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INTRODUCTION 
- ---- 

En 9943, SPEDMAN e t  STEDMAN (1) avancerent SLhhypothèse que tes 

histones - protéines basiques associées au D N A  dans les cel lu les somatiques - 
avaient  un rô le répresseur sur l ' ac t i v i té  du gene dans la  ce l lu le ,  L e  fart que 

I'appaei t ion des histones dans I '6volut ion cohc ide ,  comme l a  sssvligné 

GEOWGIEV (21, avec l 'appar i t ion d'un noyau bien dé f in i  (et des chromssomes) 

e t  avec l a  dif férenciat ion, n k s t  sans doute pas étranger à cette hypsthbse qui 

reçut sa première preuve expérimentale en 1962, grâce aux travaux de HUANG 

e t  BONN ER (3). Ces auteurs montrèrent que les histones inh8baient la synthèse 

du RNA, Entre temps, STEDMAN e t  SPEDMAN avaient ~e rve r t  la vo le  vers un 

vaste champ d~nves t i ga t f ons  dont les histones e t  les autres constituants de la  

chromatine a l la ien t  gtre l 'objet ,  

Les recherches entreprises aux environs de 9950 concernaient essew- 

t ie l lement la dissociation du complexe D N A  - histones pas les acides dblu6s (4) 

(5) ou par les sels neutres (6) e t  le  fractionnement des histones alnsl obtenues 

Q) (8) (9) (1 0)(11) (92) (13). Très rapidement, on a pu démontrer que ces pro- 

téines de caractère basique marqué pouvaient se répart ir  en deux groupes tsbs 

hétérogènes o l 'un correspondant aux histones riches en lysine, lkautee aux his- 

tones riches en arginine, L'hBtérogénéi té de cette fami lYe de proteines ressortait 

confusément de l 'étude des histones totales s u  fractionnées, en é lectrophsrèse 

l ibre selon TlSELlUS (7) (9) (94) (15) (16) (17) ou  en ulh-acerstrlfliga~a'on (4) (10) 



(15) (96) (17) /18), ainsi que de la déterrninatTsn des analno-acides en pûsi+;aa 

N H2-terminale (19) (20). 

L'hétêrsg6n68fe se manifesta clairemen+ quand I astenement de supports 

nouveaux - ge l  dkamldon (21) (22) e t  gel de polyacîy$arnbde (23) - peimf la 

séparation êlectrophor6tique des histopies, Cette acquisit ian technique fu t  capS= 

ta le  psue le dêveloppement ult6sieur des recherches sur les hystanes , 

A ins i  s'imposa la  nbeessdt6 de dewelopper de lrauvelZes rn6thsdes de  

fractbonnernent des histones qui s'osientererst d'abord vers des ptsc$dês chr:mano- 

graphiques, ut i  lisant, soit I "rnberlite CG 50, avec wp7 gradient de chlorhydiate 

de geianidine à pH 6,8 (5) (241, soit l a  carboxyrnéthylce!lulicrse, avec un 9x1- 

d lent  discontinu de pH (22) (25) ( 2 6 ) .  Ces d i f f ése~ ts  procedes qus s'étaient r é ~ e l e s  

peu satisfaisants pour l e  Fractisnnemei.ir des histones f o ~ a l e s  t ! rent  bientist p l ace  

à des m6thodes d'extract ion sblect ive en m i  l i eu  acide - acrde t r ichlorac6t iqve 

(27) au acide perchlorique (28) -, en m i  l i eu  êthanslwque (28) (29) (30), et plus 

tard en rnll!eu salin (31) (32). 

Les méthodes dkexkrac t i s~  sélect ive des h;s+anes forent essenriellemerlt 

déve l~pp6es  par JO W N S  (28) (29) (30) ZI part i r  de la  d&scaxyn a & a n u c l ~ o p r o t 6 ~ r e  

de thymus de Veau, e t  leur acquisit ion a constitub une 6tape tgbksdumeritule dans 

l 'étude de ces proteines, 

Le  fractionnement de JOHNS permet de s6pa ie~  et  de d6f,nwp csrsq f r ac -  

tions principales o F I ,  F2a If F2a et  F g f  qui  se répa<iissent en deux 

groupes : histones riches en lysirie : F I  et  F2bE histones riches en cirgrvlne : 

'2a F2a2 
et  F3.  L1h6térogénéité dont les premiers f octiar~nements chrometo- 

e t  les premieres etcldes ê!ectrophar6tlques avaient  exag6.e I ' impor-  

tance à cause des phénornbnes dPagrégation, apparapt " t v c  ~ l u s  l ï rn~tee,  

Ces 5 fractions semblent exister dans toutes les sel iules seirnailqctes de  

rnamrnlfbres, des oiseaux (11, des paissons e t  des plantes, Seson JOHNS /35), la  

quartfité de chaque f racf ion csrl~espsnd appraxlrnafivernent à 20 p.  100 du poids 

de D N A  pr6sent dans l e  tissu, 

- - - - - - - - - - - - w - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  -- .,-- - - - - - - = .  - - - - - - - - - - - >  

(B) Les érythrocytes dsoBseaux renferment une histone spéeXf:qsie - histone a u  
2c F (33) (34) - dont les caractères de solubi l i té e t  les ca,-acteristiques de la v 

composition en amino-acides lkpparentent  à la fractisrn F (hastones trbs 
riches en lysine). 

I 



Toutefois, 1'6lectrophorèse en ge l  dbmidon  (36) (37) (38) ou de po ly -  

acaylamide (37) (40) (41) (42) des fractions ainsi obtenues f a i t  apparadtre des 

contaminations croisées dans les h!stones riches en argin lne e t  dans la fract ion F 
2 b "  

Les méthodes d 'extract ion sélect ive employées seules ne permettent donc 

pas I bb ten t l on  d%hlstones pures e nous retasuvons là le  problbme auquel se heur- 

tent les systèmes chromatsgraphiques appliqués au f r ac t i onneme~ t  des histoJ;es 

totales, 

Mais les fractions obtenues par la méthode de JOHNS se prêtent, en 

raison meme de leur fa ib le complexité par rapport aux histones totales, à des 

techniques de pur i f ica t ion par chromatographie de ge l - f i  1 t ratrsn ou  d'êehange 

d'ions, Dês 1965, de nombreux chercheurs s'étaient engagés dans cette voie 

décisive qui, en aboutissant à 1 sisolemen t d % hastcanes pures, rendait passible 

I%tude de la structure primaire de ces protéines (36) (39) (40) (41) (43) (44) (45). 

FAMBROUGH e t  BONNER (46) on t  élaboré une méthodologie différerzte qui  

associe un fractionnement chromatographique sur AmberSite C G  50 (24) avec eine 

séparation électrophoa6tique préparative en ge l  de po\yac:-ylamide e t  ces auteurs 

ont  pu  ainsi isoler les histones riches en arginine (histones 1 % 1  et  IV) du thymus 

de Veau e t  de 1kembryon de Pois. 

Les recherches que nous avons entreprises depuis 1965 (36) (37) (47) 

pour l 'é laborat ion d'une méthode chromatographique simple permettant d'obtenir 

des histones pures à part i r  des fractions de JOHNS F 
2a 1 F2a 2 e t  F2b ont  

naturel lement débouché sur la  determination de la  séquence en amina-acides de 

deux histones riches en aeginine, isolées du thymus de Veau o GRK-histone et 

ALK-histone (e). 

La connaissance de la structure primaire des hisfanes de thymus de Veau 

ouvre des perspectives intéressantes pour 1 "tude des rellatronâ de ces proteines 

avec le  D N A  e t  les autres constituants de la chromatine. E l le  constitue égale- 

ment une acquis8 t ion nécessaire aux études comparatives réalisees avec des his- 

tones homologues de tissus normaux ou cancéreux, 

(R) GWK-histone : histone r iche en glycine, aeginine e t  lysine. 

ALK-histone : histone r iche en alcnine, leucine e t  lysine, 



Avec le thymus de Veau, matêr ie l  ais6 à obtenir  e t  source abondante 

d'histones, nous avons mis au po in t  un protocole de fracticsnnement qui  nous a 

permis d 'obtenir  la GRK-histone e t  I%LK-hastone, hautement purif iées, Ce pro- 

tocole a ét6 appl iquê pour IYsslement des histones homologues à par t i r  du thymus 

de Porc e t  de l a  tumeur de chloroleucérnie du Rat (R). 

De même, la  technique dêveloppêe pour la  séparation en chromatogra- 

ph ie  d%change dqons des peptides de I%ydrolysat trypsiqcre de la GRK-histone 

de thymus de Veau, a été ut i l isée pour l e  fractionnement des hy  drolysats enzy- 

matiques obtenus à part i r  de la  GRK-histone de thymus de Porc, de la  GRK- 

histone de chloroleucérnie e t  de I 'ALK-histone de thymus de Veau. 

La  présentation de nos résultats comprend c inq parties : 

1) La nomenclature des histones, 

2) La prêparation e t  la caract6risatlon des histones. 

3) Les méthodes uti l isées 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. 

........................................................................... 
(R) Les tumeurs de chloroleucêmie du Rat on t  êté fournies par  i "nst i tut  de 

Recherches sur le  Cancer (59 - LILLE, FRANCE). La  tumeur de chloroleucêmie 

est un sarcome lymphoblastique transmis par imp\antat ion sous-cutanée d'un 

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



NOMENCLATURE DES HISTONES 
--m--- ------- 

Les histones se caractérisent par leur compé>sition en amina-acides, 

leur migrat ion électrophorétique en ge l  d'amidon ou en ge l  de polyaerylami'de 

et  leur so lubl  I i  té. 

La  composition en amino-acides représente I%k rnen t  essentiel pogr 

déf in i r  une histone, et  c'est à par t i r  de ce cr i tère qu'une nouvel le nomencla- 

ture des histones a été proposée à la Gordon Research Conference sur les hPsto- 

nes qu i  s'est tenue à Beaver Dam (Wisconsin - U.S.A.), en i u l l l e t  1972. 

Depuis 1962, les nomenclatures proposées pour les histores re levaient  d b n  

système de fractionnement cheomatographique (RASMUSSEN -mm-- e t  a i )  (24) ou ch i -  

mique (JOHNS) (29) (30). 

Chaque f ract ion considérée à tort comme une ent i té protéique s k s f  

révélée plus ou moins hétérogène à l 'analyse électrophorétlque en gel  dbamidorp 

ou de polyacry lamide.  C'est pourquoi, en 1968, quand STARBWCK e t  ---.-- a l  (393 

isolèrent à par t i r  des fractions F e t  F3 du thymus de Veau deux histones riches 
2a 

en argin ine satisfaisant aux critères de pureté êlectrophc3r6tiques e t  chimiques, 

i l s  adoptérent une nouvel le nomenclature fondée sur les caractéristiques de la 

composition en gmino-acides des histones. I l s  ont  ainsi décr i t  une GAR-histone 



(Glycine-r ich,  Arginine-r lch) e t  une AL-historie (Arginlne-r ich, Lysine-rich). 

Nous avons nous-mêmes adopte cet te nomenclature (40) (41). En 1971, k.dAtbASl-11 

e t  IWAI  (48) introduisent une quatrième nomenclature Bgalement fondée sur les 

caract6s:stiques de la composition en amino-acides des histosles, Avec le code 

japonais a deux lettres, la  GAW-histone devient  ING-hîs tone,  tandis que 

I%L-histone demeure INL-h is tone avec une signification dif férente : (Alanine- 

rich, Leucine-r ieh). 

B l apparut donc indispensable d "ébablir une nomenclature unique pour --- 
les histones, Cette nomenclature ut i l ise un code à 3 lettres qu i  désignent dans 

I 'ordre décroissant les arnlno-acides les plus abondan ts dans l 'histone considérée. 

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

Bien que ne ra l l i an t  pas encore tous les suffrages, l a  nouvel le nomen- 

c lature proposêe à la Gop.don Wesearch Conference a le mér i te de c lar i f ie r  la  

si tuation e t  de fa i re ressortir l 'appartenance d'une histone au groupe des histo- 

nes riches en arginlne ou au groupe des histones riches en %ysine. 

Nous avons a d ~ p t 6  cet te  nomenclature pour l a  présentation de notre 

t ravai  1, 



TABLEAU I 

Nomenclature des histones du thymus de Veau 

(*) A = Alanine ; R = Arginine ; E = Acide glutamique ; G = Glyc ine  ; 

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



CHAPITRE $ 1  

PREPARATIO N ET CAWACTERISATIO N DES H%STO N ES 

A) PWEPARAPlON DES HISTONES --- 

La préparation des histones est réalisée en trois étapes : 

- Préparation de l a  désoxyribonucléoproté~ne 

- Extraction sé lec t i ve  des histones 

- Purlflcatiom des histones 

1 )  --. Préparation de la  désoxyribonucIéoprotéine 

Ba pr6paration de la  désoxyribonucIéoprotéine est fondée sur son înss-, 

l ub i l l t é  en mi l i eu  N a C l  0,14 -- M. El le est effectuée à + 4OC e t  en presence de 

d i is~pro~yl f lusrophosphate ou de bisul f i te de sodium (49) pour inhibes toute 

ac t i v i t é  protêslyt ique,  

Dans l e  cas du thymus, tissu pauvre en cytoplasme et  rnétabsliqeiernent 

peu act i f ,  la désoxyrlbonucléoprotéine est obtenue directement par homogbnéi- 

sation du tissu en mi l i eu  N a C l  0,14 .- M. 

Dans l e  cas des autres tissus où l e  matériel cytoplasmique est plus aboa- 

dant, l a  désaxyribonuclésprotéine est préparée à par t i r  des noyaux cel lulaires 

pr6alablement 'isolés et  pvslfîés. 



2) Extract ion sélect ive des histones ---- --- 

L'ext rac t ion sélect ive des histones est réalisée à + 4OC en traitant l a  

désoxyribonuc Iéopro téine par un solvant appropri6. 

La methode de fractionnement des histones à laquel le J O H N S  a attaché 

son nom, repose sur la solubi l i té par t icu l iè re  des histones riches en arginine en 

mi l i eu  éthanol ique à 80 p .  100 e t  sur l 'ex t rac t ion sélect ive par l ' ac ide  perchlo- 

rique à 5 p .  100 des histones très riches en lysine (fract ion F ) qui, parmi toutes 1 
les histones, sont les plus faiblement liées au D N A .  

Dès 1960, J O H N S  et  a l  (50) ava ient  d6cr i t  une méthode de préparation 

des histones riches en arginine par extract ion directe du thymus avec un mélange 

éthanol - HC I - N - eau (70 o 25 : 5 ; v/ "v) .  En 9 964, JO HNS (29) proposait un 

procédé de fractionnement des histones du thymus de Veau (méthode 2 de JOHNS)  

qu i  a été e t  demeure largement uti l isé, non seulement pour la préparation des 

histones du thymus de Veau, mais aussi pour l a  préparation des histones d'autres 

tissus et  d'autres espèces. Cette méthode de JOHNS, schématisée dans le  

tableau Il about i t  à séparer les histones en quatre fractions n F2b1 F2a e t  F 3 s  

La composition en amino-acides de ces différentes fractions est présentée dans 

le tableau III. Enfin, en 1967, JOHNS (30) a décr i t  une méthode d 'extract ion 

sélect ive de la  f ract ion F par le  mélange éthanol - chlorhydrate de guanidine 
2a 

à 4 0 p . 1 0 0  p H 7  ( 3 :  1 ;  v/v). Lessous-fract ionsF e t F  
2a 1 

2a 2 sont obtenues à 

par t i r  de cet  ex t ra i t  par précip i tat ion d i f férent ie l  le à l 'acétone. 

Nous avons préparé ainsi les fract ions F e t  F 
2a 9 2a 2 

des histones de 

thymus de Veau, de thymus de Porc et  de tumeur de chloroleucémie du Rat. 

3) Pur i f icat ion des histones 

a) Obtent ion de la  GRK-histone (ft) à p a r t i r  de la  fract ion F .............................. ------------------ 2a l 

Out re  la  GRK-histone qu i  en constitue le  composant majeur, la  frac- 

t ion F 
2a 1 

renferme de I 'ALK-histone e t  des traces d'ARE-histone. L a  presence 

-------------------------------------------------------------------------. 
(R) Rappel des abréviations ( vo i r  tableau 1 page 7 ) : 

GRK-histone o histone r iche en glycine, arginine e t  lysine. 
ALK-histone r histone r iche en alanine, leucine et  lysine. 
ARE-histone : histone r iche en alanine, arginine e t  acide glutamique. 





TABLEAU i l l  

- - - -- - 

DES FRACTIONS D'HYST'ONES OBTENUES PAR LA METHODE DE JOHNS 
-- - 

(en moles d'amins-acides pour 100 moles diarnir.o-acides) (29) (30) 



d%LK-histone dans la f r g c t i ~ n  F 
2a 1 est vsa~sernbIablement dGe & une p rec fp i ta -  

t ion Rncomp\éte de cet te histone q u i  es) le  çalnpssant maieu? d e  l a  f ract loa F 2 0  2 

La fractssi? F est dana; sournrse à une c h r ~ r n ~ t ~ g r a ~ h i e  de ge l -  2a l 
f i l trafisa? sur calsnne de Sephadex ê-1100 b q ~ i t  EiibaBe et. $ l u & e  avec HCI  O, 01 -- N , 

L a  coilrbe d 'é lu f io i l  obtenue en mesüraillt la dansi% optique de l%éIuat à 2362 nrn 

est présentge dans  !a Figure: % A ,  

La fraict?on wajeure (prc 2 )  q u i  apporai:t comme u n s  Raide  hoxncgSi?e b 

I%lectrophsrbse en gel  d e  polyac~yBam~& 61 pH 4,5  (Figure 1 Er), correspond à 

la GRK-hTstane, La  fractTon mineure (pic 1 )  <:srrespopid b i rALK-Rlstooe 

La f ract ion F 2i12 dont 1 % B L - h i s t o n e  est le  cornpasant rnajecrw, contient. 

6 g a l e m e ~  t de Ia (;RI<:-histone e t  de S " R E -  h:stsna, La ppr6ser;ce de GR K-hdstone 

dans !a f ract ion F est probablement dce t3 uri phérioméne drentrs?nernent Cors 
2a 2 

Bien que descrête, Ia prksence de !'ARE-histone rend insuffisant wrli 

simple passage de !a fracirarl  F sJr coionne de Sephadex 6 -100  pour abtenir 
2 a  2 

I 'ALK-histone pure .. 

C 'est pourquoi,, la fract ion F 
2a 2 est s o u m i s e  6 u n e  chramc.fogray>hîe 

d'êchange dyians sur C O ~ Q ~ X , ~  de Biorex-79 BquiSîbrbe en tcimparr phosphate 

0,1 - M de pH 6,8 Le diagramme de ce f r ~ i c t i s ~ ~ n e n e n t  est prêsenté dans la 

Figure 2 

L e  p i c  i , B l u ê  avec une concentrat ion d e  chlorhydrate de guarridine 

de 1@ p ,  100, coïrespai?d d I 'AALK-histor ie Le  p ~ c  i l  , &lu6 avec Lin tampon phçrs- 

phate conternant 40 p ,  'BO0 de êhlsrhydrate  de guanidine, cofrsspond 6 u n  m&lar l -  

ge de GRK-histone e t  d"AF%E-hlstone qui cotnstit'ie ersvison 30 p 100 de Ilça f rac -  

t ion 6 
2 a ê '  

B 'ALK-histone obtenue apees chromatagraphie d%chcange d5ons xen- 

ferme encore u n  contaminan? mineur de t a i l l e  m0Iéc~1ia!re 6 levée  L. ' ê i i r n i n a t i o ~  

de ce contamiriant peic chromatographie de gel-flJ+raifian sur co l~ i ' l ne  de Sephadex 

G-188 6quil ibree et  & l u g e  avec HCP 0,071 - N ( ( F ~ ~ u a e  3 A) méne à I'o&ter:ticwn de 



Fig.  1 A : Chromatographie de ge l - f i l t ra t ion de l a  f rac t lon F 2a 1 

sur colonne de Sephadex G-100. 

Elution H C l  0,01 - N. 

Fig. 1 B : E l e c t r o p h o r è s e e n g e l d e p o l y a c r y l a m i d e à p H 4 , 5 d e  la --- 
GRK-histone obtenue par chromatographie de ge l - f i l t ra t ion 

de l a  f ract ion F sur colonne de Sephadex G-100. 
2a 1 

Migrat ion : 1 heure 

Colorat ion : Amldoschwarz 

1 : F2a 1 (20 yg) 

2 : ALK-histone (20 pg) 



CHROMATOGRAPHIE DE GEL-FILTRATION 

DE L A  FRACTION F201 

SUR C O L O N N E  DE SEPHADEX G-100 

D . O .  230 nm 

F2D 1 ALK GRK - 

FIGURE 1 
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PURIFICATION DE L 'ALK-HISTONE - 

PAR CHROMATOGRAPHIE DE GEL-FILTRATION 

SUR C O L O N N E  DE SEPHADEX G-100 
D.O. 230 nm 

2,O r 

110 220 

FIGURE 3 

330 Effluent ( m ! )  



I 'ALK-histone hautement pur i f i6e qu i  apparart comme une bande homogéne à 

I%lectrophorèse en ge l  de polyacrylamide à p H  4,5 (Figure 3 B). 

B) CARACBERISATION DES HISTONES 
.- 

1) Caractécisatlon des histones par leur composition en amino-acides 
-------.eV- --- 

Les histones se d;istiraguent des autres protéines par [leur teneur é levée 

en amino-acides basiques (lysine e t  arginine). Elles sont d6pourvues de trypto- 

phane e t  renferment peu dbrniair-acides aromatiques. A Ikexep t ion  de I"ARE- 

histone, el les ne csnt ier i ient  pas de cystblne. Les dérlwbs e-N-méthylés de l a  

lysine (mono- e t  da-) sont présents uniquement dans les b l s t o ~ e s  riches en aagi- 

n i ne  (GRK-histone e t  ARE-histone). 

Les histones se dist inguent les unes des autres pas les caractéristiques 

de leur composition en amfno-acides (Tableau IV).  L e  rapport Eysine\Arginlne 

est un cr i tbre prtncieux d ~ n f  les valeurs sont comprises e ~ t r e  0,72 pour les hlsto- 

nes riches en arginlrie e t  15,2 pour la KAP-histone tr&s r iche en lysine. 

Les histones KAP, ALK e t  GRK ont  un résidu de &aine N-acé ty lée  à 

leur extrémité N H  -terminale. 2 

2) ~aractêrCsaf ion des histones par leur migrat ion électropho&t ique 
---Y-"-- -a--e -. 

La  sgpaaotion 6lectrophsrétique des histones en ge l  dbmidon (47) ou en 

ge l  de po lyaç iy larn~de (23) (56) s'effectue à PH bas (pH 3,, 1 ; PH 4,s ; pH 2,9)et en 

m i l i e u  urée 4 - M ou 6 -- M ;: dans ces conditions, Ikgrégat iow des histones est évi -  

tée e t  leur ident i f ica t ion est aisée. 

La  migration des histones, dans I b r d r e  croissant de leur mobi l i  té 

relat ive, est o KAP-histone, ARE-histone, KAS-histone, ALE-histone e t  

GRK-histone, L'ARE-histone migre sous forme de 3 fines bandes qui correspon- 

dent à des degrés d i f fé ren~s  d k c 6 t y l a t i o n  de cet te protelne (57) (58). 



TABLEAU I V  - 

COMPOSITION EN AMINO-ACIDES 

DES C I N Q  HlSTONES ISOLEES DU THYMUS DE VEAU 

( en  nombre d e  résidus par m o l é c u l e  d ' h i s t o n e )  



3) Caractérisation des histones par leur solubi l i té 

L a  KAP-histone est ex t ra i te  s6 lect ivement de l a  désoxyribonucléoprs- 

téine, soit par l 'ac ide perchlorique à 5 p .  100 (28) ou I k c i d e  tr ichloracétique à 

5 p, IO0 (%7), soit par N a C l  0,35 - M. Extraites en b loc  de l a  désoxy~ibonuclêo- 

protéine par  HCI  0,2 - N ou H2S0 0,2 N, les histories peuvent être extraites 4 - 
soit en groupe, soit isolément, suivant leur caractère de solubi l i té.  A i ~ ç i ,  la 

KAP-histone est la  seule histone qu i  soit soluble dans l a c i d e  perchlorique ou 

tr ichloracétique à 5 p.100 (27) (28) ou dans N a C l  0,35 - M (31). LiA%K-histone, 

la  GRK-histone e t  I%RE-histone sont solubles dans le  mélange éthanol - H C l  

1,25 - N (4 o 1 ; v/v). biALK-histone et  la GRK-histone sont egalement solubles 

dans le mélange éthanol - chlorhydrate de guanidine à 40 p .  $ 0 0  pH  7 (3 : 1 ; 

vlv) ,  tandis que l'ARE-histone est insoluble, 

C e  caractère de solubi l i té dans l 'é thanol  chlorhydrjjque commun aux 

histones riches en arginine (GRK-histone e t  ARE-histone) e t  à I N L K - h i s t o ~ e  

nous i nc i t e  à classer cet te dernière parmi les histones riches en arginine, p lu tô t  

qu'à la  considérer comme une histone r iche en lysine. 



CHAPITRE Ill 

DETERMINATION DE LA STRUCTURE PRIMAIRE DES HISTONES 

A) CHOIX DES METHODES. 

B) HYDROLYSES ENZYMATIQUES PAR LES ENDOPEPTIDASES 

DE L'HISTONE NATIVE O U  MALEYLEE. 

C) ETUDE DES PEPTIDES. 

D )  COUPURE AU BROMURE DE CYANOGENE 

(GRK-HISTONE UNIQUEMENT). 



A)  C H O I X  DES ME,WODES --- .- --- 

La stratégie que nous avons adoptée p ~ u r  la  détermination de la  sfruc- 

ture primaire de la  GRK-histone est fondée sur I 'étude des peptides trypsiques de 

la  protéine na t i ve  à laquel le nous avons associé I 'étude des peptides chymotsyp- 

siques et  l 'é tude de I 'octsdécapeptide COOH-termina l  obtenu par  coupure de 

la  protéine avec Je bromure de cyanogène, au niveau de son unique résidu de 

méthionine. 

Le p lan d%tude de la structure primaire de I 'ALK-histone est dif férent : 

en premier Ileu, parce qbe lbbsence de méthionine dans cet te  histone nous a 

Imposé I ' u t i  Ji'satiori exclusPve de méthodes enzymatiques pour l a  coupure de l a  

charne pept id ique ; en secand lieu, parce que I 'étude des peptides trypsiques e t  

chymotrypsiques de la protbine s'est trouvée fortement l imi tée par la  précip i ta-  

t ion d'un abondant matériel insoluble qu i  apparart au cours de l 'hydrolyse de 

I 'ALK-histone par  la  teypslne ou l a  chymotrypsine, La malêylat ion de la ps3- 

tê ine avant I%ydroIyse trypsique ou  chyrnottypsique n'a pas résolu complètement 

ce problème l i ê  6 la  présence de nombreux résidus dbmfno-acides hydrophobes 

dans 1 'ALK-histone. Un arolsi&rne type d'hydro l yse s ~ m p o s a i t  donc, pour lequel 

le  choix de la  thesmolys:i'e é ta i t  nécessaire, 

L '6 tude des peptides trypsiques des histones riches en argin ine coqstitue 

une étape importante dans la  détermination de l a  structure pr imaire dans ces 

protéines. Cet te  étude nous fournit  en outre, des blémenfs de comparaison entre 

les histones homologues de diff6rents tissus et de différentes espèces, ou entre 

les histones de type d i f fé~en t ,  Psalées d k n  meme tissu, Ces études comparatîves 

sont menées dans l e  cadre d k n e  m6thodologie b ien standardisée, fondée sur la 

chromatographie d'6change d'ions, dont nous exposerons les modalités dans le 

paragraphe B de ce chapitre, 



B) HYDROLYSES' ENZYMATIQUES PAR LES EN DOPEPTIIDASES --- ---- - 

Parmi les methodes de blocage de l a  fonct ion g-aminée des r6sidus 

de lysine utllisbes pour l imi ter  la  spéci f ic i t6 de la  trypsine aux liaisons 

arglnyl-X (41, la mal6yleitisri decr i te par BUTLER e t  -- a l  (59) constitue une tech- 

n ique prdcleuse. 

l ' anhydr ide  rnalirique réagi t  spécifiquement en mi l i eu  a lca l in  e t  à Q°C 

avec les groupes aminés libres des protéines et  des peptides. Les dérlvhs maléy- 

lés des hydroxy-amino-acides, de la  tyrosine, de la cystbine e t  de I%histidÜne 

sont, s i  toutefois I l s  se dcï-ment, Instables en mi l i eu  neutre su  a lca l in .  La sp6- 

c i f i c i t e  de cette rêactiow est telse quaun gros excès dbnhkaydride maléique peut  

A etre ut i l is6 pour assurer une substltut'ion complète des groupes aminés libres 

d 'une protéine su d b n  peptide. 

L e  mécanisme de !a rêackion est le  suivant : 

Cet te  réaction est reversible e t  la  démaléylat ion complète est obtenue 

en maintenant le m i l i eu  s6actionnel à pH  3 , 5  et à 40°6 pendant 40 heures. 

---------------------------------------------------------------*---------- 

(air) X reprêsente tous les anal?~-acides sauf la  prs l ine.  



Le mécanisme catalyt ique possible de cet te réaction est montré dans 

le  schema suivant o 

C H - c  

l l 
\ 

O - H  

La rêaction implique une attaque intramoléculaire du groupe carboxy- 

l ique non ionise sur le groupe carbonyle de la  l iaison amide voisine. A pH acide, 

l e  groupe maleylé est ainsi 61irnit-16 sous forme anhydride et  est ensuite hydrolysé 

en acide maléique. 

&) Avantages de la  maléylat ion ------------------ 
Les avantages de cette méthode sont mult iples : la  maléylat ion est com- 

p lg te  ; e l l e  accroi3 la scaleublllt~ des protéines e t  des peptides en mi l ieu  alcal in,  

e t  cec i  est particul%èrernent net dans le cas des histones. L 'ac6tylat ion e t  la  

dinitrophenylat ion d o n n e ~ t  par contre des dérivés insolubles ou d! f f ic i  lemen t 

solubles. 

Par les modiflcabions de charge électr ique q u k l l e  introdui t  dans la  pro- 

téine, la maléylat ion provoque un changement de la structure conformationnelle 

de la  macrornoI6cule, permettant ainsi une act ion plus ef f icace et  plus complète 

des enzymes protéolytlqwes, tels que la trypsine et  la  chymotrypsine. Ce t  avan- 

tage se retrouve dans l a  seiccinylation et l a  citraconylathon, 

Enfin, la malêy lat ion est totalement réversible, C e  caractère de réver- 

sibi li té est partagé avec la  tr i f luoroac6tylat ion e t  la c i  traconylation, mais non 

avec la  succlny lat ion . 



2) Condl taons d %ydm lyse ~--- - 

Les conditions gênérales d'hydrolyse des histones natives ou maléylées, 

par l a  trypsine, la  chymotrypsine ou l a  thermolysine, ssnt rassemb1ées dans le 

tableau V, 

C1arri3t de ces différentes hydrolyses enzymatiques est réalisé pas ac id i -  

f i ca t ion de l%ydrolysat jusgu'à pH  3 , 5 .  Les hydrolysats d%ûstone nat ive ssnt 

immédiatement lyophll isês aprgs acid i f icat ion,  tandis que les hydrolysats 

d'histone maléylêe sont démal6ylés à p H  3,s et  à 40°C, pendant 40 heures, 

avant d'être soumis à la Oyoph'ilisation. 

3) F ractaonnernent des hydrolysats ----------- -. 

a) Chrornatogra_phie d'échange d' ions 
- - - - - - m t - - -  --------,------..---- 

Les hydrslysats enzymatiques de la  GWK-histone et de IWLK-histone 

sont fractionnés sur une c o l o ~ n e  de Chromobeads P (résine Technicon de type 

Dowex 50  X 2), avec des tampons volat i ls  à base de pyr id lne ut i l isés en gra- 

d ient  cont inu de mslariit6 e t  de pH. La concentrat ion en pyrfd lne cro& de O, 1 M - 
à 2 - M, tandis que le  pH  crrof? de 2,9 à 5,0, Les peptides basiques encore fixés 

sur l a  colonne après se passage du gradient, sont élués avec du tampon pyaidine 

2 - M - acide acétique de pH 5,O. 

La  détect ion des peptides sk f f ec tue  successlvemerit par l a  réaction à 

la  nlnhydrlne, la réaction de SAKAGUCWl (arginine) e t  la  réact ion de PAULY 

(histidine, tyrosine) sur des aliquotes prélevées automatiquement dans chaque 

f ract ion de l ' 6 l ua t "  

Cette mêthode de fractionnement par chromatographie d'échange dyons 

a ét6 mise au po in t  à part i r  d'expériences effectuées sus des colonnes d y m i ~ e x  

A 4 ou  A S (Biorad) avec un gradient discontinu de molaraté e t  de pH  

(SAUTiEWE -.-- e t  a l )  (60). Maintenant b ien standardisée, e l le  constitue l a  base de 

nos études comparatives rêalîs6es sur les h ydrosysats trypslques d'histones homo- 

logues (SAUPIERE --- e t  a l )  (40) (61), 





b) Chromatographie de ge l - f i l t ra t ion ............................. 
La  chromatographie de ge l - f i l t ra t ion sur colonne de Sephadex G 26 & 

en m i l i eu  acide acétique 0,2 - N a été ut i l isée pour le  fractionnement des pept i -  

des chymotrypsfques de la  GRK-histone de  thymus de Veau (62). L a  détect ion 

des peptides s'effectue par lecture des densités optiques à 230 nm et  à 278 nm 

de chaque f ract lon de l%luat .  

c )  Cartes geptidiques ------ - --- --- 
Les fractions correspondant à chaque p i c  du diagramme d%blution sont 

rassemblées, lyophil isées à I b i d e  d 'un "Rotary Evapo Max" (Buchler) et  dissoutes 

dans 2 m l  d 'ac ide acétique à 10 p, 100. Chaque fract ion pept id ique ainsi obte- 

nue est soumise à un contrele d8homogénéit6 par chromatographie et  électropho- 

rèse sur papier Whatman 3 MM, en présence de marqueurs externes (rouge de 

ph6nol pour l a  chromatographie, mélange d'amino-acides : ac ide aspartique, 

tyrosine e t  arginine, pour I'blectrophorèse). Ces amino-acides témoins permet- 

tent une ident i f ica t ion pius ais6e des peptides de caractgre acide, neutre o u  

basique. Les témoins tyrosine et  arginine permettent en outre l e  contrOle des 

colorations spécifiques utilisées pour iden t i f i e r  les peptides qu i  renferment ces 

amino-acides. 

Les peptides sont localisés sur I%lect~ochsomatogramme avec le réact i f  

ninhydrine - cadmium. Les peptides non révélés ou faiblement révélés par l a  

ninhydrine sont mis en bvidence par la  réact ion de RMDON e t  SMITH, Pour les 

peptides renfermant de Ibagginine, de l 'hist idine, de la  méthionine ou de la  

tyrosine, les colorations spécifiques suivan tes sont ut; llsées : réact ion à la  phé- 

nanthrène-quinone ( a ~ ~ i n i n e ) ,  réaction de  PAULY (histidine, tyrosine), réaction 

à I ' iodoplat inate (methionine) e t  &act ion à lue-nl t roso-p-naphtol  (tyrosine). 

Pour l ' i den t i f i ca t ion  sur papier des peptides contenant de  Ibarginine, 

nous avons préféré la  réaction à la phénanthrbne-qulnone décr i te  par YAMADA 

et  ITANO ( 6 3 ) ,  à !a réaction de SAKAGUCHI,  d b n  usage très répandu, Les 

avantages de la  sêaction à la  phenanthrène-quinone sont les suivants : simplici té 

d 'exécut ion ; grande sensibil ité - les peptides contenant de l 'a rg in ine présentent 

une fluorescence bleue intense sous un rayonnement U.V, de 366 nm - ; et  sur- 



tout grande stabi l i té - la fluorescence ainsi obtenue persiste plusieurs mois, 

alors que la colorat ion rouge de l a  réact ion de SAKAGUCH! est très fugace -, 

4) Puri f icat ion des peptides ---- 

La  pwrif fcat ion éventuel le  des peptides est réalisée par électrophorèse 

ou chromatographie ou par les deux méthodes associées sur papier  lavé à l 'ac ide 

acétique, 

C) ETUDE DES PEPTIDES ------ 

1) Composl taon en ami no-acides 

La  composition en amino-acides des peptides est é tab l ie  avec un Ana- 

lyseur d'arnino-acides sur des hydrolysats de 24 heures e t  éventuel lement de 

72 heures, réalisés à 1 90°C en tubes scellés sous v ide en m i l i eu  HCI  5,7 - N 

addit lonn6 d'une goutte d b n e  solution de phénol à 1 p.  100 pour empêcher une 

dégradation excessive de la tyrosine. 

Pour l a  mise en évidence des dérivés $-N-méthylés de l a  lysine, les 

amino-acides basiques sont séparés sur une colonne dlAminex A 4 (Biorad) de 

50 x 0,635 cm, êqui l ibrée et  éIu6e à 60°C avec un tampon c i t ra te  de sodium 

0,35 -- N p H  5 , l5 ,  

Alors que dans les conditions normales d'hydrolyse tota le acide, le ou  

les groupes méthyle fixés sur la  fonct ion e-aminée de la  lysine sont stables, le  

groupe acéty le  f ixé sur cette fonct ion est lab i le .  

i l importe donc, lorsqu'un pept ide montre une composition en amlno- 

acides e t  un comportement en chromatographie d'échange d'ions sur colonne e t  

en électroehromatograph[e sur papier  qui  laissent supposer l a  présence du dér ivé 

g -N-acé ty lé  de la  lysine, de soumettre un te l  peptide à une hydrolyse tota le 

enzymatique par I 'aminopeptidase M à p H  8,O e t  à 40°C pendant 24 heures ou  

48 heures (De L A N  GE -- et al) (54). L'hydrolysat est analysé avec l 'Analyseur 

d'amino-acides. La  g -N-acétyl- lysine, de caractère acide, est é luée entre la 

prol ine e t  l a  g lyc ine,  



Pour la  détermination de l'asparagine e t  de la  glutamine, les 

peptides sont hydrolysés par I'aminopeptidase M dans les conditions décrites pikis 

hakt  pour ! ' ident i f ica t ion de l a  f -N-acéty l - lys ineq Les amliro -acides présepts 

dans l%ydrolysat sont séparés en électrochromatographle sur papier, 

2) Dêterminatüon de 11extr6mi té N H -terminale par dansylation --- - -- 2 --a- 

La  dansylation des peptides est effectuée suivant le  protoco[e recomman- 

dé par GRAY e t  HARTLEY ((4). Les dansyl-peptides sont ensuite hydroSysês en 

m i l i eu  He1 5,7 -- Ni, pendant 18 heures à P05OC. 

