\{L

—_— 2w

Ala - Ala - Val - Leu

Leu - Ala - Ala - Val - Leu

!

—3 — —> o
Leu = Thr - Ala - Glu - lle - Leu
*——
Glu - Leu - Ala - Gly - Asn -(Ala - Ala - Arg)- Asp - Asn - Lys - Lys - L__hr
— — @ —» —>
Glu - Leu - Ala - Gly - Asn

Ala - Ile = Arg = Asn - Asp - Glu - Glu - Leu - Asn - Lys - Leu

(%) La signification des signes placés au-dessus ou en-dessous des résidus d'amino-acides est présentée dans le
tableau IX page 41,

(sesk) Les peptides Chm=-3 , Chm-5 , Chm-11 correspondent respectivement aux peptides Ch-3 , Ch-5 et Ch-11
de I'hydrolysat chymotrypsique de I'ALK=-histone native.

(esese) L'hydrolyse du peptide Chm-6a par la thermolysine a permis d'en établir la structure.

(g ) La séquence compléte du peptide Chm=-9 o été établie & partir des données fournies par |'étude du peptide

trypsique Tm-10 et du peptide "thermolysine" Th-13.

- ¢cl -
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Peptide Chm-4 (résidus 32 & 34) :

Arg - Leu - Leu
Le peptide Chm~4 est obtenu pur dans la fraction 11.

Dansylamino-acide NHz:i;e_r_r_n_ip_c:t_l : DNS - Arg.

Lo structure de ce peptide est évidente. La séquence Leu - Leu est
ici préservée, alors qu'elle n'apparait pas dans I'hydrolysat chymotrypsique de
la protéine native ob l'on trouve le peptide Arg - Leu (peptide Ch-4 : résidus
32 et 33).

Peptide Chm-5 (résidus 35 & 39) :

Arg - Lys = Gly = Asn = Tyr

Le peptide Chm-5 est obtenu pur dans la fraction 12. |l est identique
au peptide Ch-5.

Peptide Chm-6 (résidus 40 & 51) ¢

Ala - Glu - Arg - Val - Gly - Ala - Gly - Ala - Pro = Val - Tyr -~ Leu
Le peptide Chm=6 est obtenu pur dans la fraction 8.

Dansylamino-acide NHQ:'Le_rp_i_p_a_l : DNS - Ala.

L'action de |'hydrazine sur le peptide Chm-6 permet d'identifier la leu-
cine en position COOH-terminale.

La structure compléte du peptide Chm-6 a été déduite de |'étude du
peptide Chm=-6a qui résulte de I'hydrolyse par la chymotrypsine de la liaison

Tyr - Leu.
50 51

Peptide Chm-6a (résidus 40 & 50) :

Ala - Glu - Arg - Val - Gly - Ala - Gly - Ala - Pro - Val - Tyr

Le peptide Chm-6a est obtenu pur dans la fraction 7.
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Composition : Glu , Pro , Gly , Ala , Val , Tyr , Arg
1,3 1,0 2,1 2,7 1,9 0,9 1,0

Dansylamino-acide NH2:’r_q_rg1_ip_o_! : DNS - Ala.

Dégradation de Edman :

Un cycle de dégradation de Edman suivi de la dansylation du peptide
résiduel permet d'établir la séquence NH2—’rermincle : Ala - Glu.

L'action de l'enzyme pendant é heures & 37°C libére uniquement de la

tyrosine.

L*'hydrolyse du peptide Chm=-6a par la thermolysine pendant 4 heures
a 40°C et pH 8,0 lib2re 4 peptides : Chm-6a-Th-1 , Chm-6a-Th-2 ,
Chm-6a-Th-3 et Chm-6a-Th-4. L'électrophorése préparative sur papier &
pH 3,6 permet d'obtenir & 1'état pur les peptides Th-1 (basique) et Th-4 (légére-
ment acide). Les peptides Th-2 et Th-3 non séparés en électrophorése sont séparés

en chromatographie préparative sur papier.

Peptide Chm-6a-Th-1 :
Ala - Glu - Arg

Composition : Glu , Ala , Arg
1,2 1,0 1,0

Peptide Chm=-6a-Th-2 ;
Val - Gly - Ala

Composition : Gly , Ala , Val
0,8 1,0 1,2

Dansylamino-acide NH2:’r_e_r£n_ip_o_|_g DNS - Val.
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Un cycle de dégradation de Edman en couplage avec la méthode de

dansylation nous a permis d'établir la séquence du peptide Chm-6a-Th-2,

Peptide Chm-6a-Th-3 :
Gly - Ala - Pro

Composition ¢ Pro , Gly , Ala
0,9 1,0 1,0

Dansylamino-acide NHz:f_q_rln_i_l_qu : DNS - Gly.

Un cycle de dégradation de Edman en couplage avec la méthode de

dansylation nous a permis d'établir la séquence du peptide Chm=-6a-Th-3.

Considérant la spécificité de la thermolysine, la position NH2-
terminale du résidu de glycine dans ce peptide est tout & fait inattendue. Cette
"erreur” de l'enzyme est imputable & la structure du peptide Chm=-6a et & la
présence d'un résidu de proline qui rend la liaison Gly - Ala résistante &
I'hydrolyse par la thermolysine. Ce point sera présenté dans la discussion des
résultats des peptides obtenus par hydrolyse de I'ALK-histone avec la thermo-

lysine.

Peptide Chm-6a-Th-4 :
Val - Tyr

Composition : Val , Tyr
1,0 0,8
La position NHz-ferminole du résidu de valine découle de la spécifi-

cité de la thermolysine.

L'ensemble des résultats acquis présentés plus haut nous a permis de
placer les peptides obtenus par hydrolyse de Chm=-6a avec la thermolysine,
dans l'ordre : Th-1 - Th-2 - Th-3 - Th-4 et de déterminer ainsi la séquen-
ce du peptide Chm-6a.
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<«——Th-1 -—-——e§<———— Th-2 )’e Th-3 —_+— Th-4 >

Ala - Glu - Arg - Val - Gly - Ala - Gly - Ala - Pro - Val - Tyr

€ — e — — e Chm-6a - - = = - = — = = — — ->

Le peptide Th-~1 est en position NH2—’rermina|e dans le peptide Chm-6a
dont il recouvre la séquence NHz—fermincle Ala - Glu déterminée par la dé-

gradation de Edman.

Le peptide Th-4 constitue la séquence COOH-terminale du peptide
Chm-6a puisqu'il contient le résidu de tyrosine, identifié & |'extrémité COOH-
terminale du peptide Chm-6a aprés hydrolyse de ce peptide par la carboxypep-
tidase A.

La position respective des peptides Th-2 et Th-3 a été déduite des résul-

tats fournis par I'hydrolyse du peptide Chm-6a avec la carboxypeptidase A.

En effet, |'action de la carboxypeptidase A sur ce peptide libére uni-
quement de la tyrosine, au cours d'une hydrolyse de 6 heures : ceci suggere le
blocage de l'action récurrente de |'enzyme, par le résidu de proline placé
immédiatement avant la valine dans la séquence COOH-terminale :

Pro - Val - Tyr. L'ordre des peptides Th-, dans le peptide Chm-6a doit donc
étre : Th-1 - Th-2 - Th-3 - Th-4, plutét que : Th-1 - Th-3 - Th-2 -
Th-4.

La séquence du peptide Chm-6a a été confirmée par ['étude du pepti-

de Th-8 obtenu dans I'hydrolysat thermolysine de |'ALK-histone.

Peptide Chm-7 (résidus 52 & 57) :

Ala - Ala - Val - Leu - Glu - Tyr
Le peptide Chm~-7 est obtenu pur dans la fraction 5.

Lo présence d'un résidu d'acide glutamique a été établie aprés hydro-

lyse totale du peptide Chm-7 par |'aminopeptidase M.

Danszlcm%no—oci’de NHQ:’Le_r_rr!_ip_g_l ¢ DNS - Ala.
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L'action de I'hydrazine sur le peptide Chm-7 permet d'identifier la
tyrosine en position COO H-terminale.

La structure compléte du peptide Chm-7 a été déduite de |'étude des
peptides Chm-7a et Chm-7b, également présents dans |'hydrolysat chymotrypsique
de I'ALK-histone maléylée.

Peptide Chm-7a (résidus 52 & 55) :

Ala - Ala - Val - Leu

Le peptide Chm-7a est obtenu pur dans la fraction 3.

Composition : Ala , Val , Leu
2,0 1,0 1,0

Danszlomino-acide NHz:f_grp_ip_cz_! s DNS - Alag.

Un cycle de dégradation de Edman, en couplage avec la méthode de

dansylation, détermine la séquence NH2—’rermina|e ;: Ala - Ala,

La position COOH-terminale de la leucine découle de la spécificité
de la chymotrypsine et nous permet ainsi d'établir la séquence du peptide

Chm-7a.

Peptide Chm-7b (résidus 51 & 55) :
Leu - Ala - Ala - Val - Leu

Le peptide Chm-7b est obtenu pur dans la fraction 4.

§_<_31n_p_q_s_if_ig:1_g Ala , Val , Leu
2,2 1,1 2,0

Dunszlomino—ucide NHZ:’Le_rp_ip_g_!_: DNS -Leu.

o o e

Le second résidu de leucine occupe la position COOH-terminale en
raison de la spécificité de la chymotrypsine et par analogie avec le peptide
Chm-7a.

Les éléments de structure fournis par |'étude des peptides Chm-7a et
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Chm-7b permettent de déterminer la séquence en amino-acides du peptide

Chm-7,

La séquence Ala - Ala - Val - Leu qui correspond au peptide

Chm-7a constitue la partie commune aux peptides Chm-7 et Chm-7b.

- -~ =~ =Chm-7b - - - -~ :
Tyr = Leu - Ala - Ala - Val - Leu - Glu - Tyr

e Chm =7 e

Peptide Chm-8 (résidus 58 & 63) :

Leu - Thr - Ala - Glu - Ile = Leu

Le peptide Chm-8 est obtenu pur dans la fraction 2.

Dansylamino-acide NHz:t_e_r_r_n_i_n_g_I : DNS - Leu.

Quatre cycles de dégradation de Edman en couplage avec la méthode

de dansylation ont permis d'établir la séquence du peptide Chm-8.

La présence d'un résidu d'acide glutamique a été établie aprés hydro-

lyse totale du peptide Chm-8 par |'aminopeptidase M.

- e, o - —— o -

L'action de l'enzyme pendant 6 heures & 37°C libére essentiellement

de la leucine.

Peptide Chm-9 (résidus 64 & 76) s

Glu - Leu - Ala - Gly - Asn - Ala - Ala - Arg - Asp - Asn - Lys - Lys - Thr
Le peptide Chm~-9 est localisé dans la fraction 10. Il est purifié par
chromatographie sur papier.

Dansylamino-acide NH2:t_e_r_r_n_i_n_a_l_s DNS - Glu.

[ A e
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L'action de I'enzyme pendant 6 heures & 37°C libére uniquement

de la thréonine.

Peptide Chm-9a (résidus 64 & 68) :

Glu - Leu - Ala - Gly - Asn
Le peptide Chm~%a est obtenu pur dans la fraction 1.

Composition 2 Asp , Glu , Gly , Ala , Leu
1,0 1,2 0,8 1,0 1,0

e o o " — 2

Danszlar(nino-oc’i}de NH2:f_e_rgl_i_[1_g_! ; DNS - Glu.

o A g e —

Trois cycles de dégradation de Edman en couplage avec la méthode

de dansylation ont permis d'établir la séquence du peptide Chm-%a.

Lo présence d’un résidu d'asparagine ef d'un résidu d'acide glutamique

a été établie aprés hydrolyse totale du peptide Chm=-%9a par |'aminopeptidase M.

Le peptide Chm-%a correspond & la séquence NH2-fermina|e du
peptide Chm-9, puisqu'il contient le résidu d'acide glutamique identifié a
I‘extrémité NH2~fermind|e du peptide Chm-9.

Lo séquence compléte du peptide Chm-9 a été déduite des données

fournies par le peptide trypsigue Tm-10 et par le peptide thermolysine Th-13.

Peptide Chm-11 (résidus 86 & 96) :

Ala - tle - Arg - Asn - Asp - Glu - Glu - Leu - Asn ~Lys - Leu

Ce peptide est obtenu pur dans la fraction 9.

Il est identique au peptide Ch-11 présent dans |'hydrolysat chymo-
trypsique de |'ALK~-histone native.
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Discussion

Trois liaisons tyrosyle, une liaison phénylalanyle et seize liaisons
feucyle constituent dans I'ALK-histone, vingt sites potentiels majeurs de coupure

par la chymotrypsine.

Cependant, |'hydrolyse de ['histone native par la chymotrypsine con-
duit & l'obtention de 6 peptides ¢ Ch-2 , Ch-3 , Ch-4 , Ch-5, Ch-11 et
Ch-14, qui correspondent & 37 des 129 résidus d'amino-acides présents dans la
protéine (tableau XXV} ; le recouvrement d'une seule tyrosine sur les trois

tyrosine présentes dans ['ALK-histone est particuliérement surprenant.

Un tel déficit s'explique & la fois par la précipitation d'un abondant
matériel insoluble au cours de I'hydrolyse de la protéine native par la chymotryp-
sine et par |"adsorption irréversible de peptides trés basiques (peptide Ch-1 ,
résidus 1 & 17, par exemple), sur la résine cationique utilisée pour le fractionne-

ment chromatograpique de |'hydrolysat.

Aucune fraction insoluble n'apparait au cours de |'hydrolyse chymo-
trypsique de |'ALK-histone maléylée, mais un précipité se forme durant la
démaléylation.

Les 8 peptides chymotrypsiques obtenus : Chm-3 , Chm-4 , Chm-5,
Chm-6 , Chm-7 , Chm-8 , Chm=-9 et Chm-11 correspondent & 64 des 129 résidus

d'amino-acides présents dans la protéine (tableau XXVIII).

L'intéret de la maléylation de 1'ALK-histone avant I'hydrolyse chymo-
trypsique apparait dans ['obtention de peptides qui couvrent entigrement la
partie médiane de la séquence en amino-acides de la protéine, et correspondent

au peptide trypsique insoluble T-13 ou Tm-9 (résidus 43 a 71).

La maléylation modifie la charge électrique de la protéine et induit
un changement dans la conformation de la macromolécule, changement qui
permet & la chymotrypsine d'atteindre les sites de coupure tels que Tyr-50 et
Tyr=57. Ceci nous améne & suggérer que les résidus de tyrosine en positions 50
et 57 sont vraisemblablement "camouflés" dans la structure tertiaire de I'ALK-

histone.

Les liaisons Arg - Ser et His - Lys qui, dans |'ALK-histone native,
17 18 124 125
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sont coupées au cours d'une hydrolyse de 2 heures par la chymotrypsine, en
donnant respectivement les peptides Ch-2 et Ch-14, ne sont pas hydrolysées
quand ['ALK-histone est maléylée.

Cette résistance & |'hydrolyse chymotrypsique peut étre attribuée a la
présence au niveau ou dans |'environnement de ces liaisons, de charges néga-
tives induites par la maléylation (87) ; elle semble toutefois partielle, puisque
la liaison Arg - Ser dans |'histone maléylée, est hydrolysée en 4 heures par la

. 17 18
trypsine.

