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A D N  : acide désoxyribonuc léique 
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DNP : désoxyribonuc Iéoprotéine 

DNS : dansy lam ino-acide 

GuC 1 : chlorhydrate de guanidine 

PTH : phényl thiohydantoPnes d'acides aminés 

ALK-Histone : histone r iche en alanine, leucine et  lysine 

ARE-Histone : histone riche en alanine, arginine et  acide glutamique 

GRK-Histone : histone r iche en glycine, arginine et  lysine 

KAP-Histone : histone riche en lysine, alanine e t  prol ine 

r) 

KAR-Histone : histone r iche en lysine, alanine et  arginine 

KSA-Histone : histone r iche en lysine, sérine et  alanine 
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L'information génétique contenue dans les acides désoxyribonucléiques 

(ADN) est transmise par un intermédiaire, l 'acide ribonucléique messager 

(ARN-m) (transcription) à part i r  duquel est synthétisée une charne peptidique 

(traduction). La régulation de cette information est assurée chez les bactéries 

par un système relativement simple, selon le schéma de JACOB e t  MONO D, 

dans lequel interviennent des répresseurs de nature protéinique qui  s'associent 

spécifiquement à I 'ADN.  Chez les Eucaryotes e t  notamment chez les êtres 

mult icel lulaires, chaque cel lu le  possède le même ADN, mais a une act iv i té  

de synthèse spécifique du tissu qui  en est constitué ; un mécanisme de rkgula- 

t ion coordonnée et  sélective est alors nécessaire. Dans le noyau de ces 

cellules, des proteines basiques, les histones, s'associent à I 'ADN e t  aux 

protéines acides. Dès 1943, STEDMAN et  STEDMAN avaient suggéré pour 

les histones, un rôle répresseur dans la régulation de l ' information génétique. 

L'apparition des histones dans l 'évolution cofncide avec ce l l e  du noyau e t  

de la différenciation ce l lu la i re  (GEORGIEV, 1969). Les histones constituent 

un élément essentiel de la chromatine et  représentent, comme I 'ADN,  environ 

vingt-cinq pour cent du poids sec du noyau. 1 
A part ir de 1960, l ' intérêt pour les histones s'est accru e t  on relève ~ 

depuis une somme considérable de travaux consacrés essentiellement à des 
l 

études métaboliques e t  structurales de ces protéines. Ces travaux on t  pour 

objet  de préciser le rôle des histones. 



En 1962, H U A N G  et BONNER ont montré que l'association 

ADN -histones provoque i n  vitro une diminution de la transcription. Inverse- 

ment, après déprotéinisation, la chromatine a, i n  vitro, un pouvoir accru de 

synthèse de I'ARN-m (ALLFREY et al., 1963). Le pouvoir inhibiteur des 

histones dans la synthèse de I'ARN-m est ainsi démontré. Mais les histones 

sont incapables de se l ier spécifiquement à l 'ADN (BARR et BUTLER, 1963) ; 

et s i  toutes les histones participent à cette action inhibitrice, l 'action de 

chacune d'el les reste encore inconnue. Les histones agissent éga lement au 

niveau de la réplication : ceci a été montré in  vitro par BILLEN et al. 

(1963) et in  vivo par SLUYSER et al. (1965). Elles se différencient ainsi 

des répresseurs chez les bactéries qui n'agissent qu'au niveau de la trans- 

cription par blocage spécifique d'un gbne. 

Actuellement, les recherches s'orientent vers les interactions 

histones - A D N  et histones - histones et vers leurs effets sur la conformation 

et  l 'activité de la chromatine. 

Pour aborder le problème des interactions, il est nécessaire de 

connai'tre la structure primaire des histones. La détermination de la séquence 

en acides aminés est elle-même liée b des problèmes concernant l'isolement 

des histones. I 

Avant 1960, les histones étaient extraites globalement de la chro- ~ 
matine par des solutions acides ou salines (BUTLER et al., 1954) 

(CRAMPTON et al., 1955) (LUCK et al., 1958). Elles étaient ensuite frac- 1 
tionnées par chromatographie d'échange d'ions sur colonne dtAmberlite IRC-50 ~ 
(LUCK et al., 1958) (RASMUSSEN et al., 1962) ou de ~arbox~méthylcel lu lose 

(SAUTIERE, 1959) (PHILLIPS et al., 1959) (JOHNS et al., 1960). 

Ces méthodes ne permettaient pas d'obtenir des fractions homogènes 

mais ont eu le mérite de faire la distinction entre deux groupes d'histones : 

les histones riches en lysine et les histones riches en arginine. En 1960, une 

methode de fractionnement chimique des histones fut  proposée par JOHNS . 
Modif iée à plusieurs reprises par son auteur, el le permet de séparer cinq 1 
fractions : FI ; F2b ; F2al ; F2a2 et Fg (JOHNS et al., 1962) (JOHNS, 

1964) (PHILLIPS et JOHNS, 1965) (JOHNS, 1967). 



L'obtention d'histones pures à part i r  de ces fractions nécessite la 

mise en oeuvre de techniques ~hromato~raph iques  (chromatographie de gel-  

f i l t ra t ion ou d'échange dtions)(KINKADE et al., 1966) (STARBUCK et  al., 

1968) (LECLERC et  al., 1969) (SENSHU et al., 1970) ou de techniques 

é lectrophorétiques (6 lectrophorèse préparative en gel de p ~ l ~ a c r y l a m i d e )  

(FAMBROUGH e t  al., 1968). 

La nomenclature des histones est présentée dans le tableau 1. 

Les c inq histones sont présentes dans toutes les cellules animales 

e t  végétales. 

L'isolement d'histones pureS.devait naturellement déboucher sur 

la détermination de leur structure primaire. 

O n  connaît actuel  lement la séquence complète en acides aminés de 

quatre histones isolees du thymus de Veau : GRK (DE LANGE e t  al., 

1969-a), KSA (IWAI e t  al., 1970), ARE (DE LAN GE et  al., 1972), 

ALK (SAUTIERE et al.,  1972) (YEOMAN et  al., 1972) (SAUTIERE et al., 

1974). 

La séquence de la moit ié NH2-terminale de la KAP-histone 

(212 résidus) a été établ ie  (RALL et COLE, 1971). 

Les histones ont une structure relativement simple e t  leur poids 
l 

moléculaire varie de 11 .O00 (GRK-histone) à 21 .O00 (KAP-histone). Elles 1 

sont caractérisées d'une part, par une asymétrie de la molécule dont la 1 
i 

moi t ié N Hg-terminale présente un caractere basique (*) e t  la moit ié C O 0  H- l 
terminale un caractère hydrophobe, et d'autre part, par la présence de 

I 

"centres" basiques constitués par des multiplets de résidus basiques. Les 1 
l 

KAP, ALK et  GRK-histones ont un résidu de sérine N-acéty lé  en position 1 
N H  -terminale. Le groupe €-aminé de la lysine peut être méthylé ou 2 
acétylé (GRK e t  ARE-histones) et  la fonction hydroxyle de la sérine peut 

être phosphorylée (histones riches en lysine). I 
Des études comparatives de structure ont  été entreprises sur des 1 

histones de type GRK isolées de différentes espèces végétales ou animales 1 

(*) Excepté dans la KAP-histone où prévaut la situation inverse. 



TABLEAU I 

NOMENCLATURE DES HISTONES (n) 

(n) Les histones sont désignées par trois lettres qui représentent dans 

l'ordre décroissant les acides aminés les plus abondants dans la 

molécule. 

Code uti l isé : A = Alanine ; R = Arginine ; E = Ac ide  glutamique ; 

G = Glyc ine ; L = Leucine ; K = Lysine ; P = Proline ; S = Serine. 

Histones 

riches en 

lysine (w) 

Histones 

riches en 

arginine 

(H) Une histone très r iche en lysine, l'histone F2 ou F,, (KAR-histone) 
C 

est spécifique des érythrocytes d'Oiseaux. 

JOHNS 

1 

F2 b 

F î a î  

F3 

F2a 1 

Gordon Research 
Con ference 

1972 

KAP 

K SA 

A LK 

ARE 

GRK 



(Pois : DE LAN GE e t  al., 1969-HPorc : SAUTIERE et al., 1970-b) e t  

l ont montre une remarquable conservation de séquence de cette protéine au 

I cours de 1'6volution (*). Des études simi laires ont été réalisées sur la GRK- 1 , 
I histone isolée de différents tissus cancéreux : cellules leucémiques humaines 

(DESAI e t  al., 1970), hépatome de Nov iko f f  (WILSON e t  al.,  19701, I I 

chloroleucémie du Rat (SAUTIERE et  a l .  , 1971), tumeur au benzopyrène du 
l 

Rat (MARTINAGE, communication personnelle). Les 6tudes sur les histones l 
l 

l de tissus cancéreux on t  été entreprises pour déterminer s i  le processus de I 

l cancérisation implique des mutations dans la structure primaire des histones, 

l sachant que ces prot6ines part icipent au contrôle de l 'act iv i té  génétique et  
1 
l 

1 que lors de la cancérisation, la ce l lu le  cancéreuse se mul t ip l ie  hors de tout 

I contrôle de l'organisme hôte. En fait, la cancérisation ne modif ie pas la 
1 

I 

1 structure primaire des histones de type GRK puisqu'on a retrouvé pour cette l 

I 
histone une identité complète de structure primaire avec l'histone GRK 

isolée du thymus de Veau. 

Une tel le conservation de la sequence qui  semble l imitée à la GRK - 
histone et  peut-être à I'ARE-histone (Poulet : BRANDT e t  V O N  HO LT, 1 

1 
1972) (Carpe : H O 0  PER e t  al., 1973) (Pois : PATTHY et  al., 1973) (a*), 1 
do i t  être l iée à une fonct ion bien part icul ière qui n'a pas encore é té  élucidée. i 

l Pour les autres histones, e t  en part icul ier pour les histones de type 1 

I ALK et KSA, peu d'études comparatives de séquence ont été faites avec les ~ 
1 

histones homologues de différentes espèces. Des études é lectrophorétiques I - l 

suggerent une certaine var iabi l i té dans la structure primaire de ces protéines l 

(PANYIM et  al., 1971). 
i 

l Après avoir  part ic ipé à la détermination de la structure primaire de 1 
I 'ALK-histone de thymus de Veau (SAUTIERE et al.,  1972) (SAUTIERE et  al., 
.................................................................... 
(*) Deux substitutions de type conservatif interviennent entre la GRK-histone 

de thymus de Veau e t  la GRK-histone de l'embryon de Pois (1 le-60 et  
Lys-77 sont respectivement remplacés par Va l  e t  Arg). 

(e) Quatre substitutions interviennent entre I'ARE-histone de thymus de Veau 
et I'ARE-histone d'embryon de Pois : Tyr-41, Arg-53, Met-90 e t  Cys-96 i i 
sont respectivement remplacés par Phe, Lys, Ser et Ser ou A l a  ; parmi 
ces substitutions, seules les deux premières sont conservatives. I 



l 

1974), nous avons entrepris la détermination de la structure primaire de 

I'ALK-histone de chloroleucémie du Rat. Ce  travai l  s'inscrit dans l e  cadre 

des études comparatives des histones homologues isolées d'espèces différentes, 
1 

l 
réalisées par le groupe de recherches dir igé par P. SAUTIERE. 

Nous étudierons successivement : 

- La pr6paration e t  la  pur i f icat ion de I'ALK-histone de ch loroleucémie du Rat. 1 
- La détermination de la structure primaire de I'ALK-histone 

1 

. Choix des méthodes. l 
l . Déterminat iondeI 'extr6mitéCOOH-terminaledeI 'ALK-histone.  1 

. Etude des peptides trypsiques de I'ALK-histone ma léylée. 

. Etude des peptides obtenus par hydrolyse de la protéine nat ive 

par la thermolysine. 

. Séquence de la protéine. 



CHAPITRE I 

PREPARATION ET PURIFICATION DE L'ALK-HISTONE 

DE CHLOROLEUCEMIE- DU RAT 

A - PREPARATION DES NOYAUX 

B - ISOLEMENT DE LA DESOXYRIBONUCLEOPROTEINE (DNP) 

C - EXTRACTION SELECTIVE DES HISTONES 

D - PURIFICATION DE L ' ALK-HISTONE 

E - CRITERE DE PURETE 

F - COMPOSITION EN ACIDES AMINES 



La chloroleucémie est un sarcome lymphoblastique transmis au Rat 

par implantation sous-cutanée d'un greffon dans la région dorso- lombaire 

de l 'animal (Rat Wistar, 250 g). Les tumeurs ont été fournies par I ' lnsti  tut 

de Recherches sur le Cancer de L i l le .  

Immédiatement après leur excision, les tumeurs sont cange lées dans 

la neige carbonique e t  conservées à - 20°C jusqu'au moment de leur emploi. 

La préparation des noyaux, l'isolement des DNP et  l 'extraction 

sélective des histones sont effectués b + 4OC. 

A - PREPARATION DES N O Y A U X  

Les tumeurs (par lo t  de 200 grammes) sont émincées et  homogénéisées 

dans deux litres d'une solution de saccharose 0,25 - M, CaCI2 0,003 - M à 

l'aide d'un hornogénéiseur Waring Blendor. Le tissu conjonct i f  est él iminé 

par f i l t rat ion sur quatre épaisseurs de gaze e t  les noyaux sont débarrassés 

des débris cel lulaires par centrifugation à 1.100 g pendant 30 minutes. Les 

noyaux sont lavés deux fois de la même façon avec un l i t re  de la même 

solution (i) 

I l s  sont ensuite purifiés se ton la méthode de CHAUVEAU (1 956). 

Le sédiment précédemment obtenu est homogénéisé dans 250 m l  d'une solution 

de saccharose 2,2 - M, CaCI2 0,003 & j dans ce milieu, seuls les noyaux, 

dont la densité est supérieure à ce l le  de cette solution, sédimentent par 

centri fugation à 36.000 g pendant 90 minutes. 

(i) Ce protocole employé pour la préparation des noyaux dérive de la 
méthode de MURAMATSU (1 963). 1 I 



B - ISOLEMENT DE LA DESOXYRIBONUCLEOPROTEINE (DNP) 

Les noyaux purifiés sont homogénéisés à l 'aide d'un homogénéiseur 

U ltra-Turrax dans 500 m l de solution de N a C  I 0,14 MI citrate trisodique - 
0,01 M de pH 7,1. La DNP insoluble dans ce mi l ieu  est recuei l l ie  par - 
centrifugation à 1.100 g pendant 15 minutes. 

La DNP est lavée deux fois par 500 m l  de cette solution saline, 

puis une fois par 500 m l  de tampon TRIS 0,l M de pH 7,6 (STEELE et  al., - 
1963). 

Le dernier sédiment obtenu, constitué par la DNP purifiée, est 

lavé deux fois avec 500 m l d'éthanol à 80 p. 100. Chaque lavage est suivi 

d'une centrifugation à 1.100 g pendant 15 minutes. 

C - EXTRACTION SELECTIVE DES HISTONES 

Les rn6 thodes d'extraction sélective des histones à part ir de la 

désoxyribonucléoprotéine ont été essentiellement décrites par JOHNS . 
Nous n'en retiendrons que la préparation des histones riches en arginine. 