Les da~~sylamino-acides sont identi f iés sur couche mince de gel de 

sil ice, soit en chromatographie monodimensionnelle selon la  technique de 

STEHELIN e t  DWWANTON (651, avec un seul système solvant, soit  en chromats- 

graphie bidimensionnelle avec les systèmes solvants B et  I l  préconisés par GROS 

et  LABOUESSE (66)" 

3) Dêtei-mlnation de l 'extrémité COOH-termina le  - ---- --.-- --- 

La  d6termination de 1 'extrémité 6 0 0  H-terminale des peptides isolbs 

des différents hydrolysat-s endopeptidasiques de GRK-histone ou d'ALK-histone 

a été effectuée soit par hydrolyse avec les caiboxypeptidases A ou  B, soit par 

hydrazino lyse, Le  su les arnins-acides libérés sont ide i f id iés  avec 1 "nalyseva 

d'amino-acides O U  en 6leçfrochromatograplaie sur papier. 

L'hydrazinolyse a parfois été ut i l isée sur un pept ide déjà soumis à 

l 'ac t ion des carbsxypeptidases A e t  B, lorsque l 'act ion de ces enzymes se trouve 

l imi tée par  l a  proximité d'un résidu de prol ine ou par I bb fen t i on  d'un dîpep- 

t i  de. 

Cette mëthade a également été appliquée pour iden t i f i e r  le  radical 

acéty le  f ixe sur la   fonction^ -amin6e terminale de la  GWK-histone et  de I"LK- 

histone, 

L'acétyshydrazide est séparée en chsomatagraphie sua papier  dans le 

système solvant butans!-8 - acide acétique - eau (5 o 1 r 4 ; v/v), selon la  

technique d%BN DREAE (67) e t  révélée avec le réact i f  d8ANDREAE (67) préparé 

extemporanément (solution aqueuse de chlorure ferrique à 1 p ,  100 - solution 

aqueuse de f e r i i c yanu~e  de potassium à 1 p .  100 ; 1 a 1 ; v/v). 



4) Dégradatssn des peptides par l a  mêthode de EDMAN (68) -- 

La dêgradation récurrente des peptides par la  methode de Edman est 

réalisêe suivant le  schema : 

( 0  H-1 
C6H5 - N = C + H2N ---- Cd-'~ - N H  - C - N H  

% 1 I 
5 

II 1 

/ C H  - R 1  
S CH - R ,  

CO CO 
/' 

Phényliss- 1 Phbnylthio- 
thiocyanate carbam y l -  1 
(P 1 TC) peptide 

N H  

I I 
C H  - R î  (PTC-peptide) CH - R Î  

I 
CO 

I 
CO 
a 

O B 

O-.@:  
\ C H / N H  

I 
R1 

PhényIthkohydantolhe 
de I 'am'ino-acide 

(PTH - AA)  

Apres chaque cyc le  de dégradation, I 'amino-acide l ibéré peut etse 

ident i f ié  directement sous forme de son dérivé PTH- ou indirectement en deter- 

minant la  composition en amino-acides du pept ide r6sidisel (mé thode sousteactive) 

(HIRS, MOORE et STEIN) (69) .  

Associêe à la dêgradation de Edman selon l e  protocole décr i t  par GRAY 



e t  HARPLEY (70), la  dansylation permet I "den t l f i ca t ion de l 'amino-acide en 

position NHp-terminale, dans le pept ide rêsiduel qu i  apparaFt après chaque 

cyc le  de dégradation : la sequerace de la p lupart  des peptides que nous avons 

dtudiês a étb déterminee avec cette méthode. 

La méthode soustractive a été employêe chaque fois par exemple que 

la présence dans un meme peptide de résidus d7soleucine, de leucine e t  de 

va l ine rendait d î f f l c i l e  leur ident i f ica t ion sous forme de dêrivês dansylés, ces 

dériv6s étant  gêneralement mal separés, 

L ' i d e n t i f i c a t l o ~  directe du PTH-amino-acide par chromatographie sur 

couche mince de ge l  de s i l i ce  (JEPPSSON e t  SJOQUIST) (71) a Bt6i réservée 

à l ' ident i f ica t ion du PTH-acide aspartique e t  de la PTH-asparagine, quand 

acide aspartique e t  asparagine étaient  prêsen ts dans le meme peptide. 

D) COUPURE AU BROMURE DE C Y A N O G E N E  -------.--.--. ---- 

(GRK-HISTONE UNIQUEMENT) --- - 

9 )  Modal i t6s de la coupure -A-- spécifique e t  fractionnement des ---.---..---.-.-------- 

produits de c l ivage 

La GRK-histone ne repferme qu'un lesidu de méthionine au niveau 

duquel I b c t i o n  du bromure de cyanogène s'exerce sélectivement suivant le  

schéma suivant, 



Bromure de cyanosulfoni csm 

4- 

/ 
/ N H  - C H  - C O O H  

H2N - C H  - C O O H  R - N H - C - C \  
1 O B r -  

H2C - CH: 

* 
H2° 

Bromure d ' i m i ~ o l a c t o n e  - 
i 

R - N H - C  
1 

H2C 

Peptidylhomos~rir ie lactone Thocya ra te  de méthyle 

La coupure de la GRK-histone avec l e  bromure de cyanogène est téo.- 

lisée selon la méthode de GROS5 e t  W lTKOP (72) en mi l i eu  acide formique 6 

70 p. 100. Les produits de c l ivage sont ensui te frackionnés par chromatographie 

de ge l - f i l t ra t ion sur une colonne de Sephadex G-100  (SAUIIERE - et -.---- al)  (60). 

Un contrôle électrophorétique en gel  de polyacry lamide selon la méthode de 

RE[SFELD (23) est effectue er, f i n  de réaction e t  sur les fractions obtenues ei. 

chromatographie de ge l - f i l t ra t ion.  

Les dif fêrenfes etapes de la dêtermination de l a  séquence er! arniro- 

acides de ce pept ide peuvent se résumes ainsi r 



a) C,orn~pos~tion en amino-acides --.- --------------------- 
- Hydrolyse tota le acide (HC I 5,7 - N\1) - peridarit 24 heures e t  72 heures. 

- Hydrolyse tota le enzymatique (trypsine et ar~7.liaopeptidase M) p e n d a ~ t  

24 heures. 

par la  methode de d in i  trophénylation en mi l i eu  triméthylamine à 4 p .  900, selon 

la  méthode décr i te par MATSUBARA et  SMITH (63).  Le  DNP-pept ide est hydro- 

lysé en tube scellé sous vide par HCI  5,7 - N à 105OC peadaqt 16 heures* Le 

D N P - a m i ~ o - a c i d e  ainsi l ibéré est ident i f ie  en chromatographie b id fmews~sr re l le  

sur papier Whafrnan 1 ,  selon la  méthode recommandée pas LEVY (741, avec le 

système solvant de B ISERTE e t  O S P E U X  (75) pour la psemiêre dimension (chiornato- 

graphie ascendante) e t  le  tampon phosphate N a  1,s - M --- ou 2,5 --a M pour la secopde 

dimension. 

c) Hydroi-yses trzpsique e t  c k i y r n o t i y p ~ i ~ i ~ e  : fractionnement - --- ----- ---------- ---- .................... 
e t  étude des peptides . - - - - - - - - - - -  - 

Les methodes utilisées sont cei les qu i  an t  êté présentees dans les para- 

graphes B et 6 de ce chapitre. Nous v o u d r i ~ n s  toutefois sculigner dès maiinte-= 

nant que I%ct ion  brève de la  SPCK-trypsine, réalisge par une hydrolyse de 

30 minutes, permet d%tabl i r  sans arnbiguw~té la  séquence complète du peptide 

C-terminai de l a  GRK-histone, alors qu'une hydrolyse de 4 heures indu i t  urt 

élément dyncerthtclde qui  nécessite, pour être eSirninég le  recours à un autre 

type d'hydrolyse enzymatique, en Ibsccurence à I0hydr3lyse chymstrypsiqlae. 

Nous revieaad~ons sur ce point d'une façon plus déta;Slêe, dans la présentad:on 

e t  la dlscusslor, de nos résultats. 



CHAPITRE RV 

STRUCTURE PRIMAIRE DE LA GWK-HISTONE 

A) COMPOSITION EN AMINO-ACIDES. 

B) DETERMINATION DE L'EXTREMITE NH2-TERMINALE. 

C) DETERMRNATION DE L'EXTREMITE COOH-TERMINALE. 

D) COUPURE AU BROMUWE DE CYANOGENE : EPUDE DE 

L'OCTADECAPEPTYDE COOH-TERMINAL. 

E) ETUDE DES PEPTIDES TRYPSIQUES, 

F) ETUDE DES PEPTIDES CHYMOTRYPSIQUES. 

G) SEQUENCE EN AMGNO-ACIDES. 

Les résultats presentés dans ce chapitre ont été acquis sur la  GRK- 

histone isolée de trois tissus différents e thymus de Veau, thymus de Porc et  

tumeur de chlsroIewcém%e du Rat. 

Toutefois, comme ces tbrois h;stones homologeues on t  une structure pri-= 

maire Identique, nous utiliserons souvent pour la  concision e t  la  clarté de 

l'exposé, le  terme GRK-histone, sans preciser iborlgsne de la  protéine. 



A)  COMPOSIT ION EN AMBNO-ACIDES DE LA  GRK-HISTONE 
----Pm- . ----a =--------=- 

La  composition en amino-acides de la GRK-hastone, é tab l ie  sur des 

hydrolysats de 24  heures e t  de 7 2  heures, est présentée dans le tableau VI  

La GRK-histone est caractérisée par un taux élevé db rg in i ne  et  de 

g lyc ine  et  la  présence d'un résidu de lysine rnêthylée sur son gaoupe E-aminé. 

E l le  renferme un résidu de méthionine e t  peut  donc Stre soumise à l 'ac t ion du 

bromure de cyanogène contrairement à l "LK-histone. 

La GRK-histone se caractérise aussi par la  présence d b n  seul résidu de 

pro l ine e t  de 2 résidus de serine : e l l e  se di f férencie eE celap des autres histones 

où les taux de prol ine e t  de serine sont nettement plus élevés. (tableau IV p.17 ) 

La GRK-histone ne cont ient  pas de cystéane e t  son rapport tyrosine/ 

phénylalanine est 2 o e l i e  se di f férencie sus ces points avec l'ARE-histone qu i  

con t ient  2 résidus de cystélne e t  dont le rapport t y r~s ine /~kaén~ Ia lan ine  est 0,35 .  

B) DETERMINATION DE L'EXIREMITE NH2-TERMINALE DE LA  ------ --- - 

Un résidu de serine acéty lée sur son groupe a-amlné occupe la  posi- 

t ion NHÎ- termina le  dans la  GRK-histone. (y.) 

L ' a c é t y l a t b n  des groupes N H -terminaux dans les histones du thymus 
2 

de Veau a été suggérée dès 1969 pas PHRLLRPS (76) et  mise en évidence par le  

même auteur (77) en 1963. Cinq  ans plus bard, PHILLIPS (78) isola de I%hydsaly- 

sat trypsique des fractions F 
2a I et F2a 2' 

le mSme peptide - N-acétyl-Serr.GIy- 

Arg - q u ' i l  i den t i f i a  à la séquence N H  -terminale de ces deux fractions. Noua 
2 

avons contrôlé par la méthode de din: trûphénylation décr i te par PHsLLiPS (1 9 )  

et par la  méthode au cyanate de STARK et SMYTH (79) l 'absence d'une fonction 

(R) L a  N - a c é t y l - ~ é r i n e  est également en position N H  -terminale dans I A L M -  2 
histone et  la  KAP-,histone de thymus de Veau, 



TABLEAU MI 

COMPOSYTsON EN AMINO-ACIDES 
-I- 

--- 

à part i r  des hydrolysats de 
Amino-acides 24  e t  72  heures, exprimées 

en moles pour 100 moles 
d'amlno-acides 

-.-- ------- 

Ac ide  aspartique I 5 , % 7  

Thréonine 

Sérine 

Ac ide  glutamique 

Proline 

G l yc i ne  

A lanine 

112 Cystine 

Val ine 

Mé thionine 

Iso Ieucine 

Leucine 

Tyrosine 

Phénylalanine 

Lysine 

E-N-mébhyl-lysine 

Hist idine 

A rg i n i n e 

Total 
- ----- 

Rapport Lysine/Arginine : 0,78 

Nombre de résidus 

ca ~ C U  lés (+j assumés 

Rapport Amino-acides basiques$Amino-acides acldes e 2,45 
- --------- 

Poids moléculaire calculé : 11.282 ,,.--. 
Amino-acide N H termina! bloque o N -acébyI-ses!ne 6- 

( )!;:) 

Amino-acide C O  H-terminal : G lyc ine  , . " : i ~ ,  -*-- 1 
---- - -- - ----- -.-- 

(R) Le  nombre de résidus d'amino-acides a été ca lcu lé  sur la  base de 2 residus 
de phénylalanine, 

(w) Valeurs retenues à par t i r  de la  séquence, 



--aminée l ibre à I kx t r ém i té  N H  -terminale de la  GRK-histone. Comme 2 
De L A N G E  e t  a l  (54), nous avons retrouve les résultats de PH%LLlPS en Iden%;-- 

f i an t  le  peptide N-acé  ty l -Ser-Gly-Arg dans I8hydrolysat  taypslque de la GWK- 

histone isolée du thymus de Veau (80), du thymus de Porc (61) e t  de la tumeur 

de chloroleucémie du Rat (40). 

C ) DETERMINATBON DE L'EXTREMPTE COOH-%&RM%NALE DE 
p-p - .  

La  séquence COOH-termina le  ( - G l y - G l y )  de la GRK-histone a été 

6 tab l ie  par une étude c inét ique de l 'hydrolyse de la  protéine par la  carboxy- 

peptidase A (60). Une hydrolyse de 40 minutes l ibère % moles de g lyc ine par  

mole de protéine, ainsi que des traces de thréonine, leucine, tyrosine e t  

ph6nylalanine. 

D) COUPURE DE LA GRK-HISTONE PAR LE BROMURE DE 

C Y A N O G E N E  : ETUDE DE LQOCTADECAPEP%%D% 

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

Le  bromure de cyanoggne coupe la GRK-histone au niveau de s s ~  uni- 

que résidu de methionine. Les 2 fragments ainsi obtenus sont séparés par chroma- 

tographie de ge l - f i l t ra t ion sur Sephadex G-900, en m i l i eu  HCI  0,01 - M 

(Figure 4 A) .  

Ainsi  q u k n  témoigne Isélectrophorèse en ge l  de pslyacrylamide 

(Figure 4 B), le  p i c  1 correspond au fragment NH2-terminal  C N - 1  contaminé 

par  la GRK-histone non coup6e pas le bromure de cyanogene o la  bande la plus 

rapide correspond au fragment CN-1,  la  bande la  plus lente correspond à !a 

GRK-histone. 

Le  fragment COOH- te rmina l  (peptide CN-2) est é%ué dans le p ie  2. 

Homogène en électrophorese sur papier à p H  3,6, le  pept!de C H - 2  a un caracr-- 





tère légèrement basique : son R par rapport à I 'a rg in ine est 0,50, F 

L a  composition en amino-acides du pept ide CN-2, é tab l ie  sur des 

hydrolysats de 24  heures e t  de 7 2  heures est présentée dans le  tableau V $ $ ,  

Le  taux de c l ivage de la GRK-histone par l e  bromure de cyanogène, 

calculé à part i r  de l 'analyse des amino-acides, est de 70 p. 100. 

Le peptide C N - 2  ne cont ient  pas d%hsmosérine e t  correspond, par con- 

séquent, à la  part ie COOH-termina le  de la GRK-histone, 

Le  peptide C N - 2  cont ient  2 des 4 résidus de byrosine e t  1 des 2 rêsldus 

de phénylalanine présents dans la GRK-histsa7e, 

La  comparaison des valeurs de 24  heures e t  de 7'2 heures pour la va l ine  

f a i t  ressortir la prêsence d'une liaison Val-Mal dasis le  peptide CN-2 .  

L 'ac ide aspartique e t  la g lutamine on t  é té Identi f iés dans un hydro l ysat 

enzymatique total du pept ide C N - 2  obtenu par ac t ion conjuguêe de la trypsine 

e t  de I'aminopeptidase M à 39OC pendant 48 heures. 

L 'ac ide aspartique a été ident i f ie  en pssBtTsn N H  -terminale par la  
2 

méthode de dinitrophênylatiors. 

2) Etude des .- peptides trypsiques du pept ide C N - 2  ----- 

L'hydrolyse trypsique du peptide CN-2  à p H  8, O e t  37OC, pendant 

30 minutes, l ibère 4 peptides qu! sont ensuite séparés par chromatographie 

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

Les peptides trypsiques du peptide CN-2  sont I ibel lés CN-2T e t  

numérotés de 1 à 3, à part i r  de l 'extrémité COOH-termina le  du peptide C N - 2  ; 

leur composition e t  leur séquence en amino-acides ssat présentées res'pectire- 

ment dans les tableaux V I & [  e t  YX, 

La  déterminatiosr des séquences a 6té gêa7ê~alement effectuée avec la  

technique de dégradation de Edman associée à la méthsde de dansylatisn, 

La séquence N H  -terminale Asp-Val-Val  du peptide CN-2-T-3 a 
2 

toutefois été déterminée avec trois cycles de dégradation de Edman uti l isée en 

méthode soustractive, 



TABLEAU VI !  

COMPOSlT lON EN AMINO-ACIDES 

DU PEPTIDE COOH-TERMINAL CN-2  DE LA GRK-HISTONE 

(exprimbe en rapports molaires p a r  rapport à la lysine) 



DIAGRAMME D'ELUTIO N DES PEPTIDES TRYPSIQUES 

DU PEPTIDE C N - 2  DE LA GRK-HISTONE 

FRACTIONNES SUR C O L O N N E  DE CHROMOBEADS P 

r--7 
l I 
8 , Ninhydr ine - 
L--.J 

1 1 1 1 I 

O 660 1 .320 Eff luen 

FIGURE 5 



TABLEAU V i % i  

C O M P O S I T I O N S  EN A M I N O - A C I D E S  

DES PEPTIDES TRYPSlQUES OBTENUS A PARTlR DU PEPTIDE CN-2 

(exprimees en rapports molaires)(+) 

Acide aspartique 

Thréonine 

Acide glutamique 

Glycine 

Alanine 

Val ine 

Leucine 

Tyrosine 

Phénylalanine 

Lysine 

Arginine 

(+) Les chiffres entre parenthèses indiquent le nombre de résidus assumés. 



TABLEAU IX 

SEQUENCES DES PEPTIDES TRYPSIQUES DU PEPTIDE CN-2  

- 9 - -  

CN-2-%-1 Thr - L e u  - T y r -  G l y  - Phe - G l y  - G l y  

CN-2-T-2 (+) G l p  - G l y  - Arg - - 
- . + - i , + + *  

C N  -2-T-3 Asp - Val  - Val - T ~ P  - A l a  - Leu - Lys - Arg 

- 
CN-2-T-3a Asp (Val , Val  , Tyr , A l a  , Leu) Lys 

Les méthodes utilisées pour !a détermination de la séquence des 

peptides sont indiquées de la  façon suivante : 

Dansylation - placé au-dessus du résldu d'amino-acide. 

Dégradation de Edman --+ 

Hydrolyse par les casboxypeptidases A et B - 
Hydrazino l yse --- placé au-dessous du résidu d'amino-acide. 

(*) G l p  o acide pyroglutamique. 

Ce peptide dérive du peptlde G ln  - G l y  - Aeg par cycllsation de la 

glutamine en acide pyroglutamique. 







La posi t3an d~ peptide CN-2-T-I à l 'est-érnlfk COQ H-terminase du 

pept ide CN-2  se elêdbist de sa spéciFrc;'if6 de la  t -ypsr re  : le  peptide CN-2-%-1 

ne cont ient  pas de l y s ine  ou d 'argin ine , e l l e  se s ~ n f a m e  par Iu pr6sence de la  

séquence G l y - G I y  a son exfr6mité COQ H-termina le  z cet te  sêquence carres- 

pond en ef fet  à !a seq~encle COOH-texm;nalle de la GSk-hasfsne étab l ie  

d'après les donndes de I%ydrolyse de la protéine pap  la zat-bsxypeptidase A .  

L 'ordre C N - 2 - P - 3  - CN-2-T-2  - CNal-2-6-1 dans la séquence du 

pept ide CN-2  d6eoule log;quement de I 'ensemble de ces résarltats, 

Le  dyagrarnrne d%e$utiorr des pepf-des t ypsaq-les de la GRK-histone 

fractlonriés sur colonne de Chromobecads P, est pl~6sent6 davs la f igure 6 et 

montre la  s6paratalao des peptides en 115 F ~ a c t ; o ~ s ,  

Les fracfi;oris iridsquees par des tâasts ple1.i~ aarf auum6irot6es suivant 

leur ordre d '6Iut ion de la colonne. Les peptldes fryps'figr~es dê~ i~nêspur~son i -  numê - 

rotés suivant leur positioo dans la sequence de  l a  p*of6~c.e  (Tableau XY  page 69). 

Lu ~ornpos i f ion eet la  séquence e r  um~nr3-acIde~ de chaque peptide 

sont respectivement prése~atées d a ~ s  les tablea[dx X l  e t  Xbl. 

L e  pept ide T - 1  est obtenu pur daris l a  frocklon 9 ,  Le  blocage du groupe 

o(-aminé terrnirtal par un raçSdcaW acéty le conféie ù ce papf lde un caractère-. 

acide rnarqw6 qur se manifeste par une k /u f ,gn P P ~ C O C ~  d e  la  colonne dY6chan- 

geur d'ions et  par tspe m i g r a t i o n  aqodique en électz-ophorése sur papier  à pH 3 , 6 ,  

Le  pept;de T-1  p8e r6agst. pas avec la ra,vhydx:neu mais peut etre I ~ c a -  

lis6 pa? la s6action spec,fyqaile dei résidu d ' a r g i ~ i n e  avec le  rkactsf de Sakaguchi 

ou le  réact i f  à l a  pkiénanfhr&ne=qv/~or\e. 
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TABLEAU X I I  

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

T-1 (résidus 1 à 3) 

T-2 (résidus 4 et  5) 

T-3 (résidus 6 à 8) 

T-4 (résidus 9 à 12) 

T-5 (résidus 13 à 17) 

T-6 (résidus 18 e t  19) 

T-7 (résidus 20 à 23) 

T-8 (résidus 24 à 35) 

P-9 (résidus 37 à 39) 

T - % O  (rés;dus 41 à 45') 

8-1 1 (r6sidus 46 a 51) 

T - 1 2  (rés;dus 58 à 56) 

7-1 3 <desoclus 60 6 9 )  

4-14 ?i6î d u s  68 b '77) 

T-  85 (rés:dçrs 78 e t  P I )  

T - 1 6  P*fesadbs 80 a 9X) 

T-17 ( ~ ê ~ i d \ ~ s ,  93 95)  

T-18 i*esjdus 96 6 182) 

N - a c é t y l  - Ser - Gly - $t-~ - 
G l y  - Lys 

Gly - G l y  - L y s  - 
~ 7 y  - Leu - 8 y  - Lys 

- 
His - Arg 
* - - 
Lys(Me) -TXaL- Leu - Arg  y* 4 - - Th ~3 -Afn  * l l e  - - G l y  - i l e  - Thr - L y s  - Pro - A l a k ! & - @  
-+ 
Leu - Afa  - Arg 

4 
G t y - G f y - v a l  -&,-& C h  
--% =-+ -=-%.L iq-- 
i le - S e r  - GT - L e u $ i I e  - T y r 1  GT - EK -Th: - Arg 
- - p = - % -  
Giy - V a !  - Leu - Lys 
4 -  --+ -a- 
V a l - P h e - L e u  ~ ~ - A r r - ~ - V a i - i l e - A ~  
- + - -  C h +  - - Asp - Aio  - Va! - Tbi T y r  # T b "  - û i u  - 4 - A l a  - L y s  - 
Arg -- Lys 

-àb =* -==+ - =  T -  Val - Thfi - A ! a  - M e r  - A i p  - Val - \!al - Tyy - A l a  = - L e u  - L Y S  

C l p  - G l y  -a 
__jD - -* -3- 

I h r  - i e ~  - T y ;  - - Phe - Gly - Gly(OH) 

-b 
IR) Çecta;ns peptides trypslques 0 9 ~  e t 6  soumis 6 brie kyd-algIse par la ~ & ~ r r i c i t : - ~ ~ s l r n e  ou la theirnolysine, indlq,ée CD 

pal  !es lettres Ch- su Th-, 1 

,-1 . \ 
i':. : \ La silgnificatisn des signes places au-dessus s u  en -desso.cis des sesidus dZarn;ns-acides est paésendee dans le 
b-~,/ fableau I X  page 41 



Dans nos premiers travaux réalisés sur les peptides trypsiques de la  

GRK-histone de thymus de Veau (80), le pept ide T-'1 é ta i t  contaminé par le  

peptide G lp -G l y -A rg  ($é) dérivé du pept ide T -17  o G ln-Gly-Arg,  par cycl isa- 

t ion du résidu de glutamine en acide pyrog lutamique. Le système gradient a ét6 

modif ié pour étaler l a  zone d 'é lu t ion des peptides acides et des peptides neutres : 

nous avons ainsi obtenu une bonne séparation des peptides N-acéty l -Ser-Gly-Arg 

e t  G lp-Gly-Arg,  qu i  sont respectivement é lués de la  colonne dans les fractions 

'1 e t  2,  

La séquence du peptide T - 1  a été é tab l ie  après une hydrolyse par la 

carboxypeptidase B à 40°C pendant 2 heures, suivie d'une hydrazinolyse : les 

amino-acides ainsi libérés ont  été ident i f iés en 6lectrochromatographie sur 

papier .  

L ' a ~ é t h ~ d r a z i d e  obtenue par ac t ion de I 'hydrazine sur le groupe acéty le 

f i xé  sur la fonction oc-aminée terminale a été ident i f iée selon l a  méthode 

\J- 

La présence du groupe acéty le a par ai l leurs été confirmée par étude 

du spectre de RMN. Le spectre de RMN a ét6 effectué par C O Z Z O N E  e t  

MARCHIS-MOUREN (8'1) à qui nous avions adressé un échant i l lon du pept ide 

T-9 (Figure 7). 

Peptide T-2 (résidus 4 et  5) - o 

G l y  - Lys 

Le peptide T-2 est localisé dans l a  f ract ion 7 avec I 'argin ine l ib re  e t  

les peptides T-5 e t  T-14- 1 1  est obtenu pur par électrophorèse préparative sur 

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

Dansylamino-acide ---- -------- - - - - - - -2-------- -  N H -terminal o D N S - G  ly .  

(i) G l p  o ac ide pyroglutamique. 



SPECTRE DE RMN 

DU PEPTIDE TRYPSIQUE N-Acétyl - Ser - G l y  - Arg 

DE LA GRK-HISTONE DE THYMUS DE PORC 

Ac6 tyle 

HISTONE 

100 Mi t  
H C ~ ~ H - ~ O  SC:% Y; 

I 

1 
I 
1 

TMS 
P.' Z 

w w w  * * ~ ~ l , ? , & ~ v , , , ~ ~  ir 

r 7 
l i 1 i l . . I 1 1 - . - A - - - . .  I 

1 -.-.1_ 

FIGURE 7 



Peptide Y-3 IrêsTdbj~ 6 6 8) D 
---A, -. ---. 

G ly -G ly -Lys  

Le  pepf ide T-3 est obfesv pur darxa la fracticin 12, 

Dans~larnino-ac.de NHp-terminal  : DNS-G ly ---- -,=---- - - =  - =  

La  séqdence de ce pept ide est 6vldente d k p r & s  la spéci f ic i tê de $a  

trypsine. 

Peptide T-4 ( rds id~s  8 a 12) :: -- -- - -- --- 

GIy-Leu-GIy-Lys 

L e  peptide 1 - A  es+ obtenu pur deris Ia frac6io.a 8, 

Dégradcat;sn de Edman z deux cycles de dGgradatFon de Edman en ceu- 
- - - - - - - = s - - - - - - - - - -  

plage avec l a  mêthode de dafisy$'ltft~ol"r ont  permis  dZ6tabler !a séquence du pep- 

t i de  f -4 .  

Peptide 1-5a (s6sfdbs 13 à 15) : --- - -.-n --A-"-- 

Gly -G ly -A la -Lys  

Le  peptide TT-5 est bcaY;se dans la f~ack ron  7, avec R afgin ine l ibre et 

les peptides T-2 ef T - $ 4  dont i l  est sépare: en êleetrophss%se prêparative sus 

papier  à p H  3 , 6 ,  

La  présence d\r> résidu de lysine acéfyl6z s i  r son groupe L-aaraîn6, a 6fé 

étab l ie  en effectuant une c s r n p o s i t ; ~ ~  en an ins-ac ides aprbs hydrolyse tota le 

du pept ide T-5  par I'arniiiopepthdase hl\ pendant 24 heures à 40°C et à pH  &,O. 
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - = - - - - - - - d - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - . - - - - - - - - - - - - - - m - - - - - - - -  

(i) Lys(Ac1 o E -N-acé ty l - l ys i re ,  
L e  groupe acêty le  est !a&iYe d a ~ s  [es csndltisris de l 'hydrolyse totale acide, 
Nous avons et6 amen6s (m l e  reche,rcheï 6 cause du caractgre neutre du pept ide 
T-5 en chromatsg7aph';e d'échange d'ions e t  e r  éleçtx;aphoipêse à pH 3 , 6 ,  par 
rapport au pept ide f -10 : Gly-Gly-Vu!-Lys--Arg, de saracfGre basique, dant [CI 

structure prêsente une anaiogie 6vidente avec ce l le  du pept ide T-5. 



Dans l 'ordre d 'é lu t isn  des amino-acides, l a  E-N-acéfy l - lys ine se p lace entre 

la  pro l ine et  la glyci'ne, 

La présence de E-N-ûcêty l - lys ine dans la  GRK-histone de thymus de 

Veau a été démontrée ep 1968 par GERSHEY, VBDALB e t  ALLFREY (821, au 

terme d'une expérimen taf ion réalisge avec de I 'acefafe 1 -14c, e t  confirmée en 

1969 par De L A N  GE e t  a 1 (54). -- 

Dégradation de Edmarl : Deux cycles de dégsadation de Edman en cou- 
----- - - - - - - F r = - - - - - -  

plage avec la méthode de dansylatlon ont  permis d s t a b l i r  la  séquence du pep- 

t ide T-5. 

Le  peptide 9'-5a est lacallsé dans Pa firackson 6 avec les peptides T-8 
---> 

e t  T-18 dont i l  est sépare en ch~smatographde préparat'ive sur papier. 

Composition --- : Gly, Ala, Lys 
1,8 1,O 1,O 

Dégradation de Edmail : deux cycles de dégradation de Edrnan en çou- 
--------------,------ 

p lage avec la  méthode de dansylation ont  pesrnks diétabl i r  la séquence du pep- 

t i de  T-5a. 

Le peptide T-5a res*8Ite de %a  coupure de !a l iaison Lys-Arg par la 
F i !  17 

trypsine ; I%ydnolyse de cet te l iaison est subsidorlnée à l 'existence d 'une fonc- 

t ion €-aminée l ib re  dans le  résidu de lysine en posit ion 16, L'analyse des 

amino-acides effectuée après I "ydrolyse tota le du pept ide T-5a par I bmiwo,- 

peptidase M à pH 8,O e t  40°& pendant 24 heures, a confirmé la  présence d'un 

résidu de lysine non acéty lée dans ce peptide, 

Le taux d"c6tylaf ion de la GWK-knistsaae de thymus de Porc au niveau 

du résidu de lysine en posit ion 96 est de 50 p. 100, Un taux d 'acéty lat ion iden- 

t ique a été trouvé pas De LANGE -- et a l  (54) dans la  GRK-histone de thymus de 

Veau, au niveau de ce même riisldu, tandis qa,YF1 est de I h r d r e  de 40 p.100 dans 

l a  GRK-histone de ehlorolevcémie du Rat (40). 



Peptide T-6 (résidus - '88 e t  1/91 y u 

His-Arg 

Le  peptide T'-6 est obtenu pua dans la fract ion 16. 

Peptide T-7 (résidus 20 ia 23) o ------ 
Lys(Me)-Val-Leu-Asg (&) 

Le peptide T-3 est obtenu pur dans lu fract ion 14. 

La présence d'un dérive E-IN-méthyle de la lysine dans les histones 

riches en arginine a .té etabl ia par MURRAY (83) en 1964. La E-N-monornéthyl- 

lysine e t  la E-N -dime thy W -  lysine Furent identi f iees dans les histones par ?AREC 

et  KIM (84) en 1869, 

En 1969, De LANGE e t  a l  (54) e t  Q G A W A  et  a l  (85) ident i f ièrent  ces -- 
2 dérivés dans \ a  GWK-hlstone de thymus de Veau. 

Dégradation de Edman e %rois cycles de dêgradation de Edman u t i  llsée ------------------- 
en méthode soustractive on t  permis dR6tab I i r  Ia sêguençe du pept ide T-7. 

Composition : Va!, Leu, Lyâ(J\ne), Arg 
0,8 0,9 O, 8 I f 0  

1 er cyc l e  9 , O  1 ,O --- 0,2 0, 9 

2ème cyc le  - 0,1 1,6 ,- b %  
3ème cyc le  - O, 1 - 

w- 980 

Le  peptide T-8 est loealésb dans la  fract ion 6 avec le pept ide T-5a e t  

le  pept ide T-18 dont II est s6parB en chromatographie préparative sur papier. 

La  psesence dq r r i  r6sidu dhspasagine et  d'un résidu de glutamine a été 

é tab l ie  après hydrolyse du pepf-ide par Ibminopeptldase M pendant 24 heures. 



Dégradation de Edman : quatre cycles de dégradation de Edman ut i l isée ------------------- 
en méthode soustractive o r f  permis de déferminer la  sbquence N H  -terminale : 

2 
Asx-Asx-i le-Gln. La  dégradatisra récurrente n ' a  pu être poursuivie au  delà dei 

4ème cyc le  : le blocage de la  réaction résulte de la  cycl isat ion de la  glutamine 

en acide pyrog l u tam ique. 

La  séquence Asp-Asn a été déf in i t ivement é tab l ie  par ident i f ica t ion 

di recte des PTH-amino-acides libérés en chromatographie sur couche mince de 

ge l  de s i l i ce  dans les solvants V et  IV  de JEPPSSON e t  S J O Q W S T  (71). 

H dro'yse Far les carbox~pept idases A e t  B : -Y,,, ,,, ,-,-,-----, ----,-,,-,,-,-, 

La séquence COOH-termina le  : [ le -Arg  a été é tab l ie  par hydrolyse du 

pept ide avec les carboxypeptidases A e t  B, à pH  8,O et  40°C, pendant 

6 heures. 

H drol se ar  la thermolplsine o -Y---l,,P ----------- ---- 
L'hydrolyse du peptide T-8 par la thesmolysine à pH  8,O e t  40°C pen- 

dant 8 heures, l ibère 4 peptides qui  sont ensuite séparés en électrophorèse pré- 

parat ive sur papier à pH 3,6. 

Ces peptides sont, dans I b r d r e  croissant de mobi l i té cathodique : 

T-8-Th-1 Asp-Asn 

Les données fournies pas la  dégradation de Edman du pept ide %-8 per- 

mettent de déduire la  séquence des peptides T-8-Th-% e t  8-8-Th-2 e t  d'en dé- 

terminer la  posit ion dans la  séquence du pept ide T-8. 

La  séquence du peptide T-8-Th-3 a b té  déterminée avec trois cycles 

de degradation de Edman en couplage avec la  méthode de dansylation. 

La séquence du peptide T-8-Th-4 est évidente d'après la  spéci f ic i té de 

la  thermolysine e t  confirme les résultats de I%ydrolyse du peptide T-8 par les 

carboxypeptidases A e t  B. L e  peptide T-8-Th-4 do i t  être p lacé à l 'extrémité 

C O 0  H-terminale du peptide %-8. 



Lknsemble de ces rbsrrltats permet de placer sans ambiguité les peptides 

Th- dans I ' o r d s ~  e Th-$ - Th-% Th-3 - Th-4 et  de determiner ainsi la 

séquence complète du peptide T-8 : 

Asp - Asn - I l e  - G l n  - Gly - Ble - Ths - Lys - Pro - A l a  - I l e  - Arg  

T-*-Th-!+& T-8-Th-2 & T-8-Th-3 -----+A T-8-Th-4 

La séquence du peptide T-8 f a i t  apparaâgre une liaison Lys-Pro résis- 

tante à l 'hydrolyse taypslque. La pas!tion de la pra l ine par rapport à l 'a lan ine 

expl ique I k a t i o n  I lmi  tee de la carboxypeptidase A .  

Peptide T-9 (résidus --A 37 a 39) : 

Leu - A l a  - Arg  

Le  pept ide P-9 est obtenu pur dans su fract ion 11. 

D6gradation de Edman : Un cyc le  de dégradation de Edman suivi  de la  ------------------- 
dansylation du pept ide r6sldueI a permis de déterminer la séquence du peptide 

G l y  - G l y  - V a l  - Lys - Arg 

Le pept ide T - I O  est obtenu pur  dans la fract ion 15. 