Une interférence analogue des groupes acides situés au niveau ou prés
d'une liaison susceptible & la trypsine, a été observée par BRATTIN et SMITH
au cours de 'hydrolyse trypsique de la glutamate-déshydrogénase bovine (93).

L'obtention des peptides Chm-3 et Ch-14 implique la coupure d'une
liaison histidyle : His - Arg (peptide Chm-3) et His - Lys (peptide Ch-14),
31 32(; 124 ]2% Pep
tandis que |'obtention du peptide Chm-9 implique la coupure d'une liaison
thréonyle : ;gr - é;g ; de telles liaisons sont plutdt des sites mineurs pour |'hy.—

drolyse chymotrypsique.

Le recoupement des peptides trypsiques avec les peptides chymotrypsi-
ques permet d'établir une séquence de 60 résidus d'amino-acides, de Ser 18 &
Arg 77, qui contient les 4 résidus aromatiques présents dans |'ALK-histone et

correspond & la région hydrophobe médiane de la protéine (tableau XXX).

La séquence NH2—fermino|e de I'ALK-histone (17 résidus) et la séquence
COOH-terminale (52 résidus) caractérisée par la présence de nombreux résidus
hydrophobes ont pu &tre déterminées par |'étude des peptides obtenus par hydro-

lyse de la protéine avec la thermolysine.
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5) Peptides obtenus par hydrolyse de |'ALK-histone avec la

thermolysine

Le choix de la thermolysine pour I'hydrolyse de I'ALK-histone s'impo-
sai? aprés |'étude des peptides trypsiques et chymotrypsiques, dont le bilan fai-
sait apparaitre un déficit portant sur les acides aminés de caractére hydrophobe

(alanine et leucine essentiellement).

Ce choix découle de la spécificité de la thermolysine pour les liaisons
peptidiques oU le groupe o¢-aminé des amino-acides & chaine latérale hydro-

phobe se trouve engagé.

L'ALK -histone est hydrolysée par la thermolysine pendant 4 heures &
40°C et pH 8,0. Contrairement & ce que nous avions observé au cours de |'hydro-
lyse trypsique ou chymotrypsique de I'ALK-histone native, aucune fraction in-

soluble n'apparait au cours de I'hydrolyse de la protéine par la thermolysine.

Apres lyophilisation, I'hydrolysat est dissous dans 3 m| d'acide formique
a4 30 p. 100, pour eétre fractionné par chromatographie d'échange d'ions dans des
conditions identiques & celles utilisées pour le fractionnement des hydrolysats

trypsiques et chymotrypsiques.

Le diagramme d'élution des peptides “thermolysine" de I'ALK-histone
fractionnés sur colonne de Chromobeads P est présenté dans la figure 13, et
monire la séparation des peptides en 25 fractions. Les fractions indiquées par
des traits pleins sont numérotées suivant leur ordre d'élution de la colonne. Les
peptides "thermolysine", désignés par Th, sont numérotés suivant leur position

dans la séquence de la protéine (Tableau XXXV page 164).

Lo composition et la séquence en amino-acides de chaque peptide

sont respectivement présentées dans les tableaux XXXI et XXXII.



5 O. 570nm DIAGRAMME D'ELUTION DES PEPTIDES THERMOLYSINE DE L'ALK-HISTONE
FRACTIONNES SUR COLONNE DE CHROMOBEADS P
0,5-
I | U
ﬂ A
0 1 2 34 5 6 7778 5  lon1 2B 516 7S
550 1.100 Effluent (ml)
0,5
TN 18 \V 19 20 21 22 23 24 U 25
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N 1.650 2.200 Effluent (ml)
FIGURE 13
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TABLEAU XXXI

COMPOSITIONS EN AMINO-ACIDES DES PEPTIDES

(suite)

"THERMOL YSINE"

DE L'ALK-HISTONE

(exprimées en rapports molaires par rapport & un amino-acide hydrophobe) (%)

ALK -

Amino-acides  |Th-14 |Th=15 | Th-16 | Th=17 | Th-18 | Th-19 | Th-20 | Th-21 | Th-22 | Th-23 (;:brg:i*;’t's Ve
(sesee)

Acide aspartique 2,8 (3) 1,0 (1) 8 8
Thréonine 1,0 (1) 1,3 (1) 1,0 (1) 5 5
Sérine 1,0 (1) 4 4
Acide glutamique 1,0 (1) 11,9 (2) LOM L, 1M 1,1 12 12
Proline 1,1 (1) 0,9 (1) 1,0 (1) 5 5
Glycine 1,1.(1) 2,2 (2) 1,0 (1) 14 14
Alanine 1,0 (1) { 1,1 (1) 1,0 (1) 16(%) 17
Valine 1,0 (1) (0,2 (1) 1,0(1); 1,0 (1) 8 8
Isoleucine 1,7 (2) 0,8 (1) 0,9 (1) {1,0(1) 6 6
Leucine 1,0(1) {2,0(2){1,0(1) 0,9 (1) 2,0 (2) 15(xx) 16
Tyrosine 3
Phénylalanine 1 1
Lysine 1,3 (1) | 1,0 (1) 3,1 (3)2,002) | 14 14
Histidine 0,2 (1) 1,8 (2) 4 4
Arginine 1,0 (1){1,0 (1) 1,2 (1) 12 12
Nombre fofal 2 5 2 10 3 2 9 4 12 4 |27 | 129
() Les chiffres entre parenth&ses correspondent au nombre de résidus assumés.

(se)
(gesies)

L'alanine libre et la leucine libre ne sont pas incluses dans ce total.
La composition en amino-acides du peptide Th-15 o été déterminée aprés une hydrolyse de 72 heures.

- 9€1 -
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Peptide Th-i (résidus 1 & i)

N-acétyl - Ser - Gly - Arg - Gly - Lys = Gln - Gly = Gly - Lys = Ala - Arg

Peptide Th-io (résidus 1 a9):

N-acétyl - Ser - Gly - Arg - Gly - Lys - Gln - Gly - Gly - Lys

Aiq - Arg

Le peptide Th-1 est localisé dans la fraction 23 avec le peptide Th-6a

dont il est séparé en chromatographie préparative sur papier,

Da_nsx_{lamano__acnglg_N_H2~ f_erlmfig_l

Le peptide Th-1 ne réagit pas avec le chlorure de dansyle, ce qui

traduit |'obsence d'un groupe ex~aminé terminal libre.
9

L'hydralyse trypsique du peptide Th-1 pendant 4 heures & 37°C libare

4 peptides qui sont séparés en électrophorése préparative sur papier & pH 3, 6.

Th-1=T-1 : Ser , Gly , Arg
1,0 i,0 1,0
Th-i-T-2 Gly , Lys
1.0 1,0
Th-1-T-3 Glu , Gly , Lys
1,1 2,0 1,0
Th-i~-T-4 Ala , Arg
1,0 1,0

La migration anionique du peptide Th-1-T-1 localisé sur la carte pepti-
dique par le réactif & la phénanthréne-quinone, I'absence de réaction avec le
réactif & la ninhydrine - codmium et la composition en amino-acides sont carac-
téristigues du peptide Tm=1 : N~acétyl - Ser - Gly - Arg, en position NH2-

terminale dons I"TALK ~histone.
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Les peptides Th-i1-T-2 , Th-1-T-3 et Th=1-T-4 constituent les

différents éléments de la structure du peptide Tm-2,

e P | Tm=-2 —>
< — — — T-1 — — — —e— -T-2- - = =T-3 - — — -T-4 —>

N-acétyl - Ser -~ Gly - Arg - Gly - Lys - GIn - Gly - Gly - Lys - Ala - Arg

- Th-1 —m

L'obsence d'un groupe at-aminé libre dans le peptide Th-1 et |'identi-
fication du peptide N-acétyl - Ser - Gly - Arg dans I'hydrolysat trypsique du
peptide Th-1 déterminent sans ambiguité sa position & I'extrémité NH2-fermina|e

de I'ALK-histone.

Le peptide Th-la est obtenu pur dans la fraction 17,

Composition : Ser , Glu , Gly , Lys , Arg
i,0 1,0 4,0 1,9 1,0

-

L'action de |'hydrazine sur le peptide Th-la conduit & I'identification

de la lysine en position COOH-terminale.

Le peptide Th-Tb est obtenu pur dans la fraction 16.

Composition = Ala , Arg
i,0 1,0

Dansylamino-acide NH,-terminal : DNS - Ala.

L'obtention du peptide Th-1 avec les peptides Th-1a et Th-1b
montre une action incompléte de la thermolysine au niveau de la liaison

Lys - Ala.
9 10
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Peptide Th-2 (sésidus 12 & 18) :

Ala - Lys - Ala - Lys - Thr = Arg - Ser

Peptide Th-2a (résidus 12 et 13) :
Ala - Lys

Peptide Th-2b (résidus 14 & 18) ;
Ala ~ Lys -~ Thr - Arg - Ser

Peptide Th-2c¢ (résidus 14 & 22) -
Ala - Lys - Thr - Arg - Ser - Ser - Arg - Ala - Gly

Le peptide Th-2 est localisé dans la fraction 24 avec le peptide

Th-6 dont il est séparé en chromatographie préparative sur papier.

Donsxlaminowlcide NHz:Le_r_m_ipg_l : DNS - Ala.

Quatre cycles de dégradation de Edman en couplage avec la méthode
de dansylation ont permis d'établir la séquence NHz-terminale :

Ala - Lys - Ala - Lys - Thr du peptide Th-2.

L'action de l'hydrazine sur le peptide Th-2 conduit & |'identification

de la sérine en position COOH~-terminale.

L'ensemble de ces résultats détermine la séquence du peptide Th-2.

Le pepﬁde Th-2a est localisé dans la fraction 10 avec le peptide Th-8a

dont il est séparé en électrophorése préparative sur papier & pH 3, 6.

Composition : Ala , Lys
1,0 1,0

Donsz‘|or_nino-ocide NH2:’r_e_r£r;_i_pg_l : DNS - Ala.

e o o o - o —
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Le peptide Th-2b est localisé dans la fraction 20 avec le peptide

Th-12a dont il est séparé en chromatographie sur papier.

Composition - Thr , Ser , Ala , Lys , Arg
i,0 1,0 1,0 1,1 i,0

Danszlcmino—ccide NHz-terminol : DNS - Ala.

Le peptide Th-2c est présent dans |'hydrolysat obtenu par action de la
thermolysine sur I'"ALK -histone pendant 45 minutes. Il est obtenu pur dans la
derniére fraction éluée de la colonne de Chromobeads P. Son volume d'élution

est supérieur & celui des peptides Th- présents dans la fraction 25.

Composition ¢ Thr , Ser , Gly , Ala , Lys , Arg
1,0 1,72) 1,1 2,0 1,2(1) 1,8(2)

Dansylamino-acide NHZ:t_e_r_m_i_ng_I : DNS - Ala.

L'obtention du peptide Th-2 avec les peptides Th-2a et Th-2b montre

une action incompléte de la thermolysine sur la ligison Lys - Ala.
13 14
Le peptide Th-2 recouvre le peptide Tm-3.

Le résidu de sérire & ['extrémité COOH-terminale du peptide Th-2
est placé immédiatement aprés un résidu d'arginine : il doit donc appartenir
nécessairement au peptide Tm-4 qui, le peptide Tm-1 étant exclus, est le seul

& posséder un résidu de sérine en position NHz—ferminole.

En recouvrant les peptides Tm=-3 , Tm-4 et Tm~5, ainsi que le peptide
Ch-2, le peptide Th-2c détermine une séquence partielle de 18 résidus

(tableau XXX1ii} .

Peptide Th-3 (résidus 19 & 22) ;

Ser - Arg - Ala - Gly
Le peptide Th-3 est localisé dans la fraction 14 avec le peptide Th-5

dont il est séparé en chromatographie préparative sur papier.

Dansylamino-acide NHz-ferminal : DNS - Ser.
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Dégradation de Edman :

Deux cycles de dégradation de Edman en couplage avec la méthode de

dansylation ont permis d'établir la séquence du peptide Th-3.

Le peptide Th-3 recouvre les peptides Tm-4 et Tm-5.
L 'obtention du peptide Th-3 implique I'hydrolyse d'une liaison sérine

par la thermolysine. Nous reviendrons sur ce point dans la discussion.

Peptide Th-4 (srésidus 23 & 26) ;

Leu - Gln - Phe - Pro

Le peptide Th-4 est obtenu aprés purification de la fraction 6 en

chromatographie préparative sur papier.

Dansylamino-acide NHz:t_e_r_r_n_lpg_! ; DNS - Leu.

La structure du peptide Th-4 qui contient le seul résidu de phényl-
alanine présent dans I"ALK -histone se déduit des résultats acquis sur le peptide

trypsique T-9.

Peptide Th-5 (résidus 27 & 29) ;
Val - Gly - Arg
Le peptide Th-5 est localisé dans la fraction 14 avec le peptide Th-3

dont il est séparé en chromatographie préparative sur papier.

Dansylamino-acide NHQ:t_e_rfn_lp_a_l : DNS - Val.

Un cycle de dégradation de Edman suivi de la dansylation du peptide

résiduel suffit pour déterminer la séquence du peptide Th-5.

Le peptide Th-5 correspond & la séquence COOH-terminale du peptide
trypsique T-9.
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Peptide Th-6 (iésidus 30 & 33) :

Val - His - Arg - Leu

Peptide Th-6a (résidus 30 & 32)
Val - His - Arg

Le peptide Th-6 est localisé dans la fraction 24 avec le peptide Th-2

dont il est séparé en chromatographie préparative sur papier.

Dansylamino-acide NHQ:f_e_rIn_ip_o_! : DNS - Val.

Le peptide Th-6a est localisé dans la fraction 23 avec le peptide Th-1

dont il est séparé en chromatographie préparative sur papier.

ggp_ggsjtigp : Val , His , Arg
i,0 0,9 1,0

-t e i ot ————

‘D‘anszlomino-ocide NH2:[e_rln_ip_q_| s DNS - Val.

Le peptide Th-6a est identique au peptide Tm=6.
La relation entre les peptides Th-6 et Th-ba est évidente. L'identifica-
tion du résidu de valine en position NHz—ferminale dans le peptide Th-6 permet

de placer la leucine & I'extrémité COOH-terminale de ce peptide.

L'action incompléte de la thermolysine au niveau de la liaison
Ajrf - Lfé;, qui aboutit & I'obtention du peptide Th-6, détermine la séquence
Tm=6 - Tm-7 .

Peptide Th-7 (résidus 34 & 39) :

Leu - Arg - Lys - Gly - Asn - Tyr

Le peptide Th-7 est localisé dans la fraction 25 avec le peptide Th-21

dont il est séparé en chromatographie préparative sur papier.