Les histones riches en arginine sont extraites de la DNP par  le 

mélange éthanol - HCI  (JOHNS, 1962). Par dialyse de l 'extrai t  contre de 

l 'éthanol absolu, la fraction F précipite, tandis que la fraction F est 3 2a 
recuei l l ie  avec le surnageant. La fraction F peut être fractionnée en deux 

2a 
sous-fractions F e t  F par précipitat ion di f férent iel le à l 'acétone ou par 

2a l  2 a2 
chromatographie d'échange d'ions ou de gel - f i  l trat ion (PHILLIPS e t  JOHNS, 

1 965). 

Depuis 1967 (JOHNS, 1967), cette fraction Fpa peut être extraite 

directement de la DNP en mi l ieu éthanol - ch lo rh~dra te  de guanidine à 

pH 7,O. Les mé thodes de JOHNS que nous avons utilisées sont schématisées 

dans le tableau II. 



TABLEAU II 

PROCEDES D '  EXTRACTION SELECTIVE DES HISTONES UTILISES 

DANS LES PREPARATIONS DES FRACTIONS F + F ET F2a2 
2a-3- 

(d'api-ès J O H N S ,  1962 et  1967) 

? 

Désoxyri bonuc Iéoprotéine 
, . 

E thano 1-HC I 1,25 N - Ethanol-GuC I pH 7, O 
I I 

Extrait 

F2a ' F3 

Acétone 
(5 vol . )  

Précipité ~ x t r a i  t Extrait Précipi té Précipi té 



1) Extraction sélective des fractions F e t  F3 
2a - 

Les fractions F e t  F sont extraites ensemble par homogénéisation de 
2a 3 

la D N  P dans une solution é thano l - HC I 1 /25  N (4 : 1 ; v/v) (JOHNS, - 
1962). Une première extraction par 300 m l  pendant une nuit, sous agitation 

douce, est suivie de deux autres d'une durée de trois heures par 150 m l  de 

la même solution. Les extraits obtenus après centrifugation à 1 . IO0 g pendant 

15 minutes après chaque extraction sont rassemblés et clarif iés sur verre 

fr i t té n04. 

Les fractions F et  F sont alors précipitées ensemble avec 5 volu- 
2a 3 

mes d'acétone acidif iée par 3 m l  d 'HCI concentré. . 

2) Préparation de la sous-fraction F 2 a2 

La fraction F (contenant les fractions F 
2a 2a 1 et  F2a2) est extraite 

sélectivement de la  DN P par le mé lange éthanol - ch lorhydrate de guanidine 

b 40p.100, de pH7,O ( 3 :  1 ; v/v) (JOHNS, 1967). 

La Dhl P est homogénéisée dans 300 m l de la solution é thano lique 

de GuC l et  la f ract ion F2a est extraite pendant une nu i t  sous agi tat ion 

douce. Deux autres extractions, pendant 3 heures, par 150 m l  de la même 

solution, complètent la première. Les extraits sont rassemblés après avoir 

6t6 débarrassés de la DNP résiduelle par centrifugation à 1 .100 g pendant 

15 minutes et  c lar i f icat ion sur verre f r i t té  no  4. 

La fraction F est alors précipitée de l 'extrai t  éthanol - G U C I  
2a 

par 4 volumes d'acétone. 

Une autre méthode, que nous préférons à la précédente, consiste 

b isoler directement à part ir de I 'extrai t  éthanol - GuC I les sous-fractions 

F2a2 et  F2a1 par précipi tat ion di f férent iel le.  Un volume d'acétone est 

ajouté à I 'extrai t  éthanol - GuCl  et la sous-fraction F qui précipi te est 
2a2 

isolée par centri fugation à 1 .IO0 g pendant 30 minutes. La sous-fraction 

F2a1 
, présente dans le surnageant, est à son tour précipitée par deux volumes 

supplémentaires d'acétone. 



3) Préparation des autres fractions 

Après extraction des histones riches en arginine (fractions F e t  
2a 

F ), le sédiment désoxyribonucléoprotéique est traité par HCI  0,25 N (i) 
3 - 

qui extrai t  les histones riches en lysine (fractions F 1 et Fpb). 

Les extraits sont rassemblés e t  clarif iés sur verre fr i t té n o  4. La 

fraction F est isolée par précipitat ion avec trois volumes d'acétone; ensuite 
1 

la fraction FÎb est précipitée du surnageant avec deux volumes supplémen- 

taires d'acé tone. 

4) Remarques 

Les protéines sont redissoutes dans de I'HCI 0,01 - N et  la solution pro- 

téique est soumise à une dialyse de 24 heures contre de l 'eau désionisbe 

avant d'être lyophi lisée. 

Les rendements des différentes fractions à part i r  de 200 g de 

tumeurs sont présentés dans le tableau I I I .  

La fraction F est dénaturée. Après lyophilisation, nous obtenons 
3 

une poudre jaunâtre insoluble, même en mi  l ieu HCI  0,01 - N - urée 8 - M. 

Les rendements sont faibles comparés à ceux des préparations d'his- 

tones de thymus de Veau. A part ir de 150 g de thymus, i l s  sont de 995 mg 

pour la fraction F et 902 mg pour la fraction F (SAUTIERE, 1973). 
202 2al 

D - OBTENTION DE L ' ALK-HISTONE A PARTIR DE LA 

SOUS-FRACTIO N FZa2 

1) Chromatographie sur Amberlite IRC-50 

La chromatographie d'échange d'ions sur Amberl i te IRC-50, selon 

(*) Extraction une nu i t  par 200 m l  dlHCI 0,25 N, suivie de deux autres 
extractions de trois heures chacune par 100m l dlHC I 0,25 - N . 



TABLEAU I I I  

RENDEMENTS DES FRACTIONS D ' HISTONES 

PREPAREES A PARTIR DE 200 a DE TUMEURS 

Première méthode 

( JOHNS, 1962)  

Deuxième méthode 

(JOHNS et al., 1967) 

F 
2a + F3 

372 mg 

1 

75  mg 

75 mg 

F2a2 

, 

110 mg 

F2 b 

80 mg 

80 mg 

F2a l 

7 5  mg 



une méthode adaptée de LUCK et  al. (1958), sépare d'une manihre satis- 

faisan te I'ALK-histone de la GRK-histone et  de l'ARE-histone. Aussi nous 

avions pensé isoler directement I'ALK-histone à part i r  du mélange des frac- 

tions Fia e t  F obtenues avec un rendement é levé par l 'extraction de la 3 
DNP avec l 'éthanol chlorhydrique. Cependant, la  fraction F - F3 se 2a 
dissout di f f ic i lement en mi l ieu  HCI  0,01 N - uree 8 M : un gel se forme - - 
qui témoigne d'une forte interaction des histones riches en arginine présentes 

dans ce m6 lange. 

Nous avons donc adopté un protocole semblable à celui  ut i l isé pour 

l'obtention de I'ALK-histone de thymus de Veau (SAUTIERE, 1973) 

(SAUTIERE et al., 1974). Dans ce protocole, le matériel de départ est la 

fraction F faci lement soluble en mi l ieu HCI 0,01 N -ur6e 8 M. 
2a2 - - 
La résine (Amberlite IRC-50, 200 à 400 mesh) est équil ibrée dans 

un tampon phosphate de sodium O, 1 M de pH 6,8 contenant 8 p. 100 de - 
chlorhydrate de guanidine (p/v). Un debit constant de 15,6 m l/heure est 

maintenu à l 'aide d'une pompe. 

300 mg de la sous-fraction F sont dissous dans 3 ml  dlHCI 0,01 N - 
2a2 - 

urée 8 - M et laissés à + 4OC pendant 48 heures. La solution protéique est 

déposée, après avoir été préalablement di luée au demi avec le tampon d'é- 

qu i  l ibration. La colonne est d'abord é luée avec 100 m l de ce même tampon 

d'équilibration, puis par un gradient l inéaire de 8 à 15 p. 100 de concentra- 

tion en GUCI. Ce gradient est obtenu en introduisant dans une chambre de 

m6lange 320 m l  de tampon phosphate de sodium O, 1 - M de pH 6,8, contenant 

8 p.  100 de GuCI  et  dans un réservoir connecté à la chambre de mélange, 

320 m l  de tampon phosphate de sodium O, 1 - M de pH 6,8 contenant 15 p. 100 

de GuC 1. L'ALK-histone est éluée avec une concentration de GuC l  de 

10 p.  100. Ensuite, la  GRK-histone e t  l'ARE-histone, présentes en faible 

quantité dans la f ract ion F 
2a2' 

sont 6 luées ensemble avec une concentration 

en GuCl  de 40 p. 100 (Pic III). 

La colonne est rééquilibrée dans le tampon de départ pendant 

36 heures. L'éluat est coi lect6 par fractions de 5,2 ml. Le diagramme d'élu- 

t ion obtenu par mesure de la densité optique à 277 nm et  de la turbidimétrie à 

400 nm de chaque fract ion de I1éluat,est présenté dans la figure 4 .  



CHROMATOGRAPHIE DE LA FRACTION F2a2 SUR COLONNE D 'AMBERLITE IRC-50 1 D.O. 

I FIGURE 1 -- -- 



Pour la turbidimétrie, une fraction al iquote de O, 1 m l  est di luée 

b 2 m l  avec de I'eau dist i l lée et la protéine est précipitée par 1,O m l  

d'acide tr ichloracétique 3 - M. La turbidité qui  se développe pendant 15 minutes 

b température ambiante est mesur6e à 400 nm. 

La concentration du chlorhydrate de guanidine dans I 'é luat est 

mesurée par réfractométrie . 

Alors que I'ALK-histone de thymus de Veau est éluée en un seul 

pic, I'ALK-histone de chloroleucémie est éluée dans deux pics b ien ind iv i -  

dua lisés (fractions I et  I I ) .  Ces fractions correspondent respectivement à 

ce que nous appètlerons ALK-histone I et  ALK-histone II. 

Après dialyse sous agitation pendant 48 heures contre de I'eau 

désionisée chaque fraction est lyophi lisée. 

2) Purif ication de I'ALK-histone par gel - f i  l trat ion 

L'ALK-histone obtenue aprbs chromatographie d'échange d'ions 

renferme encore un contaminant de ta i l le  moléculaire élevée, qu i  est él iminé 

par gel- f i l t rat ion sur colonne de Sephadex G-Ë 00 (SAUTIERE, 1973). 

La colonne (195 x 2,5 cm) est équil ibrée et  éluée avec H C I  0,01 - N . 
Le débit de la colonne est de 18 ml/heure. 

120 mg de protéine sont dissous dans 2 m l  de HCI  0,01 - N - urée 

6 - M et  laissés pendant 48 heures à + 4OC. Avant le dépôt, la solution est 

di luée au demi par HCI  0,01 - N. 

L'éluat est col lecté par fractions de 4,5 ml. Le diagramme obtenu 

par mesure de la  densité optique de chaque fraction b 230 nm est présenté 

dans la figure 2. 

Les fractions correspondant au p i c  d'ALK-histone sont rassemblées, 

dialysées 24 heures contre de I'eau désio nisée, puis lyophi lisées. 



PURIFICATION DE L' ALK-HISTONE 

PAR CHROMATOGRAPHIE DE GEL-FILTRATION 

SUR COLONNE DE SEPHADEX G-100 

FIGURE 2 



E - CRITERE DE PURETE (E lectrophorèse en gel  de p ~ l ~ a c r y l a m i d e )  

Les étapes de préparation e t  de pur i f icat ion des histones sont contrô- 

lées par 6 lectrophorèse en gel  de polyacrylamide. Cette technique sépare les 

histones suivant leur ta i l le  moléculaire et  leur charge électrique. 

La technique de PAN Y I M  e t  a l.(1969) sépare les histones dans un mi l ieu 

ur6e 2,5 - M b pH 2,7. La migration est conduite pendant quatre heures sous 

une intensité de 1,5 mA/tube (1 20 x 5 mm). 

L'électrophorèse, en présence de témoins internes (GRK-histone de 

thymus de Veau e t  sérumalbumine bovine), montre que les histones ALK-I  

e t  ALK-I I  ont la même mobi l i t6 électrophorétique (Figure 3). 

F - COMPOSITION EN ACIDES AMINES 

La composition en acides aminés des ALK-histones I e t  Il de chlo- 

roleucémie du Rat, établ ie sur des hydrolysats de 24 et  72 heures, est 

présentée dans le tableau IV, en comparaison avec ce l le  de I'ALK-histone 

de thymus de Veau. 

Cette histone est caractérisée par un taux 6 levé d'alanine, de 

leucine e t  de lysine. 

L'absence de méthionine, de cystéine et de .S -N-méthyllysine 

constitue un critère de pureté des protéines étudiées puisque la GRK-histone 

qu i  renferme de la méthbnine et  de 1'6-N-méthyl lysine et  l'ARE-histone qui  

renferme de la cystéine (*) et de I 'e-N-méthy l  lysine sont les deux contami- 

nants possibles de I'ALK-histone. 

La composition en acides amines de chaque protdine est identique 

(i) La cystéine a été récemment trouvée dans la GRK-histone isol6e 
d'ln"ertébr6s marins (Oursin) (WOUTERS-TYROU et  al., 1974). 



CONTRO LE DES ETAPES DE PREPARATION 

DE L ' ALK - HISTONE DE CHLOROLEUCEMIE DU RAT 

PAR LA TECHNIQUE DE PANIYM ET  CHALKLEY 

Seruma lbumine bovine 

hIa ,a a ALK - histone 

GRK - histone 

I . l 

a : La fraction F est contaminée p a r  l'ARE-histone e t  par la GRK-histone 
2a2 

b : ALK-I obtenue par chromatographie sur colonne dlAmberlite IRC-50 

c : ALK-I I  obtenue par chromatographie sur colonne dlAmberlite IRC-50 

d : Le mélange ALK-I  e t  ALK-I I  montre que les deux types d'ALK-histone 

ont la même mobi l i té électrophorétique. 

e : Histone A-LK-I pure. 

f : Histone ALK-I I  pure. 

FIGURE 3 



TABLEAU I V  

COMPOSITION EN ACIDES AMINES 

DES ALK-HISTONES I E T  II DE CHLOROLEUCEMIE DU RAT 

(R) Exprimés en nombre de résidus par mole de protéines. 

(m) Les va leurs entre paren thèses représentent le nombre arrondi 
d'acide aminé par mole. 