Dégradation de Edmaat u D e u . ~  cycles de dégradation de Edman en cou- ------------------- 
plage avec la méthode de dansylation on t  déteomIn6 la séquence N H  -terminale 2 
G l y  - G l y  - Va l .  

H drobse par la earbsxypeptidase B e ,Y-,, --- ,--,Y-,,,,, , -,,,-,-- 

L 'é tude c inét ique de lEhydeslyse du peptide T-10 par la carboxypepti-  

dase B a détermine la séq~ence  COOH-termina le  : Lys - Arg.  

L 'obtent ion du peptide T-10 f a i t  ressortir la présence d'une liaison 

Lys-Arg qu i  résiste 6 I "kiydrolyâe trypsique pendant 2 heures à 37OC et  pH  8,O. 
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La séquence du peptide '8-1 1 -Ch-% a 6f6 déduite des données fournies 

par l 'étude des pepfides T-11 -Ch-2a e t  %-11 -Ch-2b. La  posit ion C O 0  H-termi-  

nale du pept ide Ch-2b est l l&e  a la  présence du résidu d8arginyne situé à 

I 'extrémit i i  COOH-termina le  du pept ide % - I l  daupr&s $a spéci f ic i té étro i te de 

la  trypsine, 

L'ensembse de ces résultats permet de placer les peptides Ch- dans 

l 'ordre Ch-1 - Ch-2 et  de d6terminer ainsi l a  siiquence compl&te du peptide 

T-11 . 

Peptide T-12 (résidus 56 à 59) : -------- 

G l y  - Va l  - L e u  - L y s  

Le  pept ide %-12 est l ~ca lasé  dans la  fract ion 9 avec l e  pept ide T-19 

dont i l  est séparé en électrophorèse préparative sur papier à p H  3 , 6 .  

Danszlamino-acide N H  -terminal : DNS -.G ly. - - - - - - - - - - - - - -, - - - - -2 - - - -> - - - - 
Dégradation de Edmar: : deux cycles de dégradation de Edman en cou- 
- - - - - - - - - - - - > - - - - - - -  

p lage avec la  mêthode de dansylation on t  permis d'établit- la  séquence du 

pept ide T-12, 

Va l  - Phe - Leu - G i u  - Asaz - Mal - [ l e  - Arg  

Le peptide %-93 est obtenu pur  dans la  fract ion 9. 

La présence d 'un nésldu dbsparaglne eb d'un résidai d 'acide glutamique 

a été é tab l ie  aprhs hydrolyse du pept ide par Ibmiractpepiidase M pendant 

24 heures. 

Dégradation de Edmasl o 6 cycles de degradation de Edman uti l isée en 
- - - - - - - - - - - - - m m - - - -  

methode soustractive on t  determiné l a  séquence du peptide %-93, 



Composition : Asp , G l u  , V a l  , ! le  , Leu , Bhe , Arg  
1,3 lf3 2,Q 0,9 1 ,  1 , l  1,O 

l e r  cyc le  % , l  1,2 - %,O .%,O $,O %,1  1,O 

2ème cyc le  $,2 1 l,li %,O O,? 8, l  -- 1,O 

3ème cyc le  4,O 1,6 % , 1  % , ' F  - 0,1 - 1 , Q  

4ème cyc le  1,O --- 0,3 0,9 0,9 - - 1,O 

5ème cyc le  -- 0,s - O,$ O,% - - '[,O 

6ème cyc le  - - 0 , 4 0 , 9  - - 1,O 

Peptide T-14 (&sidus 68 77) : 

Asp - A l a  - V a l  - Thr - Tyr - Thr - G l u  - HRs - A la  - L y s  

Le  peptide 7"-94 est lscalisé dans % a  fract ion 7 avec I 'arginine l ibre 

e t  les peptides T-2 et T-5 dont ' i l  est séparé en élec~rsphsaèse préparative sur 

papier à pH 3,6. 

La présence dsun résider d 'acide aspartique e t  d 'un résidu d 'acide glu-  

tamique a été établ ie après hydrolyse du peptide par I'arninopeptidase M pen- 

dant 48 heures. 

H drol se ar la ch_yrnstrypsine ; ,Y,--l,,P ,,,-,, ,,,, ,,,-, 

L'hydrolyse du peptide T-14. par la chymotrypsine à pH 8,O et 37OC 

pendant 6 heures, Xib&re 2 peptides qui  sont ensuite sêparés en électrophorèse 

préparative sur papier à pH 3 , 6 ,  

Ces peptides sont dans I bo~dre croissant de mobi l i té  cathodique : 

T-14-Ch-1 Asp - A s a  - Va$  - Tha. - Tyr 

L a  séquence de chaque peptide a étê dgterrninée avec trois cycles de 

dégradation de Edman en couplage avec la méthode de dansylation. 

L a  position dsr peptide Ch-9 à lkextrémité N H  -terminale du peptide 2 
T-14 est l iée à la presenee du rgsidw d b c i d e  aspartique, aussi b ien qu'à la spé- 

c i f i c i t é  de la chymotrypsine, tandas que la position du peptide Ch-2 à I 'extré- 

mit6 COOH-termina le  du peptide %-$4 est Siide b !a prdsence du résidu de lysine. 



Nous obtenons ainsi la séquence ccarnplête du pept ide T-14 : 

Asp - A l a  - Va l  - Thr - Tyr - I h r  - G l u  - His - A l a  - Lys 

T-14-Ch-1 %'-14-Ch-2 

Arg  - Lys 

L e  peptide Y'-15 est obtenu pus dans la  f ract ion 17. 

Peptide T-16 (résidus 80 à 9 % )  : 

Thr - Va l  - Thr - A l a  - M e t  - Asp - Va l  - Va l  - Tyr -A la  - Leu - Lys 

L e  peptide T-16 est obtenu pur dans la  f ract ion 5. 

Dégradation de Edman : quatre cycles de dégradation de Edman en 

couplage avec la méthode de dansylatéon on t  permis d 'é tab l i r  la séquence 

N H  -terminale : Thr - V a l  - Ths - A l a  - M e t .  Le  reste de la  séquence correspond 2 
à la  séquence NHî- termina le  du peptide COOH- te rmina l  CN-2  obtenu par  

ac t ion  du bromure de cyanogene sur la GRK-histone. 

Peptide T-17 (résidus 93 à 95) : 

G l p  - G I y  - Arg (e) 

Ce peptide est isolé pur de la f ract ion 2 .  

L a  glutamine à l 'extr6rnlté N H  -terminale donne par cycl isat ion de 2 
l 'ac ide p y r ~ ~ l u t a r n i q u e  e t  conduit à I 'obtention de ce pept ide de caractère 

ac ide qui  ne donne aucune réaction avec la n inhydr ine.  I I  est toutefois aisé-- 

ment localisé par le réac t i f  de Sakaguchi ou l e  réact i f  à la  phénanthrène-quinone. 

C e  peptide correspond au peptide CN-2-T-2 qu i  constitue un élément 

de  l a  séquence du pept ide C O 0  H-terminal C N  -2 de la GRK-histone. 

............................................................................ 
(i) G l p  : acide pyroglutamlque. 



Peptide T-18 (résidus 96 à 102) D 

Thr - Leu - Tyr - Gly - Phe - Gly - G ly  

Le  pept ide T-18  est localisé dans la  f ract ion 6 avec les peptides T-5a 

e t  T-8, dont i l  est sépare en chromatographie préparative sur papier. 

Ce  pept ide est identique au pepfâde CH-2-T-1 situé à l 'extrémité 

COOH-termina le  du peptide CN-2 obtenu par act ion du bromure de cyanogène 

sur la GRK-histone : I I  constitue donc le  pept ide trypslque COOH- te rmina l  

dans l a  protéine. 

Lysine l ibre et  asginine l ibre 

La mol6cule de @Re(-histone cont ient  4 liaisons lysyl -arginyl  

(résidus 16-17, 44-45, 77-78, 91 -92),  2 liaisons arginyl-arginyl  (résidus 35-36 

e t  39-40) e t  une l iaison arginyl- lysyl  (&siidus 78-76), chacune de ces liaisons 

constituant l 'élément d'un des 5 centres basiques rencontrés dans la  charne pep- 

t id ique (Tableau X V  p. 7'1 ) . 
L'hydrolyse par t ie l  l e  de ces diffbsentes liaisons par la trypsine entraPne 

la  l ibérat ion de lysine e t  dYarginiaie libres qu i  sont respectivement gluées dans 

les fractions 4 e t  7 . L a  lysarie est obtenue pure directement, tandis que I 'a rg i -  

n ine est séparée des peptides Y-2, X-5 ef T-94, prgsents dans la f rac t ion 7, par 

électrophor8se prépasative sur papier suivie d'une chromatographie préparative 

sur papier. 

F) ETUDE DES PEPXBBES DE L A  GRK-HISTONE DE THYMUS DE -- - 
PORC OBTENUS BAR FRACTBONNEMENT DE L'HYDROLYSAT --- - 
CHYMOPRIPSIQUE SUR COLONNE DE CHROMOBEADS P 

----y- - 

L e  fract ionnement des peptides chymotrypsiques de la  GRK-histone de 

thymus de Veau (62) a bte reaPisé par chromatographie de ge l - f i l t ra t ion  sur 

colonne de Sephadex 6 - 2 5  équil ibrée e t  6 iuée avec de l 'ac ide acét ique 0,2 - M : 

les c inq fractions obtenues sont três hétêrog%raes e t  la pur i f ica t ion des peptides 

tr&s laborieuse. Pour la séparation des peptides chyrnotrypslques de l a  GRK- 

histone de thymus de Porc (611, nous avons pr6ferê à la chromatographie de gel-  

f i l t rat ion,  la chromatographie d%échange dqsons, sur oesine Chromobeads P, avec 



le  même systhme gradient de tampons pyr ld ine - acide formique, pyr id ine - 
acide acétique ut i l isé pour le  fractionnement des peptides trypsiques. 

Le diagramme d%Iwt!orb des peptides claym~trypslques de la GRK- 

histone de thymus de Pare fractionnes sur colonne de Chromobeads P est présente 

dans la  f igure 8 e t  montre sa séparation des peptides en 4 fractions. 

Les fractions Indiquées par  des traits pleins sont numérotées suivant leur 

ordre d 'é lut ion de la  colonne, Les peptides ehymotsypsiques sont désignés par 

Ch- e t  numérotés suivant leur posit ion dans la séquence de la  protéine 

(Tableau X V  page 69). 

La composition e t  la  séquence en amino-acides de chaque peptide 

sont respectivement présentêes dans les tableaux XIPI et  X IV .  

Arg-Asp-(Asn, 1 le, G ln, Gly,  I le, Thr, Lys, Pro, A la)- I le-Arg-Arg-Leu 

Le  peptide Ch-2 est obtenu pur dans sa f ract ion 5. 

Dégradation de Edman : 
- - - - - - - - - - - - - - , - - - - , -  

Deux cycles de dêgsadation de Edman ut; llsée en méthode soustractive 

ont  déterminé l a  séquence N H  -terminale o Aag - Asp. 2 

Composition : Asp , Klar , G l u  ., Pro , G l y  , A la , 1 le , Leu , Lys , Arg 
2,2 9,O 1 , O  1,3 1,2 1,2 3,1 1,O 1,O 3,2 

1 er cyc le  2,O $,Q 1,O 1,3 1,1 $ , 1  3,1 1,O 1,O -- 2,2 

2èmecyc le  - 1 , l  1,O %,O 1,1 1,O %,2 3,O 1,O 1,O 2,O 

H drobse par les casboxypeprldases A et B : ,Y--- ,---,----,----, --,,---,------- 

L 'hydrolyse du peptide Ch-2 par l a  carboxypeptldase A à 37OC pendant 

2 heures l ibère une mole de leucine par male de peptide. Après 2 heures d%y-  

drolyse par la  carbaxypeptldase A, le peptide est hydrolysé par l a  carboxypep- 

tidase B à 37OC pendant 2 heures. L 'analyse des amins-acides f a i t  appara?h-e 

la  l ibérat ion d'une mole de leucine e t  de deux moles d k r g i n i n e  par  mole de 

peptide, sous I "action coajrug~êe des carbsxypeptidases A e t  B. Deux séquences 

COOH-terminales pssslbles ressortent de ces données o 

Arg - I l e  - Arg - Leu su I l e  - Arg - Arg - Leu. 
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TABLEAU X I V  

SEQUENCES EN AMINO-ACIDES DES PEPTIDES DE LA GRK-HISTONE DE THYMUS DE PORC OBTENUS 

PAR FRACTIONN EMENT DE L'HYDROLYSAT CHYMOTRYPSIQUE SUR C O L O N N E  DE CHROMO BEADS P (n) 

Ch-2 (résidus 23 à 37) - - 
Arg - Asp - Asn - Ile - G l n  - G l y  - l l e  - Thr -Lys  - Pro - A l a  - I l e  - Arg - Arg - L e u  

t C - - -  

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

Ch-7 (résidus 62 à 7'2) 
.-) Leu - ~fu~ - A% - Val  - I le  - Arg - Asp - A l a  - Val  - Thr - Tyr - 

Ch-8 (résidus 73 à 88) 
4 - 
Thr - - His - AT - Lys - Arg - Lys - Thr - Val  - Thr - A l a  - M e t  - Asp - Val  - Val  - Tyr 

Ch-1 1 (résidus 99 à 102) 
--C - 
G l y  - Phe - G l y  - G l y ( 0 H )  

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



L e  peptide Ch-2 cont ient  le seul r6sldu de prolane présent dans la  ms lê -  

cu le  de GRK-histone : II recouvre donc le peptide trypsique T-8 qu i  cont ient  

ce résidu et  dont la  sequerice COOH- te rmina le  A l a  - 91e - Arg exc lu t  la  

séquence Arg - I l e  - Arg  - Leu à IYextrémité C O 0  H-terminale d u  peptide 

Ch-2. 

Le  r6sldu de leuclne en position COOH- te rmina le  dans le  peptide Ch-2 

ne peut provenir que du peptide P-8 qui est le seul pept ide trypsique de la 

Le  résidu dkrgjndne en position N H  -terminale dans le  peptide Ch-2 
2 

peut provenir  du peptide T-6 ou T-7, par csdpure d 'une liaison His - Arg o u  

Leu - Arg par  la  chymotnypsiwe. L e  peptide Ch-2 permet de placer les peptides 

trypsiques T-7 (ou T-61, %-8 et  P-9 dans l 'ordre o (P-6 ou T-7) - T-8 - T-9. 

Peptide Ch-6 (r6sidus 59 à 691) : ---- 
Lys - Va l  - Phe 

Ce peptide est iocallsg dans la f ract ion 3 avec le peptide Ch-7 dont I I  

est séparé en chromatographie pnéparative sur papier. 

La spécif ici té de la  chymotrypsine permet de placer le résidu de phény l -  

a lanine à I'extrtSmité COOH-termina le  du pept ide Ch-6. 

Dans le peptide Ch-6, le  résidu de lysine ne peut  provenir que du 

pept ide trypsique P-12 o G l y  - V a l  - Leu - Lys ; tandis que la s6quence 

V a l  - Phe correspond à la séquence N H  -terminale du peptide trypsique T-13. 2 
L e  pept ide Ch-6 fourni t  ainsi Ikencha?nement : T-12 - T-13. 

Peptide Ch-% (résidus 62 à 72) : ---- - -- 
Leu  - G l u  - Asn (Val  , I l e  , Arg , Asp , A l a  , Va l  , Thr) Tyr 

Ce peptide est Socalas6 dans la f ract ion 3 avec le peptide Ch-6 dont 

i l  est séparé en chromatographie pr6paratïve sur papier. 

Dansxlamino-acide NH2-terminal  r DNS - Leu. ---- - - - - - - - - - - - - - m - -  - - - m m - - -  



Dégradation de Edman u 
- - - - - - - - - - - - - m m - - - -  

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

dansylatfon on t  permiis d%fa&Iûr l a  s6qeeailce N H  -terminale o Leu - G l x  - A s w .  2 

Hydrazlno lyse : 
= -- 
L b c t l o n  de I%ydrazlne sur le  pept ide Ch-7 permet d ' ident i f ie r  la tyro- 

sine en posit ion C O 0  H-tersralnale. 

La  séquence Leu - G I x  - Asx du pept ide Ch-$ correspond à la séquence 

Leu - G l u  - Asn qu i  constitue la  par t ie  médiane du pept ide trypsique T-13. 

La composition en amino-acides du peptide Ch-7 permet de conclure 

que ce pept ide recouvre la parf ie COOH-termina le  du pept ide trypsique T-,l3 

et  la  par t ie  N H  -terminale du pept ide trypsique T-94. L'encharnement 2 
T-93 - T-14 est ainsi obtenu. 

Peptide Ch-8 (rbsidus '73 à 88) : 

C e  peptide est obtenu pur dans la fract ion 4 .  

Dégradation de Edman : -- ---------------- 
Trois cycles de dégradatior. de Edman utl l is6e en couplage avec la 

méthode de dansylation s c t  détesmin6 la séquence N H -terminale Thr - G l u  - 2 
His - Ala .  

La posit ion COOH-termina le  de l a  tyrosine découle de la  spécif ici té 

L a  séquence NH2-termainale du pept ide Ch-8 correspond à la  séquence 

Thr - G l u  - His - Asa située dans l a  part ie COOH-termina le  du pept ide tsypsl- 

que T-'14. 

La composition en amino-acides du peptide CR-8 caractérisée par la 

presence de méthionine e t  de tyrosine, permet de conclure que le peptide 

Ch-8 recouvre l a  par t ie  NH2-terminale du peptide trypsique T-16 e t  du peptide 

CN-2 obtenu par act ion du bromure de cyanogbne sur la  GRK-histone. 



En recouvrant également le  pept ide trypsique T-15 qu i  do i t  être néces- 

sairement p lace entre les peptides T-14 e t  T-16, l e  peptide Ch-8 fourni t  l 'en-  

chaînement : T-14 - T-15 - T-16. 

P e ~ t i d e  Ch-1 1 (résidus 99 à 102) : 

Gly - Phe - G l y  - G l y  

Ce  peptide est obtenu pur dans l a  f rac t ion 2 .  

Dansylamino-acide N H  -terminal o DNS - G l y .  ---.'. 2 - - - - - - , - -  

Dégradation de Edrnan : ------------------- 
Un cyc le  de dégradation de Edman suiv i  de la dalisylation du pept ide 

résiduel a suffi pour établ is  la séquence du pept ide Ch-1 1, 

L 'obtent ion du pept ide Ch-11 Sait ressortir la  résistance inhabi tue l le  

de la l iaison Phe - G l y  à l 'hydrolyse par la  chymotrypsine (60) (86). 

La proximité de la charge négat ive portée par le résidu COOH- te rmina l  

de la  GRK-histone est probublement la cause de ce t le  resistance (87). 

Les 4 résidus de tyrosine, les 2 r6sldus de ph6nylalanine et les 8 résidus 

de leucine présents dans la  GRK-histone consti tuent 14 s i  tes majeurs potentiels 

pour I "action de la chymotrypsine. Théoriquement, I %hydrolyse de la protéine 

par la  chymotrypsine devra i t  produire 15 peptides, En fait, la  résistance à 

l 'hydrolyse de 3 liaisons leucyle 

Leu  - Gly , Leu - G l u  , Leu - Tyr 
10 11  62 63 97 98 

e t  d 'une liaison phénylalanylc Phe - G l y  
100 I O 1  

ramène ce nombre à 1 1 .  

Cependant, l e  fractionnement de Iihydrolysat chymotrypsique par 

chromatographie d'échange d'ions sur une résine cationique entraîne la f i xa t ion  

irréversible de certains peptides chymotrypsiques très basiques, qu i  se t radu i t  

par un dé f i c i t  de 5 4  r6sidus d bamin~-acides (Tableau XOII, p. 63 ) portant  essen- 

t ie l lement  sur l a  glycine, la  lysine et  I 'argir i lne. Les peptides Ch-1 (résidus 1 à 

22), Ch-3 (résidus 38 à 49) e t  Ch-IO (rksidus 91 à 98) on t  ainsi échappe à nos 

investigations (Tableau XV, p .  69 ) . 



G) SEQUENCE EN AMINO-ACIDES DE LA GRK-HISTONE 

La première histone dont la structure primaire a été déterminée est !a 

GRK-histone de thymus de Veau. 

La séquence complète en amino-acides de cette histone a été établie 

indépendamment en 1969 par De L A N  GE et  a l  (54) et O GAWA et  a l  (85) .  Au 

cours de la même année, De L A N  GE et a l  (88) ont déterminé la séquence en 

amino-acides de la GRK-histone de l'embryon de Pois et  montré une remarquable 

constance dans la structure primaire de cette protéine, puisque seulement deux 

differences de type conservatif existent entre ces histones de sources pourtant 

fort éloignées. 

Les travaux que nous avons réalises 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 où I'étude des peptides trypsiques constitue la 

base des 6 tudes comparatives réa lisées sur des histones homologues isolées de 

différents tissus. 

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

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

nation de la séquence de I'octadécapeptide COOH-terminal obtenu par coupure 

de la proteine avec le bromure de cyanogène au niveau du résidu de mgthionine 

en position 84 et  par de larges recoupements déduits de I'étude des peptides de 

I'hydrolysat chymotrypsique. 

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

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

Comme il s'agissait moins d'établ i r  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 l ' identité de la structure primaire 

de la  GRK-histone de thymus de Porc avec ce l le  de la GRK-histone de thymus 

de Veau, identi té déjà amplement démontrée par I'étude complète des peptides 

trypsiques et de I'octadécapeptide C O 0  H-terminal C N  -2. 

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

leucémie de Rat a été déduite de I'étude de I'octadécapeptide C O 0  H-terminal 



TABLEAU XV 

SEQUENCE COMPLETE EN AMINO-ACiDE5 

DE LA GRK-HISTONE DE THYMUS DE PORC 

k- T-1 .- T-2 + 1-3 -* T-4 - 
N-acéty l  - Ser - G l y  - Arg - G l y  - Lys - G l y  - G l y  - Lys - G l y  - Leu - 

1 1 O 

---, T-5 --* T-6 *- 
G l y  - Lys - G l y  - G l y  - A la  - Lys(Ac) - Arg - His - Arg - Lys(Me) - 

20 

I 
-T-7 i T-8 
Va l  - L e u  - A r g  - A s p  - A s n  - I l e  - G l n  - G l y  - i l e  - T h r -  

30 
- - - - - - - - - - - - - - - - - *' 
-4 k+--iT-9-+l 
Lys - Pro - A la  - I l e  - Arg - Arg - Leu - A l a  - Arg - Asg - 

40 

T - I O  -- T - I l  
'Gly - G l y  - Va l  - L y s  - Arg - I l e  - Ser - G l y  - L e u  - l l e  - 

50 
p - . - ~ h - 6  - - 

T - 1 2  i I - a  T 
Tyr - G l u  - G l u  - Thr - A r g  - G l y  - Val  - L e u  - l y s  - Val  - 

60 

I 

I T-13 1 
Phe - L e u  - G l u  - Asn - Val  - I le  - Arg - Asp - A l a  - Val  - 

70  

I 
I T-14 -* T-15 

Thr - Tyr - Thr - G l u  - His - A la  - Lys - Arg - Lys - Thr - 
80 

- - - Ch-8 - - - - - - - - - - - - - - - 
T-16 

-+ 
Y 

Val  - Thr - A l a  - M e t  - Asp - Val - Val  - Tyr - A l a  - L e u  - 
- - - -  - 90- 

I 

F---- -- - ~-17.-:~-18 
Lys - Arg - G l n  - G l y  - Arg - Thr - Leu - Tyr - G l y  - Phe - 
- - - - - - -  CN-2 .-- - - - - 100- 
C h - 1 1 - - - - 4  



obtenu par coupure de la protéine avec le bromure de cyanogène (89) et de 

I 'étude des peptides trypsiques. 

Chaque peptide trypsique 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 N H et C O 0  H-terminaux, 2- 
ont constitué les différents points de cette étude comparative qui démontre 

l ' ident i té de la structure primaire de la GRK-histone de chloroleucémie du Rat 

avec ce l le  de la GRK-histone de thymus de Veau. 

O n  peut dire en effet que 2 peptides ont une structure identique, 

lorsque ces peptides ont le même temps de rétention sur la colonne de résine à 

pouvoir d'échange ionique, le même comportement en chromatographie ou en 

électrophorèse sur papier, la même composition en amino-acides, le même 

amino-acide en position N H  -terminale et  le même amino-acide à 11extrémit6 2 
C O 0  H-terminale. 

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

- Le blocage de l 'extrémité N H -terminale par un groupe acétyle. 
2 

- 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 chaÎnons de 

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

- La prédominance des résidus basiques dans la region N H -terminale 
2 

(45 résidus) qui renferme 13 charges positives nettes, alors que la région C O O H -  

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

- Le caractère hydrophobe marqué de la part ie COOH-terminale 

(résidus 46 à 102) où sont localisésZ?des 33 résidus d'amino-acides à chaîne laté- 

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

(R) Alanine, Valine, Méthionine, Isoleucine, Leucine, et Phényl- 
alanine. 



TABLEAU XVI 

CENTRES BASIQUES PRESENTS 

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

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

- ~ r g  - Arg - Leu - Ala - Arg - Arg - 
3 5 40 

- Lys - Arg - 
44 45 

- Lys - Arg - Gln - G l y  - Arg - 
9 1 95 



- La  local isat ion des 6 résidus d'amino-acides aromatiques dans la 

par t ie  COOH-termina le  où l 'on retrouve également 5 des 6 résidus de thréonine 

présents dans la  GRK-histone. 

- La  présence de 8 résidus de g lyc ine  dans les 14 premiers résidus de la 

chaîne peptidique, tandis que 3 résidus de g lyc ine par t ic ipent  à la  séquence 

COOH-termina le  : G l y  - Phe - G l y  - G l y .  

- Les analogies de structure qui apparaissent dans quelques séquences 

peptidiques (Tableau XVII), ce qui impl ique selon De L A N G E  e t  a l  (54) que 

certains segments du $&ne responsable de l a  synthkse de l a  GRK-histone sont 

formés par l a  répé t i  t lon de certaines séquences nuc léotidiques. 

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

résumees dans le  tableau XVI I I .  





LEGENDE DU TABLEAU X V l l l  

Les amino-acides sont représentés par une let t re suivant l e  code u t i  lis6 

par DAYHOFF (DAYHO FF M . 0  . , Atlas o f  Protein sequence and structure, 

1969, vo l .  4, Na t iona l  Biomedical Research Foundation, Georgetown University 

Med ica l  Center, Washington, D . C . 20007). 

D = Ac ide aspartique 

Q = Glutamine 

G = G lyc i ne  

K = Lysine 

R = Argin ine 
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CHAPITRE Y 

STRUCTURE PRIMAIRE DE L'ALK-HISTONE 

A) COMPOSITION EN AMINO-ACIDES. 

B) DETERMINATION DE L'EXTREMITE NHÎ-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 maléylge. 

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

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

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

thermolysine. 

E) SEQUENCE EN AMINO-ACIDES. 



A )  COMPOSITlON ---- EN AMINO-ACIDES DE L'ALK-!+!STONE - 

La composition en amlno-acides de I 'ALK-histone, e tab l ie  sur des 

hydrolysats de 24 heures e t  de 72 heures, est présentée dans le tableau X IX ,  

Cette composition est casactérisee par un taux élevé d'arginine e t  de 

lysine, d 'acide glutamique, de glycine, d'alanine e t  de leucine. L'absence 

de cystéine, de méthionine e t  de dérivés E-N-rnéthylés de la lysine dans 

1°K-histone présente un intérgt  par t icu l ie r .  Elle constitue en e f fe t  la base d 'un 

cr i tère de pureté chimique de la protéine dont les contaminants possibles qu i  

sont l'ARE-histone et la GRK-histone renferment de la cystéine, de la méthio- 

nine e t  des dérivés E -N-methylés de la lysine (ARE-histone), de la  méthionine 

e t  des dérivés E-N-méthyles de la lysine (GRK-histone). 

L'ALK-histone se place, par son taux élevé de lysine, dans une posi- 

t ion intermédiaire entre les histones riches en arginine e t  les histones riches 

en lysine, Son taux d'arginirle, quoique légèrement infér ieur à ce lu i  de la 

lysine, est suffisamment 6leve en soi pour nous permettre de classer déf in i t ive-  

ment cette histone dans le groupe des histones riches en arginine oCi, avec la 

GRK-histone e t  l'ARE-histone, e l l e  partage le caractère de solubi l i te en m i l i eu  

é thano I ique (29). 

L'absence de méthionine dans I 'ALK-histone peut  apparaTtre comme un 

handicap pour l 'é tude de la structure primaire de cet te protéine oh seules sont 

appl icables des m6thodes enzymatiques de coupure de la charne peptidique. 

B) DETERMlNATlON -- DE L'EXTREMITE NH2-TERMINALE DE L 'ALK-HISTONE 

Dans les travaux antérieurs réalisés sur les fractions F 
2a 1 e t  F ~ a  2' 

correspondant respectivement à la GRK-histone et  à I 'ALK-histone, PHlLLlPS 

(78) ava i t  montré le blocage de la fonct ion w -aminée à I 'extrémité N H  2- 
terminale et  ava i t  ident i f ié le peptide trypsique N-acéty l -Ser-Gly-Arg en 

position N H  -terminale dans ces deux histones. 
2 



TABLEAU X IX  

COMPOSITION EN AMINO-ACIDES 

DE L 'ALK-HISTONE DU THYMUS DE VEAU 

Valeurs moyennes obte- 
nues à par t i r  des hydro- 

Nombre de r6sidus 

%i.io ucides lysats de 24 e t  72 h 
exprimées en moles pour 

I 

assumés t 

Ac ide  aspartique 

Ac ide  glutamique 

Isoleucine ( i i i~ )  

Poids molécu la i re  calculé = 14.005 
1 

1 
Amino-acide N Hz-terminal bloqué o N-acéty l -Sér ine 
Amino-acide C O 0  H-terminal : Lysine 

1 
i ----- 

(i) Le nombre de résidus d'amino-acides a été calculé sur la  base d 'un résidu 
de phénylalanine.  

( i f )  Valeurs obtenues par extrapolat ion l inéaire au temps zéro de I 'hydrolyse. 

(f i*)  Valeur retenue à par t i r  de la  séquence, 
( i ~ f f )  Valeur obtenue à part i r  des hydrolysats de 72 heures. t 2  *. $ \  ll;.,,< - )  

---. / 



Nous avons retrouvé les résultats de PHlLLlPS en iden t i f i an t  le peptide 

N -acétyl-Ser-G ly-Arg dans I 'hydrolysat trypsique de I 'ALK-histone, après 

avoir contrôlé par la méthode de din i t rophénylat ion décri te par PHlLLlPS (19) 

et  l a  méthode au cyanate de STARK e t  SMYTH (79) l'absence d'une fonct ion 

&-aminée l ibre à l 'extrémité de cette protéine. Des résultats identiques on t  été 

obtenus par STARBUCK e t  a l  (39), HAYASHI et  IWAi  (48) e t  O L S O N  e t  a l  (90). 

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

L'hydrolyse de I 'ALK-histone par la carboxypeptidase B a permis d ' iden- 

t i f ie r  la  lysine à l 'extrémité COOH-termina le  de la protéine (PHILLIPS e t  

SIMSON) (91) (SENSHU et  IWA!) (44) (SAUTIERE -- et  a l )  (41) (SUGANO -A e t  a l )  

(92) - 
Toutefois, la comparaison des résultats obtenus par ces auteurs sur la 

séquence C O 0  H-terminale de I 'ALK-histone f a i t  apparaître des divergences 

profondes. 

PHlLLlPS et  SIMSON (91), s'appvyant sur les résultats des hydrolyses 

de la fract ion F par les carboxypeptidases A e t  B e t  par la chymotrypsine, 2a 2 
ont  trouvé la séquence u Va l  - G l y  - A l a  - Arg - His - Lys. 

S i  ce t te  séquence é ta i t  correcte, le peptide His - Lys aurai t  dû être 

présent dans I 'hydrolysat trypsique de la protéine. En fait ,  nous n 'avons iamais 

obtenu ce peptide e t  HAYASHI e t  l W A l  (48) ne l 'ont  pas davantage retrouvé. 

Les résultats obtenus de l 'hydrolyse de I '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, l è r e  colonne) nous 

avaient  cimené à conclure à la séquence COOH-termina le  : His - Lys. Cette 

séquence é ta i t  seulement compatible avec le peptide Lys - Thr - Glu - Ser - His- 

His - Lys présent dans I 'hydrolysat trypsique de I 'ALK-histone nat ive (41). 

HAYASHI e t  l W A l  (48) avaient t iré une conclusion identique. 



ETUDES ClNETlQklES DE LWHYDROLYSE DE L 'ALK-HISTONE PAR LES CARBBXYPEPTIDASES A E T  B --- --- --------- - - 

Amino-acides 

Carboxypeptidase B 
Carbsxypeptidase B 

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

(~ i f t )  Les résultats sont exprimes en nanomoles d'amino-acides libérés ; les chiffres entre paren thèses indiquent le  nombre 
de moles d'amino-acides libérés par mole de protéine, 



Cependant, ces conclusions se sont trouvées contestées par les résultats 

de S U G A N O  e t  a l  (92) qu i  montrent d'une façon i r réfutable que la séquence 

COOH-termina le  de I 'ALK-histone do i t  être : Lys - Thr - G l u  - Ser - His - His - 
Lys - A l a  - Lys - G l y  - Lys. Leurs résultats sont fondés sur l 'étude c inét ique 

de l 'hydrolyse de la protéine effectuée pendant 8 heures avec les carboxypepti-  

dases A e t  B (tableau XX) ,  

Nous avons pu  confirmer les résultats de S U G A N O  et a l  (92) de la  

façon suivante : I 'ALK-histone est hydrolysée à 40°C e t  pH  7,9 avec la carboxy- 

peptidase B ; après 10 minutes d'hydrolyse, deux aliquotes sont prélevées, l 'une 

pour l 'analyse directe des amino-acides, l 'autre pour I1hydrazinolyse suivie de 

I 'analyse des amfno-acides. 

En 10 minutes, la carboxypeptidase B l ibère 0,8 mole de lysine par 

mole de protéine, Après 10 minutes d'hydrolyse par  la  carboxypeptidase B, 

l 'ac t ion de I 'hydrazine l ibère 0,5 mole de g lyc ine  par mole de protéine 

(tableau XX)  . 
A part i r  de ces résultats, la séquence COOH-termina le  de I 'ALK-  

histone do i t  être : G l y  - Lys, 

Ces résultats qu i  confirment ceux obtenus par S U G A N O  e t  a l  (92) 

sont supportés par l 'obtent ion du peptide chymotrypsique Ch-1 4 : Lys - A l a  - 
Lys - G l y  - Lys résultant de la coupure de la l iaison His - Lys , par la chymo- 

trypsine (tableau X X X V  page '1 64). 
124 125 

D) HYDROLYSES ENZYMATIQUES --.- 

1) Peptides trypzlques solubles de I 'ALK-histone nat ive 
--P 

L 'addl t ion de TPCK-trypsine, à la solut ion d'histone en mi  l i eu  tamponné 

de pH 8,0, entralne immédiatement l 'appar i t ion d 'un trouble qui persiste durant 

I ' hyd~o lyse .  Ce trouble ref lète l 'existence d'un "core" insoluble dont l 'analyse 

des amino-acides souligne le caractère hydrophobe par la présence de nombreux 

résidus d'alanine, de va l lne et  de leucine. 

L 'ac id i f î ca t ion  de I 'hydrolysat jusqu'à p H  3,5, pour l 'arrêt  de I 'hydro- 



lyse, entcaslne gêneralement une d ispar i t ion d u  trouble, 

Après lyophi l isat ion, I 'hydrolysat  est repais dans un f a i b l e  volume 

(3 m l )  d 'ac ide  formique à 30 p, 900, pour la  chromatographie dlêchange dyions 

A ce stade, appaaa$'t une Fraction insoluble q u ' i l  est nécessaire d 'é l im ine r  par  

ce r t r i f uya t ion ,  C e t t e  f rac t ion  insoluble rend compte du d ê f i c i t  observe dans la  

camposi t iaq en amino-.acides des peptides solubles de I 'hydaolysat trypsique 

par  rapparfi à la  composition en amino-acides de la  protê ine (Tableau XXI ) ,  

L e  diagramme d ' e l u t i o ~  des peptides solubles de I %ydrolysat  trypsique 

de I 'ALK-h is tone fract ionnés sur colonne de Chromsbeads P, est prêsentê dans 

la  f igure 9 e t  montre la  séparation des peptides en 16 fractions, Les fract ions 

ind;qkiêes par des trai ts p le ins sont numêrotées suivant leur ordre d ' é l u t i o n  de 

la  colonne, Les peptides trypsiques, désignés par  T ,  sont numérotés suivant  leur 

pos; t'on dans Ici séquence de la  pcotêine (Tableau X X X j J  page 164). 

ha  composition e t  la  sêquence en amino-acides de chaque pept ide sont 

respeef~vement pvêser têes dans les tableaux X X  I e t  X X i I  

Peptrde T - l  (residus 1 à 3) v 

N - a c é t y l  - Ser - Gly  - Arg  

Le  pept ide T'-1 est obtenu pur dans l a  f rac t ion  2, 

L e  b locage du groupe& -aminé terminal  par  un rad ica l  acéty le,  confère 

à c e  pept ide un caractère ac ide marquê q u i  se manifeste par une 6 l l i t i on  pxecoce 

de la colonne d'echange'clr d ' ions e t  par  une migra t ion  anodique en é lectropho- 

r6se sup papier à p H  3 , 6 ,  

Le  pept ide  T - 1  ne réag i t  pas avec la  ninhydrine, mais peu t  etre loca-  

lisé par l a  s6actian spêcif ique du &sidu d 'a rg in lne  avec le  réac t i f  de Sakaguchl 

su le & a c t i f  à la  phénanthrène-quinone. 