Dansylamino-acide NHQ:’Le_r_r_n_ip_g_l : DNS - Leu.



wégradation de tdman

Seux cycles de dégradation de Edman en couplage avec la méthade de

dooss lntias, ont permis d'gtablis la séquence NH. ~termirale © Leu - Arg  Lys
4

ok

do cepl:n h-

¢ elation entre les peptides Th-7 et Lh ) est évidente et perme’ ds

ged. ¢ ‘a s ucture du peptide Th-/7,

L W TS T

/

Leu - arg - Lys - Gly « Asn ~ Ty

SR | hef o N

Le peptide Th-7 recouvre les peptides Im-7 et Tm-4.

Fept de 1n-8 (résidus 40 & 48) -

Ala - Glu - Arg - Val -~ Sly - Ala - Gly - Ala - Fro

Peptide Tn-8a (résidus 40 & 42)

Ala - Gly - Arg

e peptide Th-8 est localisé dans la fracrion = !l est sépare du peptide

Th-9 et de la valine libre en chromatographie préparative sur papier,

Larsylamino-ac de NVVH?-f’_r_er_r‘n_ipo_i © DNS - Ala.

“eg-adation de fdman

<ix cvcles de dégradation de Edmanr en couploge avec la méthade de

darsvlation: dererminert la séguence » Ala - Glu -+ Ay - val - Gty - Als Gy
q A y :

Hodrazinolyse o

. action de I'hydraz ne sur le peptide Thet ca-duir @ |l identificaring

de tu grolie an position " OO -terminale.

ey
i
Ly

. ersemble de ces résultols détermire la séguence du peptide
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Le peptide Th-8a est localisé dans la fraction 10 avec le peptide Th-2a

dont il est séparé en électrophorése préparative sur papier & pH 3,6.

Composition : Glu , Ala , Arg
1,0 1,0 1,0

Dansylamino-acide NH,-terminal : DNS - Ala.

Un cycle de dégradation de Edman, suivi de la dansylation du peptide

résiduel a suffi pour établir la séquence de ce peptide.

La coupure de la liaison /32{5 - V4%i du peptide Th-8 par la thermoly-

sine aboutit & |'obtention du peptide Th-8a.

La structure du peptide Th-8 confirme celle du peptide Chm-6. Comme
le peptide Chm-6, le peptide Th-8 qui recouvre la séquence COOH-terminale
du peptide Tm-8 et la séquence NH2—fermina|e du peptide Tm=9 (non isolé),
constitue le maillon entre la partie NH2—terminole et la région hydrophobe

médiane de I'ALK-histone.

Peptide Th-9 (résidus 49 et 50) :

Val - Tyr
Le peptide Th-9 est localisé dans la fraction 8 avec le peptide Th-8

et la valine libre dont il est séparé en chromatographie préparative sur papier.

Donsy_lomino—acide NHz:te_rp_i_n_g_! ; DNS - Val.

Le peptide Th-9 correspond & la séquence COOH-terminale du peptide
Chm-6éa.

Peptide Th-10 (résidus 51 & 53) :

Leu - Ala - Ala

Le peptide Th-10 est localisé dans la fraction 4 avec le peptide Th-16

dont il est séparé en chromatographie préparative sur papier.
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Dansylomino-acide NH,-terminal : DNS - Val.

Le peptide Th-il correspond & la séquence NH2—’rermin01e du peptide

Chm-7b ; il recouvre les peptides Chm-6 et Chm-7.

Peptide Th-il Iresidus 54 8 37) :
Vol - Leu ~ Glu = Tyr
e peptide Th-11 est osbtenu pur dans la fraction 7.

La présence d'un résidu d'acide glutamique o été établie aprés hydro-

lyse totale du peptide Th-11 par 'aminopeptidase M pendant 24 heures.

Dansylamino-acide NH,-terminal : DNS - Val.

Deur cycles de dégradation de Edman en couplage avec la méthode de

dansylation onr permis d'établir la séquence du peptide Th-11.

Le peptide Th-i1 correspond & la séquence COOH-terminale du

peptide Chm~7 .

Peptide Th-12 (residus 58 a 64) ;

lLeu - Thr - Ala ~ Glu ~ jle ~Leu - Glu

Peptide Th-12a irésidus 58 & 61) :
Leu ~ Thr - Ala - Glu

Feptide Th-iZk (résidus 62 & 64) :
lie - Leu ~ Glu

Le peptide Th-12 est localisé dans la fraction 2 avec les peptides
Th-12¢, Th-13a et Th-20a dont il est séparé par chromatographie préparative

sur popier, suivie d'une électrophorése préparative sur papier & pH 3,0.

La présence de 2 résidus d'acide glutamique o été établie aprés hydro-

lyse du peptide par I'ominopeptidase M pendant 48 heures.
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Dansylamino-acide NH,-terminal : DNS - Leu.

i S g

Cing cycles de dégradation de Edman en couplage avec la méthode.de

dansylation ont permis d'établir la séquence du peptide Th-12.

Le peptide Th-12a est localisé dans la fraction 2.

Composition The , Glu , Ala , Leu
1,0 1,1 i,1 0,9

Dansylamino-acide NHz—ferminol : DNS - Leu.

e ot L s e o /) oe  ———————

Trois cycles de dégradation de Edman, utilisée en méthode soustractive,

ont suffi pour déterminer la séquence du peptide Th-12a.

) Thr , Glu , Ala , Leu
Composition : 1,0 1,1 1,1 0,9

ler cycle 1,0 1,0 1,1 0,1
2&¢me cycle 0,2 1,0 1,1 -
3eme cycle - 1,0 0,2 -

Le peptide Th-12b est localisé dans la fraction 6 avec le peptide

Leu - Ala dont il est séparé en électrophorése préparative sur papier & pH 3, 6.

Composition Glu , lle , Leu
1,1 0,9 1,0

Dégradation de Edman :

o o - - ——

Deux cycles de dégradation de Edman utilisée en méthode soustractive,

ont permis d'établir la séquence du peptide Th-12b.

Glu , lle , Leu

Composition 1,1 0,9 1,0

e o ) o ——

Ter cycle i, 1 0 1,0

2eme cycle 1,1 ~ 0
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Les peptides Th-12a et Th-12b résultent de la coupure de la liaison

Glu - lle du peptide Th-12 par la thermolysine.
61 62
Le peptide Th-12 recouvre les peptides Chm-8 et Chm-9.

Peptide Th-13 (résidus 65 a 75) ;

Leu - Ala - Gly - Asn - Ala - Ala - Arg - Asp - Asn - Lys - Lys

Peptide Th-13a (résidus 65 & 68) :
Leu - Ala - Gly - Asn

Peptide Th-13b (résidus 69 & 75)
Ala - Ala - Arg - Asp - Asn - Lys - Lys

Peptide Th-13c (résidus 70 & 75) :
Ala - Arg - Asp = Asn - Lys = Lys

Le peptide Th-13 est obtenu pur dans la fraction 18.

Dansxlamino-acide NHZ:f_e_rm_ip_g_l : DNS - Leu.

- e - —

Deux cycles de dégradation de Edman en couplage avec la méthode
de dansylation ont permis de déterminer la séquence NH2—fermina|e

Leu - Ala - Gly du peptide Th-13.

L'action de l'enzyme pendant 6 heures & 40°C libére uniquement de

la lysine.

Le peptide Th-i13a est localisé dans la fraction 2 avec les peptides

Th-12, Th-12a et Th-20a dont il est séparé par chromatographie préparative

sur papier suivie d'une électrophorése préparative sur papier a pH 3,0.

Composition : Asp , Gly , Ala , Leu
1,0 i,0 1,0 i,0
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La présence d'un résidu d'asparagine a é1é établie aprés hydrolyse du
peptide Th-13a par |‘aminopeptidase M a 40°C pendant 24 heures.
Dansylamino-acide N_Hszerminol : DNS -~ Leu.

re peptide Th~13b est obtenu pur dans la fraction 20.

Composition : Asp , Ala , Lys , Arg
V,7(2) 1,8(2) 2,0 1,0

- - ——

DansX'Lgnliqgtqgigi?_E!_E?-ferminol : DNS - Ala.

i o o T 1w

Un cycle de dégradation de Edman suivi de la dansylation du peptide
résiduel nous a permis d'établir la séquence NHZ-’rerminale : Ala - Ala. Le
reste de la séquence a été déterminé avec trois cycles de dégradation de Edman

utilisée en méthode soustractive.

Asp , Ala , Lys , Arg
Composition 1,7 0 2,0 i,0

e WD o o g wm s e

(opré; 2 cycles)

3eéme cycle 1.7 - N.D.#)C, 1
4eme cycle i, - N.D. -
Séme cycle 0,5 - N.D. -

Le peptide Th-i3c est obtenu pur dans la fraction 22.

Composition : Asp , Ala , Lys , Arg
2,0 i,.0 2,2 1,0

Dansylamino-acide Nszfterminal : DNS - Ala.

L'ensemble des données fournies par |'étude du peptide Th-13 et de ses
dérivés Th-13a, Th-13b et Th=13c nous a permis d'établir la séquence du
peptide Th-13.
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Th-13a e Th-13b >

< Th-13¢ — >
Glu ~ Leu -~ Ala - Gly = Asn ~ Ala - Ala - Arg - Asp - Asn - Lys - Lys - Thr
64 L 69 76
— — — - — — — Chm-9 — — — — — — —>

Le peptide Th-13 correspond au peptide Chm-9. La séquence com-
plete du peptide Chm-9 a été déduite de |'étude du peptide Th-13 et du pep-
tide Tm=-10,

Peptide Th-14 (résidus 76 et 77) ¢

Thr - Arg
Ce peptide est obtenu pur dans la fraction 15.

Dansylaminc-acide NHQ:_f_e_r_m_ip_c_l : DNS - Thr.

Le peptide Th-14 est identique au peptide T-15.

Peptide Th-15 (résidus 78 & 82) -

ile = lle - Pro - Arg - His

Le peptide Th-15 est obtenu aprés purification de la fraction 21 par

chromatographie sur papier.

Qgg'n_p_()_s_if_igg : Pro , lle , His , Arg
Hydrolyse de 24 h 1,0 i,0 0,9 1,0
Hydrolyse de 72 h 1,1 1,7 0,9 1,0

L'augmentation du taux d'isoleucine aprés une hydrolyse totale acide
de 72 heures fait ressostir |'existence d'une liaison lle - lle dans le peptide

Th-15.

Dan_sz]omino-acide NH2:f_g_rln_i_n_a_| s DNS - Ile.

Un cycle de dégradation de Edman suivi de la dansylation du peptide

résiduel détermine la séquence NHz—terminqle e - lle.
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L'action de |'hydrazine sur le peptide Th-15 conduit & I'identifica-

tion de l'histidine en position COOH-terminale.
La relation entre les peptides Th=15 et Tm-11 : lle - lle - Pro - Arg
est évidente et permet de déduire la structure du peptide Th-15.

Le résidu d'histidine a 'extrémité COOH-terminale du peptide Th-15
est placé immédiatement aprés un résidu d'arginine : il doit donc appartenir
nécessairement au peptide Tm=-12 qui est le seul & posséder un résidu d'histi-

dine en position NHszerminalec

Le peptide Th-15 détermine ainsi la séquence Tm-11 - Tm-12,

Peptide Th-16 (résidus 83 et 84)

Leu - GIn

Le peptide Th-16 est localisé dans la fraction 4 avec le peptide Th-10

dont il est séparé en chromatographie préparative sur papier.

La présence de glutamine a été établie aprés hydrolyse du peptide par

'aminopeptidase M pendant 24 heures.

Don‘szlamino-‘-ocide NH2:t_e_r_[11_ip_g_| : DNS - Leu.

Peptide Th-17 (résidus_87 a 96) :

lle = Arg = Asn - Asp - Glu - Glu - Leu - Asn - Lys - Leu

Peptide Th-17a (résidus 87 a 92) :
lle - Arg - Asn -~ Asp ~ Glu - Glu

Peptide Th-i7b (résidus 93 & 96) :

Leu - Asn - Lys - Leu

Le peptide Th-17 est obtenu pur dans la fraction 12,

Dansylamino-acide NH,-terminal s DNS - Ile.
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Le peptide Th-i/a est obtenu pur dans la fraction 9.

Composition 2 Asp , Glu , e , Arg
2,1 2,2 1,0 1,1

Dansylamino-acide NH2:tq_rln_i_pg_| : DNS -~ lle.

- —— - ——

Quatre cycles de dégradation de Edman utilisée en méthode soustrac-

tive ont permis d'établir la séquence du peptide Th-17a.

Asp , Glu , lle , Arg
Composition : 2,1 2,2 1,0 1,1

ler cycle 2,1 2,2 0 1,1
2&me cycle 2,0 2,0 - 0,1
3&éme cycle 1,4 2,0 - -
4éme cycle 0,6 2,0 - -

Le peptide Th-17b est obtenu pur dans la fraction 13,

Composition ¢ Asp , Leu , Lys

1,1 2,0 1,1

La présence d'un résidu d'asparagine a été établie aprés hydrolyse du

peptide par |'aminopeptidase M pendant 24 heures.

Dansylamino-acide NHz:ie_r_r_n_ip_a_l s DNS - Leu.

Un cycle de dégradation de Edman suivi de la dansylation du peptide

résiduel a permis de déterminer la séquence du peptide Th-17b.

[ U A

L'action de I'hydrazine sur le peptide Th-17b conduit & |'identification

de la leucine en position COOH-terminale.

Les peptides Th-17a et Th-17b résultent de la coupure de la liaison

Glu - Leu du peptide Th-17 par la thermolysine.
92 93
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L'ensemble des résultats fournis par |'étude du peptide Th-17 et de ses
dérivés - peptides Th-17a et Th-17b - a permis d'établir la séquence du
peptide Th-17 et a confirmé la structure du peptide T-18 déterminée en partie

aprés hydrolyse du peptide T-18 par la thermolysine.

Peptide Th-18 (résidus 97 & 99)

Leu - Gly - Lys
Le peptide Th-18 est obtenu pur dans la fraction 11.

anszlamino—acide NHz:f_e_rln_ip_t:_! : DNS - Leu.

Un cycle de dégradation de Edman suivi de la dansylation du peptide

résiduel permet d'établir la séquence de ce peptide.

Peptide Th-19 (résidus i00 et 101) :

Val = Thr

Peptide Th-19a (résidus 97 & 101) :
Leuv - Gly - Lys - Val - Thr

Le peptide Th-19 est localisé dans la fraction 3 avec le peptide
Th-21 et I'alanine libre dont il est séparé en chromatographie préparative sur

papier.

Danszlomino—acide NH2~fermina| ¢ DNS - Val.

Peptide Th-19a : L'hydrolyse de I'ALK-histone par la thermolysine

pendant 45 minutes libére le peptide Th-19%a.
Séparé par chromatographie d'échange d'ions sur colonne de
Chromobeads P, son volume d'élution est intermédiaire entre celui du peptide

Th-9 et celui du peptide Th-17.

Composition : Thr , Gly , Val , Leu , Lys
1,2 1,1 0,9 1,0 1,0
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Dansylamino-acide NHz:t_e_rp_ipg_\ : DNS - Leu.

- o - -

Trois cycles de dégradation de Edman en couplage avec la méthode de

dansylation ont permis d‘établir la séquence du peptide Th-1%a.