ALK-histone de 
thymus de Veau 

8/50 (8) 

5 /00  (5) 

4,07 (4) 

12/18 (12) 

5,32 (5) 

14/02 (1 4) 

16/27 (17) 

7 / 9 9  (8) 

5,65 (6) 

15/75 (16) 

2/95 (3) 

1 /16  (1) 

13/59 (14) 

3 /91 (4) 

11/98 (12) 

129 

- 1,13 

- 1/23 

t 

Acides aminés (i: 

Acide aspartique 

Thréonine 

Sérine 

Acide glutamique 

Proline 

Glyc ine 

A lanine 

Va fine 

Isoleucine 

Leucine 

Tyrosine 

Phénylalanine 

Lysine 

Histidine 

Arginine 

Nombre total  
de résidus 

Rapport 
Lysine/Arginine 

Rapport 
Thréonine/Sérine 

ALK-histone I(* 

7 / 8 6  (8) 

4 /59 (4) 

5 /18  (5) 

12/20 (12) 

4 /90  (5) 

14/19 (14) 

16/92 (17) 

7 / 8 7  (8) 

5 /39  (6) 

15,13 (16) 

2 /99  (3) 

1/07 (1) 

13/31 (14) 

3 /81 (4) 

11/82 (12) 

129 

1/13 

O, 89 

ALK-histone II 

8/11 (8) 

5130 (5) 

4 /16 (4) 

12/61 (12) 

5 /38  (5) 

14,14 (1 4) 

16/43 (17) 

7 / 9 6  (8) 

5 /61 (6) 

15/62 (16) 

3,05 (3) 

1 /14  (1) 

13/05 (13) 

3 /96  (4) 

12/56 (13) 

129 

1 ,O4 

1/27 



b ce l le  de I'ALK-histone de thymus de Veau b deux différences près. O n  

observe pour I'ALK-histone I de chloroleucémie du Rat, une différence au 

niveau de la thréonine e t  de la serine et  pour I 'ALK-histone II, une différence 

au niveau de la lysine e t  de I'arginine. Ces différences apparaissent notam- 

ment au cours de l'établissement des rapports thréonine/sérine et lysine/ 

arginine. 

La composition en acides aminés permet de vér i f ier  I'hétérogénéi té 

de I'ALK-histone de chloroleucémie du Rat et met en évidence que chaque 

type d'ALK-histone diffère de I'ALK-histone de thymus de Veau par un 

résidu d'acide aminé. Dans I'ALK -histone 1, une thréonine est substituée 

par une sérine e t  dans I'ALK-histone II, une lysine est substituée par une 

arginine. 



CHAPITRE II 

DETERMINATION DE LA STRUCTURE PRIMAIRE 

DE L ' ALK-HISTONE DE CHLOROLEUCEMIE DU RAT 

A - CHOIX DES METHODES 

B - DETERMINATION DE L ' EXTREMITE COOH-TERMINALE 

C - HYDROLYSE TRYPSIQUE DE L '  ALK-HISTONE MALEYLEE. 

SEPARATION ET ETUDE DES PEPTIDES 

D - HYDROLYSE DE L ' ALK-HISTONE PAR LA THERMOLYSINE. 

SEPARATION ET  ETUDE DES PEPTIDES. 

E - DETERMINATION DE LA SEQUENCE COMPLETE DE LA PROTEINE 



A - C H O I X  DES METHODES 

La similitude des compositions en acides aminés de I'ALK-histone 

de chloroleucémie du Rat et  de I'ALK-histone de thymus de Veau suggère 

une simil i  tude de structure primaire de ces deux protéines. 

Nous avons donc utilisé, pour la détermination de la séquence en 

acides aminés de I'ALK-histone de chloroleucémie, les méthodes d'hydrolyse 

enzymatique et  de fractionnement des peptides mises au point pour 116tude 

de la structure primaire de I'ALK-histone de Veau (SAUTIERE, 1973). 

Deux types de coupure enzymatique ont été utilisés : hydrolyse 

t rypsique de la protéine ma léylée e t  hydrolyse de la protéine native par la 

thermo lysine. 

1) Choix des méthodes enzymatiques de coupure de la protéine 

a) Hydrolyse de la protéine maléylée par la trypsine - --- ------------------- ----------- ---- 
La maléylation de la fonction E-aminée de la lysine l imite l 'action 

de la trypsine aux liaisons impliquant I 'arginine. Les liaisons Lys - Lys et 

Lys - Arg ainsi préservées peuvent aisément être mises en évidence. L'accrois- 

sement du nombre de charges négatives, dues à la fonction carboxylique du 
50 

rad ica l  maléylé [ R - N H  - C - CH = CH - C ,O- ] confère à la protéine 
I I  

O 

une excel lente solubil i té en mi l ieu  a lca l in  (hydrolyse b pH 8,O) e t  provoque 

un dépliement de la molécule qui fac i l i te  à l'enzyme l'accès des sites de 

coupure. 

La maléylation permet d'obtenir un nombre restreint de peptides qui 

sont obtenus purs et avec un bon rendement après leur fractionnement par 

chromatographie d'échange d'ions. D'autre part, certains d'entre eux sont 

longs, ce qu i  offre un avantage dans la détermination de la séquence de la 

protéine (SAUTIERE, 1973). 



b) Hydrolyse de la erotéine native par la thermolysine - --- -------- ........................ ---- 
L'étude de la séquence de I'ALK-histone de thymus de Veau et 

l 'étude des peptides trypsiques de I'ALK-histone maléylée de chloroleucémie 

du Rat ont montrd que l'hydrolyse trypsique ne permet pas d'accéder à la 

i s6quence complète de cette protéine. En effet, un peptide de 29 acides 

aminés parmi lesquels on compte 8 résidus d'alanine, 3 de valine, 1 d'iso- 

leucine e t  5 de leucine précipite au cours de la démaléylation par  acidi-  

f icat ion de I'hydrolysat e t  une séquence hydrophobe'de 18 résidus, située 

dans la région CO0 H-terminale de la protéine reste indéterminée. 

La détermination de la séquence du peptide insoluble a été réalisée, 

pour I 'ALK-histone de Veau, au moyen de I'hydrolysat chymotrypsique de 

la protéine ma léylée et de I'hydrolysat obtenu par act ion de la thermolysine 

sur la protéine native. Mais les peptides chymotrypsiques solubles de I 'ALK- 

histone maléylée ne recouvrent pas la séquence COOH-terminale de la pro- 

téine. Seule, l'hydrolyse de la protéine par la thermolysine qui a g i t  spéci- 

fiquement au niveau des acides aminés à chaîne latérale hydrophobe, permet 

de déterminer la  séquence des deux régions hydrophobes. 

L'action de la thermolysine pendant quatre heures sur I 'ALK-histone 

de Veau libère un nombre é levé de peptides. L'étude par t ie l le  de I'hydrolysat 

de 45 minutes de I'ALK-histone de Veau semble indiquer que le nombre de 

peptides libérés est réduit. C'est pourquoi nous avons l imité à 45 minutes 

l'hydrolyse de I'ALK-histone de chloroleucémie du Rat. 

2) Méthode d'étude des peptides 

Les peptides sont fractionnés par chromatographie d'échange d'ions 1 
selon la méthode mise au point lors de l'étude des peptides trypsiques de la 1 

i 
GRK-histone de thymus de Veau (SAUTIERE et al., 1970-a)(*). Cet te méthode 1 
constitue la base des études comparatives réalisées au laboratoire sur les 1 
hydrolysats d'histones homologues (SAUTIERE et al.,  1970-b)(SAUTIERE et  al., 

1971). El le a été util isée pour toutes les études des hydrolysats de I'ALK-histon 
--------------------------------------------------------------------. 

(*) Cet te méthode est décrite dans l 'Appendice Technique. 



TABLEAU V 

METHODOLOGIE DE L ' ETUDE DES PEPTIDES 

1 - FRACTIONNEMENT DES PEPTIDES ................................. 
- Par chromatographie d'échange d'ions avec un système de solvants 

volati ls utilisés en gradient continu de pH e t  de molarité. 

- Les fractions sont révélées successivement à la n i n h ~ d r i n e  et à la 
réaction de SAKAGUCHI (spécifique de I'arginine). 

2 - CONTROLE D ' HOMOGENEITE .............................. 
Par é lec t ro~hromato~raph ie  sur papier. Le mélange acide aspartique, 
tyrosine, arginine, uti l isé comme témoin fac i l i t e  l 'estimation du 
comportement é lectrophorétique des peptides. Le rouge de phénol 
sert de témoin chromatographique. L ' é l ec t roch ro rna t~~ ramme est 
r6vé lé avec le réact i f  ninhydrine-cadmium . Les peptides sont éven- 
tuellement purifiés par électrophorèse ou par chromatographie sur 
papier. 

3 - COMPOSITION EN ACIDES AMINES ..................................... 
- Après hydrolyse acide par HCI 5,7 N à l l O ° C  pendant 2 4  heures - 

en tubes scellés sous vide. 

- Après hydrolyse par I'aminopeptiduse M à pH 8,0, 40°C, pendant 
48 heures. 

4 - ETUDE DE L ' A C I D E  A M I N E  EN POSITION NHp-TERMINALE . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  ----------- 
- Par dansylation suivant le protocole de GRAY et HARTLEY. 

- Les dansylamino-acides sont identif iés en chromatographie avec 
le système solvant de STEHELIN et DURANTON. 

5 - ETUDE DE LA SEQUENCE N H  -TERMINALE -----------------------------2----------- 
- Par dégradation de EDMAN 

uti l isée en méthode soustractive ; 
11 en couplage avec la dansylation : méthode de GRAY et 

HARTLEY ; 
" avec l ' ident i f icat ion des PTH acides aminés. 

6 - ETUDE DE L ' ACIDE AMINE EN POSITION C O O H -  ...................................................... 
TERMINALE ----------- 

- Hydrazino lyse 

- Carboxypep tidases A et B 

Les acides aminks libérés sont identifiés sur analyseur d'acides aminés. 



de thymus de Veau (SAUTIERE, 1973). 

La m6 thodo logie employée pour I'é tude des peptides est schématisée 

dans le tableau V. 

Nous avons dé terminé la séquence complète des peptides trypsiques 

de la protéine maléylée. Pour les peptides de I'hydrolysat de la proteine par 

la thermolysine, nous avons l imité notre étude à la détermination de la compo- 

sition en acides aminés et  à l ' ident i f icat ion du résidu en position N H  2- 
terminale. 

Chaque peptide a été comparé avec le peptide homologue provenant 

de 1' ALK-histone de thymus de Veau : position dans le diagramme d'élution, 

localisation sur la carte peptidique, composition en acides aminés, acide 

aminé en position N H  -terminale. Nous avons déduit de cette étude compa- 2 
rat ive la structure des peptides " thermolysine" de 1 '  A LK-histone de chloro- 

leucémie. Nous pouvons dire en effet que deux peptides ont  une structure 

identique lorsque ces peptides ont le même temps de rétention sur la colonne 

d'échangeur d'ions, le même comportement en chromatographie e t  en électro- 

phorèse sur papier, la même composition en acides aminés e t  le même acide 

aminé en position N H -terminale. 2 

Toutefois, pour les peptides " thermo lysine'' correspondant aux 

régions médiane e t  C O 0  H-terminale de la prot6ine, la séquence complète 

a été déterminée, puisque nous n'avons pas de recouvrements avec les 

peptides trypsiques correspondant aux mêmes régions. 

B - DETERMINATION DE L ' EXTREMITE C O O H  - TERMINALE 

DE L ' ALK - HISTONE 

Nous avons déterminé 11extrémit6 C O 0  H-terminale des deux types 

I e t  Il de 1 '  ALK-histone de chloroleucémie du Rat. 





La protéine est hydrolysée à 40°C et à pH 7,9 avec la carboxypepti- 

dase B ; après 10 minutes d'hydrolyse, deux fractions sont pré levées, l'une 

pour l'analyse directe des acides aminés, l'autre pour I'hydrazinolyse suivie 

de l'analyse des acides amin6s. Une dernière fraction est prélevée après 

trente minutes d'hydrolyse pour une ana lyse directe des acides aminés. 

Les résultats obtenus sont rassemblés dans le tableau VI. 

Ces résultats indiquent que la séquence COOH-terminale des deux 

types I et  II de I'ALK-histone de chloroleucémie du Rat est G l y  - Lys. 

C - HYDROLYSE TRYPSIQUE DE L ' A L K - H I S T O N E  MALEYLEE. 

SEPARATION ET ETUDE DES PEPTIDES. 

Les premières chromatographies de la fraction F de chloroleucémie 
2a2 

du Rat sur Amberl i te IRC-50 ne nous avaient pas permis de séparer les types 

I et  II d'ALK-histone et  nous avons de ce fa i t  réalisé l'hydrolyse trypsique du 

me5 lange de ces deux types. La micro-hé térogenéi té est a lors apparue à 

l'analyse des peptides trypsiques. Par la suite, nous avons pu en modif iant 

Iégdrement le gradient de concentration en chlorhydrate de guanidine, séparer 

de façon très satisfaisante les deux isohistones sur colonne d'Am berl i te IRC-50. 

Cette étude comporte les étapes suivantes : 

- Maléy lat ion de la protéine 

- Hydrolyse 

- Démaléylation des peptides 

- Séparation e t  étude des peptides 

- M a  léylation 

57 mg (4 tirnole$ d'ALK-histone sont dissous dans 15 m l  d'eau dist i l lée. 

La solution est maintenue à O°C dans un bain thermostaté. Le pH, in i t ia lement 

ajusté à 9,O est maintenu entre 8,5 e t  9,5 pendant l 'addi t ion progressive de 

68 mg d'anhydride maléique (10 pmoles d'anhydride maléique/pmole de lysine) 

(Technique de BUTLER et  al.,  1969). 



15 minutes après la dernière addit ion d'anhydride maléique, le pH 

du mi l ieu réactionnel se stabilise : la maléylation du groupe -aminé des 

résidus de lysine est virtuellement achevée. Après 30 minutes, la solution de 

protéine maléylée est dialysée sous pression et  sous agitation pendant 4 heures 

l 
f b l a  température du laboratoire contre quatre fois un l i t re de tampon bicarbo- 

nate d'ammonium 0,1 M à pH 8,O. - 

- Hydrolyse 

Transférée dans une f io le thermostatée à 37OC, la protéine maléylée 

est hydrolysée par la TPCK- trypsine (i) pendant 4 heures en m i l i eu  bicarbonate 

d'ammonium 0,l - M à pH 8,O. Le rapport f ina l  enzyme/substrat est de 1/50. 

La TPCK-trypsine est ajoutée au temps zéro e t  après 2 heures d'hydrolyse. 

L'arrêt de l'hydrolyse est obtenu par abaissement du pH b 3,5 avec 

de l 'acide formique pur. L 'acidi f icat ion du mi l ieu entraîne l 'appari t ion d'une 

fraction insoluble. 

I - Démaléylation des peptides 

1 La démaléylation s'effectue à pH 3,5 et à 40°C pendant 40 heures 

1 sous agitation douce (technique de DE LAN GE et  al., 1969-a). 

1 Quelques gouttes de toluène sont ajoutées au mi l ieu  réactionnel 

1 
1. pour évi ter le développement de microorganismes au cours de la déma léylation 

des peptides . 

- Séparation e t  étude des peptides 

L'hydrolysat lyophilisé est repris par 3 m l  d'acide formique b 30 p. 100. 

La présence d'un matériel insoluble, é l iminé par centrifugation, rend compte 

du dé f ic i t  en acides aminés de la fraction soluble de I'hydrolysat par rapport 

b la composition en acides aminés de la protéine (Tableau VI I ) .  

Les peptides de la fraction soluble de I'hydrolysat sont séparés par 

(5 i t )  TPCK-trypsine : trypsine (EC 3-4-4-4) (WORTHINGTON) traitée par le 
TPCK, L-(1 -tosy lam ido-2-phény l)-é thy 1-ch lorométhyl- 
ké tone. 



chromatographie d'échange d'ions sur une colonne de Chromobeads P (i). Les 

fractions peptidiques sont numérotées dans l 'ordre d'élut ion de la colonne 

(Figure 4). Chaque fraction correspond b un peptide pur. 