Ba séquence du pept ide T-1 a été é tab l i e  après une hydrolyse par  la 

caxboxypeptidase B à 40°C pendant 2 heures, suiv ie d k n e  hydrazinolyse 1 les 

arn,nca -acides ainsi l ibérés on t  étê i dent i f iés  pas électrschrornatographie sur 

pap ier ,  L 'acéthydraz lde obtenue par  ac t i on  de I 'hydxazlne sur le  groupe acéty le  
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TABLEAU XXXi 

COMPOSITtONS EN AMlaUO-ACIDES DES PEPTdDES DE LA FRACTION SOLUBLE ----- -----=A- - - - --- - -- -7  -- -- _ - -- 
DE L'H*/DRO%WSAr TRYPSlQUE DE I 'AQK-HISTONE NATIVE - ---=-- -- -- --_'__II__---- _ _-_- 
(exprimées en rapports molaires par rapport 6 la lysine e t  a Iiarginine)(l@) 

- / *-u* 
(ft) Les chiffres entre parenthèses correspondent au nombre de résidus assurn6s, 



TABLEAU XXI  (suite) -- 

COMPOSiTIONS EN AMINO-ACIDES DES PEPTIDES DE LA FRACTION SOLUBLE ---- "- - .  

DE L'HYDWOLYSAT TRYPSlQUE DE L'ALK-HISTONE NATIVE 

(exprimées en rapports molaires par rapport à la  lysine e t  à I 'arginlne) (fi) 

(a) Les chiffres en tr,e paren theses correspondent au nombre de résidus assumés, 
(dkaie) L a  lysine libre n'est pas incluse dans ce total,  
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f i xé  sur la  fonction cx-aminée terminale a été ident i f iée selon la  méthode 

d ' A N  DREAE (69). 

Le peptide isolé de I "ydrolysat trypsiqwe d 'ALE-histone est identique 

au pept ide T -1  ident i f ié dans i 'hydrolysat trypsique de la  GRK-histone. 

Peptide T-2 (résidus 4 e t  5) e t  Peptide Y-23 (résidus 128 et  129) u - -- 

G l y  - Lys 

Le peptide G l y  - 9 s  est obtenu pur dans la  f rac t ion 7 .  ------------- ,- 

Dans~larnino-acide ---- ---------------2--------  N H  -terminal : DNS - G l y .  

Peptide T-3 (résidus 6 à 9) o 

G l p  - G I y  - G l y  - Lys 

Ce peptide est obtenu pur dans la fract ion 1 et  donne une réaction 

fa ib lement posl t ive  avec la ninhydrine, 

Ce peptide dérive du peptide G i n  - Gly  - G l y  - Lys par cyclisatioai 

de la  glutamine en acide pyroglutamique, 

Une é lu t ion précoce de la  colonne d'échangeur d'ions e t  une migra- 

t ion anodique en électrophorèse à pH 3,6, soulignent le caractère acide du 

pept ide GBp - G l y  - G l y  - Lys ainsi obtenu, 

La séquence du pept ide T-3 a été établ ie après hydrolyse par les 

carboxypeptidases A et  B, suivie d'une hydrazinolyse. 

L'hydrolyse du peptide T-3 par la  carboxypeptidase B à 40°C pendant 

2 heures, puis par la carboxypeptidase A à 40°C pendant 6 heures, l ibère 

une ?mole de lysine e t  une  mole de g lyc ine par tJmole de peptide. 
E 

Lthydrazinolyse du peptide résiduel &&ère un résidu de g lyc ine,  

Peptide Y-4 (résidus 10 e t  - 11) o 

A l a  - Arg 

Le peptide T-4 est obtenu pur dans la f ract ion 13. 

u DNS - A la ,  



Peptide T-5 (résidus 12 ek 13), Peptide Y-6 (résidus 14 e t  15) e t  --. - .----- -- 
Peptide T-22 (résidus 126 et  127) o ---- 
A l a  - Lys 

Le peptide A l a  - Lys est localisé dans la f ract ion 9 avec le peptide 

T-9 dont i l  est s6paré en ~ h s o m a t o ~ r a p h l e  préparative sur papier. 

Dansylamino-acide NHî- termina l  i DNS - A la .  .................... -------- 

us 16 e t  17) e t  Peptide Y-15 (résidus 7 6  e t  77) o ----.--.-- ----.- 

Thr - Arg 

Le peptide Thr - Arg est localis6 dans la f ract ion 12 avec le peptide 

T-16 dont i l  est séparé en chromatographie préparative sur papier, 

o DNS - f h r ,  

Peptide Y-8 (&sidus 18 à 20) o 
--.-- 

Ses - Ser - Arg 

Le peptide T-8 est localisé dans la fract ion '10 avec le  peptide %-19 

dont il est séparé en chromatographie préparative sur papier, 

Dansylamino-acide ---- -------- - - - - - - -2--------  N H  -terminal : DNS - Ser, 

Dégradation de Edman o 

Un cyc le  de dégradation de Edman suivi de la dansylation du peptide 

rêsiduel nous a permis d 'établ i r  la  séquence d~ peptide %-8, 

Peptide T-9 (résidus 2 1 à 29) o - - --- 

A l a  - G l y  - Leu - G l n  - Phe - Pro - Va l  - G l y  - Arg - 

Le peptide T-9 est localisé dans la fract ion 9 avec le peptide 

A l a  - Lys, dont i l  est separé en chromatographie préparative sur papier, 

La  présence d'un r6sidu de glutamine a été é.ta&lie après hydrolyse 

tota le du peptide T-9 par I'aminopeptidase M à 40°C pendant 48 heures, 



Dansylamlno-acide ---- - - - - - - - - - - - - - - -2 - - - - - - - -  N H  -terminal o DNS - A la ,  

La  séquence du peptide T-9 a été déduite des données fournies par l a  

dégradation de Edman e t  de l 'étude des peptides a$sultant de l 'hydrolyse du 

peptide par la chymotrypsi.ae e t  la thermslyslne, 

Dégradatron de Edman o 
- - - - , - - - . . - - - - - - - - c m -  

Deux cycles de d6gradation de Edrnan en couplage avec la méthode de 

dansylation ont  permis d 'é tab l i r  la séquence N H -terminale A l a  - Gly - Leu 2 
du peptide T-9, 

La dégradation récurrente n 'a  pu  être poursuivie au-delà du 3ème 

cycle, par suite du blocage de la  réaction dont nous avons attr ibuê la  cause à 

la présence du résidu de glutamine, bmm6diatement apres la leucine, O n  observe 

classiquement un t e l  blocage dans la méthode manuel le de Edman par cycl isa- 

t ion de la  glutamine en acide pyroglutamique., 

H drslyse chpmotrypsigwe du pept ide 'T-9 u ,Y--,,-,--, ,-, ,- ,--,----,,-,,--, 

L'hydrolyse chymotrypsique du pept ide T-9 pendant 6 heures à 39OC 

donne deux peptides séparés en électrophorèse sur papier à pH 3 , 6 .  
Ch 

A la  - Gly =-Leu ) G l n  - Phe - Pro - V a l  - G l y  - Arg 
I 

+ T-9-Ch-7 -- T-9-Ch-2 - - - - =  

<I 

A l a  - G l y  - Leu 

Peptide neutre, 

Composition : Gly  , A la  Leu ---------- 
I f ]  0,9 1,O 

Dans~larnlno-acide N H  -terminai : DNS - A la ,  ---- - - - - - - - - - - - - - - -2<- - - - - - - -  

La spéci f ic i te de la chymotrypsine pour la l iaison leucyle permet de 

placer le résidu de leuciire en position COOH-termina le  e t  d 'obtenir  ainsi la 

séquence A l a  - Gly  - Leu qui correspond à l a  séquence N H  -terminale du 2 
peptide T-9 d6fermxnée par la degradation de Edman, 



T-9-Ch-2 : 

G l p  - Phe - Pro - V a l  - G l y  - Arg 

Peptide acide, 

Composition o G l u  , Pro G l y  , Va l  , Phe , Arg --- ------ 
0, 9 1 ,O 1,1 0,9 0,9 1,O 

Ce  peptide ne peut être localisé sur le papier  que par la réaction à la  

phénanthr8ne-quinone, spécifique de I 'arglnine, Le  caractère acide de ce pep- 

t ide e t  l'absence de réact ion à la ninhydrlne impl iquent la présence d'un s6s i 'd~~ 

d 'acide pysoglutamique obtenu par cycl isat ion de la glutamine en position 

L'absence de coupure au niveau de la l iaison phénylalanyle suggère 

l 'existence d'une liaison Phe - Pro que nous avons pu  mettre en évidence après 

hydrolyse du peptide T - 9  par la  thermolysine, 

-Y--- ----- - --------- ar la therrno!ysine : H dro9se dupep t ide  T-9 p ------- ---- 
L'hydrolyse du peptide T-9 par la  thermolyçine a été réalisée b 40°C 

pendant 6 heures. 

Les peptides de I 'hydrolysat sont séparés en électrophorèse e t  chroma to- 

graphie préparative sur papier : l'électrophorèse à pH  3 , 6  permet de séparer un 

pept ide de caractbre basique correspondant au pept ide V a l  - Gly - Arg ; les 

peptides T-9-Th-] e t  %-9-Th-2 de caractère neutre migrent ensemble en 

électrophorèse e t  sont separés en chromatographie, 

Th Th 
I I 

A l a  - G l y  7 Leu - G l n  - Phe - Pro Va l  - G l y  - Arg 
I 1 

e T - 9 - T h - l k  T-9-Th-2 T-9-Th-3 + 
I 

A l a  - G l y  

Composition --- u G l y  , A l a  

910 1,o 

D a n ~ ~ l a m i n o - a c i d e  N H  -terminal : DNS - A la ,  ---- ---------------2-------- 

Le peptide T-9-Th-1 se p lace nécessairement en position N H  -terminale 2 
dans le peptide T-9, 



Leu - G l n  - Phe - PRO 

Composition : G l u  , Pro , Leu  , Phe ---------- 
I f 1  1,o 1,o Of9  

Danszlasnlno-acide N H  -terminal u DNS - Leu  ---- ---------------2--------  

H - 2- drazinolyse - - - - - - - - : 

L 'ac t ion  de I%ydaazine sus le peptide Y-9-Th-2 condui t  à I ' ident i f ica-  

t ion de la  pro l ine ù I 'extrémité C O 0  H-terminale de ce peptide, 

Ces résultats, joints aux éléments de structure déjà connus pour le  

peptide T-9, permettent d '6tabl i r  l a  séquence : Leu - G l n  - Phe - Pro. 

La  posit ion du résidu de prol ine par rapport au résidu de phénylalanine 

expl ique l'absence de coupure de la  l iaison G l n  - Phe lors de l 'hydrolyse du 

peptide T-9 par la thermolysine, 

Cet te  résistance à I 'hydrs lyse par la thermo lysine procède du change- 

ment conformatlsnr\el de la chalne peptidique indu i t  par la  pro l ine et  son ana- 

logie est evidente avec la  resistance des liaisons X - Pro e t  Y - Pro à l 'ac t ion 

hydrolyt ique respective de la  trypsine et  de la chymotrypsine, 

V a l  - G l y  - Arg 

Composition --- ------ : G l y  , V a l  , Arg  

1 f 8 0,9 1,O 

Dansylamino-acide N H  -terminal o DNS - Va l ,  - - - - , - - - - - - - - - - - - - - - -2--------  

Ce  peptide occupe la par t ie  COOH-termina le  du peptide T-9 05 la 

posit ion COOH- te rmina le  de I 'a ig in ine découle de l a  spéci f ic i té de la trypsine, 

V a l  - His - Arg 

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

D a n ~ ~ l a n i n o - a c i d e  N H2-terminal i DNS - Va l .  ---- --------------- - - - - - S m -  
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Asp , G l u  , G l y  , A l a  , Tyr , Lys , Arg 

Composition 0,8 If() 9 / 2  0,8 0,7 1,1 1 ,O --- ------- 
l e r  cyc le  O, 8 1,o 1,2 0,8 0,7 - 0,2 1,O 

2ème cyc le  0, 8 110 -- 0, 3 0,8 0,7 - ] , O  

3ème cyc le  O,2 1,O - 1,O 1,O - ],O 

4ème cycle - 1,o - 1,O 0,2 - -- 910 
5ème cyc le  - 1 10 - 0, 2 - - 1,O 

Hydrolyse par la  carboxypeptidase B ; ............................... 

L 'ac t ion de l a  carboxypeptidase B, pendant 2 heures à 40°C, l ibère 

uniquement de I k rg i n i ne .  

Le pep t ide  T-92a est obtenu pur dans l a  fract ion 11. - ---------- 

Composition ----------- o Asp , G l u  , G l y  , A l a  , Tyr , Arg 

1 ,  0 O, 9 1 12 1,o 1,1 1,o 

, Dansxlamino-acide ---- --- - - - - - - - - - - - -2-- - - - - - -  NH -terminal : DNS - G l y .  

D6gradation de Edman : ------------------- 
Quatre  cycles de dégradation de Edman uti l isée en méthode soustrac- 

tive, ont permis d 'é tab l i r  l a  sequence du pept ide T-92a, 

Asp , G l u  , G l y  , A l a  , Tyr , Arg 

Composition --- o 1,O 0, 9 1,2 1,O 9,1 1,O 

1 er cyc le  L o  0, 9 0,3 1,O 1 , l  1,O 

2ème cyc le  0, 2 0, 9 - -- '110 1,1 1,o 
3ème cyc le  - 019 - 110 0,1 1,O 

P 

4ème cyc le  - 0, 9 - 0, 2 - 
--, 910 

La  résistance par t ie l le  de l a  l iaison l y  à l 'hydrolyse trypsique L3Y - 9 7  
s'expl ique par la  presence d'une liaison adjacente Arg - Lys comme l ' on t  démon- 

tre les études ultérieures réalisées sur les peptides trypsiques de I 'ALK-histone 

maléy16e e t  sur les peptides chymotrypsiques de I "histone nat ive ou  maléylée. 



Peptide T-14 (résidus 72 à 74) 2 ------ 

Asp - Asn - Lys 

Le peptide T-14 est obtenu pur dans la fract ion 5, 

La présence d'un résidu d 'ac ide aspartique e t  d 'un rbsidu dbsparaglne 

a 6té é tab l ie  après hydrolyse totale du peptide %-14 par Ikaminspeptidase M. 

Dégradation de Edman v ------------------- 
Deux cycles de dégradation de Edman avec ident i f ica t ion directe du 

PfH-amino-acide Iibéri5 après chaque cyc le  (79) ont permis d 'é tab l i r  la  s6q2ence 

du peptide T-14, 

Peptide T-16 (&sidus 78 à 81) u -- 

I l e  - I l e  - Pro - Arg 

Le peptide 1-16 est localisé dans la  f ract isn 12 avec le  peptide 

Thr- Arg (peptides %-7 e t  T-15) dont i l  est séparé en chromatographie prbparafive 

sua papier. 

Dansylamino-acide N W -terminal u DNS - I le,  - - - - - - - - - - - - - - - - -- -2 - - - - - - - - 

Dégradation de Edman u .................... 
Deux cycles de dégradation de Edman en couplage avec la  méthode de 

dansylation on t  permis d 'établ i r  la  séquence d u  peptide P-16, La DNS - l l e  

a été Rdentifibe en chrornutographie bid9menslonnelle sur couche mince de gel 

de s i l i ce  avec les solvants 1 e t  2 décrits par GROS e t  LABOUESSE (66)d 

Peptide T-17 (s6sidus 82 à 88) u ---- ---.---- 

His - Leu - GIn ,.- Leu - A l a  - I l e  - Arg  

Le  peptide %-17 est obtenu pue dans la f r ac t i o~ !  16, 

La  présence d 'un résidu de glutamine a étB étab l ie  par hydrolyse totale 

du peptide T-19 par I bm!ilapeptidase M d  



Dégradation de Edman : -- ---------------- 
La dégradation de Edman, u t i  lisée en méthode soustractive, n 'a pu 

être poursuivie au-delà du second cyc le  e t  a déterminé la  séquence N H  2- 
terminale Hls - Leu, 

G l u  , A l a  , [ l e  , L e u  , His , Arg 

Compos i t i on :  --- ------ 1,4 9,1 1,1 1,9 I f 0  ' I f0  

1 er cyc le  1,4 1 , l  1,O 1,9 - 0,l 1 ,O 

2ème cyc le  I f 3  1,0 0,9 - 1,1 - 1 ,O 

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

mine est p lacé immédiatement après la leucine. 

H drolyse chymotrypslque du pept ide T-17 o ,2- - - , - - - - , , - - , - , - - - - - - -~-- - - - - - - - - - -  

L'hydrolyse chymotrypsique du pept ide T-17, pendant 3 heures, à 37OC 

e t  à pH 8,0, l ibère 2 peptides %-97-Ch-1 e t  T-17-Ch-2 séparés en chromato- 

graphie préparative sur papier, 

Ch 

His - Leu - G l n  - Leu t A l a  - l l e  - Arg 

His - Leu - G l n  - Leu 

Composition :: G l u  Leu , His --- ------- 
1,l 210 Of7 

Ce peptide occupe la part ie N H  -terminale du peptide T-17, La posi- 2 
t ion COOH-termina le  de la  leeicine,qui découle de la  spécif ici té de la  chymo- 

trypsine, a 6tB confirmée par I 'hydrazinolyse, 

A l a  - I l e  - Arg 

Composition o A l a  , I le  , Arg --- - - - m m - -  

1 , l  0,9 1,o 

D a n ~ ~ l a m i n o - a c i d e  N H  -teeminal o DNS - A la .  ---- ---------------2-------- 



Ce peptide occupe la part ie COOH-termina le  du peptide T-17 OU la 

position COOH-termina le  de I 'arginine découle de la spécif ici té de la trypsine, 

L'ensemble des résultats fournis par la dégradation de Edman e t  IBhydro- 

lyse chymotrypsique permet d 'é tab l i r  la séquence du peptide Y-17. 

Peptide Y-18 (résidus 89 à 95) : 

Asn - Asp - G l u  - G l u  - Leu - Asn -Lys  

Le  peptide T-18 est obtenu pur dans la f ract ion 4. 

La  présence d 'un résidu d 'acide aspartique, de deux résidus d'aspara- 

g ine  e t  de deux résidus d'acide glutamique a é té  établ ie par hydrolyse totale du 

peptide 9- 9 8 par I 'am inopep tidase Mo 

Danszlarnino-acide ---- ---------------2-------- N H  -terminal : DNS - Asp. 

Dégradation de Edman : 

Deux cycles de dégradation de Edman uti l isée en methode soustractive, 

o n t  permis de déterminer la sbquence N H  -terminale ; Asx - Asx, 
2 

Asp G l u  , Leu , Lys 

Composition : 3,O --- - - - - m m  

9,8 1,O 1,O 

1 er cycle - 2,O 2,O 1,O 1,O 

2ème cyc le  - 1,4 2,O 0,9 1,O 

Deux cycles de dégradation de Edman, avec ident i f icat ion directe du 

PTH-amino-acide Ilbbré ap&s chaque cycle (79), ont  permis d 'établ i r  la séquen- 

ce NH2-terminale i Asn - Arp du peptide Y-18. 

H drolyse par la  thermolysine : ,Y-,---,, ----,,,-,-, -,,, 

L'hydrolyse du peptide %-18 par la thermolysine pendant 6 heures à 

40°C avec 0,05 mg d'enzyme par vmole de peptide, l ibere deux peptides r 

T- 18-Th- 1 e t  T-18-Th-2 séparés en é lectrophor&se pséparative sur papier à 

pH 3 , 6 .  



Th 
B 

Asn - Asp - G l u  - G l u  -p L e l ~  = Asn - Lys 

T-98-Th-1 ;: --.-- 

Asn - Asp - Glu - G l u  

Composition --- o Asp G l u  

Ce  peptide recouvre la séquence NW -terminale Asn - Asp du peptide 
2 

T-18 étab l ie  par la dggradatisn de Edman. Sa structure est évidente. 

Leu  - Asn - Lys 

Composi t~on o Aay , Leu Lys --- - - m m - - -  

Dansylamins-acide - N H  2 - terminal  --- o DblS - Leu  

L a  p s s i t ; o ~  N H  -termLinale de la  leucine correspond à l a  spécif ici té de 2 
la thermolyslne, t a ~ d i s  qJe la posit!on COOH-termina le  de la lysine découle de 

la spéci f ic l t6 de la trypsirue, 

L 'hydrolyse du peptide Y-1 8-Th-2 par 1 bamin~peptidase M confirme la  

présence d 'un residu dbsparagfne que la migrat ion du pept ide en électrophorèse 

e t  les resultats déià  acquis sur le  pept ide T-18 avaient montrée, 

L'ensemble des résu ltats fournis par la dégradation de Edman e t  l 'hydro- 

lyse du pept ide T - 1 8  par la  thesmolysine on t  permis d 'é tab l i r  la séquence du 

pept ide T-18, 

Nous avons pu constater au cours de I 'êtude de la  structure dei peptlde 

%-18 la résistance de la I'aaasssi leucyleà l ' ac t ion  de la  chym~t ryps ine  pendant 

3 heures à 37'"C, Cette reslstance s'expl ique par la proximité de la  charge n6ga- 

t lve  portée par le residu d b c l d e  glutamique adjacent au r6sidu de leucine, e t  

de la charge négative partee par l e  r6sidu de lysine en posit ion COOH-terminale 

(87) 



Peptide T-19 (&sidus 96 à 99) u 
-.-----*- 

Leu  - Leu - G l y  - Lys 

Ce peptide est lacalisé dans la f ract ion 10 avec le pept ide %-8 d s ~ t  

II est séparé en chromatographie préparative suc papier, 

Dansylamino-acide N H  -terminal u DNS - Leu, ---- -------- - - - - - - -2--------  

Dégradation de Edman : ------------------- 
Un cyc le  de dégradation de Edman suivi  de la dansylation du peptide 

résiduel a.suff i  pour déterminer la séquence du peptide T-19, 

Peptide 1-2 1 (résidus 11 Q) à 125) o 

Lys - 1hn - G l u  - Ser - Hls - His - Lys 

Le peptide T-21 est obtenu pur dans la fract ion 18, 

La séparation des arnlno-acides basiques dans les conditions requises 

pour séparer la lysine de ses dérivés E-N-méthylés nous a permis de conclure à 

l'absence de dérivés E -61 -mêthylés de la lysine dans le peptide T-2% . 
La présence d k n  résidu d 'acide glufamique a été établ ie aprés hydro- 

lyse totale du peptide T-21 par I 'arni~opeptidase M. 

Dans~laminca-acide N H  -terminal : d i  DNS - Lys, ---- ---------------2-------- 

Dégradation de Edman u 

Quatre  cycles de dégradation de Edman u t i  lisde en méthode soustractive 

on t  permis de déterminer la séquence N H  -terminale : Lys - Thr - G l u  - Se., 2 

T h  Set- , G l u  , I-sis Lys 

Composition : 1,2 1,O 1,1 2,O 2,O 

l e r  cycle 1,O O,$ 1,O 2,O -- 1 t l  

2ème cycle of9 0,9 9,O 2,O 1 ~ 6  
=- - -- 

3ème cycle - 0,9 - 0,2 --.- 2,O 1 (0 

4ème cyc le  - O f 1  - -.-a 2fO 1 ,O 



H drsbse  par les carlraox~peptFdases A e t  B : ,Y--- - - -  - - - -  -- c m -  

L'hydrolyse di, peptide T-21 par le mélange carboxypeptidase A et  

carborypeptidase 0 l ibere en 3 heures 1 pmole de lysine et  1,8 pmoles d'hist idine 

par pmole de peptide. 

Ces résultats dom.ieri+ p ~ u r  le pept ide T-21 la séquence C O O H -  

terminale u His - His - Lys, 

L'ensemble des resrrltats Fou r~ i s  par la dégradation de Edrnan e t  par 

l'hydrolyse du peptide awec les carboxypeptidases A et B condui t  à la  séquence o 

l y s  - Thr - G l u  - Ser - His - HYs - Lys, 

La r6s~starce de la I;alson L s - Thr à l 'hydrolyse trypsique s'explique 
1 r Y P  120 

par la proximite d k n e  charge négative portbe par le résidu 121 d'acide glutaml- 

que adjacent au résadu de khr6onane (93). 

Lysine labre :: --- - - - - - 

La  lysine l ib re  est obtenue pure dans la  fract ion 6 (f igure 9 ) .  Elle r6- 

sulte de I%ydrslyse par t ie l le  de Ila l iaison l y  dans le  peptide T-12 et  de L3Yd - 97' 
I%ydrolyse tstaWe de la  Ifaisan % s - b s mise en évidence par le peptide j$ 7i' 
Tm-IO (Tableab X X I V  page 102 ) ,  

La  cornposifion en arnrna-acides de ! %LK-histone indique 26 s i  tes 

potentiels (14 l y s i ~ e  et  12 aegirjirie) susceptibles à l 'ac t ion de la  trypsine o 

26 peptides frypsiques devraien+ donc théoriquement être obtenus puisque un 

residu de lysine est I k e r t u 6 m l ~ 6  COOH-"terminale de la protéine, En fait ,  la 

fract ion so lubie de I 'hyd*alysat  f l~ypsique de I NLK-histone cont ient  17 peptides 

et  de la lysine l ib re  u l a  plupart de ces peptides sont des di-, t r i -  ou  tétta- 

peptides (Tableaux X X !  et XX I I ) ,  

Su i  la base d'un rendement de 900 p .  100 pour le pept ide N M  --terminal 2 
N-acé ty l  - Ser - G l y  - Aag, l 'ob tent ion des peptides G l y  -Lys,  A l a  - L y s  

e t  Thr - Arg avec des rerdements de 155 p.  100, 234 p. 100 e t  17'5 p .  100 respec- 

tivement, suggere que ces peptides doivent  6 tre respectivement présen ts deux 



fois, trois fois e t  deux fois dans l a  molécule dlALK-histone, HAYASHI et IWAI  

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

L k b t e n t i o n  des peptides trypsiques Tm-2 , Tm-3 et  Tm-10 

(Tableau X X I V  page 102) e t  du pept ide chymotrypsique Ch-14 

(Tableau X X V i  page 112) 08 apparaissent ces répétit ions de séquences, rend 

compte de ces rendements é levtss. 

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

En mi l i eu  tamponné de pH 8,0, l 'addi t ion de TPCK-trypsine à la solu- 

t ion dlALK-histone maléylée ne se traduit  pas par l 'appar i t ion immédiate d 'un 

précip i té à l ' inverse de ce que nous avons constaté lors de l 'hydrolyse trypsique 

de I 'ALK-histone nat ive.  

Le  m i l i eu  réactionnel reste l impide pendant toute la durée de I 'hydroly-  

se. L 'ar rê t  de l 'hydrolyse est obtenu par abaissement du pH  à 3 , 5 .  L 'ac id i f i ca t ion  

de I 'hydrolysat entralne la démaléylat ion des groupes E -aminés de la  lysine et..=-\ (;y;) 
l 'appar i t ion d'une f ract ion insoluble qu i  est é l iminée par  centr i fugation. 

L-e-' 

Cet te  fract ion insoluble rend compte du de f i c i t  observé dans la compo- 

s i  t ion en amino-acides des peptides solubles de I 'hydrolysat trypsique de I 'ALK-  

histone maléylee, par rapport à l a  composition en amino-acides de la  protéine 

(Tableau X X l l i ) .  

Le  diagramme d 'é lu t ion des peptides trypsiques de I 'ALK-histone ma- 

léylée, fractionnes sur colonne de Chromobeads P, est présenté dans la f igure 10 

e t  montre l a  séparation des peptides en 13 fractions qui  correspondent chacune à 

un seul pept ide.  Les fractions indiquées par des traits p le ins sont numérotées 

suivant l 'ordre d 'é lu t ion de l a  colonne. Les peptides trypsiques de I 'ALK-histone 

maléylée sont désignés par Tm et  numérotes suivant leur posit ion dans la séquence 

de la  protéine (Tableau X X X V  page 164). 

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

respectivement présentges dans les tableaux X X i i i  et  X X I V ,  
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La maléylat ion de l a  fonction E-aminée de la lysine l imi te  la spécifim- 

c l té  de la trypsine à l a  l iaison arginyl - X (X - tous les amino-acides sauf l a  

prol ine). Dans les peptides trypsiques de la  protéine maléylée, le résidu d 'argi -  

n ine se trouve donc en posit ion COOH-termina le ,  

P e ~ t i d e  Tm-1 (résidus 1 b 3) : 

N-acé ty l  - Ser - G l y  - Arg 

Ce peptide est obtenu pur dans la f ract ion 1 .  

Le peptide Tm-1 correspond au pept ide T - 1  en position N H  -terminale 2 
dans I 'ALK-histone, 

Peptide Tm-2 (résidus 4 à 1 1 )  : 

G l y  - Lys - G l n  - G I y  - G l y  - Lys - A l a  - Arg 

Ce peptide est obtenu pur dans la f ract ion 13, 

La présence d 'un résidu de glutamine a été é tab l ie  après hydrolyse 

tota le du peptide Tm-2 par I 'aminopeptidase M. 

Dansylamino-acide NH2-terminal  : DNS - G l y .  ---- --------------- -------- 
Dégradation de Edman r ------------------- 
Un cyc le  de dégradation de Edman suiv i  de la dansylation du peptide 

résiduel nous a permis d 'é tab l i r  la  séquence N H  -terminale G l y  - Lys, 
2 

La composition en amino-acides du peptide Tm-2 e t  les données de la  

dégradation de Edman font ressortir le recouvrement des peptides T-2, T-3 et  

P-4 par le peptide Tm-2 et  permettent de p lacer  ces peptides suivant la  séquence 

P-2 - T-3 - T-4 d 'une façon non équivoque. 

+- T-2 *- T-3 .- T-4 + 
G l y  - Lys - G l n  - G l y  - G l y  - Lys - A l a  - Arg 



Peptide Tm-3 (a6se'dbs 14 à '87) a 

A l a  ,- Lys - A la  - Lys - Thr - Ary  

Le  peptide Tm-3 est obtenu pur dans la f ract lan 14. 

Daiisylamqno-acyde I\i!g-termilial r D N S  - A la .  
- - - =  - .  -- - - - - - m m  m 

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

de dansylatlon, ont permis  d%éta&lir la sequence du pept ide Tm-3. 

Le peptide Tm-3 recouvre les peptides T-5, P-6 e t  T-7, II est caracté- 

rBsé par !a répeti f ioq de la  sequence A la  - Lys, 

+T-5 -+p- 7 - 6 - . i c  T-7-  

A l a  - Lys - A la  - Lys - F h r  - Arg - Tm -3 -- -=+ 

Peptide Pm-4  (rêsidsis 18 à 20) : 

Ser - Sei- ,- A r g  

Le pept,de Tm-4 est obtenu pur dans la  f ract ion 5.  

Le  pepGde Sm-4  correspond au pept ide 9-8. 

Peptide Tm-5 ( ~ 6 s ~ d u s  21 c3 29) a - . -. . -- --- * 

A l a  - G l y  - Lebi - Gin Phe -. P ~ Q  - Va l  - G l y  - Arg 

C e  peptide est ub ten t  pur dans la fracficari 4, 

Le peptide Km -5 ccvrrespond au peptide 9-9, 

U n  pepiide Tm-Sei, de caractbre moins basique que Tm-5 e t  de composl- 

t i o ~  ident,que, est pr%seot dans la  fract ion 3, L 'existence de ce peptide s k x p l i -  

que par la desamidafrsn par t ie l le  du résldu de glbtamine dams le peptide Tm-5. 

Peptide Tm-6 --- (-6sidus - 30 - 6 32) .- : 

V a l  =- His - Arg 



L e  peptrde Tm 6, l a ;  cal isé dans l a  firactron 12, est purifi;ê par  chrornats- 

graphie preparat ive sur papde- ,  

L e  pepli,de Tm -6) CO ~espand au pepnlde I - 1 Q .  

L e b  Leu  - Arg  

C e  pept ide est obtenu p s r  dans la  fract ion 7 .  

L e  pept ide  Tm-] cocrespond au pept lde  T - 1 1 .  

Peptide Tm-8 (résidus 36 à 4%) o 

Lys - Gly - Asn - Tyr - Ala  - G l u  - Arg  

C e  pept ide  est obtenu pur dans l a  Fraction 9. 

L e  pept ide Tm-8 csrîesparid au pept ide  % - 1 % .  

Peotide Tm- I O  brêstdus 72 ?I 7 7 )  : 

Asp - Asw - Lys - Lys - TC77 - A r g  

C e  peptZde est ,btequ pur dans la  f r a c t i o ~  8, 

Dt5gradatann de Edwari : 
s - - - - - - - - - - - - - * . . - . r .  

Un cyc le  de dagradatisn de Edmar~ sbiivl de \ a  dansylat ion du pept ide 

r 6 s i d ~ e l  determine Io sëqoence N H  -termiatale : Aax - A s w ,  2 

L a  compasiti,sri ~ L J  pept;de Tm-10 e t  les donin6es de l a  dggradatiion de 

Edmala ~ I O J ~  permetfent  de canc!rjve que !e pept lde  Tm-98 recouvre les peptides 

T - " s  e t  T-15, 

Ibbotzter>k;or? dbi pept ide Sm-IO m e t  en dvidence une l ia ison Lys - Lys, 

q u i  es* coupge au cours  de I haclrslyse trypaicgue de I%AkK-histone nat ive,  

Ta-1 4 ---.*? p " -' 5 

Asp - Asn - Lys - Lys T+r - Arg 

.%----- Tm-  18 ------- + 



Peptide Tm-1 1 (résidus 78  à 81) o --- ---.---. 

I l e  - ! le  - Rro - Arg 

Ce peptide est obtenu pur dans la  f ract ion 6. 

Le peptide Tm- 1 1  correspond au pept ide T-16, 

Peptide Tm -12 (nesidus 82 à 88) o --.------ -- - 

His - Leu - G l n  - Leu - A la  - I l e  - Arg 

C e  peptide est obtenu pur  dans la  f ract ion 10. 

Le peptide Tm-1% correspond au pept ide T-17. 

Peptide Tm-13 (résidus 89 à 129) o --- 

Asn - Asp - G l u  - G l u  - Leu - A S ~ !  - Lys - Leu - Leu - G l y  - Lys - (Va l  , Thr , 
Ile., A l a  , G l n  , G l y  , G l y  , V a l  , Leu , Pro , Asn , I le  , G l n  , A l a  , Va l  , 
Leu , Leu , Pro , Lys) (Lys - Thr - G l u  - Ser - His - Plis - Lys),(Ala - Lys) - 
G l y  - Lys(0H) .  

Le peptide Tm-13 est obtenu pur dans la  f ract ion 1 1  , 

Parmi tous les peptides trypsiques solubles de I I L K - h i s t o n e  ma léylée 

élues de la  colonne de Chromsbeads P, le peptide Tm-13 est le  seul à ne pas 

donner de réaction posi t ive avec le réacti f  de Sakaguchi, spécifique de I 'a rg i -  

nine, L 'analyse des am irao-acides du peptide Tm- 13 confirme 1 'absence 

d'arglnine, 

La maléylat ion l imi te  la spéci f ic i té de la trypsine à la l iaison 

arginyls: le peptide Tm-13, qui  est le seul pept ide trypsique de I 'ALK-histone 

maléylée à ne pas contenir  d'aaginine, do i t  donc se trouver en position C O O H -  

terminale dans la protéine,  

Dansylarnino-acYde N H  -terminal : DNS - Asp, ---- -------- - - - - - - -2-------- -  

La composition en amino-acides du peptide Tm-13 est caractérisée par 

un taux élevé de résidus hydrophobes (14 residus), de résidus acides (9 résidus) 

e t  de résidus basiques (9 residus). 

Le peptide Tm-~13 recouvre nécessairement les peptides T-18, T-19, 



T-29 P-22 e t  0-23 asolés de la fract ion soluble de I 'hydrolysat trypsique de 

i 'ALK-histone nat ive,  

La stwcture cornpi&te du peptide Tm-13 a et6  d e d ~ i t e  de l 'étude des 

pep.tides tryps;ques mentrcoves plus haut e t  des pep! des obteqcss par hydrolyse 

de I 'ALK-hnstsne avec Ia f h e r r n ~ l y s i n e ~  

L'obtel i tron du peptide Tm-13 i r n p l i q ~ e  la cosipure de la l iaison 

- Asn par l a  trypsine, Cet te  l iaison a 6fé trouv6e iés'lskante a !a trypsine par $ 6  89  
S U G A N O  e t  a l  (92) qu i  or)t effectud s'hydrolyse tsypsique de I 'ALK-histone 

pendant 3 heures h 37OC e t  pH 8,0, 

L a  rnal6ylat lan d u  grcwpe g -amine  des 14 ressdus de lysine présents 

dans I 'ALK-histone l im i te  i %$molyse trÿpsiqsie aux 12 liaisons arginy le: 13 pep- 

tides devraieof d o ~ c  thesriquement etre ~b te r i us ,  En fn;t, la fract ion soluble de 

I 'hydralysat RTypaique de [ 'Al-K-histone contlenb 12 peptides (Tableaux X X l l I  

et  XXEV), Parmi ceux-CI ,  8 pep.f;des : l m -  1, Tm-4, Tm-5 ,  Tm-6, Tm-7, Tm-8, 

T m - I l  et  Tm-12 an t  lebr équivalent  dans la  fracfuori soluble de l%ydrolysat 

trypsique de la  proteine natrwe, 

Les autres peptides ; T m - 2 ,  Tm-3 ,  f m -  10 e t  Km-13 présentent un grand 

I n  tgrêt, paf les ~ e c o u v ~ e v e n t s  q t ~ ?  ils procure0 t pour les peptides trypsiques solu- 

bles de I1A%K'-histone rla.tbve 

L 'obter~tiar. de ces 4 peptides caostitcle I 'avantage esseritiel de la maléy- 

la t ion de I 'ALK-h;store, autre avantage de la  maléylata'on r6side dans I'csb- 

terit ion des peptides trypsaques avec un ban rendemerlt, 

L 'gtude de la  f rac t ia r~  soluble de I%ydaslysat tiypsique de I ' A L K -  

histone maleylée fa i t  ressartir ~ J P  déf i c i t  de 29 résidus d'amans-acides - dont un 

résidu d ' a r g i n i ~ e  - par rapport. au nombre tota l  de residus, Ces 29  r6sidus, de 

caractère hydrophobe pour l e  plupart, csrrespondent au peptide Tm-9 e t  l u i  

confèrent son insaIubiiitcS. 