Peptide Th-20 (résidus 102 & 110) :

ile - Ala - Gln - Gly - Gly - Val - Leu - Pro - Asn

Peptide Th-20a (résidus 102 & 106) :
Ile = Ala - GIn - Gly - Gly

Le peptide Th-20, localisé dans la fraction 1, est purifié par chromato-

graphie préparative sur papier.

La présence d'un résidu d'asparagine et d'un résidu de glutamine a été
établie aprés hydrolyse du peptide par I'aminopeptidase M & 40°C pendant
48 heures.

Danszlamino—ccide NHz:t_e_r_r_n_ipg_l s DNS - tle.

—— e — s - —

Trois cycles de dégradation de Edman utilisée en méthode soustractive

ont permis d'établir la séquence NH2—ferminale : lle = Ala - Gln.

Asp , Glu , Pro , Gly , Ala , Val , lle , Leu

Composition : 1,1 1,1 1,0 2,3 1,0 1,0 1,0 1,0
ler cycle 1,1 (P 1,0 2,3 1,0 1,0 0 1,0
2&eme cycle 1,0 [P 1,0 2,2 0,1 1,0 - 1,0
3eéme cycle 1,2 0,5 1,0 2,1 - 1,0 - 1,0

La dégradation récurrente n'a pu étre poursuivie au-deld du 3eme
cycle, & cause de la cyclisation partielle de la glutamine en acide pyro-

glutamique.

L'hydrolyse du peptide Th-20 par la thermolysine, & 40°C et pH 8,0,
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pendant 6 heures, libére 2 peptides : Th-20-Th-1 et Th-20-Th-2 séparés en

chromatographie préparative sur papier.

Peptide Th-20-Th-1 («ésidus 102 & 106) :

lle - Ala - GIn - Gly - Gly

Composition : Glu , Gly , Ala , lle
1,1 2,1 1,0 0,9

Dansylamino-acide NHQ:f_q_rln_ip_g_! ¢ DNS - ile.

L'action de I'hydrazine sur le peptide Th-20-Th-1 conduit & |'identifi-

cation de la glycine en position COOH-terminale.

Par sa composition et son amino-acide NH2—terminc|, le peptide
Th=20-Th-1 correspond nécessairement & la séquence NHz—ferminu|e du peptide
Th-20.

Sa structure a été déduite des résultats fournis par la dégradation de

Edman du peptide Th-20.

Peptide Th-20-Th-2 (résidus 107 & 110) :

Val - Leu - Pro - Asn

_Cgln_p_q_s_itig_p_z Asp , Pro , Val , Leu
1,0 1,3(1)y 1,0 1,0

Dansylamino-acide NH,-termingl : DNS - Val.

Deux cycles de dégradation de Edman en couplage avec la méthode de

dansylation ont permis d'établir la séquence de ce peptide.

L'ensemble de ces résultats détermine la séquence du peptide Th-20.
& - --Th-20-Th-1-— - - - - —-Th-20-Th-2 —>
ile - Ala - GIn - Gly - Gly - Val - Leu - Pro - Asn
< Th-20 —>
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Le peptide Th-20a est localisé dans la fraction 2 avec les peptides

Th-12, Th-12a et Th-13a dont il est séparé par chromatographie préparative sur

papier, suivie d'une électrophorése préparative sur papier & pH 3,0.
Composition Glv , Gly , Ala , lle
i,0 2,0 1,0 1,0
Le peptide Th-20a est identique au peptide Th-20-Th-1 obtenu par
hydrolyse prolongée du peptide Th-20 avec la thermolysine.

L'obtention du peptide Th-20a avec le peptide Th-20 montre une action

incompléte de la thermolysine sur la liaison Gly - Val.

106 107

Peptide Th-21 (résidus i11 & 114) :

Ile = Gln - Ala - Val

Le peptide Th-21 est localisé dans la fraction 3 avec le peptide Th-19

et I'alanine libre dont il est séparé en chromatographie préparative sur papier.

La présence d'un résidu de glutamine a été établie apras hydrolyse

du peptide par |'aminopeptidase M & 40°C pendant 24 heures.

Dansylamino-acide NHz:Le_rrn_ipg_l : DNS - Ile.

Trois cycles de dégradation de Edman utilisée en méthode soustractive,

ont permis d'établir la séquence de ce peptide.

Glu , Ala , Val , lle

Composition 1,1 1,1 1,0 1,0

ler cycle 1,1 i,1 1,0 0,1
2&me cycle 0,3 f,1 1,0 0

3&me cycle - G, 4 1,0 0

Les valeurs de 0,3 et 0,4 trouvées respectivement pour |'acide gluta-
mique et l'alanine font ressortir une dégradation incompléte du peptide qui
traduit un blocage partiel de la réaction par cyclisation de la glutamine en

acide pyroglutamique.
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Peptide Th-22 (vésidus i14 & 125) -

Val - Leu - Leu - Pro « Lys = Lys = Thr - Glu - Ser = His - His - Lys

Le peptide Th-2Z est localisé dans la fraction 25 avec le peptide Th-7

dont il est séporé en chromatographie sur papier.

Dansziqmi’no -Qcide Nszf_e_r:n_i_p_e_:_l : DNS - Val.

Six cycles de dégradation de Edman utilisée en méthode soustractive
ont permis d'établir lo séquence NHZ_'rerminale du peptide Th-22 :

Val - Leu - Leu - Pro = Lys - Lys.

The , Ser , Glu , Pro , Val , Leu , Lys , His

Composition : 1,0 1,0 i,1 1,0 1,0 2,0 3,1 1,8
Ter cycle 1,0 1,0 1,1 1,0 0 2,0 3,1 1,8
2&éme cycle i,0 1,0 1,1 1,0 - 1,1 3,1 1,8
3éme cycle 1,0 {,0 1,1 1,0 - 0,1 3,1 1,8
4&¢me cycle 1,0 1,0 1,1 0 - - 3,1 1,8
5e¢me cycle 1,0 1,0 1,1 - - - 2,0 1,8
beme cycle 1,0 i,0 1,1 - - - 0 1,8

La séquence COOH-terminale du peptide Th-22 a été déduite de la
séquence du peptide frypsique T-21,

B ]
Val - Leu - Leu - Pro - Lys ~Lys = Thr - Glu = Ser = His = His - Lys
< Th-22 >

La lieison Lys - Lys mise en évidence par le peptide Th-22 est hydro-
lysée par lo trypsine préférentiellement & la liaison Lys - Tzhcl)’, ov l'action de
119 1

la trypsine est perturbée par la charge négative du résidu d'acide glutamique

Glu-121 adjacent & la thréonine (93).

Peptide Th-23 (résidus 126 & 129) ;

Ala - Lys - Gly - Lys
Le peptide Th-Z3 est obtenu pur dans la fraction 19.
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Dansylamino-acide NH,-terminal : DNS - Ala.

Deux cycles de dégradation de Edman en couplage avec la méthode de

dansylation ont permis d'établir la séquence du peptide Th-23.

L'action de I'hydrazine sur le peptide Th-23 conduit & I'identification

de la lysine en position COOH-terminale.

Le peptide Th-23 correspond & la séquence COOH-terminale de
I'ALK~histone. |l recouvre le peptide Ch-14 : Lys - Ala - Lys - Gly - Lys.

Discussion

La composition en amino-acides de |'ALK-histone indique 48 sites
potentiels majeurs (17 alanine, 8 valine, 6 isoleucine, 16 leucine et
1 phénylalanine) susceptibles & |'action de la thermolysine : 49 peptides

devraient donc théoriquement &tre obtenus.

En fait, 35 peptides seulement sont présents dans un hydrolysat
"thermolysine® de 4 heures. Des amino-acides libres - alanine, valine et

leucine - sont également présents dans |'hydrolysat.

L'obtention des peptides Th-3 et Th-14 implique respectivement la cou-
pure d'une liaison sérine et la coupure d'une liaison thréonine. Toutefois, la
liaison Lys = Thr hydrolysée dans la séquence 17)',55 - Thr - 9;9 , n'est pas

hydrolysée dans la séquence Lys - Thr - Arg.
15 17

Bien que la sérine et la thréonine ne puissent étre considérées comme
des amino-acides & chafne latérale hydrophobe, l'analogie de structure qui les

apparente & |'alanine, suscite |'action de la thermolysine.

Huit peptides : Th-1, Th-2 , Th-6 , Th-8 , Th-12 , Th-13 , Th-17
" et Th-20 sont accompagnés d'un ou plusieurs dérivés (indiqués : Th-1a , Th-2q,
Th-2b, etc...). Ceci rend I'hydrolysat "thermolysine" plus complexe, mais

peut constituer un avantage pour |'étude de la structure des peptides.
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L'intéret d'une hydrolyse courte (45 minutes au lieu de 4 heures) appa-
rait dans |'obtention des peptides Th-2c¢ et Th-19%a.
Le peptide Th-2c recouvre les peptides trypsiques Tm-3, Tm-4 et

Tm-5 et détermine ainsi une séquence partielle de 18 résidus.

Le peptide Th-19a permet de placer le peptide Th-19 sans ambiguité en
donnant la séquence Th-18-Th-19. Le peptide Th-19a constitue le maillon
entre le peptide trypsique T-19 et la région COOH-terminale hydrophobe de
I'ALK -histone.

L'étude des peptides “thermolysine” de I'ALK-histone montre que
I'action de l'enzyme est limitée par la présence de proline dans I'environnement
du site d'hydrolyse.

Ainsi, curieusement, les 5 résidus de proline présents dans I'ALK~
histone sont engagés dans une liaison imide avec des résidus d'amino-acides
hydrophobes : il en résulte une résistance & I'hydrolyse par la thermolysine des
liaisons susceptibles, situées juste avant la proline, telles que

Gin -Phe , Gly~-Ala , lle-Ille , Val-Leu et Leu-=-Leu
24 25 46 47 78 79 107 108 115 116

(tableau XXXIiV).

Cette résistance, corstamment observée dans |'étude des peptides
obtenus par action de la thermolysine sur la protéine ou sur les peptides trypsi-
ques et chymotrypsiques, est die & la plicature de la chaine peptidique intro-
duite par le résidu de proline. Elle présente une analogie évidente avec la
résistance des liaisons telles que Lys - Pro et Phe - Pro , & I['hydrolyse par la

trypsine et la chymotrypsine, respectivement,
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TABLEAU XXXIV

SEQUENCES PARTIELLES DE L'ALK-HISTONE

AVEC LES RESIDUS DE PROLINE

Gln - Phe - Pro - Val
24 27

Gly - Ala - Pro - Val
46 49

lle - Ile - Pro = Arg
78 81

Val - Leu - Pro - Asn
107 110

Leu - Leu - Pro - Lys
115 118

.’:'“\
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E) SEQUENCE COMPLETE EN AMINO-ACIDES DE
L'ALK-HISTONE

La séquence compléte des 129 résidus d'amino~-acides de I'ALK-histone
de thymus de Veau ¢ été deduite de |'étude des peptides trypsiques et chymo-
trypsiques de la protéine native ou maléylée et de |'étude des peptides obtenus

par hydrolyse de la proteine rative avec la thermolysine (Tableau XXXV).

La position NHZ‘-tezm?nale du peptide Th-T est déterminée par la
présence du résidu de N-acétyl-sérine identifié dans le peptide trypsique

N-acétyl-Ser-Gly~-Arg.

Neous n'avons pas d'argument direct pour la pesition du peptide Th-2
dans la séquence de la prutéine. La trypsine et la thermolysine coupent la
liaison Aﬁg - AT\%G en donnant respectivement les peptides Tm-3 et Th-2 ; en
outre, le peptide chymotrypsique Ch-1 (résidus T & 17) qui correspond & la
séquence NHz-rex'minole de la protéine et qui aurait pu établir I'ordre Th=1 -
Th-2, n'a pas été isalé & cause de son adsorption irréversible sur la résine
Chromobeads P, liée au caractére trés basique du peptide. Cependant, d'aprés
la spécificité de la trypsine limitée aux liaisons arginyle dans une protéine
maléylée, la position du peptide Tm-3 immédiatement aprés un résidu d'argi-
nine, détermine celle du peptide Th-2 qui possede la méme séquence
NHZ-’rerminale ; ceci impligue nécessairement la séquence Th-1 - Th-2 qui

est la seule compotible avec le reste de la séquence de I'ALK-histone.

Le peptide Th-2¢ qui détermine l'ordre Tm-3 - Tm-4 - Tm-5 nous
permet d'étendre la séquence NHZ—ferm?noie de I'ALK~histone jusqu'au résidu

d'erginine-29.

L'étude des peptides trypsiques et chymotrypsiques de la protéine maléy-
lée nous a permis d'établir ure séquence de 60 résidus comprise entre sérine-18

et arginine-77 (Tableayw XXX page 132).

La séquence de la région hydrophobe médiane de la protéine (résidus
43 & 71), déterminée d'abord par I'étude des peptides Chm-6, Chm-7, Chm-8
et Chm-9 a été confirmée par |'étude des peptides‘thermolysine” : Th-8, Th-9,

Th-10, Th-11, Th-12 et Th-13 qui recoupent ces peptides chymotrypsiques.
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Le peptide Th-i5 recouvre les peptides trypsiques Tm-11 et Tm-12
et établit l'ordre Tm-11 - Tm=-12. La licison Arg - ile est hydrolysée par la
trypsine et la thermolysire en donnant r'espec’rinerenf /l-’eBs peptides Tm-i1 et
Tih-15. En outre, le peptide Chm~-10 : Arg - ile - Ile - Pro -~ Arg - His - Leu -
Glin - Leu, qui auroit pu donner l'ordre : Tm-10 - Tm-1i1, n'a pos été isclé,
le caractére trés basique de ce peptide entrainant son adsorption irréversible sur
la résine Chromobeads P. Toutefois, d'aprés la spécificité de la trypsine limitée
aux liaisons arginyle dans une protéine maléylée, la position du peptide Tm-11
immédiatement aprés un ésidu d'arginine, détermine celle du peptide Th-15
qui posséde la meme séquence NHz-terminole\ Ce résidu d'arginine doit étre

nécessairemeni Arg-77, ce qui établit la séquence Th-14 - Th-15,

Le peptide Th-17, identique au peptide Chm=-11, recouvre les peptides
Tm-12 et les peptides T-18 et T-19 qui, dans l'ordre T-18 - T-19, constituent

lo séquence NHQ'—ferm‘iﬂqle du peptide Tm-13.

Isolé de I'hydrolysat trypsique de I'ALK -histone maléylée, le peptide
Tm-13 qui ne contient pos d’arginine, fus assigne & la position COOH-
terminale dans la protéine. La composition en amino-acides de ce pep’ride nous
a été précieuse pour localiser lespeptides trypsiques T-18 et T-21, bien carac-
térisés, ef pour déterminer la composition en amino-acides de la région hydro-

phobe présente dans la partie COOH=-terminale de la protéine .

Seule, "hydrolyse de la protéine par la thermolysine nous a permis

d'élucider la structure de cette région hydrophobe.

Le peptide Th~i%a, obtenu par une hydrolyse de |'ALK -histone avec la
thermolysine pendant 45 minutes, détermine sans ambiguiié la séquence

Th-18 - Th-19.