Les 14 peptides trypsiques ainsi obtenus à part i r  de la protéine maléylée 

sont désignés par Tm e t  numérotés suivant leur position dans la séquence de 

la protéine. La maléylation de la fonction E-aminée de la lysine l imi te  la 

spécif icité de la trypsine b la liaison arginyl-X (X : tous les acides aminés 

sauf la proline) ; les peptides libérés ont  donc n6cessairement I 'arginine en 

position C O 0  H-termina le, à l 'exception du peptide trypsique situé à I'extré- 

mité C O 0  H-terminale de la protéine. 

La composition et la séquence en acides aminés de ces peptides sont 

respectivement présentées dans les tableaux VI1 e t  V I  II. 

Le rendement des peptides est calculé par rapport au peptide 

Leu - Leu - Arg. 

Peptide Tm-1 (résidus 1 à 3) 

N - A c é t y l  - Ser - G ly  - Arg 

Le peptide Tm-1, 6 Iué dans la fraction 1, est obtenu avec un rende- 

ment de 57 p.  100. 

Dans le diagramme d'élution de la colonne de Chromobeads P, ce 

peptide n'est révélé qu'à la réaction de Sakaguchi. L'absence de coloration 

à la ninhydrine indique que la fonction q-aminée en position terminale du 

peptide est bloquée. Le blocage de cette fonction explique le comportement 

acide de ce peptide : nous remarquons d'abord son élution précoce de la 

colonne échangeuse d'ions, ensuite sa migration anodique en 6lectrophorèse 

sur papier b pH 3 , 6 .  

La carte peptidique a été révélée b la phénanthrène-quinone, 

réact i f  spécifique de I'arginine. 

..................................................................... 
(sic) Voir  Appendice Technique. 





TABLEAU VI1 

COMPOSITIONS EN ACIDES AMINES DES PEPTIDES DE LA FRACTION SOLUBLE 

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

(exprimées en rapports molaires par rapport à I'arginine) (i) 

(f) Les chiffres entre parenthbses correspondent au nombre de résidus effectivement présents dans le peptide. 

C 

A ~ P  

Thr 

S er 

G l u  

P ro 

G !Y 
A la 

Va l 

I le 

Leu 

Tyr 

P he 

LYS 
His 

Arg 

Nombre de résidus 

Tm-1 

0187 (1 

1,05(1) 

1,OO (1) 

3 

Tm -2 

0, 87 (1) 

2,82(3) 

1,00(1) 

1 ,85 (2) 

1 /00 (1) 

8 

Tm-3-1 1 Tm-3-11 Tm-4 

1 t 69 (2) 

1,oo (1) 

3 

Tm-6 

0,66(1) 

of75 (1) 

1 /00(1)  

3 

l f 0 9  (1) 

1,72(2) 

1/79 (2) 

1 /00 (1) 

Tm -5 

1 /03 (1) 

Ot98 (1 

1 , 90 (2) 

1/02 (1) 

0,96(1) 

1,02 (1) 

ot94 (1) 

1,00(1) 

9 

Tm -7 

1 t71 (2) 

l f 0O(1 )  

3 

4 

Tm -8 

1 fOl  (1) 

0, 82 (1) 

1/07 (1) 

0, 87 (1 

0189 (1 

If 14 (1) 

1,00(1) 

7 

1 /04 (1). 

1,75(2) 

1 ,89 (2) 

1 /00 (1) 

i 



TABLEAU VI1 (SUITE) 

COMPOSITIONS EN ACIDES AMNES E S  EPTIDES DE LA FRACTION SOLUBLE 
DE L ' HYDROLYSAT TRYPSIQUE DE L ' ALK-HISTONE MAL'EYLEE 

(exprimées en rapports molaires par rapport à I 'arginine) (ft) 

(a) Les chiffres entre parénth&ses correspondent au nombre de résidus effectivement présents dans le peptide. 
(M) Le peptide Tm-13-l(résidus 89 à 129) de I'ALK-histone 1 n'a pas été isolé.. 
(RM) La valeur de I' isoleucine est obtenue à part i r  d'un hydrolysat de 72 heures du peptide Tm-1 1 . 
a : Nombre tota l  de résidus dans I'hydrolysat. 
b : Composition de la protéine. 



Composition : --- ------- 
Ser , G l y  , Arg 
0,87 1 / 0 5  1,OO 

Toutes ces caractéristiques, ainsi que le comportement en chromato- 

graphie sur papier, sont identiques à celles du peptide N - A c .  - Ser - G l y  - Arg 

isolé des hydrolysats trypsiques de I'ALK-histone nat ive e t  de I'ALK-histone 

maléylée du thymus de Veau. 

l La séquence du peptide Tm-1 est : N - A c .  - Ser - G l y  - Arg. 

Peptide Tm-2 (résidus 4 à 11) 

G ly  - Lys - G l n  - G l y  - Gly - Lys - A l a  - Arg 

Le peptide Tm-2 élu6 dans la fraction .15 est obtenu avec un rende- 

1 ment de 64 p.100. 

Composition : ----------- 
G l u  , G l y  , A l a  , Lys , Arg 
0,87 2/82 1 ,O0 1,85 1,OO 

1 La glutamine a été ident i f iée par électrochromatographie après hydro- 

lyse totale du peptide Tm-2 par I'aminopeptidase M; 

)I 
Dansylamino-acide ---- ----------------2-------- N H -terminal : 

DNS - G l y  

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

I Trois cycles de dégradation de Edman, en couplage avec la méthode 1 
de dansylation ont permis d'établir la séquence N H  -terminale : 2 
G l y  - Lys - G l n  - G l y .  

La séquence, au-delà de la glycine, n 'a pas pu être dé te rm ide  par 1 
cette méthode à cause du faible rendement de la réaction au niveau de la I 
glutamine qui se cyc lise en acide pyrog lutamique. 



H drol se trypsique : -Y---Y ---- -, -- 
L'hydrolyse de ce peptide par la trypsine pendant 2 heures à 37OC 

libère trois peptides qui  ont été séparés par électrophorèse sur papier à pH 3,6. 

Trypsine Trypsine 

1 G l y  - Lys - G l n  - G l y  - G l y  - Lys 4 A l a  - Arg 

Tm-2-T-1 : G l y  - Lys 

Composition : --- ------ 
G l y  / Lys 
0,93 1,OO 

Dansylamino-acide ---- -------- - - - - - - -2--------  N H  -terminal : 

DNS - G l y  

Ce peptide correspond à la séquence N H  -terminale du peptide Tm-2. 2 

Tm-2-T-2 : GIp  - G l y  - G l y  - Lys 

Composition : --- ------- 
G l u  / G l y  , Lys 
1 / 0 8  2 / 0 8  1,OO 

La composition en acides aminés indique la position médiane de ce 

peptide dans le peptide Tm-2. 

Dansylamino-acide ---- N H 2 -terminal -------- : 

Aucun dansylamino-acide n'a été ident i f ié.  Ce résultat ainsi que la 

migration anodique de ce peptide en électrophorèse à pH 3,6 témoignent 

de la cycl isation de la glutamine en acide pyroglutamique. 

La séquence G l n  - Gly a été déterminée par la dégradation de 

Edman sur le peptide Tm-2; la position C O 0  H-terminale de la lysine est 

déduite de la spécif icité de la trypsine et  le deuxième résidu de g lyc ine est 

placé par différence. 



Tm-2-T-3 : A l a  - Arg 

Composi tion : --- -mm- - - -  

A l a  , Arg 
1 / 2 2  1,oo 

Dansylamino-acide N H2-terminal : ---- ---------------- - - - - - -mm 

DNS - A la  

La séquence A l a  - Arg de ce peptide correspond b la séquence 

COOH-terminale du peptide Tm-2 dans lequel la position COOH-terminale 

de I'arginine découle de la spécificité de la trypsine sur la protéine maléylée. 

Peptide Tm-3-1 (résidus 12 à 17) 

A l a  - Lys - A l a  - Lys - Ser - Arg 

Le peptide Tm-3-l,élué dans la fraction 17, est obtenu avec un 

rendement de 46 p. 100. 

Corniosi tion : --- ------- 
Ser , A la  , Lys , Arg  
1,09 1,72 1,79 1,OO 

DNS - A la  

Dégradation de Edrnan : ------------------- 
Trois cycles de degradation de Edrnan couplée avec la méthode de 

dansylation permettent d 'établ i r  la séquence N H  terminale A la  - Lys - A l a  - 
2- 

Lys. 

La position COOH-terminale de I1arginine est déduite de la spéci- 

f i c i t é  de la trypsine e t  le r6sidu de serine est placé par différence. 



Peptide Tm-3-11 (résidus 12 à 17) 

A l a  - Lys - A l a  - Lys - Thr - Arg 

Le peptide Tm-3-11, élue dans la fraction 16, est obtenu avec un 

rendement de 37 p. 100. 

Composi tion : --- mm--- - -  

Thr , A l a  , Lys , Arg 
1,04 1,75 1,89 1,OO 

l DNS - A l a  

Dégradation de Edman : 

t Trois cycles de dégradation de Edman couplée avec la methode de 

I dansylation permettent d 'établ i r  la séquence NHÎ-terminale : A l a  - Lys - 
1 A l a  - Lys. 

La position COOH-terminale de I 'arginine est déduite de la  spéci- 

f ic i té  de la trypsine et  le résidu de thréonine est placé par difference. 

Peptide Tm-4 (résidus 18 à 20) 

Ser - Ser - Arg 

Le peptide Tm-4, éiué dans la fraction 6, est obtenu avec un rende- 

ment de 7 4  p.100. 

Lors de la r6vélation de la carte peptidique, l e  réactif  b la ninhydrine- 

cadmium donne une coloration orangée spécifique de la position N H2-termina le 

d'un acide aminé hydroxylé dans un peptide. 

Composition : --- - m m - - - -  

Ser , Arg 
1,69 1,00 

DNS - Ser 



Dégradation de Edman : ------------------- 
Un cyc le de dégradation de Edman couplée avec la dansylation a 

permis de confirmer la séquence du peptide Tm-4 qui r6sulte de la spécif icité 

de la trypsine. 

Peptide Tm-5 (résidus 21 à 29) I 

A l a  - G l y  - Leu - G l n  - Phe -P ro  - V a l  - G l y  - A r g  , 
l 

Le peptide Tm-5, glué dans la fraction 5, est obtenu avec un rende- 

ment de 52 p.  100. 

Composition : ----------- 
G l u  , Pro , G l y ,  A l a  , Va l  , Leu , Phe , Arg 

1,03 0,98 1,90 1 ,O2 0,96 1,02 0,94 1,OO 

La g lutamine a é té ident i f iée par é lectrochromatographie après 

hydrolyse totale du peptide Tm-5 par I'aminopeptidase M. 

DNS - A la  

Dégradation de Edman : 

La séquence N H  -terminale A l a  - G l y  - Leu - G i n  a été déterminée 2 
par trois cycles de dégradation de Edman couplée avec la méthode de dansy- , 

1 

La dégradation de Edman n'a donne aucun résultat au-delà du troisième 1 
cycle, en raison de la cycl isation de la glutamine en acide pyroglutamique. ~ 

H dro'yse par la thermolysine : -Y--, --------------- ---- l 

Une hydrolyse du peptide Tm-5 par la thermol~s ine pendant 4 heures 

à 40°C l ibère trois peptides qui ont  été séparés par chromatographie sur 

papier dans le  solvant n-butanol - pyridine - acide acétique - eau. 



Thermolysine Thermo lysine 

1 1 A l a  - Gly - Leu - G l n  - Phe - Pro - V a l  - G l y - A r g  

Tm-5-Th-1 : A la  - G l y  

Composition : --- ------- 
G l y  , A l a  

Dansylamino-acide ---- ---------------2-------- N H -terminal : 

DNS - A l a  

C e  peptide représente la séquence N Hg-termina le du peptide Tm -5. 

Tm-5-Th-2 : Leu - G ln  - Phe - Pro 

Composition : --- ------- 
G l u  , Pro , Leu , Phe 

1,09 1,Ol 0,77 1,OO 

La composition en acides aminés indique la position médiane de ce 

peptide dans le peptide Tm-5. 

DNS - Leu 

La séquence Leu - G ln a été déterminée par la dégradation de 

Edman sur le peptide Tm-5. 

H drazinolyse : -Y --,---- -, 

La prol ine libérée par hydrazinolyse du peptide Tm-5-Th-2, a été 

ident i f iée sur autoana lyseur d'acides aminés. Elle se place à I'extrémi té 

COOH-terminale de ce peptide. 

La phénylalanine est placée par différence. 

Remarquons que la liaison G l n  - Phe n'a pas été hydrolysée par la 

thermolysine. Ce point  sera discuté dans l'étude de I'hydrolysat obtenu par 

act ion de la thermolysine sur fa protéine. 



Tm-5-Th-3 : V a l  - G l y  - Arg 

Co.mposi tion : --- ------- 
G l y  , V a l  , Arg 

1 , l O  0,85 1,OO 

Dansylamino-acide NH2-terminal : ---- -------- 
DNS - Val  

Ce peptide correspond à la séquence COOH-terminale du peptide 

Tm-5 dans lequel I 'arginine est en position COOH-terminale.  Nous plaçons 

la glycine.par différence. La structure du peptide Tm-5 est ainsi établ ie.  

Un peptide Tm-5-a, élu6 dans la fraction 4, est obtenu avec un 

rendement de 14 p. 100. Ce peptide a une composition identique à ce l le  du 

peptide Tm-5. Son comportement légèrement plus acide en chromatographie 

d'échange d'ions et  en électrophorèse sur papier indique q u ' i l  résulte vrai-  

semblablement de la désamidation part ie l le du résidu de glutamine dans le 

peptide Tm -5. 

Peptide Tm-6 (résidus 30 à 32) 

V a l  - His - Arg 

Le peptide Tm-6, é lu6 dans la fraction 14, est obtenu avec un 

rendement de 90 p. 100. 

II donne une faible réaction de Sakaguchi à cause de la présence 

de lll;istidine. 

Composition : --- ------- 
V a l  , His , Arg 

0,66 0,75 1,OO 

DNS - Va l  

La position COOH-terminale de I 'arginine est déduite de la spéci- 

f i c i té  de la trypsine et  l 'hist idine est placée par difference. 



Peptide Tm-7 (résidus 33 à 35) 

Leu - Leu - Arg  

Le peptide Tm-7 est é lu6 dans la fraction 8. 

Comyosi tion : --- ------- 
Leu , Arg 

Dansylamino-acide N H  -terminal : ---- --------------- 2 -------- 
DNS - Leu 

La séquence de ce peptide est évidente, compte-tenu de la spéci- 

f i c i t é  de la trypsine. 

Peptide Tm-8 (résidus 36 à 42) 

Lys - Gly - Asn - Tyr - A l a  - G l u  - Arg 

Le peptide Tm-8, élué dans la fraction 10, est obtenu avec un rende- 

ment de 65 p. 100. 

Composition : ----------- 
Asp , G l u  , G l y  , A l a  , Tyr , Lys , Arg 

1,Ol 0,82 1 /07  0,87 0,89 1 , l O  1,OO 

L'asparagine et  l 'acide glutamique ont été identif iés par é lectro- 

chromatographie après hydrolyse totale du peptide Tm-8 par I 'aminopepti- 

dase M. 