Ce  pept;de insoibible apparaAt égalemerit dçi ra~k I 'hydrolyse trypsique 

de I "LK-histone nat ive (peptide T - 1 3 ) ,  I I clereespond v~aisemblablemen t au 



"core" isolé pas BUTLER, JOHNS e t  PHILLIPS (94) d'un hydrolysat tirypsïque de 

la fraction F et caractérisé par un poids rnol6culaire d ' e ~ v i r s n  3,000, un 
2 a 2  

taux élevé d'arnino-acides hydrophobes e t  la  presence d'un r6sldu de val lne à 

I 'extrémité N H -terminale. 2 



3) Peptides - chymotrypsiques ss lu i~ lcs  de I "AL-histone nat ive - --- 

L 'add i t ion de chymotrypsine à la solution dlA%K-histone en mi l ieu tam- 

ponné de pH 8,0 se traduit par l 'appar i t ion Immédiate d 'un précip i té abondant, 

qu i  persiste pendarit toute la durée de l 'hydrolyse (2 heures à 37'6). L 'ac id i f i -  

cat ion de I 'hydrolysat jusqu'a pH  3,5 pour l 'arrêt  de l'hydrolyse, en t rahe  la 

dissolution du précip i te 

Après lyophil isation, I 'hydrolysat est repris dans un fa ib le  volume 

d 'ac ide formique 6 30 p .  100, pour la chromatographie d'échange d'ions, A ce 

stade apparaît une fract ion insoluble qu i  est é l iminée par centr i fugation. Cette 

f ract ion insoluble rend compte du dé f i c i t  en amino-acides qu i  ressort de la com- 

paraison de la  composition en amino-acides de la protéine avec ce l l e  des pept i -  

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

Le diagramme d 'é lu t isn  des peptides chymotrypsiques solubles de 

I%LK-histone na tive,fractionnés sur colonne de Chrornobeads P, est présenté 

dans la  f igure ' F I ,  et montre l a  séparation des peptides en c inq fractions. Les 

fractions indiquées par des traits pleins sont numérotées suivant leur ordre 

d 'é  Iut ion de la  cslsnt ie. Les peptides chyrnotrypsiques sont désignés par Ch-, 

e t  numérotés suivant leur posit ion dans la séquence de la protéine (tableau X X X V  

page 164). 

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

sont respectivement présentées dans les tableaux X X V  e t  X X V i .  

Peptide Ch-2 (&sidus 9 %  à 231 : 

Ser - Ser .- Arg - A l a  - G l y  - Leu 

Ce peptide est abtenu pur dans la fract ion 4 ,  

Dansylamino-acide NHpIterminal ------- : DNS - Ser- 

Dégradation de Edman : ------------------- 

L a  dégradation de Edman, ut i l isée en méthode soustractive a permis 

d 'é tab l i r  la  séquence NW -terminale : Ser - Ser - Arg - A l a .  2 
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TABLEAU XXV 

C0MPOSlTiON.S EN AMINO-ACIDES DES PEPTIDES CHYMOTRYPSIQUES SOLUBLES DE L'ALK-HISTONE NATIVE ----- - = = -  -p 

(exprim6es en rapports molaires) (*) 
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Ser , G l y  , A l a  , Leu , Arg 

Composition : --- ------ 1,9 4,O If 1 1,O 1,O 

l e r  cyc le  2 1 10 III 9,O 1,O 

2ème cyc le  Y ],O 1 ,O 1 ,O 

3ème cyc le  o f 7  1,o 110 1,O - 0,6 

4ème cyc le  0,6 1,O - 0,6 1,O 0,5 

H drolyse par la carboxypeptidase A o -Y---------,-------------------- 

L 'ac t ion  de la  carboxypeptidase A, pendant 2 heures à 37OC, l ibère 

uniquement de la leucine. 

L'ensemble de ces résultats détermine la séquence du peptide Ch-2. 

Le peptide Ch-2 recouvre le pept ide Tm-4 et  la part ie N H  -terminale du pept i -  2 
de Tm-5 e t  permet ainsi d 'é tab l i r  la  séquence par t ie l le  présentée ci-dessous. 

e - - T m - 4  - - - - - -  - - - - - - -  Tm -5 - - - - - - - - -+ 
Ser - Ser - Arg - A l a  - G l y  - Leu - G l n  - Phe - Pro - V a l  - G l y  - Arg 

~ i i i  Ch-2 -4 
La  présence du peptide trypsique Tm-4 en posit ion N H  -terminale 

2 
dans le pept ide Ch-2 implique l a  coupure d'une liaison Arg - Ser au cours de 

l 'hydrolyse chymotrypsique de I 'ALK-histone. Cette coupure unique, de type 

trypsique, do i t  être attribuée à l a  susceptibil i tk par t icu l iè re  de la liaison 

Arg - Ser, à ! 'act ion de la  chymotrypsine, ainsi qu'à l 'environnement de cette 

l iaison. 

L'hypothèse de l 'existence d'une "act iv i té  trypsique" dans le lot de 

chymotrypsine uti! isk pour l 'hydrolyse est à écarter en raison de l 'u t i l isat ion 

d'une chymotrypsine traitée par le  TLCK (R), de l 'obtent ion du peptide Ch-2 

avec un bon rendement e t  de l ' un ic i té  de la coupure. 

Peptide Ch-3 (résidus 24 à 31) o - 

G l p  - Phe - Pro - Va l  - G l y  - Arg  - Va l  - His 

.......................................................................... 

(+) TLCK o N -TosyI-L-Lysine-Chlorométhyl-Kg tone. 



Le  peptide Ch-3 est obtenu pur dans la f ract ion 2 .  

Ce peptide n'est pas decelable par la  réaction à la ninhydrine e t  pré-  

sente une fa ib le réaction avec le rêact i f  de Sakaguchi. II est toutefois aisément 

localisé dans I 'é luat  de la  colonne par la réaction de Pauly. 

La cycl isat ion de la glutamine en acide pyroglutamique expl ique à la  

fois l'absence d 'un groupe a-aminé l ibre e t  le caractère neutre du peptide sou- 

l igné par son comportement sur l 'échangeur d'ions et  en électrophorèse sur papier 

à pH 3,6. 

H drazinolyse r - Y  ------- -- 

L 'ac t ion  de I 'hydrazine sur le peptide Ch-3 permet d ' ident i f ie r  I 'h is t i -  

dine en position COOH-termina le .  

L'hydrolyse du peptide Ch-3 par la TPCK-trypsine pendant 4 heures à 

37OC et  p H  8,O libère deux peptides : Ch-3-T-1 e t  Ch-3-T-2, séparés en é lec -  

trophorèse préparative sur papier à pH 3,6. 

Ch-3-T-1 (résidus 24  à 29) :: 

G l p  - Phe - Pro - V a l  - G l y  - Arg 

Composition : l u  , Pro , G l y  , V a l  , ---------- Phe , Arg 

1,0 1,1 1,0 0,9 1 ' 0  

Ce  peptide ne donne pas de réaction avec la  ninhydrine . II est localisé 

sur I 'électrophor6g~amme par la rgaction à la phénanthrène-quinone spécifique 

de I 'arginine. 

Ch-3-T-2 (résidus 30 et  39) o 

V a l  - His 

Composition D Va l  , His ---------- 
1 , O  0,7 

Dansylamino-acide ------- - - - - - - - - - - - - -2-------- -  N H  -terminal : DNS - Va l .  

Les donndes de l 'hydrolyse et  la  spéci f ic i té de la trypsine déterminent 



la posit ion COOH-termina le  du peptide V a l  - His dans le peptide Ch-3. Le  

reste de la sêquence du peptide Ch-3 a étê dédui t  de I 'êtude du peptide trypsi- 

que T-9, 

Le pept ide h - 3  qui  renferme le seul rêsidu de phénylalanine présent 

dans I 'ALK-histone, correspond n6cessairernent au peptide T-9 dont i l  recouvre 

la part ie C O 0  H -texminale, Le peptide Ch-3 recouvre êgalement la part ie 

N H  -terminale du peptide "Tl0 et détermine la sequence par t ie l le  présentée 2 
ci-dessous s 

- T-9(Tm-5) - - - - - - - -  -Y- T-1 0(Tm-6)+ 

A l a  - G l y  - Leu - Gln - Phe - Pro - V a l  - G l y  - Asg - Va l  - His - Arg 
I 
$gP--. Ch-3 

L 'obtent ion du peptide Ch-3 impl ique la coupure de la l iaison hist idyle 

par la  chymotrypsine dont l 'ac t ion à ce niveau reste cependant peu fréquente. 

I I  faut nater enfin, que le résidu de phênylalanine est engagé dans une 

liaison Phe - Pro qu i  n'est pas hydrolysée pan la  chymotrypsine. 

P e ~ t i d e  Ch-4 (résidus 32 e t  33) : 

Arg - Leu 

Le pep t ide  Ch-4 est obtenu pur dans la fract ion 5.  

Dansy lamino-acide N H  -terminal DNS - Aag. - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 2 - - - - - - - - - -  

Peptide Ch-5 (residl~s 35 à 39) : 

Arg - Lys - G l y  - Asn - Tyr 

Le peptide Ch-3 est localisê dans la f ract ion 6 avec le peptide Ch-14 

dont i l  est séparé par electrophorèse préparative sur papier à pH 3,6 

Dansylarnirro-acide - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -2 - - - - - - - -  N H  -terminal : DNS - Arg 

Dégradation de Eciman : ------------------- 

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

dansylation, ont petmis d 'é tab l i r  la séquence du peptide Ch-5. 



Le peptide Ch-5 recouvre la par t ie  N H  -terminale du peptide T-12 
2 

en déterminant l a  séquence par t ie l le  présentée ci-dessous. 

bp T-12 (Tm-8) - 
Arg - Lys - G l y  - Asn - Tyr - A l a  - G l u  - Arg 

c-- Ch-5 --4 
La présence de la liaison Arg - Lys, mise en re l ie f  par le  peptide 

Ch-5, e ~ p l i q u e  l 'obtent ion dans I 'hydrolysat trypsique de l 'AL-histone nat ive du 

peptide T-12a G l y  - Asn - Tyr - A la  - G l u  - Arg, à côté du peptide T-12 

Lys - G l y  - Asn - Tyr - A l a  - G l u  - Arg.  

Peptide Ch-1 1 (résidus 86 à 96) a 

A i a  - ! le - A r g  - A s n  - A s p  - G l u  - G l u  - Leu - A s n  - L y s  - L e u  

Le peptide Ch-9 1 est obtenu pur dans la fract ion 3. 

Dansylamino-acide - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -2 - - - - - - - -  N H  -teaminal : DNS - A la .  

Dégradation de Edman o ------------------- 

Trois cycles de dégradation de Edman uti l is6e en méthode soustractive 

on t  permis d 'é tab l i r  la séquence N H  -terminale : A l a  - I le  - Arg. 
2 

Asp , G l u  , A l a  , l l e  , Leu 1 LYS 1 Arg 

--- Composition : 2 r 5  2, G 0,9 2,O 1,O 1,O 

aR 
1er cyc le  2,5 2,O - 0,1 0,9 2,O N . D .  9,O 

2ème cyc le  2,5 2,O - - O 2,O N . D .  1,O 

3ème cyc le  2,5 2,O - - 2,O N . D .  - O 

H drazinolyse : - Y  --,---- -- 

L 'act ion de I 'hydrazine sur le pept ide Ch-1 1 conduit à l ' ident i f ica t ion 

de la leucine à Ikextrémit6 COOH-termina le  de ce peptide. 

Le reste de la séquence du peptide Ch-Pl  a été déduit de l 'étude du 

peptide T-18. Par les trois résidus d 'acide aspartique e t  les deux résidus d 'ac ide 

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - ,  

(*) N. D .  = non ddtearninée 



glutamique qu i  caractêrlsent sa composition en amino-acides, le pept ide Ch-1 1 

correspond nécessairement au peptide trypsique 1 - 1  8, 

La séquence N H  -terminale du peptide Ch-1 1 : A l a  - I l e  - Arg 2 
correspond à la  séquence C O 0  H-terminale du peptide trypsique 1-17, tandis 

que la  part ie COOH-termina le  du peptide Ch-1 1 recouvre totalement le peptide 

T-18. 

L'ensemble de ces résul ta ts dé termine la séquence par t ie l  le  présen t6e 

dans le tableau XXVI I .  

P e ~ t i d e  Ch-14 (résidus 125 à 129) :: 

Lys - A la  - Lys - G l y  - Lys 

Ce pept ide très basique est local is6 dans la fract ion 6 avec le peptide 

Ch-5 dont il est sêparé en électrophorèse préparative sur papier  à p H  3,6. 

Dansylamino-acide ---- -------- - - - - - - -2--------  N H  -terminal : di-DNS - Lys. 

Dégradation de Edman :: 

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

sylat ion ont permis d 'e tab l i r  la séquence du peptide Ch-14. 

H drazinolyse : -Y- - - - - - - - - 
L 'act ion de Iihydrazine sur le  peptide Ch-14 conduit à 1 ' ident i f ica t ion 

de la  lysine en position COOH-termina le .  

Le pept ide Ch-14 recouvre les peptides trypsiques T-22 (A la  - Lys) e t  

Y-23 (G l y  - Lys). i 

Comme l 'u t i l i sa t ion de chymotrypsine t ra i tée par l e  TLCK e t  l 'obtention 

du peptide Ch-14 avec un haut rendement excluent la présence d'une "act iv i té  

trypsique" dans la chymotrypsine, e t  par  conséquent excluent une coupure tryp- 

sique au niveau du rdsidu de lysine-129, le  pept ide Ch-14 do i t  être le  peptide 

chymotrypsique C O 0  H-terminal de I 'ALK-histone, 

Ce résultat confirme la séquence COOH-termina le  de I 'ALK-histone : 

- G l y  - Lys (OH) déterminêe par une hydrolyse de la prot6ine avec l a  carboxy- 

peptidase B suivie ci 'une hydrazinolyse. 





4) Peptides ----- c ~ m o t r y p s i q u e s  -- de I 'ALK-histone maléylée 

L 'AkK-h is tone rnal6ylêe a ét6 hydrolysêe par la chymotrypsine à 40°C 

et  pH 8 , 0 ,  pendant 90 m~nutes.. Aucune prêc ip i  ta t ion traduisant l 'existence 

d'un "coreYs, nrapparaCt au cours de l 'hydrolyse, contrairement à ce que nous 

avions observe au cours de l 'hydrolyse chymotrypsique de l 'histone nat ive.  

Toutefois, au cours de la  dêmalêylat ion de I 'hydrolysat apparaît une 

fract ion insoluble qu i  est él iminêe par centr i fugation. Cette f ract ion insoluble 

rend compte du dé f i c i t  en amino-acides qu i  ressort de la  comparaison de la com- 

position en amino-acides de la protéine avec ce l le  des peptides solubles de 

I %ydrolysat chyrnotrypsiqiie (tableau X X V I  P I) , 

Le  diagramme d 'ê lu t ion des peptides chymo trypsiques so IubIes de 

I 'ALK-histone rnaley Iée, fractionnes sur colonne de "Chromobeads P H  est présen- 

té dans la  f igure 12, e t  montre la  sêparation des peptides en douze fractions. 

La prêsence de nombreux peptides de caractère neutre, d i f férencie 

ce diagramme de ce lu i  de I 'hydrolysat chymotrypsique de I 'ALK-histone native, 

fractionne dans les mêmes conditions. 

Les fractions indiquêes par des traits pleins sont numérotées suivant 

leur ordre d 'e lut ion de la  colonne. Les peptides chymotrypsiques de I 'ALK-  

histone malêylêe indiques par Chm- sont numérotês suivant leur position dans 

la sêquence de la prot6ine (tableau X X X V  page 164).  La composition e t  la 

séquence en amino-acides de chaque peptide sont respectivement présen tées 

dans les tableaux X X V l l i  et  XX IX .  

Pe tide Chm-3 (rêsidus 24 à 31) :: 2- 

G l p  - Phe - Pro - Va l  - G l y  - Arg - Va l  - H i s  - 

Ce peptide Chan-3 est obtenu pur dans la  fract ion 6. II est identique au 

peptide Ch-3. 
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TABLEAU XXMI -- % % 

COMPOSITIONS EN A M I N 0  -AC! DES DES PEPTIDES CHYMOTRYPSIQUES SOLUBLES -- 
DE L'ALK-HISTONE MALEYLEE 

/ r -  ' 

!, , )  ( Les chiffres entre paren thèses indiquent l e  nombre de résidus assumés. 
'-- 



TABLEAU X X l X  

SEQUENCES EN AMINO-ACIDES DES PEPTIDES CHYMOTRYPSIQLJES SOLUBLES DE L'ALK-HISTONE MALEYLEE (a) 

C h m - 3 ( ~ )  (résidus 24 à 31) 

Chm-4 (résidus 32 à 34) 

G l p  - Phe - Pro - Va l  - G l y  - Arg - Val  - His 
- 
Arg - Leu - Leu 

Chm-5 ( rés idus35à39)  Arg - Lys - G l y  - Asn - Tyr 
- 

Chm-6 (résidus 40 à 51) A la  - G l u  - Arg - Val  - G l y  - A la  - G l y  - A l a  - Pro - Val  - Tyr - Leu 

-+ + Th+ --+ y--+ d Ph 
C hm-6a(+i~~)(residus 40 à 50) A l a  - G l u  - Arg 2 Val  - G l y  - A la  - G l y  - A l a  - Pro * Val  -* 

- -- 

Chm-7 (rêsidus 52 à 57) A la  - A l a  - V a l  - L e u  - G l u  - T i  

--9 --+ 
C hm-7a (résidus 52 à 55) A la  - A l a  - Va l  - Leu 

Chm-8 (résidus 58 à 63) 

- 
Leu - A la  - A l a  - Va l  - Leu 

- d S +  
Leu - Thr - A l a  - G l u  - I le  - Leu 

O-- - 
Chm-9(+#ti*)(r6sidus 64 à 76) G l u  - Leu - A l a  - G l y  - Asn -(Ala - A la  - Arg)- Arp - Asn - Lys - Lys - 2 

Chm-9a (résidus 64 à 68) 
+ - 4 . +  
G l u  - L e u  - A l a  - G l y  - Asn 

Chm-1 1 (résidus 86 à 96) A l a  - I l e  - Arg - Asn - Asp - G l u  - G l u  - Leu - Asn - Lys - Leu 

(a) La signif ication des signes placés au-dessus ou en-dessous des résidus d'amino-acides est présentée dans le  
tableau I X  page 41, 

(-1 Les peptides Chm-3 , Chm-5 , Chm-11 correspondent respectivement aux peptides Ch-3 , Ch-5 e t  Ch-1 1 
de I1hydrolysat chymotrypsique de I'ALK-histone native. 

(a**> L'hydrolyse du peptide Chm-6a par la thermolysine a permis d'en établ i r  l a  structure. 
(a+++) La séquence complète du peptide Chm-9 a ét6 établ ie à part i r  des données fournies par l 'étude du peptide 

trypsique Tm-1 O et  du peptide " thermolysine" Ph-13, 
..*: 7-, 



Arg - Leu - Leu 

Le peptide Chm-4 est obtenu pur dans la f rac t ion 1 1 .  

DNS - Arg.  

L a  structure de ce pept ide est êvidente. La séquence Leu  - Leu est 

i c i  pr6seavée, alors qu 'e l  le n 'appara?t pas dans I 'hydro lysat chymotrypsique de 

l a  proteine native oir l 'on trouve le  peptide Arg - Leu (peptide Ch-4 : résidus 

32 e t  33). 

Peptide Chm-5 (&sidus 35 à 39) o - -- - 

Arg - Lys - G l y  - Asn - Tyr 

Le peptide Chm-5 est obtenu pur dans la f rac t ion 92. 1 1  est identique 

au peptide Ch-5. 

Peptide Chm-6 (residüs 40 -- à 51) : 

A l a  - G l u  - Arg - Va l  - G l y  - A l a  - G l y  - A l a  - Pro - V a l  - Tyr - Leu 

Le peptide Chm-6 est obtenu pur dans la f rac t ion 8. 

Dansylamino-acide N H  -terminal DNS - A l a .  --------------------2--------  

H drazinolyse : -Y--- ---- -- 

L 'ac t ion de I1hydrazine sur le peptide Chm-6 permet d ' ident i f ie r  la  leu- 

c ine en position COOH-termina le .  

La structure complète du peptide Chm-6 a b tê  déduite de 1'6tude du 

peptide Chm-6a qui  resulte de l 'hydrolyse par la chymotrypsine de la  liaison 

Tyr - Leu. 
50  51 

Peptide Chm-6a (residus 40 -- à 50) : 

A l a  - G l u  - Arg - Va l  - G l y  - A la  - G l y  - A la  - Pro - Va l  - Tyr 

Le peptide Chm-6a est obtenu pur dans la  f rac t ion 7.  



Composition --- : G l u  Pro , G l y  , A l a  , Va l  , Tyr , A r g  

L 3  !,O 2, l  2,7 1,9 0,9 1,O 

Dansylamino-acide ---- ---------------2-------- N H  -terminal : DNS - A la .  

Dégradation de Edman : 

U n  cyc le  de dégradation de Edman suivi de l a  dansylation du pept ide 

résiduel permet d 'é tab l i r  la séquence NH2-terminale r A l a  - G l u .  

H drolyse par la  carboxypeptidase A : -Y------------,-,--- ----------- 

L 'ac t ion  de I knzyme  pendant 6 heures à 37OC libère uniquement de la 

tyrosine, 

Hydrolyse par la thermolysine : .......................... 
L%ydrolyse du peptide Chm-6a par  la thermolysine pendant 4 heures 

à 40'6 et  p H  8,O l ibère 4 peptides : Chm-6a-Th-1 , Chm-6a-Th-2 , 
Chm-Ba-Th-3 et  Chm-6a-Th-4, L'électrophorèse préparative sur papier à 

pH  3,6 permet d'obtenir à I%ta t  pur les peptides Th-] (basique) e t  Th-4 (Iégère- 

ment ac ide) ,  Les peptides Ph-2 e t  Th-3 non séparés en électrophorèse sont séparés 

en chromatographie preparative sur papier ,  

Peptide Chm-6a-Th-1 - : 

A l a  - G l u  - Arg 

Composition : G l u  , A l a  , Arg  
- - - - - - - - m m -  

112 1,O l ,o  

Va l  - G l y  - A l a  

Composition o G l y  , A l a  , V a l  
- - - - - , - - - - - -  

o f  8 1,O 9,2 

Dansylamino-acide ------- - - - - - - - - - - - - -2-------- -  N H  -terminal o DNS - Va l ,  



Dégradation -- de Edman : 

Un cycle de dbgradation de Edman en couplage avec l a  méthode de 

dansylation nous a permis d 'é tab l i r  la séquence du pept ide Chm-6a-Th-2. 

G l y  - A l a  - Pro 

Composition o Pro G I y  , A l a  ----------- 
0,9 1,O I f 0  

Dansylamino-acide --------------------2--------  N H  -terminal : DNS - G l y ,  

Dégradation de Edrnan : .................... 
Un cyc le  de dégradation de Edman en couplage avec l a  méthode de 

dansylation nous a permis d 'é tab l i r  la  séquence du pept ide Chm-6a-Th-3. 

Considérant la  spéci f ic i té de la  thermolysine, la  position N H 2 -  

terminale du résidu de glycine dans ce pept ide est tout à fa i t  inattendue, Cet te  

"erreuriS de I k n r y m e  est imputable à la  structure du pept ide Chm-6a et  à l a  

présence d b n  résidu de prol ine qu i  rend la  l iaison Gly - A l a  résistante à 

l 'hydrolyse par la  thermolysine, Ce point  sera présenté dans la  discussion des 

résultats des peptides obtenus par  hydrolyse de I 'ALK-histone avec l a  thermo- 

lysine, 

V a l  - Tyr 

Composition : Va l  , Tyr --- ------- 
1,O 0,8 

La  position N Hz-terminale du r6sidu de va l ine découle de la  spécif i -  

c i té  de la  thermolysine, 

Sbquence du peptide Chm-6a o -- ....................... 
L knsemble des résultats acquis présentés plus haut nous a permis de 

placer les peptides obtenus par hydrolyse de  Chm-6a avec la thermolysine, 

dans I b r d r e  : Th-1 - Th-2 - Th-3 - Th-4 et de déterminer ainsi l a  séquen- 

ce du peptide Chm-Ba, 



c---Th-1- +- Th-2 -+~h-3 --.t- Th-4- 

A l a  - G l u  - Arg - Va l  - G l y  - A l a  - G l y  - A l a  - Pro - V a l  - Tyr 

+ - - - - -  - - . - -  &hm-oa - - - - - - - - - - - + 

Le pept ide Th-- I est en posit ion N H  -terminale dans le peptide Chm-6a 2 
dont i l  recouvre la  sequence WH -terminale A l a  - G l u  déterminée par la dé- 2 
gradation de Edman 

Le peptide Th-4 constitue la  séquence LOO H-terminale du peptide 

Chm-6a puisqu' i  l contient le résidu de tyrosine, ident i f ié à l 'extrémité C O 0  H-  

terminale du peptide Chm-ba après hydrolyse de ce peptide par la  carboxypep- 

tidase A .  

Ba pssi t ian respective des peptides Th-2 e t  Th-3 a été déduite des résul- 

tats fournis par l 'hydrolyse du peptide Chm-6a avec la  carboxypeptidase A .  

En effet, I b c t i o n  de la  carboxypeptidase A sur ce peptide l ibère uni- 

quement de la tyrosine, ou cours d'une hydrolyse de 6 heures : cec i  suggère le 

blocage de l ' ac t ion  récurrente de l'enzyme, par le r6sidu de prol ine placé 

immédiatement avant la  val ine dans la  séquence COOH-termina le  : 

Pro - V a l  - Tyr, L'ordre des peptides Th-, dans le peptide Chm-6a do i t  donc 

être o Th-1 - Ph-2 - Th-3 - Th-4, plutOt que : Th-1 - Th-3 - Th-2 - 
Th-4. 

La séquence du peptide Chm-6a a et6 confirmée par l 'é tude du pept i -  

de Th-8 obtenu dans I 'hydrolysat thermolysine de I 'ALK-histone. 

Peptide C hm-7 (résidus 52 à 57') o -- - -- -- -- - . - 

A la  - A l a  - Va l  - Leu - G l u  - Tyr 

Le peptide Chm-7 est obtenu pur dans la  fract ion 5 .  

La presence d 'un résidu d 'ac ide glutamique a été é tab l ie  après hydro- 

lyse totale du peptide Chm-7 pas I'aminopeptidase M. 

Dansylamino-acide N H  -terminal o DNS - A la .  ---- - - - - - - - - - - - - - - -2- - - - - - - -  



H drazinolyse : - Y  ------- -- 
L 'ac t ion  de I%hydrazine sur l e  pept ide Chm-7 permet d ' ident i f ie r  l a  

tyrosine en posî t ion C O 0  H-terminale. 

La  structure complète du pept ide Chm-3 a été déduite de I 'étude des 

peptides Chm-7a et Chm-Tb, également présents dans I %ydrolysat chymotrypsique 

de I 'ALK-histone maléyl6e.  

Peptide Chm-7a (rdsidus 52 à 55) : -.- ---- 
A l a  - A l a  - V a l  - L e u  

L e  pept ide Chm-7a est obtenu pur  dans l a  fract ion 3. 

Composition u A l a  , Va l  , Leu --- ------- 
2, O 1,o l , o  

Dansylamino-acide N H  -terminal o DNS - A la .  ---- -------- - - - - - - -2--------  

Dégradation de Edman u ------------------- 
Un cyc le  de dégradation de Edman, en couplage avec l a  methode de 

dansylation, détermine l a  sequence NHg-terminale r A l a  - A l a .  

La posit ion COOH-termina le  de l a  leucine découle de l a  spécif ici té 

de l a  chymotrypsine et  nous permet ainsi d 'é tab l i r  la  séquence du pept ide 

C hm -7a. 

Peptide Ckirn-7b (r6sidws 51 à 55) : - -- ----- -- 

Leu - A l a  - A l a  - Va l  - Leu 

Le  pept ide Çhm-7b est obtenu pur dans l a  fract ion 4. 

Composition : A l a  , Va l  Leu 

21 2 1 , 1  2 ,o  

DNS - Leu. 

Le  second r6sidw de leucine occupe l a  position C O 0  H-terminale en 

raison de la  spéci f ic i té de la  chymotrypsine e t  par analogie avec l e  peptide 

Chm-7a. 

Les éléments de structure fournis par I%tude des peptides Chm-7a et  



Chm-9b permettent de déterminer l a  sdquence en amino-acides du peptide 

Chm-7. 

L a  séquence A la  - A l a  - Val  - Leu qui correspond au peptide 

Chm-7a constitue la part ie commune aux peptides Chm-7 e t  Chm-7b. 

Tyr 1 Leu - A l a  - Ala - Val  - Leu - G l u  - Tyr 
50 5 7 

Peptide C hm -8 (résidus 58 à 63) n --- - 

Leu - Thr - A l a  - G l u  - I le  - Leu 

Le  peptide Chm-8 est obtenu pur dans la  fraction 2, 

Dansylamino-acide --------------------2--------  N H  -tesminal : DNS - Leu. 

Ddgradation de Edman o ------------------- 
Quatre cycles de ddgradation de Edman en couplage avec la  méthode 

de dansylation ont permis d g i t a b l i r  la  séquence du peptide Chm-8. 

La paêsence dhci r is idu d'acide glutamique a bté établ ie après hydeo- 

lyse totale du peptide Chm-8 par I'aminopeptidase M. 

H drolyse fpar la carboxypeptidase A D -Y------- ,-,,--,-,- --------- 
L8ac t ion  de l'enzyme pendant 6 heures à 37OC l ibère essentiellement 

de la  leucine., 

Pe t ide Chm-9 (résidus 64 à 76) : L ----- 

G l u  - Leu - A l a  - Gly - Asn - A l a  - A l a  - Arg - Asp - Asn - Lys - Lys - Thr 

Le  peptide Chm-9 est localisé dans la  fraction 10. 1 1  est purif ié par 

chromatographie sur papiero 

Dansylamino-acide N H  -terminal : DNS - G lu .  --------------------2---------  



H ,Y--, drobse --- par --------,- la carboxypeptidase - A o 

L 'ac t ion de l @enzyme pendant 6 heures à 37OC l ibère uniquement 

de la thréonine-. 

Peptide Chm-9a (résidus 64 à 68) : 

G l u  - Leu - A l a  - G l y  - Asn 

Le  peptide Chm-9a est obtenu pur dans la  fract ion 1 .  

Cosloposition :: Asp G l u  , --- - - - - - m m  

G l y  , A l a  , Leu 

I f 0  '1,2 O, 8 1,o 9 10 

Dansylarnino-acide ---- - - - - - - - - - - - - - - - % - - - - - - - -  N H  -terminal o DNS - G lu .  

Dégradation de Edrnan : ------------------- 

Trois cycles de dégradation de Edman en couplage avec la mdthode 

de dansylation ont permis d 'é tab l i r  l a  sdquence du peptide Chm-9a. 

La  présence d h n  résidu d'asparagine et d'un r6sidu d'acide glutamique 

a êté ê tab l ie  apr&s hydrolyse totale du peptide Chm-9a par I'aminopeptidase M. 

Le  peptide Chm-9a correspond à la  sdquence N H  -terminale du 2 
peptide Chm-9, puisqu'el cont ient  le rdsidu d'acide glutamique ident i f i6  à 

I 'ertrêrnité NHî- termina le  du peptide Chm-9. 

La séquence complète du peptide Chm-9 a dt6 deduite des données 

fournies pas le peptide trypsique Tm-1 O et par le  peptide thermolysine Th-13. 

Peptide C h m - I l  (résidus 86 à 96) : 
. -*------ 

Asa - I l e  - Arg - Asn - Asp - G l u  - G l u  - Leu - Asn - Lys - Leu 

Ce peptide est obtenu pur dans la  fract ion 9.  

II est identique au peptide Ch-1 1 pr6sent dans I'hydrolysat chymo- 

trypsique de I%ALK-histone nat ive,  



Discussion 

Trois liaisons tyrosyle, une liaison phénylalanyle e t  seize liaisons 

leucy le  constituent dans I 'ALK-histone, v ingt  s i  tes potentiels majeurs de coupure 

par la  chymotrypsine. 

Cependant, l 'hydrolyse de l 'histone nat ive par l a  chymotrypsine con- 

du i t  à I is&tention de 6 peptides :: Ch-2 , Ch-3 , Ch-4 , Ch-5 , Ch-1 1 e t  

Ch-14, qui  correspondent à 37 des 129 résidus d'amino-acides présents dans la  

protéine (tableau XXV)  ; le recouvrement d b n e  seule tyrosine sur les trois 

tymsine présentes dans I'ALK -histone est part icul ièrement surprenant. 

Un te l  de f i c i t  s 'expl ique à la  fois par l a  prbcip i tat ion d'un abondant 

rnat6riel insoluble au cours de l 'hydrolyse de la protéine nat ive par la chymotryp- 

sine e t  paii Ibddsrpt ion irréversible de peptides trés basiques (peptide Ch-1 , 
résidcis 1 à 117, par exemple), sur l a  résine cat ionique ut i l isée pour le  fract ionne- 

m e ~ t  chrsmatograp' i q ~ e  de I%ydrolysat. 

Aucune f ract ion !nsolu&le n'apparart au cours de I'hydrolyse chymo- 

trypsique de !"AL-histore maléylée, mais un prêc ip i td  se forme durant la 

démal6y la t ion,  

Les 8 peptides chymotrypsiques obtenus : Chm-3 , Chm-4 , Chm-5, 

C hm-6 , Chm-7 , C hm-8 , Chm-9 e t  Chm-19 correspondent b 64 des 129 résidus 

d'amino-acides presents dans la  protéine (tableau XXVI I I ) .  

L ' in térê t  de la  rnaléylat ion de I 'ALK-histone avant I 'hydrolyse chyrno- 

trypsique apparal't dans I bobten t ion de peptides qu i  couvrent entièrement la 

part ie médiane de la  sequence en amino-acides de la  protéine, et  correspondent 

au peptide trypsique insoluble T-13 ou Tm-9 (rbsidus 43 à 71). 

La rnaléylation modi f ie l a  charge electr ique de l a  protéine e t  i ndu i t  

un changement dans la conformation de la macromol6cule, changement qui  

permet à la  chymatrypsine d'atteindre les sites de coupure tels que Tyr-50 e t  

Tyr-57. Cec i  nous amène à suggbrer que les résidus de tyrosine en positions 50 

e t  57 sont vraisemblablement 'karnouf 16s'' dans la  structure tert iaire de I 'ALK-  

historie 

Les liaisons Arg - Seer e t  His - Lys qui, dans I 'ALK-histone native, 
17 18 124 125 



sont coupées au cours d'une hydrolyse de 2 heures par la  chymotrypsine, en 

donnant respectivement les peptides Ch-2 e t  Ch-14, ne sont pas hydrolysées 

quand I 'ALK-histone est mal6ylée. 

Cette r6sistance à l 'hydrolyse chymotrypsique peut être attr ibuée à la  

présence au niveau ou dans I 'environnement de ces liaisons, de charges néga- 

tives induites par  l a  maléylat ion (87) ; e l l e  semble toutefois part ie l le,  puisque 

l a  l iaison Arg - Ser dans l 'histone maléylee, est hydrolysée en 4 heures par l a  

trypsine. 
17 18 

Une interfêrence analogue des groupes acides situes au niveau ou pr&s 

d'une liaison susceptible à la  trypsine, a 6té observée par B R A T T I N  e t  SMITH 

au cours de l 'hydrolyse trypsique de la glutamate-d6shydrogbnase bovine (93). 

L 'obtent ion des peptides Chm-3 e t  Ch-14 implique l a  coupure d'une 

liaison hist idyle : His - A r  (peptide Chm-3) e t  His - Lys (peptide Ch-14), 
31 3f 124 125 

tandis que l 'obtent ion du peptide Chm-9 implique la coupure d'une liaison 

threonyle Thr - 
" 7 6  $7 ; de telles liaisons sont p lu tô t  des sites mineurs pour I 'hy-  

drolyse ~ h y m o t r ~ p s i q u e .  

Le recoupement des peptides trypsiques avec les peptides chymotrypsi- 

ques permet d 'e tab l i r  une séquence de 60 résidus d'amino-acides, de Ser 18 à 

Arg  79,  qui  cont ient  les 4 résidus aromatiques présents dans I 'ALK-histone e t  

correspond à la  r6gion hydrophobe médiane de la  protéine (tableau XXX) .  

La séquence N H  -terminale de I 'ALK-histone (17 résidus) e t  la  séquence 2 
CO0  H-terminale (52 résidus) caract6ris6e par la présence de nombreux résidus 

* 
hydrophobes ont  pu  etre dêterminées par l 'é tude des peptides obtenus par hydro- 

lyse de la  protgine avec la  thermolysine. 





5 )  Peptides obtenus par hydrolyse de I 'ALK-histone avec Ia - - --- -- -- - 

L e  choix de la  therrnolysine pour l 'hydrolyse de I 'ALK-histone s'impo- 

sai; ap&s I 'etude des peptides trypsiques e t  chym~ t r~ps iques ,  dont  le b i lan f a i -  

sait  appairaltre un dé f i c i t  portant sur les acides aminês de caractsre hydrophobe 

(a lu r ine  e t  Ieucine essentiel Iemen t). 

Ce choix découle de la  spêci f ic i té de la  thermolysine pour les liaisons 

peptidiques où le  groupe OC -amine des amino-acides à cha%e latêrale hydro- 

phobe se trouve engagé. 

L'AGK-histone est hydrolysêe par la thermolysine pendant 4 heures à 

40°C et pH 8,0. Contrairement à ce que nous avions observe au cours de I 'hydro- 

lyse trypsique ou chymotrypsiqrre de I 'ALK-histone native, aucune fract ion in -  

soluble n bppa ra l t  au cours de I "ydrolyse de la proteine par la  thermolysine. 