Les peptides Th-21 et Th-22 ont en commun le résidu de valine-114 :
[*hypothése de |'existence d’une liaison Val - Val dont I'hydrolyse par la
thermolysine aurait pu libérer ces peptides, ne peut étre retenue car le nombre
de valine recouvre dons les peptides thermolysine”, correspond exactement au

nombre de valine déterminé par |'analyse des amino-acides de la protéine.

La séquence COOH-terminale du peptide Th-22 correspond au peptide
Th-21., Le pepiide Ch-14 détermine la séquence Th-22 - Th-23. La position
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ol est assignée par différence le peptide Th-20 est la seule qui soit compatible

avec le reste de la séquence COOH-terminale de la protéine.

Nos travaux qui ont abouti & la détermination de la séquence compléte
en amino-acides de ['ALK-histone isolée du thymus de Veau confirment certai-
nes séquences partielles établies par PHILLIPS (95), OLSON et al (90),
SUGANO et al (92) et les résultats de HAYASHI et IWAI (48) acquis sur les

peptides trypsiques de cette protéine.

La séquence NH2-1‘ermino|e (résidus 1 & 99) de I'ALK-histone établie
par SAUTIERE et al (41) au début de 1972 a été récemment confirmée par
YEOMAN, OLSON, SUGANO, JORDAN, TAYLOR, STARBUCK et BUSCH
(96) dont les travaux ont également abouti & la présentation de la séquence

compléte de I'ALK-histone.

Nous avons identifié dans |'hydrolysat trypsique de |'ALK-histone le
peptide Asn - Lys. Ce peptide est obtenu pur dans la fraction 8.
Composition : Asp , Lys
0,9 1,0

L'hydrolyse du peptide par |'aminopeptidase M a 40°C, pendant
24 heures, confirme la présence d'un résidu d'asparagine que la migration du

peptide en électrophorése sur papier & pH 3,6 avait déjd montrée.

Dansylamino-acide NH,-terminal : DNS - Asp.
Etant donné le rendement élevé avec lequel il est obtenu - rendement

légérement supérieur & celui du peptide Asp - Asn = Lys =, le peptide

Asn - Lys ne semble pas provenir d'une coupure de la liaison Leu - Asn résul-

tant d'une activité "chymotrypsine-like" de la trypsine traitée par Ie9#PCK,

Nous avons d'ailleurs observé dans le peptide T-18 isolé, la résistance de

S

cette liaison & |'action de la chymotrypsine.

Comme HAYASHiI et IWAI (48), on peut alors postuler |'existence
de "deux types" d'ALK-histone : |'un correspondant au peptide trypsique
Asn - Lys serait caractérisé par la séquence : Asp - Asn - Lys - Asn - Lys -
Thr - Arg, l'autre serait caractérisé par la séquence ¢ Asp = Asn - Lys - Lys -

Thr - Arg. Le nombre de résidus - 8,5 - d'acide aspartique calculé pour
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I'ALK-histone serait alors le reflet de |'existence de ces deux variants.

Pour établir la séquence compléte en amino-acides de |'ALK-histone,
la maléylation de la protéine avant I'hydrolyse chymotrypsique et I'utilisation
de la thermolysine pour une hydrolyse extensive de la protéine présentaient un
grand intérét, car elles constituoient les seules méthodes donnant accés aux

deux régions hydrophobes de la protéine.

Le premigre région hydrophobe est localisée dans la partie médiane de
['ALK -histone entre les résidus Arg-42 et Arg-71. Elle montre une séqu‘ence
de 28 résidus dépourvue de lysine ou d'arginine et qui contient 2 des 3 résidus
de tyrosine, 5 des 16 résidus de leucine et 8 des 17 résidus d'alanine présents
dans la protéine.

Ces résidus d'alanine sont impligués dans 6 séquences telles que ¢

-Gly-Ale- , -Gly-Ala- , -Ala-Ala- , =Thr-Ala- ,
44 45 46 47 52 53 59 60

- Ala - Gly - et - Ala - Ala -.
66 67 69 70

La seconde région hydrophobe est localisée dans la partie COOH-
terminale de I'ALK-histone entre les résidus Lys-99 et Lys-118. Elle montre

une séquence de 18 résidus dépourvue de lysine ou d'arginine ol apparaissent

les séquences telles que : =~ 1lle - Ala- Gln- , -lle - Gln=-Ala- ,
102 104 111 113
-Val -Leu-Pro- et =-Val-LlLeu-Lleu-Pro-.
107 109 114 117

La présence de séquences répétitives ou analogues constitue en fait
une des caractéristiques de la structure primaire de ['ALK=histone : la séquence
Gly - Lys apparait 4 fois, la séquence Ala - Lys, 3 fois, les séquences
Gly - Arg, Ala - Arg et Thr - Arg, 2 fois et la séquence Ser - Arg, une
fois.

Quatre centres basiques apparaissent dans |'ALK-histone, ainsi qu'une

séquence de trois résidus acides (Tableau XXXVI).
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TABLEAU XXXVI

CENTRE ACIDE ET CENTRES BASIQUES DE L'ALK-HISTONE

CENTRE ACIDE:

————— - - ———

Asp - Glu - Glu
90 92

CENTRES BASIQUES :

—— . ——— — . ———

Lys - Ala - Arg - Ala - Lys - Ala - Lys = Thr - Arg
9 17

Arg - Val - His - Arg - Leu - Leu - Arg - Lys
29 36

Lvs = Lys = Thr - Arg
74 77

His - His - Lys - Ala - Lys - Gly - Lys
123 129
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DISCUSSION GENERALE

L'association de méthodes d'extraction sélective et de techniques chro-
matographiques ou électrophorétiques a permis d'isoler les histones de tissus

variés et d'en déterminer la structure primaire.

La GRK-histone et I'"ALK-histone de thymus de Veau présentent entre
elles et avec I'ARE-histone isolée du méme tissu (55) de remarquables analogies
de séquence (Tableau XXXVII), dont la plus importante apparait au niveau de
lo séquence NH2—’rermina|e qui contient probablement les sites primaires de

liaison de ces histones riches en arginine avec le DNA.

SUNG et DIXON (58) ont montré & l'aide de modéles moléculaires que
la séquence NHz—ferminole de la GRK-histone, en conformation d'hélice «,
s'insérait parfaitement dans la cavité majeure de la double hélice du DNA en
configuration B. Ainsi les quatre groupes € ~aminés des résidus de lysine en posi-
tions 5, 8, 12 et 16 et le résidu d'arginine en position 17, sont en contact
étroit avec cinq groupes phosphate consécutifs sur un brin du DNA, tandis que

le résidu d'arginine en position 3 est 1ié & un groupe phosphate de |'autre brin

du DNA.

La présence de quatre résidus de glycine en positions 2, 6, 9 et 13,
sur un coté de ['hélice «, et celle de quatre résidus de glycine et d'un résidu

d'alanine en positions 4, 7, 11, 14 et 15 sur l'autre cété, permet |'insertion
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compléte de cette région en hélice o« de la GRK-histone dans la cavité majeure
du DNA,
Le résidu de leucine en position 10 prend place au fond de la cavité ob

il peut établir des liaisons hydrophobes avec deux paires de base du DNA,

ADLER et al (97) se sont inspirés des travaux de SUNG et DIXON (58)
pour proposer récemment un modéle de liaison du lac-répresseur au DNA. lls
ont ainsi déterminé dans la séquence NHZ—termino\e du lac-répresseur, une
région qui peut se lier aux groupes phosphate du DNA aussi bien qu'aux groupes

polaires dans la cavité majeure du DNA en configuration B,

Cette région s'étend du résidu de tyrosine~17, au résidu de lysine-33.
L'arginine-22, |'histidine-29 et la lysine-33 peuvent former des liaisons
ioniques avec les groupes phosphate du DNA. La tyrosine-17, la glutamine-18,
la sérine-21, l'acide aspartique-25 et la glutamine-26 peuvent former des liai-

sons hydrog&ne avec les groupes polaires situés dans la cavité majeure du DNA.

En examinant la séquence en amino~acides de I'ALK -histone, de la
GRK-histone et de I'ARE-histone, au voisinage des résidus de tyrosine, nous
avons trouvé pour chacune de ces histones, une région privilégiée susceptible
de se lier & la fois aux groupes phosphate du DNA et aux groupes polaires dans

la cavité majeure du DNA (Tableau XXXVIII).

La GRK~histone montre une remarquable conservation de séquence &
travers 'évolution des Eucaryotes (54)(61)(88). Cette conservation qui se mani-
feste méme dans les GRK-histones isolées de tissus cancéreux (40)(98)(99) est un
fait unique dans les études de structure primaire des protéines qui ont été réali-
sées jusqu'd présent.

Par comparaison avec d'autres protéines ou peptides dont 1'étude a été
faite pour de nombreuses espéces (cytochromes, hémoglobines, fibrinopeptides),
la GRK-histone apparait comme une protéine peu évolutive.

La conservation rigide de la séquence de la GRK=-histone implique une
fonction hautement spécifique liée & la conformation exacte de la molécule en-
tigre et non & des régions spécifiques de la protéine et que seuls quelques change-

ments mineurs peuvent étre tolérés,



TABLEAU XXXVIII

REGIONS PRIVILEGIEES DE LA SEQUENCE DU LAC-REPRESSEUR ET DES HISTONES RICHES EN ARGININE,
SUSCEPTIBLES DE SE LIER AUX GROUPES PHOSPHATE DU DNA ET AUX GROUPES POLAIRES
DANS LA CAVITE MAJEURE DU DNA EN CONFIGURATION B

lac-répresseur Tyr = Gln - Thr - Val - Ser - Arg - Val - Val = Asp - Gln - Ala - Ser - His - Val - Ser - Ala - Lys
17 33
ALK -histone Tyr - Leu - Thr - Ala -Glu- lle - Leu- Glu-Leu - Ala - Gly-Asn - Ala- Ala - Arg- Asp - Asn
57 73
GRK-histone Tyr - Glu - Glu- Thr - Arg- Gly- Val - Leu - Lys - Val - Phe - Leu-Glu~- Asn -Val - lle - Arg
51 67
Tyr = Gln - Lys - Ser - Thr - Glu- Leu- Leu-1lle - Arg -Lys -Leu=-Pro - Phe-GlIn- Arg - Leu
70

ARE-histone
54

- ¢l -

Les régions privilégiées dans la séquence des histones riches en arginine ont été choisies non pas en fonction de
certaines analogies purement fortuites avec la séquence du lac-répresseur, mais en fonction du nombre et de la distribu-
tion des résidus basiques et des résidus susceptibles de former des liaisons hydrog&ne avec les bases du DNA.
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Ceci s'accorde bien avec le réle de structure attribué aux histones
riches en arginine dont RICHARDS et al (100) et RICHARDS et PARDON (101)
ont montré |'implication dans la structure en superhélice du DNA dans la nucléo-

histone.

Avec cette fonction de structure, les histones peuvent contrdler les
mécanismes du cycle cellulaire qui sont étroitement liés & la conformation des

macromolécules.
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I - PREPARATION DE LA GRK-HISTONE ET DE L'ALK-HISTONE

A) PRELEVEMENT DES TISSUS

Le thymus (Veau, Porc) ou la tumeur de chloroleucémie (Rat) sont pré-
levés dés la mort de |'animal et congelés rapidement dans la neige carbonique.

Les tissus congelés sont conservés & - 20°C jusqu'a leur utilisation.

B) PREPARATION DES HISTONES

La préparation des histones comporte trois étapes :

- Préparation de la désoxyribonucléoprotéine ;
- Extraction sélective des fractions F2°1 et F2°2 de JOHNS (1) ;
- Purification des histones par chromatographie de gel-filtration ou

d'échange ionique.

Les deux premi&res étapes de cette préparation sont effectuées & + 4°C.

La derniére étape est effectuée & la température du laboratoire.

1) Préparation de la désoxyribonucléoprotéine

La désoxyribonucléoprotéine est préparée soit directement & partir du

tissu (thymus), soit & partir des noyaux préalablement isolés (tumeur de chloro-

leucémie) (2) (3).

a) A partir du thymus

Le thymus émincé (150 g) est homogénéisé & |'aide d'un homogénéiseur
Ultra-Turrax pendant 2 minutes dans 1 litre de solution NaCl 0, 14M - citrate

trisodique 0,01 M - DFP (%) 0,1 mM, pH 7,1. L'homogénat est filtré sur 4 épais-

(%) DFP : diisopropylfluorophosphate.
On fait une solution de DFP & 1 p.100 dans |'éthanol absolu et on ajoute 2 ml

de cette solution a 1 litre de solution NaCl 0, 14M - citrate trisodique
0,01M, pH7,1.
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seurs de gaze hydrophile et centrifugé & 1.100 g pendant 30 minutes (centrifugeu-
se RC type PR-2). Le surnageant est écarté. Le sédiment est homogénéisé pen-
dant 1 minute dans 1 litre de solution NaCl 0,14 M - citrate de Na 0,01 M -
DFP 0,1 mM, pH7,1. L'homogénat est centrifugé & 1.100 g pendant 15 minutes.
Le sédiment est traité trois fois encore de la méme maniére. Le sédiment obtenu

aprés le dernier lavage constitue la désoxyribonucléoprotéine purifiée.

-k e e o e -

L'isolement des noyaux & partir de la tumeur de chloroleucémie est
réalisé suivant une technique dérivée de la méthode de MURAMATSU et al (4).
Les tumeurs (200 g) sont émincées et homogénéisées & |'aide d'un homogénéiseur
de type Packard pendant 2 minutes dans 2 litres d'une solution de saccharose

0,25 M - CaCl, 0,003 M.

L'homogénat est filtré sur 4 épaisseurs de gaze hydrophile et centrifugé
a 1.100 g pendant 30 minutes. Le surnageant est écarté. Le sédiment est lavé
deux fois avec 1 litre de solution de saccharose 0,25 M - C<:|C|2 0,003 M, par
homogénéisation suivie d'une centrifugation @ 1.100 g pendant 30 minutes. Les
noyaux ainsi obtenus sont purifiés selon la méthode de CHAUVEAU (5) par
homogénéisation dans 250 m| d'une solution de saccharose 2,2 M, sui\;ie a'une
centrifugation & 36.000 g pendant 90 minutes (centrifugeuse IRC type B 20 A).
Le surnageant est écarté. Le sédiment constitué par les noyaux purs est traité
selon la technique décrite par STEELE et al (6). Il est lavé trois fois avec 500 ml
de NaCl 0,14 M - citrate trisodique 0,01 M, pH 7,1 et une fois avec 500 ml
de tampon Tris 0,1 M, pH 7,6. (%) Toutes ces opérations de lavage s'effectuent
par homogénéisation & |'aide d'un homogénéiseur Ultra-Turrax suivie d'une
centrifugation & 1.100 g pendant 15 minutes. Le sédiment obtenu aprés le dernier

lavage constitue la désoxyribonucléoprotéine purifiée.