Dansylamino-acide N Hz- terminal : --- --------------- --------- 
d i  DNS - Lys 

Dégradation de Edman : ------------------- 
La séquence NH2-terminale Lys - Gly - Asn - Tyr - A l a  a et6 

déterminée par la méthode de la dégradation de Edman associée avec la 

dansy lation . 1 



La position C O 0  H-terminale de l 'arginine est déduite de la spéci- 

f i c i té  de la trypsine e t  I 'acide glutamique est placé par différence. 

P e ~ t i d e  Tm-1 O (résidus 72 à 77) 

Asp - Asn - Lys - Lys - Thr - Arg 

Le peptide Tm-10, 6 lue dans la fraction 9, est obtenu avec un rende- 

ment de 67 p.100. 

Composition : --- ------- 
Asp , Thr , Lys , Arg 

1,66 0,83 1,96 1,OO 

La présence d'asparagine e t  d'acide aspartique a été ident i f iée par 

6 lectrochromatographie après hydrolyse totale du peptide par I'aminopep- 

tidase M. 

---- Dansylami ---------------2-------- no-acide N H -terminal : 

DNS - Asp 

Dégradation de Edrnan : ------------------- 
Trois cycles de dégradation de Edrnan couplée avec la méthode de 

dansylation, ont permis d'établ i r  la séquence N H  -terminale Asx - Asx - 2 
Lys - Lys. 

L ' ident i f icat ion du PTH - Asp libéré au cours de la première dégra- 1 
dation de Edman, permet de placer I 'acide aspartique à l 'extrémité N H Î -  

terminale du peptide. l 
La position C O 0  H-terminale de I 'arginine découle de la specif icité 

de la trypsine e t  la thréonine est placée par différence. 
I 1 



P e ~ t i d e  Tm-1 1 (résidus 7 8  b 81 1 

I l e  - I le  - Pro - Arg 

Le peptide Tm-1 1, é Iué dans la fraction 7, est obtenu avec un 

rendement de 97 p. 100. 

Composition : --- ------- 
Le comportement de ce peptide en chromatographie d'échange d'ions 

et en é l e c t r o ~ h r o m a t o ~ r a ~ h i e  sur papier est identique b celui  du peptide 

I l e  - I l e  - Pro - Arg isolé de I'ALK-histone de thymus de Veau. Ces caracté- 

ristiques laissent prévoir pour le peptide Tm-1 1 une séquence identique dans 

laquelle la liaison I le - I l e  est résistan te b l'hydrolyse de 24 heures. Le 

peptide Tm-1 1 a donc été soumis à une hydrolyse acide (HCI 5,7 - N à 

1 1 O°C) pendant 72 heures. 

Pro , I le  , Arg 

1,Ol 1,57 1,00 

Dansylamino-acide N H  -terminal : ---- ---------------2-------- 

DNS - I l e  

Dégradation de Edman : .................... 
Une dansylation sur le peptide résiduel après un cycle de dégradation 

de Edman permet de déterminer la sequence NH2-terminale I fe  - l i e  . 
La position COOH-terminale de I1arginine est déduite de la spécif i- 

c i  té de la trypsine e t  la prol ine est placée par différence. 

Peptide Tm-1 2 (résidus 82 à 88) 

His - Leu - GIn  - Leu - A l a  - I l e  - Arg 

Le peptide Tm-1 2, élu6 dans la fraction 11, est obtenu avec un rende- 

ment de 47 p. 100. 

II donne une faible &action de Sakaguchi b cause de la présence 

de l 'histidine. 



Composition : --- - m m - - - -  

GIU , Ala , I le  , Leu , His , Arg 

1 d i  DNS - His 

radation de Edman : !?$3- - - - - - - - - - - , - - - - 
Quatre cycles de dégradation de Edman couplée avec la méthode de 

danrylation permet d'établir la séquence N H2-termina le His - Leu - G ln - 
Leu - Ala. La PTH - glutamine, libérée au cours de la troisième dégradation 

de Edman, a été identif iée en chromatographie sur couche mince. 

La position COOH-terminale de I'arginine est déduite de la spéci- 

f ic i té de la trypsine e t  I'isoleucine est placée par différence. 

Peptide Tm-13-11 (résidus 89 à 99) 

Asn - Asp - G lu  - G l u  - Leu - Asn - Lys - Leu - Leu - G l y  - Arg 
1 

Le peptide Tm-13-11, élu6 dans la fraction 3, est obtenu avec un ~ 
rendement de 43 p. 100. 

Composition : --- ------- 
Asp , G l u  , Gly , Leu , Lys , Arg 

3,20 1/78 0,95 2 /61  0,93 1,OO 

L'asparagine, l 'acide aspartique et l 'acide giutamique ont été iden- l 
tifiés par é l e c t r ~ c h r o m a t o ~ r a ~ h i e  après hydrolyse du peptide par I'amino- 

peptidase M. 

DNS - Asp 

Dégradation de Edman : ------------------- 
Cinq cycles de dégradation de Edman coupl6e avec la méthode de 
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dansylation ont permis de déterminer la séquence NH2-terminale : 

Asx - Asx - G lu  - G l u  - Leu - Asx. 

L'identification des PTH libérés au cours des deux premiares dégra- 

i dations de Edman permet de préciser les positions respectives de l'asparagine 

1 r 89 et de l'acide aspartique 90 dans la séquence de ce peptide. 

l Un résidu d'asparagine a été identif ié en position 94, lors de l'étude 

du peptide Th-1 5-a. 

l Le peptide Tm-13-11 a été hydrolysé par la TPCK-trypsine b 37OC 
l 
l 

l pendant 4 heures. Les deux peptides libérés ont été séparés par chromatographie ' 

l sur papier. 

1 Trypsine ~ 
4 Asn - Arp - Glu  - G l u  - Leu - Asn - Lys - Leu - Leu - G l y  - Arg 

Tm-13-II-T-1 Tm-13-1 1-T-2 

Tm-13-II-T-1 : Asn - Asp - G lu  - G l u  - Leu - Asn - Lys 

Composition : --- ------- 
Asp , G l u  , Leu , Lys 

Ce peptide qui ne contient pas d'arginine, correspond b la s6quence 

N H2-terminale du peptide Tm-13-11. 

DNS - Asp 

La séquence Asn - Asp -Glu  - G lu  - Leu - Asn de ce peptide a 6 té 
l 
1 

déterminée par la dégradation de Edman sur le peptide Tm-13-11. La position 

COOH-terminale de la lysine est déduite de la spécificité de la trypsine. 

-- 



Tm-13-II-T-2 : Leu - Leu - Gly - Arg 

Composition : 1 --- ------- I 

GIy , Leu , Arg 

1 / 5 5  2 /11  1/00 
(1 (2) 

DNS - Leu 

radation de Edman : !?$9-- - -- - - - - - - , - -- - 
1 Un  cyc le de dégradation de Edman couplée avec la méthode de 1 

dansylation a permis d' identif ier la séquence NH2-terminale Leu - Leu. 1 
Ce peptide correspond L la séquence COOH-terminale du peptide 1 

Tm-1 3-11 dans lequel I 'arginine est en position C O 0  H-terminale. La glycine 

est placée par différence. La structure du peptide Tm-13-11 est ainsi établ ie.  

Tm-14-11 (résidus 100 b 129) 

V a l  - Thr - l i e  - A l a  - G l n  - G l y  - Gly - V a l  - Leu - Pro - Asn - ( I fe ,  G l n ,  

A la)  - V a l  - Leu - Leu - Pro - Lys - Lys - Thr - G l u  - Ser - His - His - Lys - 
A l a  - Lys - G ly  - Lys 

Le peptide Tm-14-11, élu6 dans la fraction 13, est obtenu avec i!n 

rendement de 20 p. 100. 

Il ne donne pas de réaction de Sakaguchi positive, ce qu i  traduit 1 
l'absence d'arginine. 

Composition : --- ------- 
Asp , Thr , Ser , G l u  , Pro , G l y  , A l a  , V a l  , 1 le , Leu , LYS , His 
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La composition en acides aminés confirme l'absence d'arginine. 

Puisque l 'act ion de la TPCK-trypsine est l imitée aux seules liaisons arginyl  - X 

de la protéine maléylée, ce peptide se place nécessairement en position 

C O 0  H-terminale dans la protéine. 

La forme acide ou amide des acides aminés dicarboxyliques a été 

déterminée au cours de l'étude des peptides obtenus par hydrolyse de la 

protéine par la thermo lysine. 

U n  peptide Tm-14-Il-a, élu6 dans la f ract ion 12, est obtenu avec 

un rendement de 15 p.100. II a une composition en acides aminés identique 

b ce l le  du peptide Tm-1 4-11. Son comportement légèrement plus acide en 

chromatographie d'échange d'ions indique qu ' i l  provient vraisemblablement 

de la désamidation par t ie l le  des rgsidus d'asparagine et  de glutamine présents 

dans le peptide Tm-14-11. 

Dansylamino-acide N H -terminal : ---- --------------- 2 -------- 
DNS - V a l  

La dansyl-valine a été ident i f iée par chromatographie bidimension- 

ne l le  sur couche mince de gel  de s i l ice dans les solvants de GROS et 

LABO UESS E (1 969). 

radation de Edman : oe9-- - , - , , , , , , - , , - - 
U n  cyc le de dégradation de Edman couplée avec la dansylation a 

permis de déterminer la séquence N H -terminale V a l  - Thr. 
2 

H dro'yse trypsique : -Y-,, ,,,, -, ,, 

Le peptide Tm-14-11 a été hydrolysé par la TPCK-trypsine pendant 

4 heures b 37OC. Les quatrespeptides libérés ont été séparés par chromatogra- 

phie sur papier. 

V a l  - Thr -(lle, Ala, Glx,  Gly,  Gly,  Val, Leu, Pro, Asx, Ile, Glx ,  Ala, 

Val, Leu, Leu, Pro)- Lys 



Composition : --- - - -mm--  

Asp , Thr , G l u  , Pro , G l y  , A l a  , V a l  , [ l e  , Leu , Lys 

& 

DNS - V a l  

Ce peptide, le seul qui a un résidu de val ine en position N H 
2- 

termina le, constitue la séquence N H -terminale du peptide Tm-1 4-1 1. 2 

Ce peptide dont le caractère hydrophobe ressort de sa composition 

en acides aminés a un rendement très faible e t  nous n'avons pas pu étudier 

sa séquence. 

Lys - Thr - G l u  - Ser - His - His - Lys 

Composition : --- ------ 
Thr , Ser , G l u  , His , Lys 

di DNS - Lys 

Dé radation de Edman : --Y -------------- -- 
l 

Trois cycles de dégradation de Edman coupl&e avec la dansylation 

ont  permis de déterminer la séquence N H  -terminale : Lys - Thr - G l u  - Ser. 2 
Le PTH - acide glutamique libéré au cours de la troisième dégradation de 

Edman a été ident i f ié  par chromatographie sur couche mince. 

La position C O 0  H-terminale de la lysine est déduite de la  spécifi- 

c i t é  de la trypsine e t  les deux histidines sont placées par différence. 

L ' inh ib i t ion de l'hydrolyse trypsique de la liaison Lys - Thr est I 
attribuée b l 'environnement acide apporté par la fonction y-carboxyl ique 1 ..................................................................... 
(*) La valeur de la val ine est anormalement faible. Le nombre de résidus (3) est 

tiré de la composition en acides amin6s du peptide Tm-14-11. 



l ibre de l'acide glutamique. Le peptide homologue avait  été liber6 au cours 

de l'hydrolyse trypsique de I'ALK-histone de thymus de Veau. Ce type 

d'inhibition de l 'action de la trypsine a été observé par BRATTIN et SMITH 

Tm-1 4-II-T-3 

A la  - Lys 

Composition : --- ------- 
A l a  , Lys 

1 , l O  1,OO 

Dansylamino-acide ---- ---------------2-------- N H -terminal : 

DNS - A la  

G l y  - Lys 

Composition : --- ------- 
G l y  1 Lys 

1,06 1,OO 

Dansylamino-acide N H -terminal : ---- --------------- 2-------- 

DNS - G l y  

La séquence complbte du peptide Tm-14-11, présentee dans le 

tableau IX, a é té établie avec les données fournies par I'é tude des peptides 

"thermo lysinei1 de la protéine. Le peptide Th-20 recouvre les peptides 

Tm-14-II-T-3 et Tm-14-II-T-4. Le peptide Tm-14-II-T-4 : G ly  - Lys, 

correspond à la séquence COOH-terminale de I'ALK-histone établ ie par 

hydrolyse de la protéine avec la carboxypeptidase B I  suivie d'une hydrazino 

lyse. L'ordre des peptides Tm-1 4-Il-T-1 et Tm-1 4-Il-T-2 est determiné par 

le peptide Th-1 9. Le peptide Th-17 permet de déterminer une séquence de 





9 résidus qui se place dans la région NH2-terminale du peptide Tm-14-II-T-1 

par comparaison avec la séquence de I'ALK-histone de thymus de Veau. La 

séquence I le - G ln - A la (résidus 1 11 b 1 13) a été déduite de la composition 

en acides aminés de la protéine et surtout de la composition en acides aminés 

du peptide Tm-14-11 et par comparaison avec la séquence en acides aminés 

de I'ALK-histone de Veau. 

DISCUSSION 

1 L'identité complète de structure qui apparaît entre les peptides 

trypsiques de I'ALK-histone maléylée du Rat et ceux de I'ALK-histone ma léy lée 

I de Veau se reflète dans la similitude des diagrammes d'é lution de ces 

separes sur échangeur d'ions. Toutefois, deux fractions supplémentaires appa- 1 

1 

I raissent dans le diagramme d'elution des peptides trypsiques de I'ALK-histone 

maléyl6e de Rat. 
l 
l 

Le peptide Tm-3-1 diffère du peptide Tm-3-11 et du peptide Tm-3 

(ALK - Veau) par une sérine qui remplace une thréonine. Ce peptide est issu 

de I'ALK-histone 1, dans laquelle la thdonine en position 16 est substituée 
i 
I 

par une serine. I 
l 

Les peptides Tm -1 3-11 et Tm-1 4-11 n'existent pas dans I'hydrolysat I 

l 
trypsique de I'ALK-histone maEéylée de Veau. Ensemble, i l s  correspondent , 

au peptide Tm-1 3 (résidus 89 h 129) en position C O 0  H-terminale dans I'ALK- 

histone de Veau. L'obtention des peptides Tm-13-11 et Tm-1 4-11 résulte de 1 
la substitution du résidu de lysine en position 99 dans I'ALK-histone de Veau, , 

l 

par un résidu d'arginine dans I'ALK-histone II du Rat. 
1 
l 
I 

Veau Asp-Asp-G lu-G lu-Leu-Asn-Lys-Leu-Leu- G Iy-Lys-Va 1-Thr-I le-A la 
4 

Tm-13 - I 1 
Rat ALK-II  Tm-1 3-1 1 Arc? * Tm-14-11 -1 
..................................................................... 
(i) Le décalage des fractions 10 et 11 du diagramme d'élution des peptides 1 

trypsiques de I'ALK-histone maléylée de Rat a été provoqué par une panne 
d'agitation dans le Varigrad. 