Après lyophil isation, I 'hydrolysat est dissous dans 3 ml d 'acide formique 

a 36 p .  900, pour Ztre fractionné par chromatographie d'échange d'ions dans des 

canditions identiques à celles utilisêes pour le  fractionnement des hydrolysats 

tr ypsiqcies e t  chymotrypsiques, 

Le diagramme d'élcition des peptides " thermolysinelQe l 'ALK-histone 

f i a c t i o ~ n é s  sur colonne de Chromobeads P est prêsentê dans la f igure 13, e t  

montre l a  séparation des peptides en 25 fractions, Les fractions indiquées par 

des traits pleins sont numérot6es suivant leur ordre d ' é l u t i ~ n  de l a  colonne. Les 

peptides " therrnolysine'" désignés par Th, sont numérotés suivant leur position 

dans lei s6quence de la  proteine (Tableau X X X V  page 164). 

La composition e t  la séquence en amino-acides de chaque peptide 

sont respectivement presentees dans les tableaux X X X !  et  X X X I I .  



D . O .  570 nm 
DIAGRAMME D'ELUTION DES PEPTIDES THERMOLYSINE DE L'ALK-HISTONE 

I FRACTIONNES SUR C O L O N N E  DE CHROMOBEADS P 

FIGURE 13 
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TABLEAU X X X I  (suite) 

COMPOSITIONS EN AMINO-ACIDES DES PEPTIDES "THERMOLYSINE" DE L 'ALK-HISTONE 
_I____--_-- 

(exprimees en rapports molaires par rapport à un amino-acide hydrophobe)(sai) 

(a)  Les chiffres entre paren thèses correspondent au nombre de résidus assumés. 

(e) L 'a lan ine l ib re  et  la  leucine l ib re  ne sont pas incluses dans ce tota l .  

(H*) La composition en amino-acides du pept ide Th-15 a ét6 déterminée après une hydrolyse de 72 heures. 
,---.. 
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Peptide 14-1 it-és1dds l a  l i )  o 
" - . -- --- - .--- -- - -- - - 

N - a c k t y l  - Ser - Gly  - Arg - Gly - Lys - G l n  - G l y  - G l y  - Lys - A l a  - Arg 

Peptide Th-!a (résidus 9 b 9) : --- . - - . - - - - - .- - - - - - - - . . - - - - 

N - a e e t y l  - Ser - Gly - Arg - Gly  - Lys - Gin - G l y  - Gly - Lys 

Peptide Th-? b (résidus 1 Q e t  J 1 )  s - ,- - - .- - - - - - . - .- -- - 

Ara - Arg 

t e  peptrde - - - -- - Th-1 - - --. - est localis6 dans la  fractior, 23 avec le peptide Th-6a 

dorit i l  est separe en chromatographie préparative sur papier, 

Dansvlai2asno-aclde WH - terminal : - -  --L ------------- - -z  -------- 
Le pept!de Th-'1 rie ~ é a g i t  pas avec le chlorure de dansyle, ce qui  

tradwif I'cabserica d'un groupe a - a m i n é  terminal l ibre.  

Hydrolyse trjpsique : - --------  -- -- 

b 'hhydrolyse tïypaique du peptide Th-1 pendant 4 heures à 37OC l ibère 

4 peptides cfribsû.r?t sbpa.6~ en 6lectrophorése preparative sur papier à pH 3,6. 

Th-'i - c T - 1  u Ser G l y  , Arg 
1 , O  1,8 1 f 0 

T Y I - I - T - ~  . A l a  , Arg 
'I ,O ],O 

La migrat ion anionique du peptide Th-1-T-1 local isé sur la  carte pept i -  

dique pur le réact i f  a la phenanthrène-quinone, Ibbsence de réaction avec le 

réact i f  21 la nirshydline - cadmium et  la  composition en amirio-acides sont carac- 

tenisiiques dw peptide Tm- l  :: N -acé t y l  - Ser - Gly  - Arg f  en position N H  
2- 

tesvlinale dcrr-ts 1'AQK -.histone, 



Les peptides Th-'% -Tm2 , Ph-9 -%-3 e t  Th-1 -T-4 constituent les 

dif f6-eri ts dlernents de la  s t r ~ c t u r e  du pept ide Tm-2. 

+-------- - -- Tm -2 

+ - - - ~ - l - - -  - T-2 - 7 i- - - - - T - 3 -  - - -T-4- 

i'd-ae6tyl - Se, .- Gly - Arg - Gly - Lys - G l n  - Gly - G l y  - Lys - A la  - Arg 

L'absence d'un groupe &-amine l ib re  dans le peptide Th-1 e t  l ' i den t i -  

f i ca t ion dci peptide N -acé t y l  - Ser - Gly - Arg dans I%ydrolysat trypsique du  

pept ide Th -1  determinent sans ambigui tê sa posit ion à I kx t rémi tê  N H -terminale 2 
de I AbK-hlstoaie. 

Le p e l t ~ d e  - -- - .- Th-la - est obtenu pur dans la fract ion 17, 

éompssit lon : Ser , Glu G l y  , Lys , Arg 

1,O P , O  4,O '%,9  l f 0  

H drazinslyse : -Y-- - --- - - - - 
L 'ac t ion de I1hydrazirie sur le peptide Th- la  conduit à l ' i den t i f i ca t ion  

d e  lei lysine en poss tisn C O 0  W- terminale^ 

Le peptide Ph- % b  est obtenu pua dans l a  fract ion 16. -- - - - -- - - - - 

Cornpositiciai A l a  , A.g ----------  
situ I f 0  

L 'obtention du peptide Th'- l avec les peptides Th- la  e t  Th- lb  

montre une action incomplète d e  l a  thermolysine au niveau de l a  l iaison 

Lys - A l a  
9 10 



Peptide Th-2 (wéssdus 12 à 18) :: - - -- -- -- 

A l a  - Lys - A i a  - Lys - Thr - Arg - Ser 

P e ~ t i d e  Th-2a (résidus 12 et  13) : 

A l a  - Lys 

Peptide Th-2b - (résidus - --- 14 à '18) : 

A l a  - Lys - Thr - Arg - Ser 

Peptide Th-2c (rêsidus 14 à 22) : 

A l a  - Lys - Thr - Arg - Ser - Ser - Arg - A l a  - G l y  

Le peptide Th-% est localisê dans l a  f ract ion 24 avec le peptide - - -- - - - -- - - 

Th-6 dont i l  est sépare en chromatographie préparative sur papier. 

Dansylamino-acide N h -terminal : DNS - A la .  ---- - - - - - - - - - - - - - - -2 - - - - - - - -  

Degradation de Edman 2 ------------------- 

Quatre cycles de degradation de Edman en couplage avec l a  méthode 

de d a ~ s y l a t i o n  on t  permis dg6tab l i r  la  sequence N H  -terminale :: 2 
A l a  - Lys - A la  - Lys - Thr du peptide Th-2. 

H drazlnolyse : - Y  ------- -- 

L 'ac t ion de I 'hydrazlne sur le pept ide Th-2 conduit à l ' i den t i f i ca t ion  

de la serine en posit ion C O 0  H-terminale. 

L'ensemble de ces rêsultats ddtermine la  séquence du peptide Th-2. 

Le peptide Th-2a est localisé dans l a  f ract ion 10 avec le  pept ide Th-8a 

dont II est separe en electrophorèse préparative sur papier à pH 3 , 6 .  

Compositdon - - -  ------  : A l a  , Lys 

1,o 1,0 

Dansylarnino-acide ---- - - - - - - - - - - - - - - -2 - - - - - - - -  N H  -terAinal  DNS - A la .  



Le peptide Th-2b est localisé dans l a  fract ion %O avec le  pept ide -- - - -- - - 
Th- Iêa dont i l  est séparé en chromatographie sur papier. 

Composition Thr Se i  , A l a  , Lys , Arg ----------- 
%,O !,O 1,O 1 ,  1 7 ,O 

D a n ~ ~ l a m i n o - a c i d e  N HZ-terminal DNS - Ala .  - - - -  --------------- -------- 

Le peptide Th-2c F- est pr6sent dans I 'hydrolysat obtenu par ac t ion de la  

thermolysine sur I 'ALK-h;stoile pendant 45 minutes. II est obtenu pur dans l a  

derniere fract ion BluRe  de la  colonne de Chromobeads P o  Son volume d 'é lu t ion 

est sclpêrieur à ce lu i  des peptides Th- pr6sents dans la  fract ion 25. 

Composition ; Thr , 6er , G l y  , A la  , Lys , Arg ---------- 
F,6 1,7(2) 1 , 1  2,O 1,2(1) 9,8(2) 

Dansylamino-acide - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -2- - - - - - - -  N H  -terminal DNS - A la .  

Lbbter i t ion du peptide Th-2 avec les peptides Th-2a et  Th-2b montre 

une action incomplète de la  thermolysine sur l a  l iaison Lys - A la .  
13 '14 

Le peptide Th-2 recouvre le peptide Tm-3, 

Le obsidd de s é r i ~ e  b lsextrêmitê COOH-termina le  du pept ide Th-2 

est p lacé immedratement eipr6s un iresidu d 'argin ine : i l  do i t  donc appartenir 

nécessairement au pept ide Tm-4 qui, le pept ide Tm-$ êtant  exclus, est le  seul 

à posséder un résidu de séiine en position NW -terminale. 2 

En recouvrant les peptides Tm-3 , Tm-4 e t  Tm-5, ainsi que le  peptide 

Ch-2, le peptide Th-2c détermine une sêquence par t ie l le  de 18 résidus 

(:abseau XXX~SI) 

Peptide Th-3 (résidus 19 à 22) : - - -.. -- - - -- .- - - - -- -.- - 

Seî - Arg - A l a  - G l y  

Le peptide Th-Ci est localisê dans l a  f ract ion Y 4 avec le pept ide Th-5 

dont i l  est sépare en chrsmatagraphie prêparative sur papier. 

Dansylamino-acrde - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -2- - - - - - - -  N H  -terminal DNS - Ser. 





Dégradation de Edman : ------------------- 

Deux cycles de dégradation de Edman en couplage avec l a  méthode de 

dansylation on t  permis d 'ê tab l i r  l a  séquence du peptide Th-3. 

Le peptide Th-3 recouvre les peptides Tm-4 e t  Tm-5. 

L 'obtent ion du peptide Th-3 impl ique l 'hydrolyse d'une liaison s6rine 

par la  thermolysine. Nous reviendrons sur ce po in t  dans la  discussion. 

Leu - G l n  - Phe - Pro 

Le peptide Th-4 est obtenu après pur i f ica t ion de la  f ract ion 6 en 

ch rc rma t~~ raph ie  preparatlve sur papier .  

Dansylamirio-acide N W -terminal c: DNS - Leu. - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -2-- - - - - - -  

La structure du peptide Th-4 qui  cont ient  le seul résidu de phényl- 

alanine présent dans I 'ALK-histone se déduit des résultats acquis sur le  peptide 

trypsiqtie T-9. 

V a l  - G l y  - Arg 

Le  peptide Th-5 est local isé dans la  fract ion 94 avec le  peptide Th-3 

dsat  i l  est sépare en chromatographie préparative sur papier. 

Dansylamino-acide - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -2- - - - - - - -  IUH -terminal DNS - Va l .  

Dêgradation de Edman : 

Un cyc le  de dégradation de Edman suivi  de la dansylation du peptide 

r6sidueI suf f i t  pour déterminer l a  séquence du peptide Th-5. 

Le peptide Th-5 correspond à la  séquence COOH-termina le  du peptide 

trypsique T-9. 



V a l  - His - Arg - Leu 

Peptide Th-6a (résidus 30 à 32) : 

V a l  - His - Awg 

Le pept ide . .- -- Th-6 est localisê dans l a  f ract ion 24 avec le pept ide Th-2 

dont i l  est sépare en chromatographie prêparative sur papier. 

Dansylamino-acide ---- -------- - - - - - - -2--------  N H  -terminal DNS - Va l .  

Le peptide Th-6a - est localisê dans l a  f ract ion 23 avec l e  pept ide Th-1 

d o ~ t  9 1  est séparé en chromatographie prêparative sur papier. 

Composition : V a l  , His , Arg ---------- 
1i,0 0,9 1,o 

Dansylamino-acide ---- - - - - - - - - - - - - - - -2- - - - - - - -  N H  -terminal o DNS - Va l .  

Le peptide Th-6a est identique au pept ide Tm-6. 

La re lat ion entre les peptides Th-6 e t  Th-6a est êvidente. L ' i den t i f i ca -  

t ioo du rêsidu de va l ine en position N H  -terminale dans le peptide Th-6 permet 2 
de placer la leucine à Ikextremite COOH-termina le  de ce peptide. 

L 'ac t ion  Bncornplête de la thermolysine au niveau de la  l iaison 

92 - Leu, qui about i t  b l 'obtention du pept ide Th-6, dêtermine la  séquence 
3 3 

Tm-6 - T m - 7 .  

Peptide Th-7 -- (,esidus - - 34 6 --- 39) : 

Leu - Arg - Lys - Gly - Asn - Tyr 

Le peptide Th-7 est localisê dans la  f ract ion 25 avec le  pept ide Th-21 

dont il est sépare en  chromatographie prdparative sur papier. 

Dansylarnino-acide - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -2- - - - - - - -  N H  -terminal : DNS - Leu. 



:.je;; - d a r i a n  de t drncs:s 
" - - - .  ." - - - - - - - - - -  -.-- 

i 'ei,~ cycles de dégradation de Edman ee C O L I P I Q ~ ~  avec  Ici rnethc.de de 

¢q % l a* -  , o n t  perrnls d gicrblrir l a  séquence NH,-te,rnir~a!z) ileu 4 r g  r y s  
C 

a : * - j  

: elut isr~ e0t.e les peptides 'ER-- / '  e t  C h  -,\ est 6 i r dao l e  et  perme7 de 

aezl c zi ss- i l c î t i re  du pep* ide  T h - / .  

,e pept ide  Th-7 .eccauv/e les peptides !m.-; e t  Irn 8 ,  

P. 

A!, l , 5 l u  - Avg "- V a l  - 15Iy = A l a  - Gly - A l a  - Pro 

e pept ide  l h  -8  est Iscalisé dans  l a  f {ac t ic r .  .* d est sépaué d u  pepdirle 
- -. . 

i k 5 . - 9  e i  d e  !a va l i ve  l ib re  en eh,ornatographie preparrati-e sbdr papîev. 

4. ' 
el sewble de ces :6su(tcils d6teimrc-e la  s&q e->ce  pept ide r ' 



Le peptide Ph-8a est localisé dans la  f ract ion 10 avec l e  pept ide Th-2a 

d o ~ t  Il est séparê en électrophorèse préparative sur papier à p H  3 , 6 .  

Composition G l u  , A l a  , Arg ----------- 
'1 , O 110 110 

Bansylamino-acide ---- -------- - - - - - - - -2--------  N H  -terminal o DNS - Ala ,  

Dêgradation de Edman u 
, - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  

Un cycle de dégradation de Edman, suiv i  de la dansylation du peptide 

r6siduel a suffi pour 6 tab l i r  la  s6quence de ce peptide. 

La  coupure de l a  l iaison A - V a l  du peptide Ph-8 par l a  therrnoly- 
4Y 43 

sine about i t  à l 'obtent ion du peptide Th-8a. 

k a  s t ruc tu~e du peptide Th-8 confirme c e l l e  du pept ide Chm-6. Comme 

le  peptide Chm-6, le  peptide Th-8 qui  recouvre la  séquence COOH-termina le  

du peptide Tm-8 et  l a  séquence N H  -terminale du peptide Tm-9 (non isol6), 2 
constitue le  mai l lon entre l a  part ie N H  -terminale e t  l a  region hydrophobe 

2 
mgdiane de I 'ALK-histone. 

V a l  '- Tyr 

Le  peptide Th-9 est localisé dans la f ract ion 8 avec le peptide Th-8 

e t  la  val ine l ibre dont i l  est sépard en chromatographie préparative sur papier. 

Dans~larnino-acide ---- -------- - - - - - - -2--------  N H  -terminal DNS - Va l ,  

Le peptide Th-9 correspond à la  séquence COOH-termina le  du peptide 

Chm-6a. 

Peptide Th-IO (résidus 59 à 53) o 
--Y-- -- 

Leu - A l a  - A l a  

Le peptide Th-18 est localisé dans la  f ract ion 4 avec le  peptide Ph-16 

dont YI est sêpuré en chromatographie prêparative sur papier, 



Boresylsm~~:o-acide - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 2 - - - - - - - -  WH -terminal DNS - Va l ,  

I , e  p e p * ~ d s  Th- 13 co~sesposld 5 l a  s6qvevce N H -tesminale du pept ide 2 
C&;n -7b  , ? i aeco,fv-e les peptides C h m - 6  e t  Chm-7. 

V'al -- Le:s - G1i; - Tyr 

L e  peptide Th- i F  est abtenu pur dans la  f ract ion 7.  

La présence d'ut- ~ e ~ ~ d u  d'acide glbtamique a éM êtab l ie  apr&s hydro- 

lyse t.ctale dd peptide Th,-: i par I'arninopeptidase XVZ pendant 24 heures. 

D e w  cycles de  d6gcadatlon de Edman en couplage avec la methode de 

dansylafiori o l i r  perqn's d e t a b l i r  la  sdquence des pept ide Th-1 1.  

Peptide - - - .- -- - T h - 1 2 ~ 1  - - - i , r & s i c - j ~ s  -- -. - - 58 - -- a 6'1) - :: 

L e u  - Thr - &,les - Glu 

Pep t i de  - . - - Th- - -- - - a2% (rêoides 62 B 64) : - - - - -- - - ---- - - 

lie - L e u  -  si*^ 

Le pep t ide  - - Th- a %  est Iscrallsé dans la f ract ion 2 avec les peptides 

Th- & Z a ,  a h- 1 da er 1 n -2Oa d o ~  t RI est sepasê par chromatographie prépasative 

SU< papier, ssulvse d h n e  elect~ophor8s.e preparatlve sur papier à p H  3 , O .  

La prdserice de 2 iéssciris d'acide glufamique a &té é tab l ie  aprés hydro- 

lyse d u  peptide par I 'ama'iiopeptidase M pendant 48 heures. 



Dansylarnino-aclde ---- -------- - - - - - - -2--------  N H  -terminal :: DNS - Leu. 

Dégradation de E,drna~ o ------------------- 

Cinq cycles de dégradation de Edman en couplage avec la  méthode.de 

dansylation ont  permis d 'é tab l i r  l a  séquence du peptide Th-92. 

Le -. peptide Th-12a - est localise dans l a  f ract ion 2. 

Composition : Thr , G l u  , A l a  , Leu --- ------ 
l I o  j l J  1 , 4  0,9 

Dansylarnino-acide - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -2- - - - - - - -  NW -terminal u DNS - Leu. 

Dégradation de Edman : ------------------- 

Trois cycles de degradation de Edman, ut i l isée en méthode soustractive, 

ont  suffi pour dbtesminer la séquence du pept ide Th-12a. 

Thr , G l u  , A l a  , Leu 

Corroposition o. - - -  ------- I f 0  I f  1 1 1 9  O, 9 

7er cyc le  I r O  1,O I l l  - 0, 1 

2ème cyc le  o r 2  !,O - 
3ème cyc le  - 8,O - 0,2 - 

Lc peptide ---- Th-12b est localisé dans l a  fract ion 6 avec le pept ide 

Leu - A l a  dont i l  est separé en êlectrophor6se préparative sur papier à p H  3,6. 

Compêosi --- t ion ; G l u  , I l e  , Leu 

1 ,  1 0,9 T,O 

D e g r a d a t i ~ n  de Edman : 
c------------------- 

Deux cycles de d6gradation de Edman uti l isee en méthode soustractive, 

on t  permis d 'é tab l i r  la sgquence du peptide Th-12b. 

Glu , ! le  , Leu 

Composi --- t ion o I r \  0,9 1,O 

l e r  cyc le  I l l  - O l I 0  

2ème cyc le  ! , 1  - - 6 



Les peptides Ph-1Za et Th-12b rêsultent de l a  coupure de  la  l iaison 

G l u  - Y l e  du pept ide Th-12 par l a  t h e r m o l y ~ i n e ~  
61 62 

Le  peptide Th-12 recouvre les peptides Chm-8 e t  Chm-9. 

P e ~ t i d e  Th-13 (residus 65 à 751 : 

Leu - A l a  - G l y  - Asn - A la  - A l a  - Arg - Asp - Asn - L y s  - Lys 

Peptide Th-13a (résidus 65 à 68) : - pp - 
Leu - A l a  - Gly - Asn 

Peptide Th- 13b (residus 69 à 75) 

A l a  - A l a  - Arg - Asp - Asn - Lys - Lys 

Peptide Th-13c (r6sldus 70 à 75) ; 

A l a  - Arg - Asp - Asn - Lys - Lys 

Le pept ide Th-13 est obtenu pur dans la fract ion 18. 

DNS - Leu. 

Dégradation de Edrnav o ------------------- 

Deux cycles de clêgfadation de Edman en couplage avec l a  methode 

de dansylation on t  permis de dêteaminer la  sêquence NW -terminale 2 
Leu - A la  - G l y  du peptide Th-13, 

Hydrolyse par la  carboxypeptidase B : ............................... 

L ' ac t i on  de l 'enzyme pendant 6 heures à 40°C l ibère uniquement de 

l a  lysinea 

Le pept ide - Th- i 3 a  - est localisê dans l a  fract ion 2 avec les peptides 

Th-12, Th-12a e t  Th-20a dont îI est sêparê par chromatographie preparative 

sur papier suivie d'une 6lectrophorese prêparative sur papier à pH  3,0, 

Composition --- u Asp , G l y  , A l a  , Leu  

1,6 'B,O ' 1 , O  l , o  



k a  p~êsence d ' u n  r6sidu d'asparagine a et6 é tab l ie  après hydrolyse du 

peptide Th-93a par 1 ami~spept idase M d 40°C pendant 24 heures. 

D a n s ~ l a m i n o - a c ~ d e  kHz- te rmina l  a DNS - Leu. ---- - - - ~ - - - - " - - - - - - = -  

~e peptsde - Th-1,Bb --- -- -- est obtenu pur dans la  fract ion 20, 

Composition o Asp A l a  , Lys , Arg --- ------- 
F,7(2) !,8(2) 2 ,O I f 0  

Dansylamino-acide ---- - - - - - - - - - - - - - - -2 - - - - - - - -  N H  -terminal BNS - A l a .  

D6gradaticrn de Edman : 

Un cyc le  de dbgnadatîon de Edman suivi  de la  dansylation du peptide 

~6s idue l  nous a pearnis d%tcrblla la  séquence N H -teeminale : A l a  - A la .  Le  2 
reste de la  séquence a Ct6 determin6 avec trois cycles de dégradation de Edman 

uti l isêe en m6thode sodstractive. 

, A l a  , Lys 1 Arg  

3ême cyc le  1,7 - W,D.($E)O,I -- - 

4ême cyc le  ! .1 ' - N , D o  - 

Sème cyc le  -2 - N . D ,  - 

Le pept ide Th- i 3 c  est obtenu pur daris la f ract ion 22. -- - -- - - .- - . - -- . . . -- - 

oslt isn ; Asp , A l a  , Lys Arg GoFP?--_--- 
*9,0 $,O 2,2  

Dansylarnino-acide kljl - terminal  : DNS - A la .  -- --- -,-- -- - -  - ---- -- -2 

L'ensemble des donnges fournies par  1 'étude du peptide Th-13 e t  de ses 

deriv6s Th-13a, Th-13b e t  Th-13c nous a permis d 'é tab l i r  la séquence du 

peptide Th-13, 



Th-13a ---- - Th-13b 

- T h - 1 3 ~  

64 L 69 
------ Th-13 

I 
G l u  - Leu - A l a  - G I y  - Asn -= A l a  - A l a  - Arg - Asp - Asn - Lys - Lys - Thr 

1 76 
Chrn-9 - - - - - - e'-----"---- + 

Le peptide lh-13 correspond au peptide Chm-9. La séquence com- 

plète du peptide Chm-9 a ét6 déduite de !%tude du pept ide Th-13 e t  du pep- 

t ide Pm-10, 

Peptide Th-14 (rësidus 76 e t  77) o 

f h r  - Arg 

C e  peptide est obtenu pur dans la fract ion 15, 

Dansxlarni~o-acide ---- - - - - - - - - - - - - - - -2- - - - - - - -  N H  -terminal : DNS - Thr. 

Le  peptide Yh-14 est identique au peptide 9-95, 

P e ~ t i d e  Th-95 (résidus 78 à 841 : 

i le - [ l e  - Pro - Arg - His 

L e  peptide Ph-", est obtenu après pur i f icat ion de la fract ion 21 par 

chromatographie sur pap ier -  

Composition ---------- o Pro I l e  , H i s  , Arg 

Hydrolyse de 24  h 4,U O O,9 1,O 

Hydrolyse de 72 h 1 , l  1,7 0,9 9,O 

L'augmentation drt taux d'isoleeicine apres une hydrolyse totale acide 

de 72 heures f a i t  ressortir I existence d 'une liaison [ l e  - i l e  dans le peptide 

Th-'15, 

DansxlamRrlo-acide ---- N H  2 -terminal : DNS - I l e .  

Dêgradatlei? de Ldmun O - ------------------ 

Un c y c l e  de dégradation de Edman suivi  de la  dansylation du peptide 

résiduel détermine !a séquence N H  -terminale ! le  - I le .  2 



H ydrazino lyse u ------------ 

L 'ac t ion  de I%hydrazine sur le peptide Th-95 conduit à I yden t i f i ca -  

t ion de l 'h ist id ine en posit ion COOH-termina le  

La  re lat ion entre les peptides Th-15 e t  Tm - I B :: I le  - I le - Pro - Arg  

est évldeote et  permet de dbduire la  structure du pept ide Th-95. 

Le résidu el 'h~stidir ie à I 'extremite C O 0  H-terminale du peptide Th-15 

est p lace immédiatement apres un résidu d 'argin ine : i l  do i t  donc appartenir 

n6cessairement au peptide Tm-12 qui  est l e  seul à posséder un résidu d 'h ist i -  

d ine en position N H  -terminale, 2 

Le peptide Th-1 5 deteamine ainsi la séquence Tm-1 l - Tm-12. 

Leu  - G l n  

Le peptide Th- 16 est localisé dans la  f ract ion 4 avec le  peptide Ph-10 

dont I I  est séparé en chrczrnatographie preparative sur papier. 

La présence de glutamine a éte é tab l ie  apres hydralyse du peptide par 

I 'aminopeptidase 1\/2 pendant 2 4  heures. 

Dansylarnino-acide ----  - - - - - - - - - - - - - - -2- - - - - - - -  N H  -terminal : DNS - Leu. 

I l e  - Arg - Asn - Asp - G l u  - G l u  - Leu - Asn - Lys - Leu 

Peptide T h - l i a  (residus 87 6 92) o 

[ l e  - Arg - Asn - Asp ,- G l u  - G l u  

Peptide T h - ) S b  (n4slclus 93 à 96) : - - -- -- - . - .- - - - 

Leu - Asn - Lys - Leu 

Le  peptîde Th- 17  est obtenu pur dans la  f ract ion 12. 
- - - - - 

Dansylamins-acide N H  -terminal : DNS - I le .  ---- - - - - - - - - - - - - - - -2- - - - - - - -  



Le  peptide Th-Fia est obtenu pur dans la f ract ion 9. ---------- - 

Cornoposition :: Asp G l u  , Y le  , Arg --- ------- 
2,1 2,2 1,o P,1 

Dansxlamino-acide ---- - - - - - - - - - - - - - - -2- - - - - - - -  N H  -terminal 2 DNS - I l e .  

Degradation de Edman 2 ------------------- 

Quatre cycles de dégradation de Edman u t i  lis6e en methode soustrac- 

t ive  ont  permis d 'k tab l i r  la sgquence du peptide Th-17a. 

Asp , G l u  , i l e  , Arg 

Composition : 2,1 2,2 ----------- 1,o I l l  

let- cyc le  2 ' 1  %,2 -- O 1 1 1  

2ème cyc le  2,O 2,O - 0, 1 -- 

3ème cyc le  1,4. 2,O - - 
4ème cyc le  0,B %,O - - 

Le peptide Th-17b est obtenu pur dans la  f ract ion 13, -- 

Composition o Asp , Leu Lys ----------- 
I r 1  2, O 1 , '1 

La  pr6sence d'un résidu d'asparagine a été é tab l ie  après hydrolyse du 

pept ide par I 'aminopeptidase M pendant 24  heures. 

Dansylarnino-acide - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -2- - - - - - - -  N H  -terminal o DNS - Leu. 

Dbgradation de Edrncir, : ------------------- 

Un cycle de dégradation de Edman suivi  de l a  dansylation du peptide 

résiduel a permis de déterminer la  séquence du peptide Th-17b. 

H drazinolyse : - Y  

L 'act ior i  de I 'hydrazine sur le peptide Th-17b conduit à l ' i den t i f i ca t ion  

de la  leucine en positlon COOH-termina le .  

Les peptides Th-17a e t  Th-17b resultent de la coupure de la liaison 

G l u  - Leu dei peptide Th-17 par la thermolysine. 
92 93 



L'ensemble des irbsultats fournis par l 'é tude du peptide Th-17 e t  de ses 

désivbs - peptides Th-%7a e t  Th-97b - a permis d 'é tab l i r  la  séquence du 

pept ide Th-97 et  a confirmé l a  structure du pept ide T-18  determinée en par t ie  

après hydrolyse du pept ide 1-18 pas la thesmolysine. 

Peptide Th-18 (rbsldus 97 à 99) n 

Leu - G l y  - Lys 

Le peptide Th-18 est obtenu pur dans la  fract ion 9 9 ,  

Dansylamino-acide ---- ---------------2--------  N H  -terminal u DNS - Leu. 

Dbgradation de Edmari : ------------------- 
Un cycle de dbgradation de Edman suiv i  de l a  dansylatiori du peptide 

résiduel permet d 'g tab l i r  la séquence de ce peptide. 

Peptide Ph-89 (résidus 300 et  101) : 

Va l  - Thr 

Peptide Th-Y9a (rbsidus 97 b 107) o 
p- 

Leu - G l y  - Lys - V a l  - The 

Le ---. peptide Th-19 est localisé dans la fra'ctfon 3 avec le peptide .- 

Th-21 et  I k l a n i n e  l ib re  dont dl est sbpar& en chromatographie préparative sur 

papier ,  

Darisylamino-acide N H  -terminal 1 DNS - Va l .  - ---  -------- - - - - - - -2--------  

Peptide Th-19a - ---- : L'hydrolyse de I 'ALK-histone par la thermolysine 

pendant 45 minutes l ibère le  peptide Th-19a. 

Séparb par chromatographie d'échange d'ions sur colonne de 
'. . 

Chrsmsbeads P, son volume d x l u t i o n  est intermediaire entre celu i  du peptide 

Th-9 e t  ce lu i  du pept ide Th-17, 

Composition Th7 , G l y  , V a l  Leu , Lys 
--a-------- 

1,2  P , l  0,9 1,O 1 ,O 



Dansylamlno-acide N H  -terminal o DNS - Leu, --------------------2--------  

Dégradation de Edrnan : 

Trois cycles de dégradation de Edman en couplage avec l a  méthode de 

dansylation on t  permis d86 ta& l i r  la  sequence du peptide Th-9 9a. 

Peptide Th-20 (résidus 102 à 110) : 

i l e  - A l a  - G l n  - G l y  - G l y  - Va l  - Leu - Pro - Asn 

Peptide Th-20a (résidus 102 à 106) : 

i l e  - A l a  - G l n  - GIy - G l y  

Le .----- pept ide Th-20, localisé dans la  f ract ion 1, est pur i f ié  par chromato- 

graphie préparative sur papier, 

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

é tab l ie  après hydrolyse du peptide par I'aminopeptidase M à 40°C pendant 

48 heures. 

Dansylamino-acide ---- - - - - - - - - - - - - - - -2- - - - - - - -  N H  -terminal :: DNS - [ l e .  

Dégradation de Edrnan :: ------------------- 

Trois cycles de degradation de Edman uti l isée en methode soustractive 

on t  permis d '6 tab l i r  la  séq~ience N H  -terminale : I le  - A la  - G l n .  
2 

Asp , G l u  , Pro , G l y  , A l a  V a l  , I l e  , Leu 

Composition : 1, I 1 1 9  9 '0  2,3 9,O 1,O 9,O 9,O 

l e r  cycle I I I  %, 1 1,O 2 , 3  7,O 1,O - O 9 1 0 

2ème cycle 1 ,O Y ,  1 1,O 2,2 0,1 1,O - ],O 

3ême cyc le  I r 2  Or5 - --- 1,O 2 , l  - 9,0 - 110 

La degradation récurrente n ' a  p u  être poursuivie au-delà du 3ème 

cycle, à cause de la  cycl isat ion par t ie l le  de l a  glutamine en ac ide pyro- 

glutamiqueo 

H drolyse par la  therrnolysine :: -.Y- .- - - - - - - - - -- - - - - - - - - - - 
L'hydrolyse du peptide Th-20par  la  therrnolysine, à 40°C et  pH 8,0, 



pendant 6 heures, l ibère 2 peptides : Th-20-Th-1 et  Th-20-Th-2 séparés en 

chromatographie prêparat-ive sur papier. 

Peptide Th-20-Th- - - - --- - - - l - - (;esidus - - - - 102 à 106) : 

I l e  - A i a  - GSn - G l y  - G l y  

Composition --- G l u  , Gly A l a  ! l e  

% J I  1,O 8 ,9  

Dansylamino-acide N H  -terminal o DNS - i l e .  ---- ---------------2--------  

H dwazinslyse o -Y- - - - - - - - - 
L 'ac t ion de I 'hydrazine sur le pept ide Ph-20-Th-1 conduit à I ' i den t i f i -  

cat ion de la  g lyc ine en position C O 0  W-terminale. 

Par sa composition e t  son amino-acide N H -terminal, l e  peptide 2 
Th-20-Th-9 correspond nécessairement à l a  séquence N H -terminale du peptide 2 

Sa structure a 6té déduite des résultats fournis par  la dégradation de 

Edman du peptide Th-20- 

Peptide Th-20-Th-2 (résidus 'Y07 à 11 0) : - -.---- - .-7 -- - -- - 

V a l  - Leu - Pro - Asn 

Composition : Asp , Pro , Mal  , Leu 
- - - - - - m m - - -  

r ,a  I , 3 ( ! )  1,o 1,o 

Dansylarnina-acide ---- - - - - - - - - - - - - - - -2- - - - - - - -  N H  -terminal n DNS - Va l .  

Degvadatisrz de Edman u ------------------- 

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

dansylat isn ont  permis d 'é tab l i r  la  séquence de ce pept ide.  

L'ensemble de ces rêsultats détermine la  séquence du peptide Th-20. 

+ - - - Th-20-Th-1 -- - - - - - -Th-20-Th-2 --+ 
i l e  - A l a  - G l n  - G l y  - G l y  - V a l  - Leu - Pro - Asn 



Le pept ide Th-20a - - - - est localisé dans la  f ract ion 2 avec les peptides 

Th-12, Ph-12a e t  Th-13a dont I I  est séparé par chromatographie préparative sur 

papier, suivie d 'une êlecf~ophorèse préparative sur papier à pH  3,O. 

Composition 3 Glu , 6 1 y  , Asa , I l e  ----------- 
2,o 1,o 1,o 

Le pept ide Th-2Oa est identique au peptide Th-%O-Th-1 obtenu par 

hydrolyse prolongee dii pept ide Th-20 avec la thermolysine. 

L1obteri.tion du peptide Th-20a avec le peptide Th-20 montre une action 

incomplète de l a  thermolysine sur la l iaison G l y  - Va l .  
106 107 

Pe t ide Th-21 (&sidus 1 9  1 à 1'1 4) o L - -  - - - - --- 

I l e  - G l n  - A l a  - Va l  

Le pept ide Th-2 B est localisë dans la fract ion 3 avec le pept ide Th-19 

e t  l 'a lanine l ibre dont II est sëparë en chromatographie préparative sur papier. 

La présence d'uaî r6sîdu de glutamine a ëte établ ie apr&s hydrolyse 

du peptide par 1 'aminopeptidase M à 40°C pendant 24 heures. 

Dansylamina-acide IUH -terminal 1 DNS - ! le .  - - - - - - - - - - - - - - - - -2-- - - - - - -  

Dêgradation de Edman D 

Trois cycles de dégradation de Edman uti l isée en mêthode soustractive, 

on t  permis d 'êtabl i r  la sésp~ence de ce pept ide.  

G l u  , A l a  , Val  , I l e  

Composition :: 9 ,  P - - - - - - - - -  I f !  1,o 9,o 
l e r  cyc le  I r ]  j f 1  1,O ' 0, l  

2ème cycle qf3 1,  % 1,0 O 

3ème cyc le  - ê, 1 ." - a,o O 

Les v a l e ~ r s  de 0,3 e t  0,4 trouvées respectivement pour l 'ac ide gluta- 

mique et  I b l a n i n e  font  ressortir une dégradation incomplète du peptide qui  

t radui t  un blocage par t ie l  de la rëaction par cycl isat ion de la glutamine en 

acide pyroglutarnique, 



V a l  - Leu - Leu - Pro Lys - Lys - Thr - Glu - Ser - His - His - Lys 

Le ~ e p t i d e  'Th - 2 2  es+ localisé dans l a  f ract ion 25 avec le peptide Th-7 

d o ~ t  FI est sbparti! en chromatographie sur pap ier ,  

Dansylornino -acide NH2-terminal  : DNS - Va l .  ---- --------------- -------- 

Dégradation de Edman o ------------------- 

Six cycles de degradation de Edman uti l isée en methode soustractive 

on t  permis d 'établ i r  la seqwence WH -terminale du pept ide Th-22 n 2 
V a l  - Leu - Leu - Pro - Lys - Lys. 