(%) Tris : Tris (hydroxyméthyl)-aminométhane.
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2) Extraction sélective des fractions F2° 1 et an2

Les fractions cm” et F202 correspondant respectivement & la GRK-
histone et & I'ALK-histone sont extraites sélectivement, selon la méthode de
JOHNS (1), & partir de la désoxyribonucléoprotéine purifiée. Le sédiment de
désoxyribonucléoprotéine purifiée est lavé deux fois avec 500 ml d'un mélange
éthanol - eau (4 : 1 ; v/v) par homogénéisation suivie d'une centrifugation &

1.100 g pendant 10 minutes.

Le sédiment est dispersé dans 750 m| (%) d'un mélange éthanol -
solution aqueuse de chlorhydrate de guanidine & 40 p.100 eta pH 7,0 3 : 1 ;
v/v). La suspension est iransférée dans un flacon de polyéthyleéne et soumise &
une agitation douce pendant 18 heures sur un agitateur-secoueur Prolabo. La
suspension est ensuite centrifugée a 1.100 g pendant 30 minutes. Le sédiment
de désoxyribonucléoprotéine est extrait deux fois encore pendant deux heures
chaque fois avec 300 m| (%) de la solution éthanol - chlorhydrate de guanidine

et recueilli par centrifugation @ 1.100 g pendant 30 minutes.

Les surnageants sont rassemblés et filtrés sur un filtre de verre fritté n°4,
A l'extrait clarifié, on ajoute un volume égal d'acétone. Le mélange est laissé
18 heures & -20°C. Le précipité qui constitue la fraction anz est recueilli par
centrifugation & 1.100 g pendant 30 minutes. Au surnageant, on ajoute un
volume égal d'acétone. Le mélange est laissé 18 heures & - 20°C. Le précipité
qui constitue la fraction F20] est recueilli par centrifugation & 1.100 g pendant
30 minutes. Les fractions qu] et F2c|2 ainsi obtenues, sont dissoutes dans
100 ml de HC1 0,01 N, dialysées pendant 24 heures contre de I'eau distillée
(3 fois 5 litres) et lyophilisées.

A partir de 150 g de thymus, le rendement est de 902 mg pour la frac-
tion an] et de 995 mg pour la fraction F2°2.

A partir de 200 g de tumeur de chloroleucémie, le rendement est de

75 mg pour la fraction an] et de 125 mg pour la fraction F2°2.

S e S e s e T S S M M R SN N S M M R G N R G S 0 M S S e S e A S W e N e R S e O

(%) Les quantités de mélange éthanol - chlorhydrate de guanidine (750 ml et

300 ml) sont données pour la préparation des fractions F 1 et F a partir de
150 g de thymus. Pour la préparation des fractions homo ggues a ;?or’rir de 200 g
de tumeur, ces quantités sont de 500 m| pour la premiére extraction et de 200 ml
pour les deux extractions suivantes.
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3) Purification des histones

L'isolement de la GRK-histone pure & partir de la fraction an] est

réalisé par chromatographie de gel-filtration selon une technique adaptée de

SAUTIERE et al (7) et de MAURITZEN et al (8).

120 mg de fraction F sont dissous dans 2 m| de HC1 0,01 M - urée

8 M et maintenus a + 4°C penilgrrt 48 heures. La solution d'histone est diluée
au demi avec HCI 0,01 M, centrifugée et déposée sur une colonne de Sephadex
G-100 (dimensions de la colonne : 200 x 2,5 cm) équilibrée et éluée avec HCI
0,01 M (%) en présence de thiomersal (10 mg/1) comme antiseptique. Un débit
constant de 18 ml/heure est obtenu & |'aide d'une pompe Perpex monocanal
LKB (ss).

Les fractions de |'éluat correspondant & la GRK-histone sont rassem~
blées, dialysées (tube Nojax 23) pendant 24 heures contre de |'eau distillée

(3 fois 5 litres) et lyophilisées.

L'isolement de I'"ALK-histone & partir de la fraction F2c|2 de JOHNS
(1) est réalisé par chromatographie d'échange d'ions, selon une méthode adaptée

de LUCK et al (9).

. 250 mg de fraction quz sont dissous dans 3 ml de HC1 0,01 M - urée
8 M et maintenus & + 4°C pendant 48 heures. La solution d'histone est diluée
au demi avec un tampon phosphuteﬁ Na 0,1 M, pH 6,8, contenant 8 p.100 de
chlorhydrate de guanidine (%s#%), centrifugée et déposée sur une colonne de
Biorex 70 (dimensions de la colonne : 56 x 2,5 cm), équilibrée en tampon phos-
phate 0,1 M, pH 6,8, contenant 8 p.100 de chlorhydrate de guanidine. La
colonne est d'abord lavée avec 100 m| de tampon, puis éluée avec un gradient
linéaire de concentration en chlorhydrate de guanidine, obtenu en introduisant
dans une chambre de mélange 300 m| de tampon phosphate Na 0,1 M, pH 6,8,

(#)) La solution d'"HCI1 0,01 M est dégazée par une ébullition de 30 minutes.

(#%) La densité optique de |'éluat recueilli par fractions de 4,5 ml est mesurée
a 230 nm.

(#s%) Chlorhydrate de guanidine purissimum Fluka.



contenant 8 p.100 de chlorhydrate de guanidine et dans un réservoir connecté

a la chambre de mélange, 300 ml de tampon phosphate Na 0,1 M, pH 6,8,
contenant 15 p.100 de chlorhydrate de guanidine. Un débit constant de

15,6 ml/heure est obtenu & |'aide d'une pompe Perpex monocanal LKB. La den-
sité optique de |'éluat recueilli par fractions de 5,2 ml est mesurée & 277 nm.
Une mesure de la turbidité est également réalisée sur chaque fraction de I'éluat.
A une aliquote (0,1 ml) de chaque fraction, on ajoute successivement, 1,9 ml
d'eau désionisée et 1 ml d'acide trichloracétique 3 M ; aprés 15 minutes, la
turbidité du mélange est mesurée & 400 nm. La concentration en chlorhydrate de
guanidine dans |'éluat est déduite des mesures de réfractométrie effectuées de

10 en 10 fractions.

Les fractions de |'éluat correspondant & I'ALK-histone sont rassemblées,
dialysées (tube Nojax 23) sous agitation, 48 heures contre de |'eau distillée

(6 fois 5 litres) et lyophilisées.

Aprés le passage du gradient, la colonne de Biorex-70 est lavée pen-
dant 24 heures avec un tampon phosphate Na 0,1 M, pH 6,8, contenant 40 p.100
de chlorhydrate de guanidine, puis elle est de nouveau équilibrée en tampon

phosphate 0,1 M, pH 6,8, contenant 8 p.100 de chlorhydrate de guanidine.

L'ALK-histone ainsi obtenue contient encore un contaminant mineur de
taille moléculaire plus élevée. |l est donc nécessaire de la purifier par chroma-
tographie de gel-filtration sur colonne de Sephadex G-100 suivant un protocole

identique & celui décrit pour |'obtention de GRK-histone pure.

c) Préparation des colonnes

120 g de Sephadex G-100 (40 - 120 microns) sont versés par petites
portions et sous agitation constante dans 4 litres d'eau désionisée, contenus dans
un bécher. Le gel de Sephadex est laissé 24 heures & la température du labora-
toire. |l est ensuite débarrassé des particules les plus fines & |'aide du processus
suivant effectué 5 fois : suspension du gel dans 3 litres d'eau désionisée, décan-
tation de 15 minutes, élimination du surnageant par aspiration & la trompe &

eau. Aprés la derniére opération de lavage, le gel est suspendu dans 2 litres
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d'HC1 0,01 M, contenant du thiomersal (10 mg/litre), et la suspension est déga-

zée sous vide, pendant une heure.

Avant d'y introduire le Sephadex, la colonne est stérilisée, par rem-
plissage avec une solution aqueuse de phénol & 1 p.100, préalablement dégazée
par ébullition de 30 minutes & 100°C et refroidie. Au bout de 24 heures, la
colonne ainsi stérilisée est vidée & moitié et remplie de Sephadex. Elle est en-
suite équilibrée pendant 72 heures avec HC1 0,01 M contenant du thiomersal

(10 mg/litre).

120 g de résine Biorex-70 sont mis en suspension sous forte agitation
dans 2 litres d'eau distillée. L'agitation est maintenue pendant 30 minutes.
L'eau de lavage est ensuite éliminée. La résine est mise alors en suspension sous
forte agitation dans 2 litres d'"HCI 2 N. L'agitation est maintenue pendant
30 minutes. La résine, maintenant sous forme acide, est lavée & |'eau distillée
sur un filtre de verre fritté n° 4 jusqu'a ce que les eaux de lavage soient &
pH 6. La résine ainsi traitée est mise en suspension dans le tampon phosphate
Na 0,1 M, pH 6,8, contenant 8 p.100 de chlorhydrate de guanidine et intro-

duite dans la colonne.



Il = CONTROLE DE PURETE DES PREPARATIONS D'HISTONES

ELECTROPHORESE EN GEL DE POLYACRYLAMIDE apH 4,5

L'électrophorése des histones en gel de polyacrylamide est réalisée &
pH 4,5 selon la technique de REISFELD et al (10).

A) Préparation des solutions

(%) Temed : Tétraméthyléthylénediamine.

Solution A : KGH N 48 ml
Acide acétique glacial 17,2 ml
Temed (%) 4 ml
Eau distillée q.s.p. 100 ml
Solution B: KOH N 48 ml
Acide acétique glacial 2,87 ml
Temed 0,46 ml
Eau distillée q.s.p. 100 ml
Solution C : Acrylamide 60 g.
Méthyléne bis acrylamide 0,4¢
Eau distillée q.s.p. 100 ml
Solution D : Acrylamide 10 ¢
Méthylene bis acrylamide 2,5¢
Eau distillée q.s.p. 100 ml
Solution E: Riboflavine 4 mg
Eau distillée q.s5.p. 100 ml
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Toutes ces solutions sont conservées en flacons bruns a + 4°C.

Solution F : préparée extemporanément

Persulfate d'ammonium 0,028 g
Urée 4,8 g
Eau désionisée q.s.p. 10 ml

B) Préparation des gels

Les gels sont préparés dans des tubes de verre (longueur : 75 mm ; dia-
meétre intérieur : 5 mm) soigneusement dégraissés par un lavage au détergent

(Teepol) suivi d'un lavage & |'acide sulfurique chaud.

Le mélange suivant est préparé & 0°C et & |'abri de la lumigre :

Solution A 1 volume 1,5 ml (%)
Solution C 2 volumes 3 ml
Eau distillée 1 volume 1,5 ml
Solution F 4 volumes 6 ml

0,9 ml de ce mélange sont introduits dans chaque tube en évitant la
formation de bulles d'air. Une goutte d'eau distillée est déposée dans chaque
tube & la surface du mélange. La polymérisation du mélange s'effectue en
45 minutes & la température ambiante. La pellicule d'eau est alors éliminée de la

surface du gel & |'aide d'un papier filtre.

Le mélange suivant est préparé & 0°C et & |'abri de la lumiére :

Solution B 1 volume 0,4 ml (%)
Solution D 2 volumes 0,8 ml
Solution E 1 volume 0,4 ml
Solution d'urée 8 M 4 volumes 1,6 ml

(%) Les quantités sont indiquées pour 12 gels.
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0,15 ml de ce mélange sont introduits dans chaque tube. Une goutte
d'eau distillée est déposée dans chaque tube & la surface du mélange. La poly~-
mérisation du mélange s'effectue en 20 minutes & la température ambiante, avec
une lampe fluorescente. La pellicule d'eau est alors éliminée de la surface du

gel & |'aide d'un papier filtre.

1 mg d'histone est dissous dans 1 ml d'"HCI1 0,01 M - urée 8 M. La solu-

tion est conservée & + 4°C et utilisée 48 heures aprés sa préparation.

Des quantités de 5 pl et 20 pl correspondant respectivement & 5 po et
& 20 pg de protéine sont prélevées dans chaque solution d'histone & analyser
et sont mélangées & 0,15 ml de solution pour gel & larges pores, avant d'étre

introduites dans les tubes d'électrophorése.

Une goutte d'eau distillée est déposée dans chaque tube & la surface
de la solution. La polymérisation du mélange s'effectue en 20 minutes & la
température ambiante, avec une lampe fluorescente. La pellicule d'eau est

alors éliminée de la surface du gel & |I'aide d'un papier filtre.

C) Electrophorése

La migration électrophorétique est effectuée dans un appareil Buchler
dont la cuve est maintenue & 10°C. Un courant constant de 6 mA/tube est
fourni par une alimentation Shandon type Vokam. La durée de |'électrophorése

est de 60 minutes.

D) Coloration - Décoloration des gels

Les gels sont colorés pendant 30 minutes dans une solution d'Amido~-
schwarz 10 B & 1 p.100 dans le mélange acide acétique - éthanol - eau
(1:2:7; v/v) et décolorés par lavages répétés sous agitation douce avec le

mélange acide acétique - éthanol - eau (1 :2:7 ; v/v).
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I[11- HYDROLYSE DES HISTONES PAR LES CARBOXYPEPTIDASES A ET B (%)

A) HYDROLYSE DE LA GRK-HISTONE PAR LA CARBOXY-
PEPTIDASE A

1) Préparation de la solution de carboxypeptidase A

La solution de carboxypeptidase A est préparée en lavant 0,1 ml de la
suspension d'enzyme cristallisé, 4 fois avec 2 m| d'eau distillée glacée.
L'enzyme est alors dissous dans 1 ml d'une solution de LiCl & 10 p.100 dans le
tampon Tris 0,01 M, pH 7,5 ; la concentration d'enzyme est approximativement

2,5 mg/ml.

2) Hydrolyse

11 mg (1 pmole) de GRK-histone sont dissous dans 1,8 m| de tampon
Tris 0,01 M, pH 7,5 et hydrolysés & - 37°C, sous agitation constante avec
0,2 ml de la solution de carboxypeptidase A (rapport enzyme/substrat : 1/20).
Une cinétique de |'hydrolyse est réalisée en prélevant des aliquotes de 0,2 ml
aux temps : 10 minutes, 20 minutes, 30 minutes, | heure, 2 heures, 3 heures
et 24 heures. Un témoin enzyme (1,8 ml de tampon Tris 0,01 M pH 7,5 et
0,2 ml de solution de carboxypeptidase A) est maintenu & 37°C sous agitation
constante. Des aliquotes de 0,2 m| sont prélevées 10 minutes, 3 heures et

24 heures aprés |'addition d'enzyme.

Les prélevements sont recueillis dans 1 m| de tampon citrate trisodique
0,2 M pH 2,2 et congelés dans un mélange de neige carbonique et d'acétone,

pour étre ensuite analysés avec |'Analyseur d'amino-acides.

e e e S S S S S S e e e S e e G e e

(%) Carboxypeptidase A (EC 3.4.2.1) (Worthington) traitée par le DFP.
Carboxypeptidase B (EC 3.4.2.2) (Worthington) traitée par le DFP,
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B) HYDROLYSE DE L'ALK-HISTONE PAR LA CARBOXYPEPTIDASE B

7 mg (0,5 'Jmole) d'ALK-histone sont dissous dans 0,9 m| de tampon
Tris 0,01 M pH 7,8 et hydrolysés @ 37°C, sous agitation constante avec
0,01 ml de solution de carboxypeptidase B (rapport enzyme/substrat : 1/20).