Le peptide Tm-13-1 (résidus 89 b 129), issu de I'ALK-histone 1, 

n'a pas été isolé. Dans l'étude de I'ALK-histone de thymus de Veau, ce 

peptide de ta i l le  moléculaire très élevée (41 résidus) et  de caractère hydro- 

phobe (14 résidus à charne latérale hydrophobe) avai t  été obtenu avec un 

rendement faible. 

Les rendements relativement fa ibles des peptides Tm-3-1 (46 p. 1 OO), 

Tm-3-11 (37 p.100), Tm-13-11 (48 p. 100) e t  Tm-14-11 (35 p .  100) (en addi- 

l t ionnant le rendement des fractions 12 et 13) par rapport aux autres peptides 

rendent compte de la provenance de ces peptides d'un seul des deux types 

dlALK-histone de chloroleucémie du Rat. 

En ce qui concerne I'ALK-histone Il de chloroleucémie, sachant 

que la maléylation l imi te  l 'action de la TPCK-trypsine aux 13 résidus 

d'arginine présents dans la protéine, e t  que le peptide CO0 H-terminal ne 

renferme pas d'arginine, nous devrions obtenir 14 peptides. En fait, 13 peptides 

ont été obtenus. D'autre part, le b i lan des acides aminés des peptides trypsi- 

ques solubles met en évidence un dé f ic i t  de 29 acides aminés par rapport à 

la composition de la protéine (Tableau VII). Un déf ic i t  équivalent ava i t  été 

observd au cours de I'é tude des peptides trypsiques de I'ALK-histone maléylée 

de thymus de Veau. Ces 29 acides aminés correspondent au peptide Tm-9. 

La richesse de ce peptide en acides aminés hydrophobes (8 alanines, 3 valines 

e t  5 l e u c i n d  lu i  confère son insolubil i té en mi l ieu  acide formique b 10 p. 100. 

i Dans I'ALK-histone I de chloroleucémie, qui renferme 12 arginins, 

seulement 14 peptides ont 6té obtenus sur les 13 peptides escomptés, e t  au 

dé f ic i t  des 41 acides aminés du peptide Tm-13-1 s'ajoute ce lu i  des 29 acides 

aminés du peptide Tm-9. 

Après cette étude, la séquence du peptide insoluble Tm-9 e t  la 

séquence des 18 premiers résidus du peptide Tm-1 4-11 restent indéterminées. 

Pour étudier la structure primaire de ces régions, qui ont un caractère hydro- 

phobe marqué, nous avons entrepris une hydrolyse de la protéine par  la ther- 

molysine qui  ag i t  au niveau des acides aminés à chaîne latérale hydrophobe. 



D - HYDROLYSE DE L ' A L K - H I S T O N E  PAR LA THERMOLYSINE. 

SEPARATION ET ETUDE DES PEPTIDES. 

L'ALK-histone (65 mg) est dissoute dans 10 m l  d'eau dist i l lée ; on 

ajoute ensuite 10 ml de bicarbonate d'ammonium 0,2 - M. Le pH est ajusté 

b 8,O et  la protéine est hydrolysée à 40°C pendant 45 minutes avec la thermo- 

lysine ajoutée en une seule fois. Le rapport enzyme/substrat est de 1 p. 100. 

L'hydrolyse est arrêtée par abaissement du pH b 3,5 avec de I 'acide formique 

pur. 

L'hydrolysat, qui  est resté limpide, est lyophi lisé. II est repris par 

3 m l  d'acide formique à 30 p .  100. Les peptides sont fractionnés par chromato- 

graphie d'échange d'ions sur colonne de Chromobeads P en 24 fractions 

num6rotées suivant leur ordre d'élution (Figure 5). Les 27 peptides isolés 

sont désignés par Th e t  numérotés suivant leur position dans la séquence de 

fa protéine. 

La composition e t  la séquence en acides aminés de ces peptides sont 

respectivement présentées dans les tableaux iC et X I .  

Peptide Th-1 (rgsidus 1 à 11) i ! 
i 

N - A c é t y l  - Ser - G l y  - Arg - G l y  - Lys - G ln  - G l y  - G ly  - Lys - A l a  - Arg 1 
Le peptide Th-1, élu6 dans la fraction 17, a été pur i f ié  par  chromato- 1 

graphie sur papier. I 
Composition : --- - - - - -mm 

Ser , G l u  , G l y  , A l a  , Lys , Arg 

0,97 0,93 4,OO 1,19 2,OO 2,21 

Aucun dansylamino-acide n'a été ident i f ié.  

Ce résultat indique que la fonction oc-aminée de I 'acide aminé en 

posit ion N H -termina le est bloquée. 
2 
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TABLEAU - X I  

SEQUENCES EN ACIDES AMINES DES PEPTIDES "THERMOLYSINE" DE L' ALK-HISTONE (*) 

Th - 1 (résidus 1 à 1 1) N-AcétyI-Ser-Gly-Arg-Gly-Lys-GIn-Gly-Gly-Lys-Ala-Arg 
- 

Th-2 (résidus 12 èt  13) A la-Lys 

Th-3-1 (résidus 14 à 22) A la-Lys-Ser-Arg-Ser-Ser-Arg-A la-G Iy 
- 

Th-3-11 (résidus 14 à 22) A la-Lys-Thr-Arg-Ser-Ser-Arg-A la-G ly  
- 

Th-4 (résidus 23 à 26) Leu-G ln-Phe-Pro 
- 

Th -5 (résidus 27 à 29) Va l -G ly-Arg 
- 

Th-6 (résidus 30 à 33) Va 1-His-Arg-Leu 
- 

Th-7 (résidus 34 à 50) Leu-Arg-Lys-G ly-Asn-Tyr-A la-G lu-Arg-Va 1-G ly-A la-G ly-A la-Pro-Va-kr  - * - - . . - i L - ) - i i . L - . - - L d -  4 

Th-7-a Th-7-b - 
Th-8 (résidus 51 à 53) Leu-A la-A la 

-3 --4 ---+ - 
Th-9 (résidus 53 à 57) A la-Va 1-Leu-G lu-Tyr 

I., -+- --4 --+- 
Th-1 O (résidus 58 à 64) Leu-Thr-A la-G lu-I le-Leu-G lu 

(i) La signification des signes placés au-dessus ou en-dessous des résidus d'acides amines est présentée dans 
le tableau VI I I  . (p. 32) 



TABLEAU - X I  (SUITE) 

SEQUENCES EN ACIDES AMINES DES PEPTIDES "THERMOLYSINE" DE L' ALK-HISTONE (*) 

- 
Th-1 1 (résidus 65 à 77) Leu-A la-G ly-Asn-A la-A la-Arg-Asp-Asn-Lys-Lys-Thr-Arg 

J __- * 
Th-1 1 -a Th-1 1 -b - 

Th-1 2 (résidus 78 à 82) I le-I le-Pro-Arg-His 

- 
Th-1 3 (résidus 83 et 84) ' Leu-Gln 

- 
Th-1 4 (résidus 85 et 86) Leu-A la 

- 
Th-1 5 (résidus 87 à 96) I le-Arg-Asn-Asp-Glu-Glu-Leu-Asn-Lys-Leu 

--4 4 d - 
Th-1 6-1 (résidus 97 à 101) Leu-GIy-Lys-Val-Thr 

- 
Th-1 6-11 (résidus 97 à 101) Leu-G Iy-Arg-Va 1-Thr 

--.Lw d - T L  - - 
Th-17 (résidus 102 à 11 0) I le-A la-G ln-G l y - ~  l y l v a  l - ~ e u - ~ r o ' - ~ s n  

Th-1 8 (M) (résidus 11 1 à 1 14) (1 le, G ln, A la,-Vol) 
-3--* 

Th-19 (résidus 1 14 à 125) Va 1-Leu-Leu-Pro-Lys-Lys-Thr-G lu-Ser-His-His-Lys --- 
Th-20 (résidus 126 b 129) AIa-Lys-Gly-Lys 

(La séquence des peptides Th-7 et Th-1 1 est déterminée à partir de leurs peptides dérivés qui sont schématisés I 

par un trait placé en-dessous) 0i w 
(*) La signification des signes placés au-dessus ou en-dessous des résidus d'acides aminés est pr6sentée I 

dans i e tableau VI I I  . (p. 32) 

(M) Ce peptide n'a pas été retrouvé dans I'hydrolysat "thermolysine" de I'ALK-histone. 



1 - 58 - 

Ce peptide presente les mêmes caract6ristiques que le peptide Th-1 

de I'ALK-histone de thymus de Veau : il possède la même sequence. II recouvre 

les peptides Tm-1 e t  Tm-2 et permet de déterminer la séquence des 1 1 premiers 

residus de I'ALK-histone de chloroleuc6mie du Rat. 

Peptide Th-2 (résidus 12 et 13) 

1 A la - Lys 

Le peptide Th-2, Glu6 dans la fraction 9, est purif ie par chromato- 

I graphie sur papier. 

I Composi --- tion : 

A la  , Lys 

Dansylamino-acide ---- ---------------2-------- N H -terminal : 

DNS - A la  

Le peptide A la  - Lys correspond à la séquence N H  -terminale du 2 
peptide Tm -3. 

Peptide Th-3-1 (r6sidus 14 à 22) 

A la  - Lys - Ser - Arg - Ser - Ser - Arg - Ala - Gly 

Le peptide Th-3-1, &lu6 dans la fraction 24, est purifié par blectro- 

phorèse sur papier à pH 3,6 ,  

Composition : --- ------- 
Ser , Gly ( * ) ,  A l a  , Lys , Arg 

2 /90  1 /49  2 / 0 0  1 /15  1/98 

(1 
..................................................................... 
(*) Le rapport de la glycine est anormalement élev6. 



DNS - Ala 

Par analogie avec le peptide A la  - Lys - Thr - Arg - Ser - Ser - Arg - 
A la  - G ly, obtenu après hydrolyse par la thermo lysine de I'ALK-histone de 

thymus de Veau, pendant 45 minutes, le peptide Th-3-1 permet d'aligner les 

peptides Tm-3-1, Tm-4 et Tm-5 dans la séquence de I'ALK-histone 1. 

Peptide Th-3-11 (residus 14 à 22) 

A la  - Lys - Thr - Arg - Ser - Ser - Arg - Ala - Gly 

Le peptide Th-3-11, 61ue dans la fraction 23, est purifie par électro- 

phorèse sur papier b pH 3,6. 

Composition : --- ------- 
Thr , Ser (*) , G l y  , Ala , Lys , Arg 

DNS - Ala 

Le peptide homologue au peptide Th-3-11 avait été obtenu après 

hydrolyse par la thermo lysine de I'ALK-histone de thymus de Veau, pendant 

45 minutes. 

Le peptide Th-3-11 recouvre les peptides Tm-3-11, Tm-4 et  Tm-5 

et permet de les placer dans l'ordre : Tm-3-11, Tm-4 et Tm-5, dans la 

séquence de I'ALK-histone-Il. 

(*) Une mauvaise séparation de la thréonine et de la serine explique ce 
résultat. I 



Peptide Th-4 (residus 23 à 26) 

Leu - G ln  - Phe - Pro 

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

Com~osi  tion : 

G lu  , Pro , Leu , Phe 

DNS - Leu 

Le peptide Th-4 est identique au peptide Tm-5-Th-2 obtenu après 

hydrolyse du peptide Tm-5 par la thermo lysine. II correspond b la séquence 

médiane du peptide Tm-5. 

Peptide Th-5 (residus 27 à 29) 

Va l  - G l y  - Arg 

Le peptide Th-5 est 6 lu6 dans la fraction 12 avec le peptide Th-1 6-11. 

II en est séparé par chromatographie sur papier. 

Composition : --- - - -mm--  

G l y  , V a l  , Arg 

1,14 1,OO 1,06 

DNS - Va l  

Le peptide Th-5 est identique au peptide Tm-5-Th-3 obtenu après 

hydrolyse du peptide Tm-5 par la thermolysine. I I correspond b la s6quence 

COOH-terminale du peptide Tm-5. 



Peptide Th-6 (résidus 30 à 33) 

V a l  - His - Arg - Leu 

Le peptide Th-6, élue dans la fraction 20, est purifié par chromato- 

graphie sur papier. 

Composition : ----------- 
Va l  , Leu , His , Arg 

1,OO 1 /18  0,87 1,15 

DNS - Val  

Le peptide Th-6 permet d'établir la séquence Tm-6 - Tm-7 puisque 

le peptide Tm-7 est le seul peptide trypsique de la protéine maléyl6e qui 

possède la leucine en position N H  -terminale. 2 

Peptide Th-7 (résidus 34 à 50) 

Leu - A r g  - Lys - G l y  -Asn  - Tyr - A la  - G l u  - Arg - V a l  - Gly - Ala - 
G l y  - Ala  - Pro - Va l  - Tyr 

Le peptide Th-7, élu6 dans la fraction 19, est purifié par électropho- 

rèse sur papier à pH 3 , 6 .  

Composition : --- ------- 
Asp , Glu  , Pro , Gly , Ala , Val  , Leu , Tyr , Lys , Arg l 

DNS - Leu l 

Dé termination de la séquence CO0 H-termina le : ......................................... 
L'action de la carboxypeptidase A sur le peptide Th-7 pendant 



6 heures libère seulement un résidu de tyrosine. Ce résultat suggère la présence 

d'un résidu de proline en position antépénultième puisque la proline bloque 

l'action récurrente de la carboxypeptidase A au niveau de la liaison pepti- 

dique où sa fonction carboxylique est engagée. 

L'hydrazinolyse sur le peptide résiduel libère un résidu de valine. 

La séquence C O 0  H-terminale Val  - Tyr du peptide Th-7 est ainsi 

etablie. 

L'6tude des peptides Th-7-a et  Th-7-b qui résultent de l'hydrolyse 

partielle de la liaison Tyr - Ala a permis de déterminer la séquence du 
39 40 

peptide Th-7. 

P e ~ t i d e  Th-7-a (résidus 34 à 39) 

Leu - Arg - Lys - Gly - Asn - Tyr 

Le peptide Th-7-a est obtenu pur dans la fraction 21. 

Composition : --- ------- 
Asp , G l y  , Leu , Tyr , Lys , Arg 

0,92 1,lO 1,00 0,67 1,37 1,40 

Dansylamino-acide ---- ---------------2-------- N H -terminal : 

DNS - Leu 

Le peptide Th-7-a correspond à la séquence NH2-terminale du 

peptide Th-7. II recouvre les peptides Tm-7 et Tm-8. 

Peptide Th-7-b (résidus 40 21 50) 

A la  - G l u  - Arg - V a l  - G l y  - Ala  - G l y  - Ala - Pro - V a l  - Tyr 

Le peptide Th-7-b, élu6 dans la fraction 8, est purif ié par é lectro- 

phorèse sur papier à pH 3,6. 



Composition : --- ------- 
G l u  (*) , Pro , G l y  (*) , Ala  , V a l  , Tyr , Arg 

Dansylamino-acide N H -terminal : ---- ---------------2-------- 

DNS - A l a  

Dégradation de Edman : -- ---------------- 
Sept cycles de dégradation de Edman couplée avec la méthode de 

dansylation ont  permis d'établir la séquence N H  -terminale A la  - G l u  - Arg - 2 
V a l  - G l y  - A l a  - G l y  - A la .  