Thr , Ser , G l u  , Pro , V a l  , Leu , Lys , His 

C o m p o s i t i o n  1,0 9,O 1,1 %,O 1,O 2,O 3 , l  1,8 

l ep  cyc le  I , O  1 , O  I l l  1,O - O 2,o 3,l 1,8 

2ème cyc le  1,O 1,O 1,1 9,O - L I  -- 3,1 1,8 

3ème cyc le  S r O  I1O 9 , l  1,O - 0, 1 
P 

3 , l  1,8 

4ème cyc le  1,O 9,O 1,l - O - - 3,1 1,8 

sème cycle 1 , O  %,O 4 , l  - - - - 2,O 1,8 

6êrne cyc le  1 , O  à,O 1,1 - - - 9,O 1,8 -- 

La sequence C 0 0 d - t e a m i n a l e  du pept ide Th-22 a 6té déduite de la 

sêquence dei peptide tvypsique 1-21 , 

- - - - - - - -  - T-21 - - -  - -  j 
V a l  - Leu - Leu - Pro - Lys - L y s  - Thr - Glu - Ser - His - His - Lys 

La liaisor? L y s  - Lys mise en évidence par l e  peptide Th-22 est hydro- 

lysêe par la  trypslne préf6reritie!lernent à la  l iaison L s - Thr, où l ' ac t ion  de 
1 7 9  120 

la  trypsine est pe<*~1rb&e par la  charge négat ive du résidu d 'acide glutamique 

Glu-121 adlacerit a l a  threorilne (93). 

Peptide Th-23 (résidus i26  a 129) : --- - 

Ala - Lys - Gly - Lys 

Le peptide Th-23 est obtenu pur dans l a  f ract ion 19. 



Dansylamino-acide N H  -terminal : DNS - A la .  ---- -------- - - - - - - -2--------  

Degradation de Edman o ------------------- 

Deux cycles de dégradation de Edman en couplage avec l a  méthode de 

dansylation on t  permis d 'établ i r  la  séquence du peptide Th-23. 

Hydrazino lyse : ------------ 
L 'act ion de I 'hydrazine sur le  pept ide Th-23 conduit à 1 ' ident i f icat ion 

de la lysine en posit ion COOH-termina le .  

L e  pept ide Th-23 correspond à la  séquence C O 0  H-terminale de 

I 'ALK-histone. I I  recouvre le  pept ide Ch-14 n Lys - A l a  - Lys - G l y  - Lys. 

Discussion 

L a  composition en amino-acides de I 'ALK-histone indique 48 sites 

potentiels majeurs (17 alanine, 8 valine, 6 isoleucine, 16 leucine e t  

1 ph6nylalanine) susceptibles à I 'act ion de la  thermolysine : 49 peptides 

devraient donc thboriqu m e n t  être obtenus. 

En fait ,  35 peptides seulement sont pr6sents dans un hydrolysat 

" t h e r m o l y s i n e Y ~ e  4 heures, Des amino-acides libres - alanine, va l ine et  

leucine - sont également prbsents dans I 'hydrolysat. 

L 'obtent ion des peptides Th-3 e t  Th-14 implique respectivement la  cou- 

pure d'une liaison sérine e t  la coupure d 'une liaison thréonine. Toutefois, la 

l iaison Lys - Thr hydrolysée dans la  séquence '3 - Thr - Arg , n'est pas 
77 

hydrolysée dans la  séquence Lys - Thr - Arg.  
15 17 

Bien que la sérine e t  la  thréonine ne puissent 8tre considbrées comme 

des amino-acides à charne latérale hydrophobe, l 'analogie de structure qui les 

apparente à l 'alanine, susci te I 'ac t ion de la thermolysine. 

Hu i t  peptides o Th- l  , Th-2 , Th-6 , Th-8 , Th-12 , Th-"1 , Th-97 

et  Ph-20 sont accompagnés d'un ou  plusieurs dérivés (indiqués o Th - la  , Th-2a, 

Th-2b, etc, .  . ) ,  Cec i  rend I'hydrolysat "thermolysine" plus complexe, mais 

peut constituer un avantage pour l 'é tude de l a  structure des peptides. 



L ' in te re t  d'une hydrolyse courte (45 minutes au l i eu  de 4 heures) appa- 

ra l t  dans l 'obtention des peptides Th-2c et  Th-1 9a. 

Le peptide Th-%c recouvre les peptides trypsiques Tm-3, Tm-4 e t  

Tm-5 e t  détermine ainsi une seqvence par t ie l le  de 98 rêsidus, 

Ce peptide Th-19a permet de placer le pept ide Th-19 sans ambigu0i"té en 

donnant la  séquence Th-18-Th-19. Le peptide Th-19a constitue le mai l lon 

entre le  peptide trypsique T-19 e t  la région COOH-termina le  hydrophobe de 

I 'ALK-histone. 

L '6 tude des peptides '9hesmolysine" de de 'ALK-histone montre que 

l ' ac t ion  de l 'enzyme est l imi  tee par la  présence de pro l ine dans l 'environnement 

du site d'hydrolyse,. 

Ainsi, curieusement, les 5 résidus de pro l ine présents dans I 'ALK-  

histone sont engages dans une liaison imide avec des r6sidus d'amino-acides 

hydrophobes :: i l  en résulte une r6sistance à I%ydrolyse par la thermolysine des 

liaisons susceptibles, situees juste avant la  paoline, tel les que 

G l n - P h e  , G l y - A l a  , I l e - [ l e  , V a l - L e u  e t  L e u - L e u  

24 25 46 43 78 79  107 108 '115 116 

(tableau XXXIV)  

Cette resistonce, corstammen t observée dans 1 % tude des peptides 

obtenus par act ion de la  thermslysine sur la  protéine ou  sur les peptides trypsi- 

ques e t  chyrnotrypsiques, est dUe à la p l ica ture  de la chaîne peptidique intro-  

dui te par le rêsidu de pro l inen El le présente une analogie évidente avec la  

résistance des liaisons telles que Lys - Pro et  PRe - Pro , à l 'hydrolyse par la  

trypsine e t  Io ch ymo ti-ypsi ne, respectivement, 



SEQUENCES PARTIELLES DE L'ALK-HISTONE - 

AVEC LES RESIDUS DE PROLINE - - 

Gln - Phe - Pro - Va l  
24 2 7 

G l y  - Ala - Pro - Val 
46 - 49 

I le  - I l e  - Pro - Arg 
78 8 1 

Val  - Leu - Pro - Asn 
1 07 990 

Leu - Leu - Pro - Lys 
'1 95 118 



E) SEQUENCE .--- - COMPLET€ EN AMriNO-ACiDES DE 

C'ALK-HISTONE - - - -. . . - - -- --- - - -- -- 

L a  seqdence complkte des 129 résidus diamino-acides de I 'ALK-histone 

de thymus de Veau c i l té deduàte de I 'êtede des peptides taypsiques et  chymo- 

trypsaques de la  protérne native ou  maléylee e t  de I %tude des peptides obtenus 

par hydrolyse de la preateirye r-at lve avec l a  thermolysîne (Tableau XXXV) .  

La posit isq Ni-1 - t e l v i n a l e  du pept ide Th-$ est determinée par la 2 
présence du rdsidicl de N -ace tyl-sérine ident i f ié  dans le  peptide trypsique 

N-acé ty l -Ser -G ly -Arg  

Nous nbçss/ns pas d'argument d i rec t  pour la posit ion du peptide Th-2 

dans la séquer~ce de la pratefne. L a  trypsine ef la thermolyslne coupent la  

l iaison Arg - A la  en do~r lanb respectivement les peptides Tm-3 e t  Th-2 ; en 
1 a 12 

outre, le  peptide ~ h ~ m o t r y p s i q u e  Ch-9 (residus 1 à 17) qu i  correspond à la 

séquence N H  -teurniriale de la protéine e t  qu i  aurait  p~ établ ir-  l 'ordre Th-9 - 
2 

Th-2, n b pas ête isolé à cause de son adsorption irraversible sur la  résine 

Chrsmobeads P, I iée au caractère très basique du peptide. Cependant, d'aprhs 

la spéci f ic i té de la trypsine I lmi tée aux liaisons avginyle dans une protéine 

maléylée, la  position du peptide Tm-3 immédiatement après un residu d 'argi -  

nine, détermine ce l le   di^ peptide Th-2 qu i  possede !a meme séquence 

N H  -terminale ; cec i  irnpliqde necessairement la séquence Ph-1 - Th-2 qu i  2 
est la  seule compatible avec le reste de la  séquence de l%LK-histone, 

Le  peptide Th-2e qu i  détermine Ibordre Tm-3 - Tm-4 - Tm-5 nous 

permet d'&tendre la séquence N H  -terminole de I 'ALK-histone jusqubu residu 2 
d i  orginine- 29 

L 'é tude des peptides tsypsiqves e t  chymstryps8ques de la  protéine maléy- 

iée nous a permis d 'etabi f r  ~ r e  séquence de 60 résidus comprise entre sérine-18 

e t  arglnine-77 (Tableau X X X  page 132)" 

La  s6quence de la sêgion hydrophobe médiane de la  protéine (résidus 

43 à 71), detemin i le  d'abord par I 'étude des peptides Chm-6, Chm-7, Chm-8 

e t  C h m - 9  a ete coraflrm&e par I ' k tode des peptides"thesmolysine" z Th-8, Th-9, 

Ph-'80, Th-1 1 ,  Th- Y 2 e t  fh- 13 qui recoupent ces peptide's chymotrypsiques~ 
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Le peptide T h " - î 5  recs~v6.e les peptides trypsiq-ses Tm- Y 1 et  Tm-72 

e t  é tab l i t  Ibordre Tm- 1 X - Tm-E2. .  La  sialson Arg - ! le  est hydrolysée par la  
77 78  

trypsirie et  la t h e r n r ~ l ~ s i r e  en donnant respectivement les peptides T m - i l  et  

T - -15 En outre, le peptide Chai?- 10 Arg - ille - I l e  - Pro  - Arg - His - Leu  - 
- Gin - Leu, qui a d r a i t  p u  d w n ~ e r  l 'ordre Tm- 60 - l m - 1  T , n ' a  pas été isolé, 

le  caractère tres basique de ce peptide entrawoant sort adsorption irréversible sur 

la  résine Chrornobeads P Toutefois, d'après la spéci f ic i té de la trypsine l imi tée 

aux liaisons arglnyle dans une pratêine maléylee, la posit ion du peptide Tm-1 1 

immédiatement apres un : é s i d ~  d'atginine, determiale ce l l e  du peptide Th-15 

qu i  possède la  même séqbence N H  -termifiale Ce residu d'urginine do i t  être 2 
nécessairement j4rg-77, c e  qdl ê tab l i t  l a  sequence Th-"Y - Th-15, 

Le peptide Th- a;, identaque au peptide Chm-  1 1 ,  recouvre les peptides 

Tm-42 et  les peptides T-18 et T-19 qui, daiîs I'ordce T-18  - T-19, constituent 

la séquence N H  -termil-lale du peptide Tm-13,  
2 

Isolé de 1 'hydmlysat  irypsique de 1 'ALI(-histone malêylée, le peptide 

Tm- l3  qui  ne caintient pas d'arginins, fut  assigné â la posit ion (100 H- 

terminale dams la  p:ut$ur?ie i a  composition en amixio-acides de ce peptide nous 

a été précieuse pour localiser lespeptides trypsiqbes 7'-18 e t  T-21, bien carac- 

té.rîs$s, et  pour déterrnrr-tes ic i  campositian en amino-acgdes de la  rêgion hyd io -  

phobe prêsente dans la par t ie  bOO h - t e r m i ~ a l e  de la  pcsteine 

Seule, l%hydfolyse de la protéine par la thermolysine nous a permis 

d 'é luc ider  la structure de cet te rêgisn hydrophobe 

Le peptide Th-iSra, obtenu par une hydrolyse de I%M-his tor ie  avec la  

t h e ~ m o l ~ s i ~ e  pendant 45 m i n u t e s ,  détermine sans arnbiga i te l u  séquence 

Ph-18 - Th-19 

Les peptides T h - E T  e t  Th-22 ont  en commun le résidu de valine-11914 : 

I%baypothèse de Ikexistence d ' u ~ e  liaison V a l  - Val  dont l 'hydrolyse par la 

t h e ~ r n a ~ l ~ s i n e  aurai t  pu l ibé*et  ces peptides, ne peut etre retenue car le nombre 

de va l ine recouvie dans les peptides thermolysine", correspond exactemerit au 

nombre de va l ine détermine par l 'analyse des arnirio-acides de la protéine, 

La séquerce C O 0  H, .i.eirminale du peptide Th-22 concespond au pept ide 

Th-21, L e  pep i i de  C h - 1 4  d6tesrnine la  séquence Th-22 - Th-23, La position 



où est assignée par dif férence le peptide Th-20 est la seule qu i  soit compatible 

avec l e  reste de la  sêquence COOH-termina le  de l a  protéine, 

Nos travaux qui  on t  abouti à la détermination de l a  séquence complète 

en amino-acides de 1°K-histone isolée du thymus de Veau confirment certa i -  

nes séquences part iel les établ ies par PHlLLiPS (951, O L S O N  --.- et  a l  (90), 

S U G A N O  e t  a l  (92) e t  les résultats de I iAYASHi  e t  iWA1 (48) acquis sur les 

peptides trypsiclues de cet te proteine. 

La  séquence N H  -terminale (r6sidus 1 à 99) de I 'ALK-histone étab l ie  2 
par SAUTlERE et  a l  (41) au début de 1972 a étê aêcemment confirmée par 

YEOMAN, OLSON,  S U G A N O ,  JORDAN, TAYLOR, SPARBUCK e t  BUSCH 

(96) dont les travaux ont  égaleraient abouti à la présentation de la séquence 

complète de I 'ALK-histone, 

Nous avons ident i f ié  dans I 'hydrolysat trypsique de I 'ALK-histone le 

peptide Asn - Lys. Ce  peptide est obtenu pur dans la  f ract ion 8. 

Composition --- ------ o Asp , Lys 

0, 9 110 

L'hydrolyse du pept ide par I'arninopeptidase M à 40°C, pendant 

24  heures, confirme la  prksence d 'un résidu d'asparagine que la migrat ion du 

peptide en électrophorèse sur papier à pH 3 , 6  ava i t  dkjà montrée, 

Dansylamin0,-acide ---- -------- - - - - - - -2--------  N H  -terminal DNS - Asp. 

Etant donne le  rendement é levé avec lequel i l  est obtenu - rendement 

légèrement supérieur à ce lu i  du peptide Asp - Asn - Lys -, le peptide 

Asn - Lys ne semble pas provenir d'une coupure de la  l iaison Leu - Asn résul- 
93 94 

tant d'une act iv i té  "chyrnstrypslne- l ike 'de la trypsine traitée par le TPCK. 

Nous avons d'ai l leurs observe dans le  peptide T-118 isolé, la résistance de 

cet te l iaison à l 'ac t ion de la chyrnotsypsine. 

Comme HAYASHB e t  [ W A l  (481, on peut alors postuler l 'existence 

de "deux --- types" dlALK-histone : I b n  correspondant au peptide trypsique 

Asn - Lys serait caract6risé par la  séquence n Asp - Asn - Lys - Asn - Lys - 
Thr - Arg, l 'autre serait caract6ris6 par la  séquence : Asp - Asn - Lys - Lys - 
Thr - Arg. Le  nombre de résidus - 8,5 - d'acide aspartique calculé pour 



I 'ALK-histone serait alors l e  re f le t  de l 'existence de ces deux variants, 

Pour é tab l i r  la  séquence complète en amino-acides de I 'ALK-histone, 

la maléylat ion de la  protéine avant I 'hydrolyse chymotrypsique e t  l 'u t i l i sa t ion 

de la  thermolysine pour une hydrolyse extensive de la psoteine pr6sentaient un 

grand intérêt, car elles constituaient les seules méthodes donnant accès aux 

deux regions hydrophobes de la  protéine. 

L e  première région hydrophobe est localis6e dans l a  part ie mgdiane de 

I 'ALK-histone entre les résidus Arg-42 e t  Arg-71, Elle montre une sdquence 

de 28 résidus dépourvue de lysine o u  d'arginin'e e t  qui  cont ient  2 des 3 r6sidus 

de tyrosine, 5 des 16 résidus de leucine et  8 des 17 résidus d 'a lanine présents 

dans l a  protéine. 

Ces résidus d 'a lanine sont impliqués dans 6 séquences telles que : 

- G l y  - A l a  - , - G l y  - A l a  - , - A l a  - A l a  - , - T h r - A l a -  , 
44 45 46 47 52 53 59  60 

- A l a  - G l y  - e t  - A l a  - A l a  - O  

66 67 69 7 0  

La  seconde région hydrophobe est localisée dans la  par t ie  COOH- 

terminale de I 'ALK-histone entre les résidus Lys-99 et  Lys-118. El le montre 

une sequence de 18 résidus dépourvue de lysine ou d'arginine où apparaissent 

lesséquencestel lesque : - 1 l e - A l a - G l n -  , - I l e - G l n - A l a -  , 
102 104 111 113 

- V a l  - Leu  - Pro - et  - V a l  - Leu  - Leu  - Pro - O  

1 07 1 09 114 117 

La  présence de séquences répéti t ives ou  analogues constitue en f a i t  

une des caractéristiques de la  structure primaire de I 'ALK-histone o la séquence 

G l y  - Lys apparaPt 4 fois, l a  séquence A l a  - Lys, 3 fois, les séquences 

G l y  - Arg  , A l a  - Arg et  Ths - Arg, 2 fois et  la séquence Ser - Arg, une 

fois. 

Quat re  centres basiques apparaissent dans I 'ALK-histone, ainsi qu'une 

séquence de trois résidus acides (Tableau XXXVI ) .  



TABLEAU XXXVI -- - 

CENTRE ACIDE ET CENTRES BASIQUES DE L'ALK-HISTONE 

CENTRE ACIDE :: -------------- 

Asp - G l u  - G l u  
90 92 

CENTRES BASIQUES : ------------------ 

Lys - A l a  - Arg - A la  - Lys - A l a  - Lys - Thr - Arg 
9 17 

Arg - Val  - His - Arg - Leu - Leu - Arg - Lys 
29 36 

b;*s - Lys - Thr - Arg 
7 1. 77 

His - His - Lys - A la  - Lys - G l y  - Lys 
123 129 



DISCUSSION GENERALE 
------- 

L'association de mdthodes d 'extract ion sdlect ive e t  de techniques chro- 

matographiques ou électrophorétiques a permis d ' isoler  les histones de tissus 

variés e t  d 'en déterminer la  structure primaire. 

La  GRK-histone e t  I 'ALK-histone de thymus de Veau présentent entre 

elles e t  avec l'ARE-histone isolée du meme t'issu (55) de remarquables analogies 

de sdquence (Tableau XXXVII) ,  dont l a  plus importante apparaît au niveau de 

l a  sdquence N H  -terminale qu i  cont ient  probablement les sites primaires de 2 
l iaison de ces histones riches en arginine avec le  D N A .  

S U N G  et  D I X 0  N (58) ont  montré à l 'a ide de modèles moléculaires que 

la  sdquence N H2-terminale de l a  GRK-histone, en conformation d 'hé l ice  a, 

sYnsérait parfaitement dans la  cav i td  majeure de l a  double hé l ice  du D N A  en 

configurat ion B .  Ainsi les quatre groupes E -amines des résidus de lysine en posi- 

tions 5, 8, 12 e t  16 e t  le  rdsidu d'arginine en posit ion 17, sont en contact 

d t ro i t  avec c inq groupes phosphate consécutifs sur un br in  du DNA,  tandis que 

le  residu d 'argin ine en position 3 est l i é  à un groupe phosphate de l 'autre br in 

du D N A ,  

La  prdsence de quatre résidus de g lyc ine en positions 2, 6, 9 e t  13, 

sur un côté de l ' hé l i ce  H , et  ce l l e  de quatre résidus de g lyc ine  et  d'un résidu 

d 'a lanine en positions 4, 7, 1 9 ,  14 e t  15 sur l 'autre côté, permet l ' insert ion 
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complète de cette rêgion en hé l i ce  d de la  GRK-histone dans la cavi té majeure 

du D N A ,  

Le  résidu de leucirie en position 10 prend p lace au fond de la  cavi té où 

i I peut é tab l i r  des liaisons hydrophobes avec deux paires de base du D N A .  

ADLER et  ----- a l  (97) se sont inspires des travaux de S U N G  et D I X O N  (58) 

pour proposer récemmenf un modèle de liaison du --. lac-represseur au D N A .  11s 

on t  ainsi déterminé dans l a  séquence N H  -terminale du lac-rêpresseur, une 2 -- 
région qu i  peut  se l ie r  aux groupes phosphate du D N A  aussi b ien q u k u x  groupes 

polaires dans l a  cavi té majeure du D N A  en configurat ion B,  

Cet te  r6gion s'étend du r6sldu de tyrosine-17, au résidu de lysine-33. 

L'arginine-22, l 'hist idine-29 et  l a  lysine-33 peuvent former des liaisons 

ioniques avec les groupes phosphate du D N A ,  L a  tyrosine-17, la  glutamine-1 8, 

la  serine-21, l 'ac ide aspartique-25 et  la glutamine-26 peuvent former des l i a i -  

sons hydrogène avec les groupes polaires situés dans la  cav i té  majeure du D N A .  

En examinant la  séquence en amino-acides de I'ALK-histone, de la  

GRK-histone et  de l'ARE-histone, au voisinage des résidus de tyrosine, nous 

avons trouve pour chacune de ces histones, une rêgion pr iv i leg iée susceptible 

de se l i e r  à la  fois aux groupes phosphate du D N A  e t  aux groupes polaires dans 

la cavi té majeure du D N A  (Tableau X X X V I I I ) .  

La  GRK-histone montre une remarquable conservation de sdquence à 

travers l 'évolut ion des Eucaryotes (54)(6'1)(88). Ce t te  conservation qu i  se mani-  

feste même dans les GRK-h:stones isolées de tissus cancéreux (40)(98)(99) est un 

f a i t  unique dans les études de structure primaire des protéines qui  ont  été réa l i -  

sées j usqu % prêsen t 

Par comparaison avec d'autres proteines ou peptides dont \%tude a été 

fa i te  pour de nombreuses espèces (cytochromes, hémoglobines, fibrinopeptides), 

l a  GRK-histone apparart comme une protéine peu évo lu t ive .  

La consesvat io~ r ig ide de l a  séquence de la  GRK-histone implique une 

fonct ion hautement spêcif ique l ide à la  conformation exacte de la  molécule en- 

t ière et  non à des régions sp6cidiques de la  protéine et  que seuls quelques change- 

ments mineurs peuvent etre tolêrés, 



TABLEAU X X X V l l l  

REGIONS PRlVlLEGlEES DE LA SEQUENCE DU LAC-REPRESSEUR E T  DES HISTONES RICHES EN ARGININE.  

SUSCEPTIBLES DE S E  LIER AUX GROUPES PHOSPHATE DU D N A  ET AUX GROUPES POLAIRES 

DANS LA CAVITE MAJEURE DU D N A  EN CONFIGURATION B 

lac-répresseur 

ALK-histone 

Tyr - G l n  - Thr - Va l  - Ser - Arg - Val  - Va l  - Asp - G l n  - A l a  - Ser - His - Va l  - Ser - A l a  - Lys 
17 33 

Tyr  - Leu - Thr - A l a  - G l u  - I l e  - Leu - G l u  - Leu - A l a  - G l y  -Asn - A l a  - A l a  - Arg - Asp - Asn 
57 73 

GRK-histone Tyr - G l u  - G l u  - Thr - Arg - G l y -  Val  - Leu - Lys - Val  - Phe - Leu - G l u  - Asn - V a l  - I l e  - Arg 
5 1 67 

Tyr - G i n  - Lys - Se,= - Thr - G l u  - Leu - Leu - I le  - Arg - Lys - Leu - Pro - Phe - G l n  - Arg - Leu 

54 70 

Les régions privi légiées dans l a  séquence des histones riches en arginine ont été choisies non pas en fonction de 1 

9 

certaines analogies purement fortuites avec la  séquence du lac-répresseur, mais en fonction du nombre et  de la distribu- u 
tion des résidus basiques et des résidus susceptibles de former des liaisons hydrogène avec les bases du D N A .  

w 
I 



C e c i  s'accorde bien avec le  rô le de structure attr ibué aux histones 

riches en arginine dont RICHARDS et a l  (100) et  RICHARDS et  PARDON (101) 

on t  montre l ' impl ica t ion dans l a  structure en superhélice du D N A  dans la nucléo- 

histone. 

Avec cet te fonction de structure, les histones peuvent contrôler les 

mécanismes du cyc le  ce l lu la i re  qu i  sont étroitement l ies à la conformation des 

macromo Ibcu les. 
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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 chloroleuc6mie (Rat) sont pr6- 

levds dès la mort de l 'animal et  congelds rapidement dans la neige carbonique. 

Les tissus congelds sont conservds à - 20°C jusqu'b leur util isation. 

B) PREPARATION DES HISTONES 

La prbparation des histones comporte trois Btapes : 

- Prêparation de la désoxyribonucIéoprot6ine ; 

- Extraction selective des fractions F 
2a 1 F2a 2 de JOHNS (1) ; 

- Purification des histones par chromatographie de gel- f i l t rat ion ou 

d 'échange ionique. 

Les deux premières Btapes de cette préparation sont effectuees à + 4OC. 

La dernière Btape est effectuée b la temperature du laboratoire. 

La désoxyribonucléoprotéine est prBpar6e soit directement à part ir du 

tissu (thymus), soit à part i r  des noyaux prdalablement isolés (tumeur de chloro- 

leucémie) (2) (3). 

a) A part i r  du thymus ----------- 
Le thymus Bmincé (150 g) est homog6néisd b l 'aide d'un homogCnBiseur 

U l tra-Turrax pendant 2 minutes dans 1 l i t re  de solution NaC l  O, 14M - citrate - 
trisodique 0,01 - M - DFP (a) 0,l mM, pH 7, l .  L 'homogenat est f i  l tr6 sur 4 Bpais- - 

(*) DFP : diisopropylfluorophosphate. 
O n  fa i t  une solution de DFP 2i 9 p.  100 dans 116than.ol absolu et  on ajoute 2 ml  
de cette solution à 1 l i t re de solution N a C l  O, 14M - citrate trisodique - 
0,OlM -, P H 7,1. 



seurs de gaze hydrophile et centrifugé à 1 .IO0 g pendant 30 minutes (centrifugeu- 

se type PR-2). Le surnageant est écarté, Le sédiment est homogénéisé pen- 

dant 1 minute dans 1 l i tre de solution NaCI  0,14 M - citrate de N a  0,01 M - - - 
DFP O, 1 - mM, pH 7,1, L1homog6nat est centrifugé à 1.100 g pendant 15 minutes. 

Le sédiment est traité trois fois encore de la même maniare. Le sediment obtenu 

apras le dernier lavage constitue la d~soxyribonuc1éoprotéine purifiée. 

artir des noyaux isolés b) AP ---------- --------- 
L'isolement des noyaux b partir de la  tumeur de chloroleucémie est 

réalisé suivant une technique d é r i d e  de la méthode de MURAMATSU et a l  (4). - 
Les tumeurs (200 g) sont émincees et homogénéisées b I'aide d'un homogénéiseur 

de type Packard pendant 2 minutes dans 2 litres d'une solution de saccharose 

0,25 - M - CaCI2 0,003 - M. 

L 'homogénat est f i l tre sur 4 épaisseurs de gaze h~d roph i  l e  et centrifuge 

Ci 1 .IO0 g pendant 30 minutes. Le surnageant est écarté. Le sédiment est lavé 

deux fois avec 1 l i tre de solution de saccharose 0,25 M - CaC12 0,003 Mt par - - 
homogénéisation suivie d'une centrifugation b 1 .IO0 g pendant 30 minutes. Les 

noyaux ainsi obtenus sont purifiés selon la méthode de CHAUVEAU (5) par 

homogénéisation dans 250 ml d'une solution de saccharose 2,2 Mt suivie d'une - 
centrifugation b 36.000 g pendant 90 minutes (centrifugeuse IRC type B 20 A). 

Le surnageant est écarté. Le  sédiment constitw6 par les noyaux purs est traité 

selon la technique décrite par STEELE et a l  (6). 1 1  est lavé trois fois avec 500 ml 

de NaCl  0,14 M - citrate trisodique 0,01 Mt pH 7, l  et une fois avec 500 ml - - 
de tampon Tris 0,l - M, pH 7 , 6 .  (k) Toutes ces opérations de lavage s'effectuent 

par homogén6isation b l 'aide d'un homogtinéiseur Ultra-Turrax suivie d'une 

centrifugation à 1.100 g pendant 15 minutes. Le sédiment obtenu après le dernier 

lavage constitue la désoxyribonucléoprotéine purifiée. 

......................................................................... 
(+) Tris : Tris (hydroxymé thyl)-aminom6 thane. 



2) Extraction sélective des fractions F2a - et F2a2 

Les fractions F 
2a 1 

et F2a2 correspondant respectivement b la  GRK- 

histone et  à I'ALK-histone sont extraites sélectivement, selon la méthode de 

JOHNS ( l ) ,  à par t i r  de la désoxyribonucléoprotéine purifiée. Le sédiment de 

désoxyribonucléoprotéine pusifiBe est lavé deux fois avec 500 ml d'un mélange 

éthanol - eau (4 : 1 ; v/v) par homogénéisation suivie d'une centrifugation à 

1.100 g pendant 10 minutes. 

Le sédiment est dispersé dans 750 ml  (R) d'un mClange éthanol - 
solution aqueuse de chlorhydrate de guanidine b 40 p.100 et  b pH 7,O (3 : 1 ; 

v/v). La suspension est transférée dans un flacon de poly6thylene et  soumise b 

une agitation douce pendant 18 heures sur un agitateur-secoueur Prolabo. La 

suspension est ensuite centrifugée à 1.100 g pendant 30 minutes. Le sédiment 

de désoxyribonuc1éoprotéine est extrait deux fois encore pendant deux heures 

chaque fois avec 300 ml  ( i )  de la solution éthanol - chlorhydrate de guanidine 

e t  recuei l l i  par centrifugation à 1.100 g pendant 30 minutes. 

Les surnageants sont rassemblés e t  f i l trés sur un f i l t re  de verre fr i t té n04. 

A l 'extrai t  clarif ié, on ajoute un volume égal  d'acétone. Le mélange est laissé 

18 heures à -20°C. Le précipité qui constitue la fraction F est recuei l l i  par 
2a 2 

centrifugation à 1.100 g pendant 30 minutes. Au surnageant, on ajoute un 

volume égal d1ac6tone. Le mélange est laissé 18 heures à - 20°C. L e  précipité 

qui  constitue la fraction F est recuei l l i  par centrifugation b 1 .IO0 g pendant 
2a 1 

30 minutes. Les fractions F 
2a 1 et F2a2 

ainsi obtenues, sont dissoutes dans 

100 ml de HCI 0,01 - N, dialysées pendant 24 heures contre de l 'eau dist i l lée 

(3 fois 5 litres) et lyophilisées. 

A part ir de 150 g de thymus, le  rendement est de 902 mg pour la frac- 

t ion F et  de 995 mg pour la fraction F2a2. 
2a 1 

A part ir de 200 g de tumeur de chloroleucérnie, le  rendement est de 

75  mg pour la fraction FZa et de 125 mg pour la fraction F2a2. 

....................................................................... 
(R) Les quantités de mélange Bthanol - chlorhydrate de guanidine (750 ml et  
300 ml) sont données pour la préparation des fractions F 

? a 1  et F2a2 
b partir de 

150 g de thymus. Pour la préparation des fractions homo ogues b par t i r  de 200 g 
de tumeur, ces quantités sont de 500 m l  pour la premiere extraction e t  de 200 ml  
pour les deux extractions sui van tes. 



3) Purification des histones 

a) Obtention de la GRK-histone à eartir de la fraction F2a 
---i-iiiii-iiiiiiii------ ----------------- 

L'isolement de la GRK-histone pure à partir de la fraction FZa est 

réalise par chromatographie de gel-fi l tration selon une technique adaptée de 

120 mg de fraction F sont dissous dans 2 ml  de HCI 0,01 M - urée 
2a 1 - 

8 - M et maintenus à + 4OC pendant 48 heures. La solution d'histone est diluée 

au demi avec HCI 0,01 - Mt centrifugée et  d6posBe sur une colonne de Sephadex 

G-100 (dimensions de la colonne : 200 x 2,5 cm) BquilibrBe et  61uBe avec HC 1 

0,01 - M (*) en présence de thiomersal (10 mg/l) comme antiseptique. Un debit 

constant de 18 ml/heure est obtenu à l 'aide d'une pompe Perpex monocanal 

LKB (MF). 

Les fractions de l'éluat correspondant b la GRK-histone sont rassem- 

blées, dialysées (tube Nojax 23) pendant 24 heures contre de l'eau distil lée 

( 3 fois 5 litres) et lyophilisées. 

b) Obtention de I'ALK-histone b nartir de la fraction Fa 

L'isolement de I'ALK-histone à partir de la fraction F2a de JOHNS 

(1) est réalisé par chromatographie duechange d'ions, selon une methode adapt6e 

de LUCK et a l  (9). 
I 

' ?  250 mg de fraction F sont dissous dans 3 ml de HCI 0,01 M - urée 
2a 2 - 

8 - M et maintenus à + 4OC pendant 48 heures. La solution d'histone est diluée 

au demi avec un tampon phosphate N a  O, 1 - M, pH 6,8, contenant 8 p. 100 de 

chlorhydrate de guanidine ( m ) ,  centrifugee et dépos6e sur une colonne de 

Riorex 70 (dimensions de la colonne : 56 x 2,5 cm), Bquilibree en tampon phos- 

phate O, 1 - M, pH 6,8, contenant 8 p. 100 de chlorhydrate de guanidine. La 

colonne est d'abord lavée avec 100 ml de tampon, puis 6lu4e avec un gradient 

lineaire de concentration en ch lorhydrate de guanidine, obtenu en introduisant 

dans une chambre de mélange 300 ml de tampon phosphate N a  O, 1 - M, pH 6,8, 

i - - i - i i - - - i - - i - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - œ œ - - œ - - - - - - - - - - - - - - - - - .  

(+) La solution dlHCI 0,01 - M est degazde par une Bbullition de 30 minutes. 

(MF) La densite optique de I'éluat recuei l l i  par fractions de 4,s ml  est mesurée 
à 230 nm. 

(e) Chlorhydrate de guanidine purissimum Fluka. 



contenant 8 p. 100 de chlorhydrate de guanidine et  dans un réservoir connecté 

à la chambre de mélange, 300 m l  de tampon phosphate N a  O, 1 M, pH 6,8, - 
contenant 15 p. 100 de chlorhydrate de guanidine. Un débi t constant de 

15,6 ml/heure est obtenu à I 'aide d'une pompe Perpex monocanal LKB. La den- 

sité optique de I 'é luat recuei l l i  par fractions de 5,2 m l  est mesurée b 277 nm. 

Une mesure de la turbidité est également réalisée sur chaque fraction de I'éluat. 

A une aliquote (O, 1 ml) de chaque fraction, on ajoute successivement, 1,9 m l  

d'eau désionisee et  1 ml  d'acide trichloracétique 3 - M ; aprbs 15 minutes, l a  

turbidité du mélange est mesurée b 400 nm. L a  concentration en chlorhydrate de 

guanidine dans I 'é luat est déduite des mesures de refractometrie effectuées de 

10 en 10 fractions. 

Les fractions de 1'6 luat correspondant à I 'ALK-histone sont rassemblées, 

dialysees (tube N o j a x  23) sous agitation, 48 heures contre de l 'eau dist i l lee 

(6 fois 5 litres) et  lyophilisées. 

Après le passage du gradient, la colonne de Biorex-70 est lav6e pen- 

dant 24 heures avec un tampon phosphate N a  O, 1 M, pH 6,8, contenant 40 p. 100 - 
de chlorhydrate de guanidine, puis el le est de nouveau 6quilibrée en tampon 

phosphate O, 1 - M, pH 6,8, contenant 8 p. 100 de chlorhydrate de guanidine. 

L'ALK-histone ainsi obtenue contient encore un contaminant mineur de 

ta i l le  moléculaire plus élevée. II est donc n6cessaire de la pur i f ier  par chroma- 

tographie de gel- f i l t rat ion sur colonne de Sephadex G-100 suivant un protocole 

identique à celui décrit pour l'obtention de GRK-histone pure. 

c) Préparation des colonnes -- ------------------ 
- 1 - Préparation de la colonne de Sephadex - - - - m m -  G-100 

120 g de Sephadex G-100 (40 - 120 microns) sont verses par petites 

portions et  sous agitation constante dans 4 litres d'eau désionis6e, contenus dans 

un bécher. Le gel de Sephadex est laissé 2 4  heures b l a  temperature du labora- 

toire. II est ensuite débarrassé des particules les plus fines à I 'aide du  processus 

suivant effectué 5 fois : suspension du gel  dans 3 litres d'eau désionisée, dbcan- 

tation de 15 minutes, 6l imination du surnageant par aspiration b la trompe b 

eau. Après la dernière opération de lavage, le gel est suspendu dans 2 litres 



dlHCI 0,01 - M, contenant du thiomersal (10 mg/litre), e t  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 b 1 p.100, préalablement d6gazée 

par ébul l i t ion de 30 minutes a 100°C et  refroidie. A u  bout de 24 heures, l a  

colonne ainsi stérilisée est vidée à moitié et remplie de Sephadex. Elle est en- 

suite équi librée pendant 72  heures avec HC I 0,01 - M contenant du thiomersal 

(10 mg/litre). 

- 2 - Préparation de la colonne de Biorex-70 . . . . ................. 
120 g de résine Biorex-70 sont mis en suspension sous forte agi tat ion 

dans 2 litres d'eau dist i l  lée. L 'agi tat ion 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 dlHCI 2 - N. L'agi tat ion est maintenue pendant 

30  minutes. La résine, maintenant sous forme acide, est lavée b l'eau d is t i l lee 

sur un f i l t re  de verre fr i t té n o  4 jusqu'b ce que les eaux de lavage soient b 

pH 6. La résine ainsi traitée est mise en suspension dans le tampon phosphate 

N a  O, 1 - M, pH 6,8, contenant 8 p.  100 de chlorhydrate de guanidine et  intro- 

duite dans la colonne. 