Des aliquotes de 0,3 ml sont prélevées aprés 10 minutes et 30 minutes
d'hydrolyse. Un témoin enzyme (0,9 ml de tampon Tris 0,01 M pH 7,8 et
0,01 ml de solution de carboxypeptidase B) est maintenu & 37°C, sous agita-
tion constante. Des aliquotes de 0,3 m| sont prélevées 10 minutes et 30 minutes

aprés |'addition d'enzyme.

Les prélévements sont recueillis dans 2,5 m| de tampon citrate trisodi-
que 0,2 M pH 2,2 et congelés dans un mélange de neige carbonique et d'acé-

tone pour &tre ensuite analysés avec |'Analyseur d'amino-acides.

Un second prélévement de 0,3 ml effectué aprés 10 minutes d'hydrolyse

est acidifié avec 0,1 ml d'HCI N pour &tre ensuite soumis & I'hydrazinolyse.



IV - COUPURE DE LA LIAISON METHIONYLE PAR LE BROMURE DE

CYANOGENE ET SEPARATION DES PRODUITS DE CLIVAGE

A) COUPURE DE LA GRK-HISTONE PAR LE BROMURE DE
CYANO GENE

La coupure de la liaison méthionyle par le bromure de cyanogéne a été
réalisée selon la méthode de GROSS et WITKOP (11). 110 mg (10 |Jmo|es) de
GRK-histone sont dissous dans 10 m| d'acide formique @ 70 p.100. On ajoute
106 mg de bromure de cyanogéne (100 |Jmo|es/|Jmo|e de méthionine). Le mélange
réactionnel est placé sous azote et maintenu & 34°C pendant 24 heures avec
une agitation constante. |l est ensuite dilué & 100 m| avec de |'eau désionisée,

et lyophilisé.

B) SEPARATION DES PRODUITS DE CLIVAGE (12)

Le résidu sec ainsi obtenu est dissous dans 4 m| d'HCI 0,01 N. Aprés
centrifugation, la solution est déposée sur une colonne (200 x 2,5 cm) de
Sephadex G-100 (40-120 p) équilibrée en milieu HC1 0,01 N. L'élution des
produits de clivage est effectuée par HCI 0,01 N avec un débit constant de
18 ml/heure. La densité optique de I'éluat recueilli par fractions de 4,5 ml,

est mesurée & 230 et 278 nm.



V - HYDROLYSE DES HISTONES PAR LES ENDOPEPTIDASES

A) GRK-HISTONE

1) Hydrolyse trypsique

110 mg (10 ‘Jmoles) de GRK-histone sont dissous dans 15 m| de tampon
bicarbonate d'ammonium 0,1 M pH 8,0 et hydrolysés par la TPCK-trypsine (%)
a 37°C, pendant 4 heures. La TPCK-trypsine, utilisée dans un rapport final
enzyme/substrat de 1/50, est ajoutée au temps zéro de |'hydrolyse (1,1 mg) et
aprés 2 heures d'hydrolyse (1,1 mg). L'arrét de I'hydrolyse est obtenu par ajus-

tement du pH & 3,5 avec de |'acide formique pur.

2) Hydrolyse chymotrypsique

110 mg (10 ‘Jmoles) de GRK-histone sont dissous dans 15 m| de tampon
bicarbonate d'ammonium 0,1 M pH 8,0 et hydrolysés par la chymotrypsine &
37°C pendant 2 heures. La chymotrypsine, utilisée dans un rapport final
enzyme/substrat de 1/50, est ajoutée au temps zéro de |'hydrolyse (1,1 mg) et
aprés 1 heure d'hydrolyse (1,1 mg). L'arrét de I'hydrolyse est obtenu par ajuste-

ment du pH & 3,5 avec de |'acide formique pur.

B) ALK-HISTONE

1) Hydrolyse de |'ALK-histone native par la trypsine ou la chymo-

trypsine
140 mg (10 pmoles) d'ALK-histone sont dissous dans 20 m| de tampon

bicarbonate d'ammonium 0,1 M pH 8,0 et hydrolysés par la TPCK -trypsine ou

(%) Trypsine (EC 3.4.4.4)(Worthington) traitée par le TPCK, L-(1-tosylamido-2~
phényl)éthyl chlorométhyl kétone.
o -chymotrypsine (EC 3.4.4.5)(Worthington WCDS).
Thermolysine (EC 3.4.4.-)(Merck).



la chymotrypsine & 37°C pendant 4 heures. Chaque enzyme, utilisé dans un
rapport final enzyme/substrat de 1/50, est ajouté au temps zéro de |'hydrolyse
(1,4 mg) et aprés 2 heures d'hydrolyse (1,4 mg). L'arrét de I'hydrolyse est

obtenu par ajustement du pH & 3,5 avec de |'acide formique pur.

2) Hydrolyse de I'ALK~histone maléylée par la trypsine ou la

chymotrypsine

La maléylation de I'ALK-histone a été réalisée selon la technique de
BUTLER et al (13). 100 mg (7 Pmo|es) d'ALK -histone sont dissous dans 20 ml
d'eau distillée. La solution maintenue & 0°C & |'aide d'un bain thermostaté
LAUDA (type K 2 RD) est ajustée & pH 9,0 avec de la soude normale. 120 mg
d'anhydride maléique (10 pmoles d'anhydride ma|éique/‘.|mo|e de lysine) sont
ajoutés par petites portions, sous agitation constante, en maintenant le pH entre
8,5 et 9,5 & l'aide de soude N. Il faut environ 15 minutes pour ajouter les
120 mg d'anhydride maléique. Le pH se stabilise & 9,0, 15 minutes aprés la der-
nidre addition d'anhydride maléique. Aprés une heure de réaction, le mélange
est dialysé (tube Nojax 18), sous pression et sous agitation pendant 4 heures &
la température du laboratoire contre NH4HCO3 0,1 M pH 8,0 (4 fois 1 litre).
La solution d'ALK-maléylée est alors transférée dans une fiole conique thermos-

tatée a 37°C.

b) Hydrolyse

L'ALK-histone maléylée est hydrolysée par la TPCK-trypsine ou la
chymotrypsine & 37 °C pendant 4 heures en milieu bicarbonate d'ammonium 0,1 M
pH 8,0. Chaque enzyme est ajouté au temps zéro de |'hydrolyse (1 mg) et apreés
2 heures d'hydrolyse (1 mg). L'arrét de I'hydrolyse est obtenu par ajustement du

pH & 3,5 avec de I'acide formique pur.

La démaléylation de |'hydrolysat est effectuée selon la méthode de
De LANGE et al (14). L'hydrolysat acidifié a pH 3,5 est maintenu, sous agi-
tation constante, & 40°C pendant 40 heures, en présence de tolugne (0,1 ml)

pour éviter tout développement de microorganismes.
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3) Hydrolyse de I'ALK-histone native par la thermolysine

140 mg (10 'Jmoles) d'ALK-histone sont dissous dans 20 m| de tampon
bicarbonate d'ammonium 0,1 M pH 8,0 et hydrolysés par la thermolysine &
40°C pendant 4 heures. La thermolysine utilisée dans un rapport final enzyme/
substrat de 1/100, est ajoutée au temps zéro de I'hydrolyse (0,7 mg) et aprés
2 heures d'hydrolyse (0,7 mg). L'arrét de I'hydrolyse est obtenu par ajustement

du pH & 3,5 avec de |'acide formique pur.
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VI - FRACTIONNEMENT DES HYDROLYSATS ENZYMATIQUES

PAR CHROMATO GRAPHIE D'ECHANGE D'IONS (15)

A) SEPARATION DES PEPTIDES

Aprés lyophilisation, |'hydrolysat est dissous dans 3 m| d'acide formique
a4 30 p.100. Le matériel insoluble est éliminé par centrifugation. Le surnageant
est déposé sur une colonne de Chromobeads P (%) (130 x 0,635 cm) thermostatée
a 59°C et équilibrée dans un tampon pyridine 0,1 M - acide formique pH 2,9.
Un débit constant de 33 ml/heure est obtenu & |'aide d'une pompe Milton-Roy
et des fractions de 5,5 ml sont collectées automatiquement. L'élution des pep-
tides est réalisée dans un premier temps avec un gradient continu de pH crois-

sant - pH 2,9 a pH 5,0 -, et de molarité croissante en pyridine - 0,1 Ma2 M -,

Ce gradient est obtenu avec un appareil Varigrad & 9 cellules cylin-

driques contenant chacune 200 m| de tampon (Tableau 1).

Aprés le passage du gradient, |'élution des peptides de caractére basi-
que est poursuivie pendant 24 heures avec un tampon pyridine 2 M - acide acé-

tique pH 5,0.

En modifiant le gonflement des grains de résine, |'accroissement de la
molarité en pyridine (de 0,1 M & 2 M) entraine une augmentation de la pression
du tampon sur la colonne de résine et le tassement de cette colonne. Avant de
régénérer la résine par la soude 0,2 N, il est donc nécessaire de la replacer en
tampon pyridine 0,1 M pH 2,9, pour éviter les fortes pressions dommageables
pour la colonne. Il est méme recommandé d'enlever la résine de la colonne et
de refaire la colonne aprés chaque fractionnement.

(%) La résine Chromobeads P (Technicon) est une résine cationique type

Dowex 50 X 2.
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TABLEAU |

Tampon Tampons pyridine - acide formique Tampon
Numéro pyridine - (%) pH 5,0 pyridine -
de la cellule acide formique acide acétique
0,1M, pH 2,9 0,5M M 2 M, pH 5,0
1 200 ml
2 150 ml 50 ml
3 100 ml 100 ml
4 50 ml 150 ml
5 200 ml
6 200 ml
7 100 ml 100 ml
8 200 ml
9 200 ml

(#) La pyridine (RP Prolabo) est purifiée par distillation sur ninhydrine (1 g/litre) et baryte
anhydre (10 g/litre).

L1-1



B) REPERAGE DES PEPTIDES DANS L'ELUAT

Le repérage des peptides dans |'éluat s'effectue successivement par la
réaction & la ninhydrine, la réaction de SAKAGUCHI (arginine) et la réaction
de PAULY (histidine et tyrosingsur des aliquotes de 0,32 ml prélevées automati-
quement dans chaque fraction. Une chaihe d'analyse Technicon équipée du
manifold approprié & chaque réaction est utilisée pour ce repérage (Figures 1,
2, 3 et 4). Le montage permet |'analyse de 40 échantillons & |'heure. Le temps
de prélévement de chaque échantillon est de 1 minute. Chaque prélévement
d'échantillon est suivi d'un prélévement d'eau distillée pendant 30 secondes
pour le ringage du circuit d'analyse et pour éviter |'introduction de bulles d'air

dans le circuit d'analyse.

1) Réaction & la ninhydrine

a) Réactif & la ninhydrine

Solution concentrée de ninhydrine 750 ml
Solution diluée de méthylcellosolve 3.000 ml

Le réactif est maintenu sous atmosphére d'azote, dans un flacon opaque.

Méthylcellosolve 500 ml
Ninhydrine 15¢g
Hydrindantine 1:125 g
Tampon acétate Na 4 M pH 5,51 262,5 ml

Cette solution est préparée et conservée sous atmosphére d'azote dans un flacon

opaque.

Méthylcellosolve 1.500 ml
Eau distillée 1.500 ml

Cette solution est préparée et conservée sous atmosphére d'azote, en flacon brun.
Lorsque le rendement d'une hydrolyse enzymatique se trouve diminué par

la présence d'une fraction insoluble importante (hydrolyse trypsique ou chymo-
P P ¥ Y ypsiq Y
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trypsique de I'ALK-histone native) ou que la quantité de protéine hydrolysée est

faible, un réactif concentré & la ninhydrine est utilisé.

Solution concentrée de ninhydrine 750 ml
Solution diluée de méthylcellosolve 1.000 ml

Le réactif est maintenu sous atmosphére d'azote, dans un flacon opaque.

L'échantillon prélevé est mélangé au réactif & la ninhydrine dans une
bobine de délai. Le flux liquidien est fractionné par bulles d'azote. La progres-
sion du flux est assurée par une pompe péristaltique. Aprés passage au bain-
marie & 95°C et refroidissement, le mélange réactionnel passe dans un colori-

métre o sa densité optique est mesurée & 570 nm.

2) Réaction de SAKAGUCHI

La réaction de SAKAGUCHI adaptée & I'Auto-Analyseur Technicon

est utilisée pour le repérage des peptides contenant de I'arginine.

a) Réactifs

N-bromosuccinimide 3¢
Eau distillée q.s.p. 1.000 ml
Cette solution doit étre préparée extemporanément et maintenue dans un flacon

opaque.

Solution de 8-hydroxy-quinoléine & 1 p.100
dans le méthanol 20 ml

NaOH 8 N 375 ml
Eau distillée q.s.p. 1.000 ml
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L'échantillon prélevé est dilué au demi avec de |'eau distillée et frac-
tionné par bulles d'air. Il passe dans une bobine de délai, puis il est mélangé
avec la solution de 8-hydroxy-quinoléine. Il passe dans une seconde bobine de
délai & la sortie de laquelle il est mélangé avec la solution de N-bromosucci-
nimide. Aprés passage dans une froisidme bobine de délai, le mélange réac-

tionnel passe dans un colorim&tre oU sa densité optique est mesurée & 505 nm,

3) Réaction de PAULY

La réaction de PAULY adaptée & |'Auto~Analyseur Technicon est utili-

sée pour le repérage des peptides contenant de |'histidine et de la tyrosine.

a) Réactifs

s o amm o G e G — —

Acide sulfanilique 5g¢g
HCI concentré 42 ml
Eau distillée q.s.p. 1.000 ml

Nc’:NO2 3,5¢
Eau distillée q.s.p. 1.000 ml

Cette solution doit &tre préparée extemporanément.

N<:2CO3 anhydre 212 g
Eau distillée q.s.p. 1.000 ml

L'échantillon prélevé est mélangé avec la solution de carbonate de
sodium. Le mélange fractionné pdr bulles d'air passe dans une bobine de délai
a la sortie de laquelle il est mélangé avec le mélangé - acide sulfanilique,
nitrite de sodium -. Aprés passage dans une bobine de délai, le mélange réac-

tionnel passe dans un colorimétre ol sa densité optique est mesurée & 505 nm



4) Schémas des manifolds

MANIFOLD NINHYDRINE

Bobine de
refroidissement
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Colorimétr

Enregistreur

570 nm
ain-
marie &
95°C -
Evier
Bobine de
mélange

ARAA AAA.

1,06 ml/min

Ninhydrine 1,69ml/min.
I |

Azote . 0,32ml/min.
s |

FIGURE 1

MANIFOLD NINHYDRINE CONCENTREE

Echantillon , 0,32ml/min.

Bobine de

refroidissement
)

Colorimétre

570 nm Enregistreur
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m;lsrloecd S g 1,06m!/min.
Evier
Nlnhydrlne<} 0,56ml/min.
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m'e"“l'c:n”g'le Azote < 0,32ml/min.
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MANIFOLD SAKAGUCHI
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Colorimetre

203 nm Enregistreur
Bobine de
mélange - <"I,ZOmI/min.
Evier

N.B.S. 0,42ml/min.