Ce peptide recouvre la séquence COOH-terminale du peptide Th-7. 

La séquence COOH-terminale : V a l  - Tyr du peptide Th-7-b a été déterminée 

sur le peptide Th-7. La prol ine est placée par différence. 

La séquence NH2-terminale du peptide Th-7-b correspond à la 

séquence CO0 H-terminale A la  - G l u  - Arg du peptide Tm-8. Le reste de 

la séquence du peptide Th-7-b permet de déterminer la séquence NH2- 

terminale de la région médiane hydrophobe de la prot6ine. 

Le peptide Th-7 e t  son dérivé Th-7-b représentent le mai l lon entre 

la séquence NH2-terminale et  la séquence médiane hydrophobe de la  protéine. 

Peptide Th-8 (résidus 51 à 53) 

Leu - A la  - A l a  

Le peptide Th-8 est élue avec le peptide Th-13 dans la f ract ion 3. 

I l s  sont séparés par chromatographie sur papier dans le système solvant 

n-butanol - acide acétique - eau (200 : 30 : 75 ; v/v). 

(i) Les rapports molaires de l 'acide glutamique e t  de la glycine sont anormale- 
ment élev6s. Pour admettre leurs rapports respectifs de 1 et de 2, nous nous 
sommes référés à la  composition du peptide Th-7. 



Composition : --- ------- 
A l a  , Leu 

1,92 1,OO 

Dansylamino-acide N H -terminal : - -- - ----- - - --- -- ---2- -- --- -- 
DNS - Leu 

La séquence du peptide Th-8 est Leu - A l a  - Ala.  Le peptide Th-8 

se situe au niveau de la  région médiane hydrophobe. 

Peptide Th-8-a (résidus 51 et 52) ; Peotide Th-1 4 (résidus 85 et  86) 

Leu - A la  

Le peptide Leu - A l a  est obtenu pur dans la fraction 4. 

Composition : --- ------- 
A l a  , Leu 

1,Ol 1,OO 

DNS - Leu 

Le peptide Leu - A l a  est obtenu avec un rendement très é levé par 

rapport au peptide " thermolysinel' COOH-terminal  Th-20 : A la  - Lys - 
G l y  - Lys. C e  qui indique la présence d'au moins deux séquences Leu - A la  

dans la mol6cule dlALK-histone. Ces deux séquences ont pu être identif iées 

dans les positions 51 - 52 et  85 - 86. 

Peptide Th-9 (résidus 53 à 57) 

A l a  - V a l  - Leu - G l u  - T y r  

Le peptide Th-9, é lu6 dans la fraction 6, est pur i f ié  par chromato- 

graphie sur papier. 



Composition : --- ------- 
G l u  , A l a  , Va l  , Leu , Tyr 

1,12 1,20 0,94 1,OO 1,lO 

L'acide glutamique a é té iden t i f ié  par é lectrochromatographie sur 

papier après hydrolyse du peptide Th-9 par I'aminopeptidase M. 

DNS - A la  

Dégradation de Edman : ------------------- 
Trois cycles de dégradation de Edman uti l isée en couplage avec la 

methode de dansylation on t  permis d'établir la séquence NH2-terminale 

A l a  - V a l  - Leu - G l u  de ce peptide. La tyrosine est placée par différence. 

Ce peptide qui  renferme le troisième résidu de tyrosine, s'insère 

dans la région médiane hydrophobe. 

Peptide Th-1 O (résidus 58 à 64) 

Leu - Thr - A l a  - G l u  - I l e  - Leu - G l u  

Le peptide Th-10, élu6 dans la fraction 2, est pur i f ié par chromato- 

graphie sur papier. 

Composition : ---------- 
Thr , G l u  , A la  , l i e  , Leu 

0,93 2,05 1 / 0 6  1,OO 1,98 

L'acide glutamique a été ident i f ié  par électrochromatographie sur 

papier après hydrolyse du peptide par I'aminopeptidase M. 

Dansylamino-acide N H  -terminal : ---- --------------- 2 ---- ----- 
DNS--  Leu 

Dégradation de Edman : 

Cinq cycles de dégradation de Edman couplée avec la dansylation, 



ont permis de déterminer la séquence N H -terminale Leu - Thr - A la - G l u  - 2 
I l e  - Leu de ce peptide. Le second résidu d'acide glutamique est placé par 

différence. 

Ce peptide est localisé dans la région médiane hydrophobe de la 

protéine. 

Peptide Th-1 1 (résidus 65 b 77) 

Leu - Ala  - G l y  - Asn - A la - A la  - Arg - Asp - Asn - Lys - Lys - Thr - Arg 

Le peptide Th-1 1 , 6 lu6 dans la fraction 18, est purif ié par 6 lectro- 

phorèse sur papier b pH 3,6. 

Composition : --- ------ 
Asp , Thr , G l y  , Ala , Leu , Lys , Arg 

2,96 0,98 1 /36 3 / 0 0  0,91 2 /10  2 /09  
(1 ) 

Dansylamino-acide N H -termina l : ---- ---------------2-------- 

DNS - Leu 

L'étude des peptides Th-1 l - a  et  Th-11 -b qui résultent de l'hydrolyse 

partiel le de la liaison Lys - Thr a permis de déterminer la séquence du 

peptide Th-11 . 75 76 

Peptide Th-1 1 -a (résidus 65 b 75) 

Leu - Ala - G l y  - Asn - Ala - Ala  - Arg - Asp - Asn - Lys - Lys 

Le peptide Th-11 -a est obtenu pur dans la fraction 14. 

Composition : --- ------- 
Asp , G l y  , Ala , Leu , Lys , Arg 

2 /76  1/41 3 /06 1 / 0 0  2 /25  1 / 2 4  
(1 ) 



Dansylamino-acide N H -terminal : - - - - - - - - - - - - - - - - - - -2 - - - - - - - - - 
DNS - Leu 

Dégradation de Edman - : 
Cinq cycles de dégradation de Edman couplée avec la dansylation, 

ont  permis de déterminer la séquence NH2-terminale Leu - AIa - G l y  - Asn - 
A l a  - Ala. La PTH-asparagine, libérée au cours de la quatrième dégradation 

de Edman a été ident i f iée par chromatographie sur couche mince. 

La sequence COOH-terminale du peptide Th-1 1-a a été déduite des 

données fournies par le peptide trypsique Tm-10 : Asp - Asn - Lys - Lys - 
Thr - Arg. Le résidu d'arginine est placé par différence. 

Leu - A l a  - Gly - A s n  - A l a  - A l a  - A r g  -Asp  - A s n  - Lys - Lys - Thr - A r g  

Le peptide Th-1 1 -a correspond à la séquence N H -termina le du 2 
peptide Th-1 1. 

Le peptide Th-1 1 -a nous permet de déterminer la séquence C O 0  H- 

terminale de la  région médiane hydrophobe de ilALK-histone et  représente le 

mai l lon entre cette région et  la séquence COOH-terminale de la protéine. 

Peptide Th-1 1 -b (résidus 76 e t  77) 

Thr - Arg 

Le peptide Th-1 1 -b est obtenu pùr dans la  fraction 13. 

Lors de la rév6lation de la carte peptidique, le réact i f  à la ninhydrine- 

cadmium donne une coloration orangée spécifique de la position N H -terminale 2 

des acides aminés hydroxylés dans un peptide. 

Composition : --- ------- 
Thr , Arg 

0,73 1,OO 



DNS - Thr 

Le dansyl-thréonine a été ident i f ié  après hydrolyse acide du dansyl- 

peptide pendant 12 heures. 

Le peptide Th-1 1 -b représente la séquence COOH-terminale du 

peptide Th-1 1. 

P e ~ t i d e  Th-12 (résidus 78 à 82) 

( l e  - I l e  - Pro - Arg - His 

Le peptide Th-12 est obtenu pur dans la fraction 16. 

Composition --- -.------ (après 72 heures d'hydrolyse) : 

Pro , I le  , His , Arg 

1,OO 1,79 0,95 1,OO 

Dansvlamino-acide - - - - ~ , - - - - - - - , , , - - - - 2 ~ ~ - ~ - - - ~  N H -terminal : 

DNS - I l e  

Le dansyl-isoleucine a été ident i f ie après hydrolyse acide du dansyl- 

peptide pendant 36 heures. 

Le peptide Th-12 recouvre le peptide Tm-1 1 et  le peptide Tm-12 qui  

est le  seul peptide trypsique de la protéine maléylée à posséder l 'hist idine 

en position N H  -terminale. 
2 

Th-13 (résidus 83 et 84) Peptide 

Leu - G l n  

Le peptide Th-13 est élu6 dans la fraction 3 avec le pept ide Th-8. 

I l s  ont été séparés par chromatographie sur papier. 

Composition : --- ------- 
G l u  , Leu 

1,16 1,OO 



DNS - Leu 

Le peptide Th-13 recouvre une part ie de la séquence du peptide 

Tm-12. 

Peptide Th-15 (résidus 87 à 96) 

I l e  - Arg - Asn - Asp - G l u  - G l u  - Leu - Asn - Lys - Leu 

Le peptide Th-1 5 est obtenu .pur dans la fraction 11 . 
Composition : --- ------- 

Asp , G l u  , I le  , Leu , Lys , Arg 

3 / 1 2  2 /15  0,91 2 / 0 0  1 / 0 9  1 / 0 9  

Dansylamino-acide ---- ---------------2-------- N H -terminal : 

DNS - I l e  

Peptide Th-15-a (residus 87 à 95) 

I l e  - Arg - Asn - Asp - G l u  - G l u  - Leu - Asn - Lys 

Le peptide Th-15-a, glué dans la fraction 10, est pur i f ie par é lectro- 

phorése sur papier à pH 3,6. 

Composition --- : 

Asp , G l u  , I le , Leu , Lys , Arg 

DNS - I l e  

Ce peptide résulte de l'hydrolyse par t ie l le  de la liaison Lys - Leu.  
95 96 

De ce fait, nous pouvons déduire la position COOH-terminale de la  leuclne 

dans le peptide Th-1 5.  



Les peptides Th-15 e t  Th-15-a recouvrent les peptides Tm-12 et 

Tm-13-11. 

La présence d'un résidu d'asparagine dans la part ie C O 0  H-terminale 

du peptide Th-15-a a été établ ie après hydrolyse par I'aminopeptidase M du 

peptide Leu - Asn - Lys obtenu par une hydrolyse du peptide Th-15-a avec 

la thermolysine à pH 8,O et  à 40°C pendant 4 heures. 

Peptide Th-1 6-1 (résidus 97 à 101) 

Leu - G l y  - Lys - V a l  - Thr 

I Le peptide Th-16-1, élu6 dans la fraction 7, est pur i f ié par  chromato- 

graphie sur papier. 

Composition : --- - - - -mm-  

Thr , G l y  , V a l  , Leu , Lys 

0,97 1 / 3 4  1,OO 0,80 1 / 0 9  

(1 

Dansylamino-acide ---- ---------------2-------- N H -terminal : 

DNS - Leu 

Dégradation de Edman : ----- --------------- 
Trois cycles de dégradation de Edman couplée avec la dansylation 

permettent d 'établ i r  la séquence N H  -terminale Leu - G l y  - Lys - Va l  
2 

de ce peptide. La thréonine est placée par différence. 

Un peptide identique au peptide Th-16-1 a été obtenu après hydrolyse 

de I'ALK-histone de thymus de Veau pendant 45 minutes. 

P e ~ t i d e  Th-1 6-11 (résidus 97 à 101) 

Leu - G l y  - Arg - V a l  - Thr 

Le peptide Th-1 6-11 est 6 Iué dans la fraction 12 avec le peptide 

Th-5. I l s  sont séparés par chromatographie sur papier. 



Composition : --- ------- 
Thr , G l y  , Val  , Leu , Arg 

0,75 1 / 1 3  1,OO 0,78 0,90 

Dansylamino-acide ---- ---------------2-------- N H  -terminal : 

DNS - Leu 

La séquence du peptide Th-16-11 a été déduite par analogie avec la 

s6quence du peptide Th-16-1. 

Le peptide Th-16-11 recouvre la séquence COOH-terminale du peptide 

Tm-13-11 e t  la séquence NH2-terminale du peptide Tm-14-11. II permet de 

déterminer la séquence Tm-13-11 - Tm-14-11 qui  constitue la séquence des 

41 résidus de la part ie COOH-terminale de I'ALK-histone-Il. 

Peptide Th-17 (résidus 102 à 11 0) 

I l e  - A la  - G l n  - G l y  - G l y  - V a l  - Leu - Pro - Asn 

Le peptide Th-17, élu6 dans la fraction 1, est pur i f ié  par chromato- 

graphie sur papier. 

Composition --- : 

Asp , G l u  , Pro , G l y ,  A l a  , V a l  , l i e  , Leu 

1 ,O9 0,98 0,91 2 / 3 0  1 / 0 3  0,86 O, 88 1,OO 

L'asparagine e t  la g lutam ine ont été identifiées par 6 lectrochromato- 

graphie sur papier après hydrolyse du peptide Th-17 par I'aminopeptidase M. 

DNS - I l e  

Dégradation de Edman : -- ---------------- 
Trois cycles de dégradation de Edman, couplée avec la dansylation, 

ont  permis d ' ident i f ier  la séquence N H  -terminale I l e  - A l a  - G l n  - G ly .  
2 

Hydrolyse par  la thermolysine : - --- --- ----------- ---- 
I 

Le peptide Th-17 (2 pmoles) a 6té hydrolysé par la thermolysine pen- 



dant 6 heures b 40°C. Les deux peptides libérés ont Bté séparés par  chromato- 

graphie sur papier. 

1 02 110 
I l e  - A l a  - G l n  - G l y  - G l y  - Va l  - Leu - Pro - A s n  
< P 

Th-17-Th-1 $1  ' Th-17-Th-2 

Thermolysine 

Th-17-Th-1 : I l e  - A l a  - G ln -  G l y  - G l y  

Composition : --- ------ 
G l u  , G l y  , A l a  , l l e  

1 /05  1'99 1,OO 0,89 

DNS - I l e  

Le peptide Th-17-Th-1 correspond à la séquence NH2-terminale du 

peptide Th-17. La position de la glycine 106 est déduite des r6sultats obtenus 

sur le peptide Th-17. 

Th-17-Th-2 : V a l  - Leu - Pro - Asn 

Composition : --- ------- 
Asp , Pro , V a l  , Leu 

1,OO O, 98 0,89 1 ,O0 

Dansylamino-acide N H -terminal : ---- --------------- 2 --------- 
DNS - V a l  

Dégradation de Edman : ------------------- 
Deux cycles de dégradation de Edman, couplée avec la dansylation, 

permettent d ' ident i f ier  la séquence NH2-terminale V a l  - Leu - Pro. L'aspa- 

ragine est placée par différence. 

Le peptide Th-17-Th-2 correspond à la séquence C O 0  H-terminale du 

peptide Th-17. 



Le peptide Th-17 permet de déterminer une part ie de la séquence 

de la région hydrophobe qui correspond au peptide Tm-14-Il-T-1 (*). 

P e ~ t i d e  Th-19 (résidus 114 b 125) 

V a l  - Leu - Leu - Pro - Lys - Lys - Thr - G l u  - Ser - His - His - Lys 

Le  peptide Th-1 9, é Iué dans la fraction 22, a été pur i f ie par 6 lectro- 

phorèse sur papier à pH 3,6. 