II - CONTROLE DE PURETE DES PREPARATIONS D'HISTONES 

ELECTROPHORESE EN GEL DE POLYACRYLAMIDE à DH 4.5 

L'dlectrophorèse des histones en gel de polyacrylamide est rdalis6e b 

pH 4,s selon la technique de REISFELD et a l  (10). 

A) Prd~arat ion des solutions 

Solution A : KOH N --------- - 
Acide acétique glacial  

Temed (R) 

Eau distillde q.s.p. 

Solut ionB: KOH N 
- - - - - - -mm - 

Acide acétique glacial  

Temed 

Eau distillée q.s.p. 

Solution C : Acrylamide --------- 
Mbthyléne bis acrylamide 

Eau disti l lée q. S. p. 

Solution D : Acrylamide --------- 
MdthylBne bis acrylamide 

Eau distillée q.s.p. 

Solution E : Riboflavine --------- 
Eau distillée q.s.p. 

( i )  Temed : Tdtramdthyléthylènediamine. 



Toutes ces solutions sont conservees en flacons bruns à + 4OC. 

Solution --------- F : preparee extemporanément 

Persulfate d'ammonium 

Ur6e 

Eau désionisée q. S. p. 

B) Préparation des gels 

Les gels sont prépares dans des tubes de verre (longueur : 75 mm ; dia- 

mètre interieur : 5 mm) soigneusement dégraisses par un lavage au détergent 

(Teepol) suivi d'un lavage b l'acide sulfurique chaud. 

1) Ge l  b petitspores ---- ---- (15 p. 100 d'acrylamide) 

Le mdlange suivant est preparé b O°C et à l 'abri de la lumière : 

Solution A 1 volume 1,5 ml ( i )  

Solution C 2 volumes 3 ml 

Eau disti l lée 1 volume 1,5 ml 

Solution F 4 volumes 6 ml  

0,9 ml de ce melange sont introduits dans chaque tube en évitant la 

formation de bulles d'air. Une goutte d'eau distil lee est dépoJe dans chaque 

tube à la surface du mélange. La polymérisation du melange s'effectue en 

45 minutes à la temperature ambiante. La pellicule.d'euu est alors é l iminie de la 

surface du gel à l 'aide d'un papier f i l tre. 

2) G e l  ----------- b l&rges eores -a--- " yace r  -mm------  gel" (2,5 p. 100 dtacrylarnide) 

Le mdlange suivant est prépare b O°C et b l 'abri de la lumiare : 

Solution B 1 volume 0,4 ml ( i )  

Solution D 2 volumes 0,8 ml 

Solution E 1 volume 0,4 ml 

Solution d'urde 8 - M 4 volumes 1,6 ml 

- - - - - - - - - - - - - - - - - 

( i )  Les quantites sont indiqudes pour 12 gels. 



0,15 ml  de ce mélange sont introduits dans chaque tube. Une goutte 

d'eau dist i l lée est déposée dans chaque tube à la surface du mélange. La poly- 

mérisation du mélange s'effectue en 20 minutes à la température ambiante, avec 

une lampe fluorescente. La  pel l icu le d'eau est alors éliminée de la surface du 

gel  b I 'aide d'un papier f i l t re.  

3) Pr6faration et d é j ô t  des échantil lons d'histones -- ----------- .......................... 
1 mg d'histone est dissous dans 1 ml d'HCI 0,01 - M - urée 8 - M. La solu- 

t ion est conservée à + 4OC et  util isée 48 heures après sa préparation. 

Des quantités de 5 p l  e t  20 PI correspondant respectivement à 5 yg e t  

6 20 yg de protéine sont prélevées dans chaque solution d'histone à analyser 

e t  sont mélangées à 0,15 ml  de solution pour gel  à larges pores, avant d'être 

introduites dans les tubes d'électrophorèse. 

Une goutte d'eau dist i l lée est déposée dans chaque tube à la surface 

de la solution. La  polymérisation du mélange s'effectue en 20 minutes à la 

température ambiante, avec une lampe fluorescente. La pe l l i cu le  d'eau est 

alors él iminée de la surface du gel à I 'aide d'un papier f i l t re .  , 

C) Electrophorèse 

La migration é lectrophoré t ique est effectuée dans un appareil Buchler 

dont la cuve est maintenue a 10°C. Un courant constant de 6 mA/tube est 

fourni par une alimentation Shandon type Vokam. La durée de I 'é lectrophor~se 

est de 60 minutes. 

D) Coloration - Décoloration des gels 

Les gels sont colorés pendant 30  minutes dans une solution diArnido- 

Schwarz 10 B 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). 



1 1 1 -  HYDROLYSE DES HISTONES PAR LES CARBOXYPEPTIDASES A ET B(R) 

A) HYDROLYSE DE L A  GRK-HISTONE PAR LA CARBOXY- 

PEPTIDASE A 

1) Préparation de la solution de carboxypeptidase A 

L a  solution de carboxypeptidase A est préparke en lavant O, 1 m l  de la 

suspension d'enzyme cristallisé, 4 fois avec 2 ml d'eau dist i l lée glacée. 

L'enzyme est alors dissous dans 1 ml  d'une solution de L i C l  b 10 p. 100 dans le  

tampon Tris 0,01 - Ml 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 l  de tampon 

Tris 0,01 - M, pH 7,5 et  hydrolysés b ,37OC, sous agitation constante avec 

0,2 ml de la  solution de carboxypeptidase A (rapport enzyme/substrat : 1/20). 

Une cinétique de l'hydrolyse est realisée en prélevant des aliquotes de 0,2 m l  

aux temps : 10 minutes, 20 minutes, 30 minutes, 1 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 b 37OC sous agitation 

constante. Des aliquotes de 0,2 m l  sont prélevées 10 minutes, 3 heures et  

24 heures aprhs 1 'addition d'enzyme. 

Les prélhvements sont recueil l is dans 1 m 1 de tampon ci t rate trisodique 

0,2 - M pH 2,2 et congelés dans un m6lange de neige carbonique et  d'acétone, 
* 

pour être ensuite analysés avec l'Analyseur d'amino-acides. 
. I< 

- - - - - - - - - - - - - - - - y - - - - -  7 - -  

(R) Carboxypeptidase A (EC 3.4.2.1') (Worthington) traitée para le  DFP. 

Carboxypeptidase B (EC 3.4.2.2) (Worthington) trai tee par le  DFP. 
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B) HYDROLYSE DE L'ALK-HISTONE PAR LA CARBOXYPEPTIDASE B 

7 mg (0,5 pmole) dlALK-histone sont dissous dans 0,9 m l  de tampon 

Tris 0,01 - M pH 7,8 e t  hydrolysés b 37OC, sous agitation constante avec 

0,01 ml  de solution de carboxypeptidase B (rapport enzyme/substrat : 1/20). 

Des aliquotes de 0,3 ml sont pr6lev6es apr&s 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 b 37OC, sous agita- 

tion constante. Des aliquotes de 0,3 m l  sont prélevées 10 minutes et 30 minutes 

après I 'addition d'enzyme. 

Les prelèvements sont recueil l is dans 2,5 rn l de tampon citrate trisodi- 

que 0,2 - M p H  2,2 et  congel& dans un mélange de neige carbonique et d'acé- 

tone pour être ensuite analysés avec I 'Analyseur d'arnino-acides. 

Un second prél&vement de 0,3 ml  effectue apr&s 10 minutes d'hydrolyse 

est acidi f ie avec O, 1 ml dlHCI - N pour être ensuite soumis b I'hydrazinolyse. 



I V  - 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 

C Y A N 0  GENE 

La coupure de la liaison methionyle par le  bromure de cyanogène a Bté 

r6alis6e selon la methode de GROSS et WlTKOP (1 1). 110 mg (10 pmoles) de 

GRK-histone sont dissous dans 10 m l  d'acide formique à 70 p. 100. O n  aioute 

106 mg de bromure de cyanogane (100 ymoles/ymole de méthionine). Le mBIange 

r6actionnel est placé sous azote et maintenu à 34OC pendant 24 heures avec 

une agitation constante. II est ensuite dilué à 100 m l  avec de l'eau désionistSe, 

et  lyophilise. 

8) SEPARATION DES PRODUITS DE CLIVAGE (12) 

Le rBsidu sec ainsi obtenu est dissous dans 4 m l  dlHCI 0,01 N. Après - 
centrifugation, la solution est dBposBe sur une colonne (200 x 2,s cm) de 

Sephadex G-100 (40-120 t ~ )  équilibree en mil ieu HCI 0,Ol - N. L'élution des 

produits de clivage est effectuBe par HCI 0,01 N avec un débit constant de - 
18 m l/heure. La densit6 optique de I16luat recueil l i  par fractions de 4,5 m 1, 

est mesuree b 230 et 278 nm. 



V - HYDROLYSE DES HISTONES PAR LES ENDOPEPTIDASES 

A) GRK-HISTONE 

1) Hydrolyse trypsique 

110 mg (10 ymoles) de GRK-histone sont dissous dans 15 ml de tampon 

bicarbonate d'ammonium 0,l - M pH 8,O et hydrolysés par la  TPCK-trypsine (+) 

b 37OC, pendant 4 heures. La TPCK-trypsine, utilisée dans un rapport f inal  

enzyme/substrat de 1/50, est ajoutée au temps zero de I'hydrolyse (1,l mg) e t  

a p r h  2 heures d'hydrolyse (1,l mg). L'arrêt de I'hydrolyse est obtenu par ajus- 

tement du pH b 3,5 avec de I'acide formique pur. 

2) Hydrolyse chymo trypsique 

110 mg (10 rmoles) de GRK-histone sont dissous dans 15 ml  de tampon 

bicarbonate d'ammonium 0,l - M pH 8,O et hydrolysés par la chymotrypsine b 

37OC pendant 2 heures. La  chymotrypsine, util isee dans un rapport f inal  

enzyme/substrat de 1/50, est ajoutée au temps zéro de I'hydrolyse (1,l mg) e t  

apr&s 1 heure d'hydrolyse (1,l mg). L'arrêt de I'hydrolyse est obtenu par ajuste- 

ment du pH b 3,5 avec de I'acide formique pur, 

B) ALK-HISTONE 

1) Hydrolyse de I'ALK-histone native par la trypsine ou la chyrno- 

trypsine 

140 mg (10 ymoles) dlALK-histone sont dissous dans 20 ml  de tampon 

bicarbonate d'ammonium 0,l - M pH 8,O et hydrolysés par la TPCK-trypsine ou 

------------------------------------------------------------------------. 
(+) Trypsine (EC 3.4.4.4)(Worthington) traitée par le TPCK, L-(1 -tosylamido-2- 

ph6nyl)éthyl chlorornéthyl kétone. 
O(-chymotrypsine (EC 3.4.4.5)(Worthington WCDS). 
Thermolysine (EC 3.4.4. -)(Merck). 



la chymotrypsine b 37OC pendant 4 heures. Chaque enzyme, utilise dans un 

rapport f inal enzyme/substrat de 1/50, est ajoute au temps zéro de I'hydrolyse 

(1,4 mg) et après 2 heures d'hydrolyse (1,4 mg). L'arrêt de I'hydrolyse est 

obtenu par ajustement du pH b 3,5 avec de I'acide formique pur. 

2) Hydrolyse de I'ALK-histone mal6yl6e par la trypsine ou la 

chymo trypsine 

La maléylation de I 'ALK-histone a et6 réalis6e selon la technique de 

B UTLER et a l  (13). 100 mg (7 ,moles) d'ALK-histone sont dissous dans 20 ml 

d'eau distillée. La solution maintenue à O°C b I 'aide d'un bain thermostat6 

LAUDA (type K 2 RD) est ajustée b pH 9,O avec de la soude normale. 120 mg 

d'anhydride maléique (1 0 pmoles d'anhydride ma16ique/pmole de lysine) sont 

ajoutés par petites portions, sous agitation constante, en maintenant le pH entre 

8,5 et 9,5 b l 'aide de soude - N. II faut environ 15 minutes pour ajouter les 

120 mg d'anhydride maléique. Le pH se stabilise b 9,0, 15 minutes après la der- 

niere addition d'anhydride maléique. Après une heure de rGaction, le mélange 

est dialyse (tube Nojax 18), sous pression et sous agitation pendant 4 heures à 

la température du laboratoire contre NH4HC03 0,l - M pH 8, O (4 fois 1 litre). 

La solution dlALK-maléyl6e est alors transf6rbe dans une fiole conique thermos- 

b) - Hydrolyse --- --- 
L'ALK-histone maléylée est hydrolys6e par la TPCK-trypsine ou la 

chymotrypsine b 37OC pendant 4 heures en mil ieu bicarbonate d'ammonium 0,l - M 

pH 8,O. Chaque enzyme est ajout6 au temps zero de I'hydrolyse (1 mg) et après 

2 heures d'hydrolyse (1 mg). L'arrêt de I'hydrolyse est obtenu par ajustement du 

pH b 3,5 avec de l'acide formique pur. 

c) D6maléylation 
mm---- ------ 

La d6maléylation de I'hydrolysat est effectuée selon la methode de 

De LANGE et a l  (14). L'hydrolysat acidif ie b pH 3,5 est maintenu, sous agi- 

tation constante, b 40°C pendant 40 heures, en prdsence de toluène (0,l ml) 

pour éviter tout développement de microorganismes. 



3) Hydrolyse de I'ALK-histone native par la thermolysine 

140 mg (10 pmoles) d1ALK-histone sont dissous dans 20 m l  de tampon 

bicarbonate d'ammonium 0,l - M pH 8,O et  hydrolys6s par la thermolysine à 

40°C pendant 4 heures. La thermolysine util isée dans un rapport f ina l  enzyme/ 

substrat de 1/100, est ajoutée au temps zéro de l'hydrolyse (0,7 mg) et après 

2 heures d'hydrolyse (0,7 mg). L'arrêt de l'hydrolyse est obtenu par ajustement 

du pH b 3,s avec de l 'acide formique pur. 



V I  - FRACTIONNEMENT DES HYDROLYSATS ENZYMATIQUES 

PAR CHROMATOGRAPHIE D'ECHAN GE D ' I o  NS (15) 

A) SEPARATION DES PEPTIDES 

Après lyophilisation, I'hydrolysat est dissous dans 3 ml d'acide formique 

b 30 p.100. Le matériel insoluble est él iminé par centrifugation. Le surnageant 

est déposé sur une colonne de Chromobeads P (+) (130 x 0,635 cm) thermostatée 

b 59OC et  équilibrée dans un tampon pyridine O, 1 - M - acide formique pH 2,9. 

Un débit constant de 33 ml/heure est obtenu b l 'a ide d'une pompe Milton-Roy 

e t  des fractions de 5,5 ml  sont collectées automatiquement. L 'élut ion des pep- 

tides est réalisée dans un premier temps avec un gradient continu de pH crois- 

sant - pH 2,9 b pH 5,O -, et  de molarité croissante en pyridine - 0,1 - M b 2 - M -. 
Ce gradient est obtenu avec un appareil Varigrad à 9 cellules cy l in-  

driques contenant chacune 200 ml  de tampon (Tableau 1). 

Après le passage du gradient, I 'élut ion des peptides de caractere basi- 

que est poursuivie pendant 24 heures avec un tampon pyridine 2 - M - acide acé- 

t ique pH 5,O. 

En modifiant le  gonflement, des grains de résine, l'accroissement de la  

molarit6 en pyridine (de O, 1 - M b 2 - M) entraîne une augmentation de la pression 

du tampon sur la colonne de r6sine et  le tassement de cette colonne. Avant de 

régBn6rer la résine par la soude 0,2 - N, il est donc nécessaire de la replacer en 

tampon pyridine O, 1 - M pH 2,9, pour Bviter les fortes pressions dommageables 

pour la colonne. II est même recommandé d'enlever la résine de la colonne e t  

de refaire la colonne après chaque fractionnement. 

(*) La r6sine Chromobeads P (Technicon) est une résine cationique type 

Dowex 50 X 2. 



TABLEAU I 

(R) La pyridine (RP Prolabo) est purifiée par distillation sur ninhydrine (1 g/litre) et  baryte 
anhydre (10 g/litre). 

Numéro 
de la cel lule 

1 

2 

3 
-- - -- - 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

Tampon 
pyridine - (i) 

acide formique 
O t l  Mt p H  2,9 - 

200 ml 

150 ml 

100 ml  
-- 

50 ml 

Tampon 
pyridine - 

acide acétique 
2 Mt pH 5,O - 

Tampons pyridine - acide formique 
P H  5 t0  

0,5 - M 

50 ml 

100 ml 

I 

1 - M 

150 ml  

200 ml 

200 ml 

100 ml  100 ml 

200 ml 

200 ml . 



B) REPERAGE DES PEPTIDES DANS L'ELUAT 

Le repérage des peptides dans I '6 luat s'effectue successivement par la 

réaction à la ninhydrine, la réaction de SAKAGUCHI (arginine) et  la  réaction 

de PAULY (histidine et  tyrosine)sur des aliquotes de 0,32 ml prélevées automati- 

quement dans chaque fraction. Une chaîne d'analyse Technicon équipée du 

manifold approprié b chaque réaction est uti l isée pour ce repérage (Figures 1, 

2, 3 et  4). Le montage permet l'analyse de 40 Bchantillons b l 'heure. Le  temps 

de prélèvement de chaque échanti l lon est de 1 minute. Chaque prélèvement 

d'échanti l Ion est suivi d'un pré lèvement d'eau dist i l lée pendant 30 secondes 

pour le rinçage du c i rcu i t  d'analyse et pour évi ter l ' introduction de bulles d'air 

dans le  c ircui t  d'analyse. 

1) Réaction b la ninhydrine 

a) Réactif à la ninhydrine .................... 
Solution concentrée de ninhydrine 750 m l  

Solution diluée de méthylcel losolve 3.000 ml 

Le réactif  est maintenu sous atmosphère d'azote, dans un flacon opaque. 

- 1 - Solution concentrée de ninhydrine - ------------- --- 
Méthylce l  losolve 500 m l  

Ninhydrine 15 g 

Hydrindantine 1,125 g 

Tampon acétate N a  4 - M pH 5 / 5 1  262,5 ml  

Cette solution est préparée et  conservée sous atmosphère d'azote dans un flacon 

opaque. 

- 2 - Solution di luée de méthylce~llosolve ------------ ------ 
Mé thylcel  losolve 1.500 m l  

Eau dist i l lée 1.500 ml  

Cette solution est préparée et  conservée sous atmosphère d'azote, en f lacon brun. 

Lorsque le rendement d'une hydrolyse enzymatique se trouve diminué par 

la présence d'une fraction insoluble importante (hydrolyse trypsique ou  chymo- 



rrypsique de I'ALK-histone native) ou que la quantité de protéine hydrolysée est 

faible, un réactif  concentré à la ninhydrine est util isé, 

b) Réactif concentré à la ninhydrine ....................... ----- 
Solution concentrée de ninhydrine 750 ml  

Solution diluée de méthylcel losolve 1 .O00 ml  

Le réactif  est maintenu sous atmosphère d'azote, dans un flacon opaque. 

c) Mode opératoire ------- 
L'échanti l lon prélevé est mélangé au &act i f  à la ninhydrine dans une 

bobine de délai. Le f lux l iquidien est fractionné par bulles d'azote. La progres- 

sion du f lux est assurée par une pompe péristaltique. Après passage au bain- 

marie à 95OC et  refroidissement, le mélange réactionnel passe dans un color i -  

mètre où sa densité optique est mesurée à 570 nm. 

2) Réaction de SAKAGUCHI 

La réaction de SAKAGUCHI adaptée à I 'Auto-Analyseur Technicon 

est util isée pour le repérage des peptides contenant de I'arginine. 

a) Réactifs 
- - -mm--  

- 1 - Solution de N-bromosuccinimide (NBS) - ---_--_-------------  
N -bromosuccinimide 3 9 

Eau dist i l lée q.s.p. 

Cette solution doi t  être préparée extemporanément et  maintenue dans un flacon 

opaque. 

- 2 - -------- Solution de 8-hydroxy-guinoléine -- (8 H Q) --------- 
Solution de 8-hydroxy-quinoléine à 1 p. 100 

dans le méthanol 20 ml  

N a O H  8 N - 
Eau dist i l lée q.s.p. 



I , .  b) Mode ------ opératoire ------- 
8 > 

- L'échantillon préleve est dilué au demi avec de l'eau distil lée et frac- 

tionné par bullas d!&. I I  psse dans une bobine de délai, puis il est mélangé 

avec la solution de 8-hydroxy-quinoléine. I l  passe dans une seconde bobine de 

delai à la sortie de laquelle il est mélangé avec la solution de N-bromosucci- 

. - nimide. Aprbs passage dans une troisieme bobine de délai, le mélange r6ac- - : 

tionnel passe dans un colorimbtre 05 sa densité optique est mesurée à 505 nm. 

C $ 

3) Réaction de PAULY ii ' ' i . 3  

. L n ,  \ La r4action de PAULY adaptée à l'Auto-Analyseur Technicon est u t i l i -  
1 t -  

sée pour le repérage des peptides contenant de l'histidine et de la tyrosine a ,  

' * :  

' I  . 

;A ,*% i. 

a) Réactifs ------- 
t- ;4 
+ C ,  

8 ", 
II F - 1 - Solution d'acide sulfanilique ;y .-'- " ------------- - i * * -. . . < I r  

4: y; * - . . . - Acide sulfanilique 5 0 
- " ,-. . . , HC I concentr6 . 42 ml 

.. { .  Eau distil l4e 4.s.p. 1.000ml 

- 2 - Solution de nitr i te de sodium --------------- 
> .  . > - 

- . r  . - N a N 0 2  3,5 9 

3 r 

' . ". ' y ' .  , . -. . * 

Cette mlutiosr &if &e ppbpmde extemporan&ment, . - -.. ' 1. 
,, ;i;.;.'.. . 

. C a  - -  b .  

' t h  ' 
'r- i r '  . 3 # .  

- 3 -Solution de carbonate de sodium 2 M ------------------- 
. y ,  ."l ;,),.',- ,:- . 

- . : Na2C03 anhydre 
, . - >  

212 g 
- - , , <  . 
!$?= 5;;f'<,",. , L Eau distil lée q.s,p. 

: ' ' l " " ~ w  '. . ,.".2( 

1 .O00 ml 

7 - . I , .  _ 
, " 2 .  

b) Mode opératoire , . I :  * ------ ------- .. 
a . *  

... O L16chantillon prélevé est mélang6 avec la solution de carbonate de 

.sodium. L e  .&lange fractionnd kulles d'air parie dans une bobine de délai - 

- b l a  sor t i t  de Imquefle fl est mélangé avec le mélange - acide sulfanilique, 
,. m .  . , . 
2 . i . '  nitr i te de sodium -. Aprbs passage dans une bobine de délai, le mélange réac- 
r- ;+-* i ,: tionnel passe dans un so lor im~t ie  où sa densité optique est mesurée a.505 nm 

J ' 
S .  

,f,p .;. . '.. . - a  
' 2  - * '9 * I I .  

L - 



4) Schémas des manifolds 
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M A N I F O L D  SAKAGUCHI 

N. B . S .  ,0,42 mI/min. 
V 

SU5 nm 

l I Eau 0,32 m I/min . 
Bobine de Bobine de U 

Enregistreur I 

FIGURE 3 

l m6 lange 

MANIFOLD PAULY 

A i r  A 0,42 m I/min. 
U 

- ,2 mI/min. 
Evier 

U 

1,20mI/min. 
U 

Acide 
s u l f a n i l i q ~ ~  1 / 2 0  m !/min. 

U 

Co lorimè 

505 nm 

FIGURE 4 
1 A i r  ,0,42 m i h i n .  

U 

tre- - 
Enregistreur 



C) EVAPORATION DES FRACTIONS PEPTIDIQUES 

Les fractions correspondant à un p i c  d 'é lu t ion  sont rassemblees et  éva- 

porées à sec à l ' a ide  d 'un Rotary Evapomix Buchler bquip6 d'un piège b neige 

carbonique. Chaque f ract ion peptidique est ensuite dissoute dans 2 m l  d 'acide 

acgtique à 10 p .  9 00 e t  conservee à - 20°C. 



VI1 - ANALYSE ET PURIFICATION DES FRACTIONS PEPTIDIQUES 

L'analyse des fractions peptidiques est effectuée par chromatographie 

sur papier Whatman 3 MM suivie d'une électrophorèse. Les peptides sont éven- 

tuellement purifies par I 'une ou l 'autre de ces méthodes ou par les deux méthodes 

associées, en util isant un papier Whatman 3 MM lavé pendant 48 heures avec 

de l 'acide acétique b 10 p. 100. 

A) SOLVANTS DE CHROMATOGRAPHIE 

1) Solvant Butanol - pyridine (chromatographie descendante de 

18 heures). 

Butanol-1 

Pyridine 

Acide acétique 

Eau désionisée 

2) Solvant Butanol - Acide acétique (chromatographie descendan te 

de 24 heures). 

Butanol-1 

Acide acétique 

Eau désionisée 

B) TAMPONS D'ELECTROPHORESE 

La separation 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 util isé est un Electropho- 

rator GILSON (modèle D 5.000 Volts). 



1) Tampon pH 3,6 

Pyridine 

Acide acétique 

Eau désionisée 

2) Tampon pH 3,O 

Pyridine 

Acide acétique 

Eau désionisee q. S. p. 

C) COLORATIONS DES CARTES PEBTBDIQUES 

1) Coloration b la ninhydrine 

a) Réactif b la ninhydrine - cadmium (16) 
---------mm--- --------------- 

N inhydrine 10 g 

Acétone 1 .O00 m l  

Acétate de cadmium l g  

Acide acétique g lac ia l  50 mil 

Eau dist i l lée 106 m l  

b) Mode opératoire 
- - -mm- ------- 

Après séchage, par simple vent i lat ion sous la hotte, les cartes pepti- 

diques sont placées pendant 1 heure dans une étuve à 1 QO°C:. Elles sont ensui te 

trempées dans le réactif  à la ninhydrine - cadmium et  placées dans une 6twve 

dont la température est progressivement élevée jusquP6 60°ê ,  Ce chauffage 

progressif permet d'obtenir un fond blanc. 

2) Coloration b la phénanthrène-quinone 

Cette coloration est util isée pour la rév6latlsn spé%clfique sur papier 

des peptides contenant de I'arginine (17) (1 8) e t  a lpavarntoge d'être ,trbs stable. 



a) Réactif ------ 

Phénan thrbne-quinone 

N a 0  H pasti l les 

Ethanol b 60 p.100 q.s.p 

Cette solution doi t  être préparée extemporan6ment. 

Le rkact i f  à la phénanthrbne-quinone est préparé en mélangeant des 

volumes égaux de solutions A et  B. 

b) Mode opératoire 
- -mm--  ------- 

Après dchage par simple venti lat ion sous l a  hotte, les cartes peptidi- 

ques sont placées pendant 1 heure dans une étuve b 100°C. Elles sont ensuite 

trempées dans te réactif  b la phénanthrbne-quinone e t  séchees sous la hotte. 

Apras 20 minutes, I 'examen des cartes peptidiques sous la lumière ultraviolette 

à 366 nm fa i t  apparai'tre les peptides contenant de I'arginine sous forme de 

taches de fluorescence bleutée sur un fond bleu fonce, 



V l l l  - TECHNIQUES D'ETUDE DE LA SEQUENCE 

EN AMINCI-ACIDES DES PEPTIDES 

A) DETERMINATION DE L ' A M I N O  -ACIDE EN POSITION NH2-  

TERMINALE PAR LA METHODE DE DANSYLATlON (19)(20) 

1) Dansylation du peptide 

Placer 1 à 5 nmoles de peptide dans un tube (75 x 5 mm). Evaporer à 

sec sous vide dans un dessicateur, en présence d'acide sulfurique concentré et  

de soude en pastilles. 

Ajouter 10 y l  de N a H C 0 3  0,2 - M ; évaporer à sec sous vide. Cette 

opération a pour but db lca l in iser  le mi l ieu et d'en él iminer l'ammoniac. 

Ajouter 10 p l  d'eau d6sionisée. Véri f ier  le pH (pH 8,5 papier indica- 

teur Merck). S i  le pH est acide, ajouter 10 1 de N a H C 0 3  0,2 M ; évaporer Y - 
b sec et ajouter 10 y l  d'eau désionisée. 

Ajouter 10 p l  d'une solution de DNS-CI (2,5 mg/ml dans l'acétone 

anhydre)(+) préparee chaque mois et conservée à - 20°C et  à l 'abr i  de la lumière. 

Le  tube bouché avec un morceau de parafilm et  couvert avec une feu i l le  d'alu- 

minium, est laissé 1 heure à 37OC ou 3 heures à la temp6rature du laboratoire. 

Le mélange réactionnel est évaporé b sec sous vide, Le peptide est hydrolysé 

avec 0,05 ml d ' H e l  5,7 - N pendant 18 heures à 105 OC. L'hydrolysat est évapo- 

r4 b sec sous vide dans un dessicateur en présence de soude en pastilles, e t  

repris par 10 p l  d'une solution aqueuse de pyridine à 50 p. 100 (v/v). 

(+) DNS : 1 -diméthylamino-naphtalène-5-sulfonyl. 



j. . ,; 

L ' i  . 

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 si l ice. 

28 g de gel  de si l ice (Kieselguhr G Merck) sont mis en suspension dans 

60 ml  d'un mélange eau dist i l lée - éthanol absolu (55 : 5 ; v/v). La suspension 

est étalde sur 5 plaques de verre (20 x 20 cm) en une couche uniforme de 

0,25 mm d'épaisseur. O n  laisse les plaques sécher à la  température ambiante. 

Avant le dépôt des DNS-amino-acides, les plaques sont tracées et  activées à 

100°C pendant 1 heure. 

Pour la séparation monodimensionnelle, des couloirs parallèles de 1 cm 

de largeur sont tracés dans le sens perpendiculaire au sens de l'étalement du gel .  

Plusieurs Bchantillons peuvent ainsi être analysés en même temps, sur la même 

plaque (21). L'échanti l lon b analyser est déposé à 3 cm du bord inférieur de la 

plaque. De chaque côtB de Ii6chanti l Ion sont déposés des DNS-amino-acides 

temoins en solution aqueuse de pyridine à 50 p.  100 (v/v). 

Après 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 système solvant : benzène - pyridine - 
acide acBtique (16 : 4 : 1 ; v/v) décrit  par DEYL et ROSMUS (22) (migration 

90 minutes). 

Pour les séparations bidimensionnelles, les systèmes solvants pr6c~nls6s 

par GROS et LABOUESSE ont 6té utilisés (23). 

Première dimension : migration 90 minutes 

Solvant : benzène - pyridine - acide acétique (16 : 4 : 1 ; v/v). 

Seconde dimension : migration 120 minutes 

Après réactivation à 1 OO°C pendant 10 minutes et saturation de 

30 minutes, la plaque est soumise à une seconde migration dans un sens peopendlm- 

culaire b celui de la première migration avec le système solvant : toluène - 
monochloroéthanol - ammoniaque concentrée (6 : 10 : 4 ; v/v). 



I *  I 

B) DEGRADATION DE EDMAN 

La  dégradation de EDMAN a été utilisée, soit en association avec la 

methode de dansylation (20) (24) (25), soit en méthode soustractive. 

1) Réactifs 

Ph6nylisothiocyanate (PITC) (Fluka purissimum p .a.) 

Pyridine (Prolabo RP) dist i l lée sur ninhydrine (1 g/l) e t  sur baryte 

anhydre (10 g/l) 

Ac ide trifluoroacétique (TFA) (Fluka purissimum p. a .) 

Acéta te  de n-butyle (Merck p.a.) 

2) Mode opératoire 

100 à 500 nanomoles de peptide en solution dans l 'acide acétique à 

10 p. 100 sont placées dans un tube Kimax et  évaporées à sec à l 'a ide d'un 

Rotary EvapoMix Buchler. Le résidu sec est dissous dans 150 p l  d'eau dist i l lée. 

O n  ajoute 150 1 d'une solution de PlTC (*) à 5 p.100 (p/v) dans la pyridine. r 
La r6action de couplage est effectuée sous atmosphère d'azote à 45OC pendant 

90 minutes. Le  mélange est évaporé à sec à 60°C pendant 30 minutes, sous 

vide poussé (1 mm Hg) en présence d b c i d e  sulfurique, de soude en pastilles 

e t  d'anhydride phosphorique. Le résidu sec est dissous dans 200 PI de TFA et  la 

cyclisation e t  la  coupure sont réalisées sous atmosphère d'azote à 45OC pendant 

30 minutes. Le TFA est ensuite chassé sous un jet d'azote. Le tube est alors 

placé b 60°C pendant 10 minutes sous vide poussé (1 mm Hg), en présence de 

soude en pastilles. Le résidu sec est dissous dans 200 y l d'eau dist i l lée. 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 p l  d'eau dist i l lde. Avant d'effectuer un nouveau 

cycle de dégradation, une aliquote est prélevée pour être soumise à la 

dansylation ou à I 'analyse des amino-acides. 

(*) Cette solution est pr6parée extemporanément en mélangeant 50 YI de PITC 

et 1 ml de pyridine. 



C) DETERMINATION DE L 'AMINO-ACIDE EN POSITION 

C O 0  H-TERMINALE 

1) Hydrolyse par les carboxypeptldases A et B (A) 

a) Préearation de la solution carboxypeptidase A --- ........................ - 
La solution de carboxypeptidase A est préparée en lavant O, 1 m l  de la 

suspension d'enzyme cristallisé 4 fois avec 2 ml  d'eau dist i l lée glacée. L'enzyme 

est alors dissous dans 1 ml  d'une solution de L i C l  b 10 p. 100 dans le tampon 

bicarbonate d'ammonium 0,l - M pH 8,O : la concentration d'enzyme est appro- 

ximativement 2,5 mg/ml. 

b) Hydrolyse e t  identif ication des amino-acides libérés - --- ....................................... 
0,25 b 1 pmole de peptide est dissoute dans 0,5 ml de tampon bicarbo- 

nate d'ammonium 0,1 - M, pH 8,O et  hydrolysée b 40°C par les carboxypeptidases 

A ou B ou par le mélange des deux enzymes, pendant des temps généralement 

compris entre O et 6 heures. 

L'arrêt de l'hydrolyse est obtenu par acidi f icat ion de I'hydrolysat avec 

0,l  ml d'acide formique. L'hydrolysat est alors lyophilisé. Le ou les amino-acides 

libérés sont identifiés, soit avec l'Analyseur d'amino-acides, soit en électro- 

chromatographie sur papier. Dans ce cas, I'hydrolysat est dissous dans 0,2 ml  

d'acide acétique b 10 p .  100 et déposé sur une feu i l le  de papier Whatman 3 MM. 

L'6lectrophor8se est effectuée en tampon de pH 3,6 ou de pH 3,0, pendant 

90 minutes b 2.200 V, en présence d'amino-acides témoins. La séparation chro- 

matographique est effectuée pendant 2 4  heures avec le systbme solvant butanol - 
acide acétique, en présence d'amino-acides témoins. Les amino-acides sont 

r6v6l6s avec le réactif  b la ninhydrine - cadmium (voir le paragraphe VI1 de cet 

Appendice Technique). 

2) Hydrazinolyse 

Nous avons util isé cette méthode soit seule, soit après hydrolyse des 

peptides ou  de la  protéine (ALK-histone) par la carboxypeptidase A ou B. 

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - <  

(*) Rapport Enzyme/S ubstrat = 0,25 mg/'mole. 



a) Réactifs 
---mm--  

Hydrazine anhydre (97 p.  1 O0 Matheson) 

Benzaldéhyde (p. a. Merck) 

b) Mode opératoire ------ ------- 
Une al iquote correspondant à 0,2 - 0,5 pmole de peptide est placée 

dans un tube Kimax (1 00 x 10 mm) et  lyophilis6e. Le résidu sec est redissous 

dans 0,5 ml d 'HCI O, 1 - N . La solution est lyophilis6e. Ce processus est r6pbté 

5 fois. Le résidu sec est alors placé pendant 48 heures dans un desslcateur, sous 

vide en présence de P 2 0 5  e t  de soude en past;lles. O n  ajoute alors 0.5 ml 

d'hydrazine anhydre. Le tube Klmax est introduit dans un tube pyrex (150 x 16 mm) 

qui est ensuite scellé et placé à l 'étuve à 80°C pendant 16 heures. Le mélange 

réactionnel est évaporé dans un dessicateua sous vide en présence d'acide sulfu- 

rique concentré et d'anhydride phosphorique. PI 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 N I U  et FRAENKEL-CONRAY (26) avec du 

benzaldéhyde (3 fois 1 ml) e t  de l 'éther privé de peroxyde saturé d'eau (2 fois 

1 ml). La phase aqueuse est séparée de ia phase organique par centrifugation, 

Aprés la dernière extraction, la phase aqueuse est évaporée à sec. L'amino- 

acide liber6 est alors identifié, soit en chromatographie bidimensionnelle ou en 

&lectrochromatographie sur papier, soit avec IsAnalyseur d'amino-acides. 

D) HYDROLYSE PAR L'AMINOPEPTIDASE M (*) 

Une al iquote correspondant à 0,1 - 0,5 pmole de peptide est lyophi- 

lis6e. Le résidu sec est dissous dans 0,2 - 1 ml  de tampon bicarbonate d'ammo- 

nium O, 1 - M pH 8,O. L'hydrolyse du peptide est effectuée avec l'aminopeptl- 

dase M (0,5 mg/pmole de peptide) pendant 24 à 48 heures, en présence d'une 

goutte de toluéne. 

L'hydrolysat est lyophilisé. L 'acide aspartique et l 'acide glutamique 

........................................................................ 
(i) Aminopeptidase M (EC 3.4.1 . -) (RO H M  et HAAS). 



ainsi que leurs amides respectives sont identifiés par 6lectrochromatographie sur 

papier Whatman 3 MM (6lectrophorèse 90 minutes b 2 .200  V, en tampon de 

pH 3,O; chromatographie 2 4  heures dans le  solvant butanol - acide a d t i q u e ) .  

L a  séparation bidimensionnelle est r6alis6e en présence d'amino-acides témoins. 

Les amino-acides sont rQv6l6s par le réactif  à la  ninhydrine - cadmium. 
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