I §
8-H.Q. 0,80ml/min.

<J
Eau _,0,32ml/min.

Bobine de Bobine de -
| mélange "'1"3'0”99 Air <}0,42m|/min.
FIGURE 3 Echonhllo% 0,32ml/min.

MANIFOLD PAULY

Colorimétre

505 nm Enregistreur
- 2 ml/min.
Evier
NaNO o /‘],20m|/min.
I |
Acide
MWW Sulfcniliqu%],ZOmein.
Bobines de N°2CO3 2 ml/min.
Bobine de ‘| <
mélange mefange

Echantillon 0,32 m|/min.
|

FIGURE 4
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C) EVAPORATION DES FRACTIONS PEPTIDIQUES

Les fractions correspondant & un pic d'élution sont rassemblées et éva-
porées & sec & l'aide d'un Rotary Evapomix Buchler équipé d'un pie¢ge & neige
carbonique. Chaque fraction peptidique est ensuite dissoute dans 2 ml d'acide

acétique & 10 p.100 et conservée & - 20°C.
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VIl - ANALYSE ET PURIFICATION DES FRACTIONS PEPTIDIQUES

L'analyse des fractions peptidiques est effectuée par chromatographie
sur papier Whatman 3 MM suivie d'une électrophorése. Les peptides sont éven-
tuellement purifiés par |'une ou |'autre de ces méthodes ou par les deux méthodes
associées, en utilisant un papier Whatman 3 MM lavé pendant 48 heures avec

de l'acide acétique & 10 p.100.

A) SOLVANTS DE CHROMATO GRAPHIE

1) Solvant Butanol - pyridine (chromatographie descendante de

18 heures).
Butanol-1 750 ml
Pyridine 500 ml
Acide acétique 150 ml
Eau désionisée 600 ml

2) Solvant Butanol - Acide acétique (chromatographie descendante

de 24 heures).

Butanol-1 200 ml
Acide acétique 30 ml
Eau désionisée 75 ml

B) TAMPONS D'ELECTROPHORESE

La séparation électrophorétique des peptides ou des amino-acides est
effectuée dans un tampon pyridine - acide acétique de pH 3,6 ou 3,0, sous une
tension de 2.200 Volts, pendant 90 minutes. L'appareil utilisé est un Electropho-
rator GILSON (modéle D 5.000 Volts).
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1) Tampon pH 3,6

Pyridine 10 mi
Acide acétique 100 mi
Eou désionisée 2.890 mi

2) Tampon pH 3,0

Pyridine 3 mi
Acide acétique 120 mi
Eau désionisée q.s.p. 4,000 mi

C) COLORATIONS DES CARTES PEPTIDIQUES

1) Coloration & la ninhydrine

Ninhydrine 10 g
Acétone 1.000 m!
Acétate de cadmium 1g
Acide acétique glacial 50 ml
Eau distillée 100 ml

Aprés séchage, par simple ventilation sous la hotte, les cartes pepti-
diques sont placées pendant 1 heure dans une étuve @ 100°C. Elles sant ensuite
trempées dans le réactif & la ninhydrine - cadmium et placées dans une étuve
dont la température est progressivement élevée jusqu'a 60°C. Ce chauffage

progressif permet d'obtenir un fond blanc.

2) Coloration & la phénanthréne-quinone

Cette coloration est utilisée pour la révéiation spécifigue sur papier
¥ | )

des peptides contenant de l'arginine (17) (18) et a |'avantoge d'étie frés stable.
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a) Réactif

- Solution A
Phén‘anthréne-q_u?none 0,02 g
Ethanol 100 m |

-Solution B - i

NaOH pastilles 10 g
Ethanol & 60 p.100 q.s.p. 100 ml

Cette solution doit étre préparée extemporanément.

Le réactif & la phénanthréne-quinone est préparé en mélangeant des

volumes égaux de solutions A et B.

Aprés séchage par simple ventilation sous la hotte, les cartes peptidi-
ques sont placées pendant 1 heure dans une étuve & 100°C. Elles sont ensuite
trempées dans le réactif & la phénanthréne-quinone et séchées sous la hotte.
Aprés 20 minutes, |'examen des cartes peptidiques sous la lumigre ultraviolette
a 366 nm fait apparaitre les peptides contenant de |'arginine sous forme de

taches de fluorescence bleutée sur un fond bleu foncé.
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VIl - TECHNIQUES D'ETUDE DE LA SEQUENCE

EN AMINO-ACIDES DES PEPTIDES

A) DETERMINATION DE L'AMINO-ACIDE EN POSITION NH2~

TERMINALE PAR LA METHODE DE DANSYLATION (19)(20)

1) Dansylation du peptide

Placer 1 @ 5 nmoles de peptide dans un tube (75 x 5 mm). Evaporer &
sec sous vide dans un dessicateur, en présence d'acide sulfurique concentré et

de soude en pastilles.

Ajouter 10 lJI de Nc:HCQ3 0,2 M; évaporer & sec sous vide, Cette

opération a pour but d'alcaliniser le milieu et d'en éliminer I'ammoniac.

Ajouter 10 pl d'eau désionisée. Vérifier le pH (pH 8,5 papier indica~
teur Merck). Si le pH est acide, ajouter 10 Pl de NcHCO3 0,2 M ; évaporer

& sec et ajouter 10 Vl d'eau désionisée.

Ajouter 10 'Jl d'une solution de DNS-CI (2,5 mg/ml dans |'acétone
anhydre)(#) préparée chaque mois et conservée & - 20°C et & 'abri de la lumiére.
Le tube bouché avec un morceau de parafilm et couvert avec une feuille d'alu=-
minium, est laissé 1 heure & 37°C ou 3 heures & la température du laboratoire.

Le mélange réactionnel est évaporé & sec sous vide. Le peptide est hydrolysé
avec 0,05 ml d'HCI 5,7 N pendant 18 heures & 105 °C. L'hydrolysat est évapo-

ré & sec sous vide dans un dessicateur en présence de soude en pastilles, et

repris par 10 pl d'une solution aqueuse de pyridine & 50 p.100 (v/v).
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(#) DNS : 1-diméthylamino=-naphtaléne-5-sulfonyl.
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2) Chromatographie des Dansylamino-acides (ou DNS-amino=-acides)

Les DNS-amino-acides sont séparés et identifiés par chromatographie

sur couche mince de gel de silice.

28 g de gel de silice (Kieselguhr G Merck) sont mis en suspension dans
60 m| d'un mélange eau distillée - éthanol absolu (55 ¢ 5 ; v/v). La suspension
est étalée sur 5 plaques de verre (20 x 20 cm) en une couche uniforme de
0,25 mm d'épaisseur. On laisse les plaques sécher & la température ambiante.
Avant le dépdt des DNS-amino-acides, les plaques sont tracées et activées &

100°C pendant 1 heure.

Pour la séparation monodimensionnelle, des couloirs paralléles de 1 cm
de largeur sont tracés dans le sens perpendiculaire au sens de |'étalement du gel.
Plusieurs échantillons peuvent ainsi étre analysés en méme temps, sur la méme
plaque (21). L'échantillon & analyser est déposé & 3 cm du bord inférieur de la
plaque. De chaque cété de |'échantillon sont déposés des DNS-amino-acides

témoins en solution aqueuse de pyridine @ 50 p.100 (v/v).

Aprés introduction de la plaque dans la cuve de chromatographie et
une période de saturation de 30 minutes, les DNS-amino-acides sont séparés
par chromatographie ascendante dans le systéme solvant : benzéne - pyridine -
acide acétique (16 : 4: 1 ; v/v) décrit par DEYL et ROSMUS (22) (migration

90 minutes).

Pour les séparations bidimensionnelles, les systemes solvants préconisés

par GROS et LABOUESSE ont été utilisés (23).

Premiére dimension : migration 90 minutes

Solvant : benzéne - pyridine - acide acétique (16 :4:1 ; v/v).

Seconde dimension : migration 120 minutes

Aprés réactivation & 100°C pendant 10 minutes et saturation de
30 minutes, la plaque est soumise & une seconde migration dans un sens perpendi-
culaire & celui de la premiére migration avec le systéme solvant : toluéne =

monochloroéthanol - ammoniaque concentrée (6 : 10 : 4 ; v/v).
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B) DEGRADATION DE EDMAN

La dégradation de EDMAN a été utilisée, soit en association avec la

méthode de dansylation (20) (24) (25), soit en méthode soustractive.

1) Réactifs

Phénylisothiocyanate (PITC) (Fluka purissimum p.a.)

Pyridine (Prolabo RP) distillée sur ninhydrine (1 g/I) et sur baryte
anhydre (10 g/1)

Acide trifluoroacétique (TFA) (Fluka purissimum p.a.)

Acétate de n-butyle (Merck p.a.)

2) Mode opératoire

100 & 500 nanomoles de peptide en solution dans |'acide acétique &
10 p.100 sont placées dans un tube Kimax et évaporées & sec & |'aide d'un
Rotary EvapoMix Buchler. Le résidu sec est dissous dans 150 pl d'eau distillée.
On ajoute 150 |J| d'une solution de PITC (%) & 5 p.100 (p/v) dans la pyridine.
La réaction de couplage est effectuée sous atmosphére d'azote & 45°C pendant
90 minutes. Le mélange est évaporé & sec & 60°C pendant 30 minutes, sous
vide poussé (1 mm Hg) en présence d'acide sulfurique, de soude en pastilles
et d'anhydride phosphorique. Le résidu sec est dissous dans 200 Fl de TFA et la
cyclisation et la coupure sont réalisées sous atmosphére d'azote & 45°C pendant
30 minutes. Le TFA est ensuite chassé sous un jet d'azote. Le tube est alors
placé & 60°C pendant 10 minutes sous vide poussé (1 mm Hg), en présence de
soude en pastilles. Le résidu sec est dissous dans 200 Fl d'eau distillée. La solu-
tion est extraite deux fois avec 1,5 ml d'acétate de butyle saturé d'eau. Le
résidu sec est dissous dans 150 '.J' d'eau distillée. Avant d'effectuer un nouveau

cycle de dégradation, une aliquote est prélevée pour étre soumise & la

dansylation ou & |'analyse des amino-acides.

(%) Cette solution est préparée extemporanément en mélangeant 50 pl de PITC

et 1 ml de pyridine.
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C) DETERMINATION DE L'AMINO-ACIDE EN POSITION

COOH-TERMINALE

1) Hydrolyse par les carboxypeptidases A et B (%)

La solution de carboxypeptidase A est préparée en lavant 0,1 ml de la
suspension d'enzyme cristallisé 4 fois avec 2 m| d'eau distillée glacée. L'enzyme
est alors dissous dans 1 ml d'une solution de LiCl & 10 p.100 dans le tampon
bicarbonate d'ammonium 0,1 M pH 8,0 : la concentration d'enzyme est appro-

ximativement 2,5 mg/ml.

0,25 a1 I.Jmole de peptide est dissoute dans 0,5 m| de tampon bicarbo-
nate d'ammonium 0,1 M, pH 8,0 et hydrolysée & 40°C par les carboxypeptidases
A ou B ou par le mélange des deux enzymes, pendant des temps généralement

compris entre 0 et 6 heures.

L'arrét de I'hydrolyse est obtenu par acidification de I'hydrolysat avec
0,1 ml d'acide formique. L'hydrolysat est alors lyophilisé. Le ou lesamino=-acides
libérés sont identifiés, soit avec |'Analyseur d'amino-acides, soit en électro-
chromatographie sur papier. Dans ce cas, |'hydrolysat est dissous dans 0,2 ml
d'acide acétique & 10 p.100 et déposé sur une feuille de papier Whatman 3 MM.
L'électrophorése est effectuée en tampon de pH 3,6 ou de pH 3,0, pendant
90 minutes & 2.200 V, en présence d'amino-acides témoins. La séparation chro-
matographique est effectuée pendant 24 heures avec le systéme solvant butanol -
acide acétique, en présence d'amino-acides témoins. Les amino-acides sont
révélés avéc le réactif & la ninhydrine = cadmium (voir le paragraphe Vil de cet

Appendice Technique).

2) Hydrazinolyse

Nous avons utilisé cette méthode soit seule, soit aprés hydrolyse des

peptides ou de la protéine (ALK-histone) par la carboxypeptidase A ou B.

(%) Rapport Enzyme/Substrat = 0,25 mg/Pmole.
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a) Réactifs

Hydrazine anhydre (97 p.100 Matheson)
Benzaldéhyde (p.a. Merck)

Une aliquote correspondant @ 0,2 - 0,5 pmole de peptide est placée
dans un tube Kimax (100 x 10 mm) et lyophilisée. Le résidu sec est redissous
dans 0,5 ml d'"HCI 0,1 N. La solution est lyophilisée. Ce processus est répété
5 fois. Le résidu sec est alors placé pendant 48 heures dans un dessicateur, sous
vide en présence de P205 et de soude en pastilles. On ajoute alors 0,5 ml
d'hydrazine anhydre. Le tube Kimax est introduit dans un tube pyrex (150 x 16 mm)
qui est ensuite scellé et placé & I'étuve & 80°C pendant 16 heures. Le mélange
réactionnel est évaporé dans un dessicateur sous vide en présence d'acide sulfu-
rique concentré et d'anhydride phosphorique. Il est dissous dans 1 ml d'eau et
évaporé de nouveau. _

Le résidu sec est dissous dans 1 ml d'eau et la solution est extraite
successivement selon la méthode de NiU et FRAENKEL-CONRAT (26) avec du
benzaldéhyde (3 fois 1 ml) et de I'éther privé de peroxyde saturé d'eau (2 fois
1 ml). La phase aqueuse est séparée de la phase crganique par centrifugation.
Aprés la derniére extraction, la phase aqueuse est évaporée & sec. L'amino-
acide libéré est alors identifié, soit en chromatographie bidimensionnelle ou en

électrochromatographie sur papier, soit avec |'Analyseur d'amino-acides.

D) HYDROLYSE PAR L'AMINOPEPTIDASE M (%)

Une aliquote correspondant & 0,1 - 0,5 pmole de peptide est lyophi-=
lisée. Le résidu sec est dissous dans 0,2 - 1 m| de tampon bicarbonate d'ammo-
nium 0,1 M pH 8,0. L'hydrolyse du peptide est effectuée avec |'aminopepti-
dase M (0,5 mg/Pmole de peptide) pendant 24 & 48 heures, en présence d'une

goutte de toluéne.

L'hydrolysat est lyophilisé. L'acide aspartique et I'acide glutamique
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(%) Aminopeptidase M (EC 3.4.1.-) (ROHM et HAAS).
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ainsi que leurs amides respectives sont identifiés par électrochromatographie sur
papier Whatman 3 MM (électrophorése 90 minutes & 2.200 V, en tampon de

pH 3,0; chromatographie 24 heures dans le solvant butanol - acide acétique).
La séparation bidimensionnelle est réalisée en présence d'amino-acides témoins.

Les amino-acides sont révélés par le réactif & la ninhydrine - cadmium.
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