Composition : --- ----me 

Thr , Ser , G l u  , Pro , V a l  , Leu , His , Lys 

1,OO 0,97 1 /07  0,85 0,92 2 / 0 0  1 / 7 2  2 / 9 4  

DNS - V a l  

Dégradation de Edman : ------------------- 
La séquence NH2-terminale V a l  - Leu - Leu du peptide Th-19 

a et6 déterminée par trois cycles de dégradation de Edman util isée en méthode 

soustractive. 

La présence des deux résidus d'histidine est caractéristique du peptide 

Tm-1 4-Il-T-2 qui  recouvre le peptide Th-1 9 et  permet de déduire la séquence 

COOH-terminale Lys - Thr - G l u  - Ser - His - His - Lys. 
119 125 

Compte-tenu de la spécif icité d'action de la TPCK- trypsine sur le 

peptide Tm-1 4-11, l 'acide aminé qui précède la lysine 119 est nécessaire- 

ment une lysine. La prol ine est placée par différence en position 117. 

La détermination de la séquence du peptide Th-1 9 est schématisée 

ci-après : 

(*) En fait, les peptides Th-17 b Th-20 sont issus de I'ALK-histone-1 et de 
I'ALK-histone-II e t  recouvrent les peptides Tm-13-1 (non isoi6) e t  Tm-1 4-11. 



Trypsine 
l 
I 
I 

- Tm-14-11 * - Tm-14-Il-T-2 ' * 

V a l  - Leu - Leu - Pro - Lys - Lys - Thr - G l u  - Ser - His - His - Lys 
114 119 125 

Le peptide Th-1 9 permet de déterminer la séquence C O 0  H-terminale 

(résidus 11 4 à 118) de la region hydrophobe du peptide Tm-1 4-11. I I permet 

en outre d'établir I'alignement des peptides Tm-1 4-II-T-1 - Tm-1 4-Il-T-2. 

l 

Peptide Th-20 (résidus 126 à 129) 

A l a  - Lys - G l y  - Lys 

Le peptide Th-20 est obtenu pur dans la fraction 15. 

Composition : --- - - - - m e -  

G l y  , A la , Lys 

1,05 1,OO 1,91 

Dansylamino-acide ---- ---------------2--------- N H -terminal : 

DNS - A l a  

Dégradation de Edman : ------------------- 
Deux cycles de dégradation de Edman couplée avec la dansylation 

permettent d'établir la séquence N H  -terminale A l a  - Lys - Gly.  La lysine 2 
est placée par différence. 

Le peptide Th-20 permet de determiner I 'alignement des peptides 

Tm-14-Il-T-3 - Tm-1 4-Il-T-4. Le peptide Tm-1 4-II-T-4 G l y  - Lys 

correspond b la séquence COOH-terminale de I'ALK-histone établ ie par hydro- 

lyse de la protéine avec la carboxypeptidase B, suivie d'une hydrazinolyse. 



DISCUSSION 

Les 48 acides aminés à chaîne latérale hydrophobe que renferme 

I'ALK-histone (17 alanines, 8 valines, 6 isoleucines, 16 leucines, 1 phényl- 

alanine) constituent autant de sites potentiels de coupure par la thermolysine : 

49 peptides devraient donc théoriquement être obtenus. Une courte hydrolyse 

(45 minutes) de la protéine par la thermolysine nous a permis de l imi ter  l 'act ion 

de l'enzyme et  de restreindre le nombre de peptides. Nous avons obtenu 

27 peptides, alors que l'hydrolyse par la thermolysine de I'ALK-histone de 

Veau pendant 4 heures a lib6ré 35 peptides (SAUTIERE et al., 1974) et  des 

acides aminés libres (alanine, val ine et  leucine). 

II existe une similitude entre les deux hydrolysats et sur les 27 peptides 

que nous avons obtenus, 15 sont identiques aux peptides de I'ALK-histone 

de thymus de Veau. 

Parmi les 11 peptides "thermolysine" de I'ALK-histone de Rat qui 

n'ont pas leur équivalent dans I'hydrolysat "thermolysine" de 4 heures de 

I'ALK-histone de Veau, trois peptides résultent du choix d'un temps court 

d'hydrolyse : les peptides Th-2, Th-3-11 e t  Th-1 6-1. 

Quatre peptides (peptides Th-7, Th-9, Th-1 1 et  Th-15-a) résultent 

de l'hydrolyse par t ie l le  par la thermolysine des liaisons : 1 1 

Tyr - A l a  , A l a  - A l a  , Lys - Thr et  Lys - Leu 
39 40 52 53 75 7 6  95 96  

L'absence de coupure des liaisons Pro - V a l  e t  Leu - A la  conduit 
48 49 85 86 

respectivement à I'obten t ion des peptides Th-7-b et  Th-1 4. 

Enfin, deux nouveaux peptides rendent compte des substitutions qui  

interviennent dans I'ALK-histone de chlorole"c6mie. Le peptide Th-3-1 

di f fbre du peptide Th-3-11 par une sérine en position 16. 1 1  est issu, comme le 1 
peptide Tm-3-1 qu ' i  l recouvre, de I'ALK-histone-l dans laquelle une thréonine 1 
est substituée par une sérine. Le peptide Th-1 6-11 diffère du peptide Th-1 6-1 l 
par une arginine. II est issu, comme les peptides Tm-13-11 et Tm-14-11 q u ' i l  

recouvre, de I'ALK-histone-Il dans laquel le la lysine 99 est substituee par l 
une arginine. 



Une dernibre différence est due au fa i t  que nous n'avons pas réussi 

b isoler le peptide Th-18 I l e  - G l n  - A l a  - V a l  qui réagit  faiblement à 

la ninhydrine à cause de la présence d'un résidu d'isoleucine en position 

N H  -terminale. 2 
Les différences observées montrent que la spécif icité de la thermo- 

lysine est relativement large, ce qui rend la comparaison des hydrolysats obtenus 

par action de la thermolysine plus complexe que ce I le des hydro lysats trypsiques. 

Une hydrolyse courte semble préférable à une hydrolyse de 4 heures 

pour deux raisons. La première est que nous réduisons de 12 à 5 le nombre des 

peptides "dérivés". La seconde apparaît dans l 'obtention des peptides Th-3 

(résidus 14 à 22), Th-16 (résidus 97 à 101), Th-7 (résidus 34  à 50) et  Th-11 

(résidus 65 à 77). Les peptides Th-3 et  Th-16 ont permis à SAUTIERE et  a l .  

(1974) de déterminer respectivement une séquence de 18 résidus (résidus 12 à 

29) et  de trouver le mai l lon entre le peptide T -1 9 et  la région C O O H -  

terminale hydrophobe de I'ALK-histone de thymus de Veau. Les peptides 

Th-7 et Th-1 1 recouvrent respectivement une séquence de 17 et de 13 résidus. 

Nos résultats confirment l ' inhibi t ion de l 'act ion de la thermo lysine 

par les cinq résidus de prol ine qui, dans I'ALK-histone, sont engagés dans 

une liaison peptidique avec la fonction carboxylique d'un acide aminé à 

chaîne latérale hydrophobe (Phe - Pro , A la  - Pro , I le  - Pro , Leu - Pro , 
25 26 

Leu - Pro) (SAUTIERE, 1973). 
47 48 79 80 108 109 

Les peptides Th-7, Th-8, Th-9, Th-10 e t  Th-1 1 permettent de 1 
déterminer la séquence de la région médiane hydrophobe qui correspond au 

peptide trypsique Tm -9 (non isolé). 

Les peptides Th-1 6, Th-17, Th-1 9 et Th-20 sont indispensables pour 

déterminer la séquence du peptide Tm-14-11 qui renferme la seconde région 

hydrophobe de la protéine. 



E - DETERMINATION DE LA SEQUENCE COMPLETE DE 

LA P R O T E I N E  

Pour déterminer la séquence de I'ALK-histone de chloroleucémie du 

Rat, les peptides trypsiques de la protéine ma léylée sont a lignés par compa- 

raison avec la séquence de I'ALK-histone de thymus de Veau. Le tableau X I I  

présente la séquence compl&te en acides aminés de I'ALK-histone de chloro- 

leucémie du Rat et  montre comment les peptides " thermolysine" permettent 

de vér i f ier  cette séquence par leur recouvrement des peptides trypsiques. 

Le peptide Th-1 recouvre les peptides Tm-1 et Tm-2. 

Aucun recouvrement de la liaison A g - n'est obtenu puisque 
1 \ 

ce l le-c i  est hydrolysée par la trypsine e t  par la thermolysine. 

Le peptide Th-3 recouvre les peptides Tm-3, Tm-4 et  Tm-5 e t  permet 

d'en vér i f ier  la séquence. 

La trypsine et la thermolysine hydrolysent la liaison A - Va l .  
269 3 0  

Dans I'ALK-histone de Veau, l'ordre des peptides Tm-5 - Tm-6 ava i t  été 

atabl i  grâce au recouvrement de ces peptides par le peptide chymotrypsique 

Chm-3 : G l n  - Phe - Pro - Va l  - G l y  - Arg - V a l  - His. 
29 30 

La séquence Tm-6 - Tm-7 est déterminée par le peptide Th-6 

puisque le peptide Tm-7 est le seul peptide trypsique de la protéine maléylée 

qui  possède la leucine en position N H  -terminale. 2 

Le peptide Th-7 recouvre les peptides Tm-7, Tm-8 et  Tm-9 (non isolé). 

Les peptides Th-7, Th-8, Th-9, Th-1 O et  Th-1 1 recouvrent la séquence 

de la région médiane hydrophobe (résidus 43 b 71). Ces peptides sont alignés 

par comparaison avec la séquence de I'ALK-histone de thymus de Veau. 

Les peptides Th-7 e t  Th-1 1 qui recouvrent r espectivement les peptides 

Tm-8 et Tm-10, permettent d'"encastrerw cette région dans la séquence de la 

protéine. 

Aucun recouvrement de la liaison A r  - I l e  n'est obtenu puisque cette 
7Q 78 

liaison est hydrolysée à la fois par la trypsiné é t  p a r l a  thermolysine. 



TABLEAU XII 

SEQUENCE COMPLETE EN ACIDES AMINES DE L'ALK-HISTONE DE CHLOROLEUCEMIE DU RAT 

I lm-3-11 - 
N-Ac - S e r  - G l y -  Arg - G l y -  Lys - Gln  - G ly  - G l y -  Lys - A l a  - A r g  - A l a  - Lys - A l a  - Lys - S e r  - A r g  -Ser - 

1 1 O Thr (Il) 

Ser - Arg - A la  - G ly  - Leu - G ln  - Phe - Pro - Val . -  G l y  - Arg - Val  - His - Arg - Leu - Leu - Arg - Lys - G l y  - 
20 30 

Asn - Tyr - Ala - G lu  - Arg - Val  - G l y  - Ala - G l y  - Ala - Pro - Val  - Tyr - Leu - Ala - Ala  - Val  - Leu - Glu - Tyr - 
40 50 

-Tm-10 I 

Leu - Thr - A la  - G lu  - Ile - Leu - G l u  - Leu - Ala - G l y  - Asn - Ala  - Ala - Arg ' -  Asp - Asn - Lys - Lys - ~ h r  - Arg - 
60 70 

Ile - Ile - Pro - Arg - His - Leu - Gln  - Leu - Ala - I l e  - Arg - Asn - Asp - Glu  - Glu  - Leu - Asn - Lys - Leu - Leu - 
80 90 

T h - 1 6 - 1 -  
- Th-16-11 -----t ' Th-17 I. Th-18--1 I 

- +  

G l y  - Lys - Val  - Thr - I l e  - A l a  - Gln  - G ly  - G ly  - V a l  - Leu - P r o  -Asn  - ( I le ,  G l n ,  Ala) - V a l  - Leu - Leu - Pro - , 

Lys - Lys - Thr - G lu  - S e r -  His - His - Lys - A l a  - Lys - G l y -  Lys(0H) 
120 129 



La séquence Tm-1 1 - Tm-12 est déterminée par le peptide Th-12 

puisque le peptide Tm-12 est le seul peptide trypsique de la protéine maléylée 

qui possede un résidu d'histidine en position N H2-termina le. 

Les peptides Th-15 e t  Th-1 6 permettent d'aligner les peptides 

Tm-12, Tm-13-11 et Tm-14-11. 



DISCUSSION 

Les deux types d'ALK-histone de chloro leucémie du Rat que la 

chromatographie sur Amberl i te IRC-50 nous a permis de séparer, di f fèrent 

de l'histone homologue de thymus de Veau. Dans le type 1, un résidu de 

serine remplace le résidu de thréonine en position 16 et  dans le type II, un 

résidu d'arginine remplace le résidu de lysine en position 99. 

La localisation de ces substitutions a pu être réalisée faci lement 

par simple comparaison des diagrammes d'é lu tion des peptides trypsiques de 

I'ALK-histone maléylée de Rat et  de Veau, fractionnés par chromatographie 

d'échange d'ions. 

Les deux types d'ALK-histone de chloroleucémie existent approxima- 

tivement en quanti té équivalente. 

De.; microhétérogénéités limitées ont é té également observées dans 

d'autres types d'histones. Dans l 'érythrocyte de Pou let, GREENAWAY et  

MURRAY (1 971) ont  ident i f ié deux formes de KAR-histone (a), I'une possédant 

la  glutamine en position 15, I'autre I 'arginine en cette même position. 

Récemment, dans l'embryon de Pois, PATTHY et a l .  (1973) ont mis en évidence 

deux formes d'ARE-histone, I'une avec une sérine en position 96, l 'autre avec 

une a lanine en cette même position . Des microhé térogénéi tés importantes 

apparaissent dans la KAP-histone de thymus de Veau, dont K INKADE et  C O  LE 

(1966) ont  pu'séparer quatre formes par chromatographie sur Amberl i te IRC-50. 

---------------------------------------------------------------------. 

(i) KAR-histone : histone riche en lysine, alanine et  arginine ou histone F V. 



Des études comparatives, réalisées en électrophorèse en ge l  de 

polyacrylamide sur les histones de Vertébrés, ont permis b PANYIM et a l .  

(1971) de mettre en évidence des variations importantes de mobi l i té électro- 

phorétique des histones trbs riches en lysine (KAP-histones). La mobi li té 

6 lectrophoré tique des histones de type ALK et  KSA varie légèrement, 

tandis que celles de la GRK-histone et  de l'ARE-histone ne varient pas, quel le 

que soit l'espèce. Cette dernière observation traduit la conservation de la 

structure primaire des histones de type GRK et  ARE au cours de l 'évolution. 

Cette conservation a été largement démontrée par l'étude de la structure 

primaire de ces histones dans plusieurs espèces animales e t  végétales : 

GRK-histone de Veau (DE LANGE et  al., 1969-a), de Pois (DE LAN GE 

e t  al., 1969-b), de Porc (SAUTIERE et al.,  1970-b), ARE-histone de Veau 

(DE LANGE et al., 1972), d'érythrocyte de Poulet (BRANDT e t  al . ,  1972), 

de Carpe ( H O 0  PER et  al., 1973), de Pois (PATTHY et  al., 1973). 

A l'opposé, les variations importantes dans la structure primaire des 

histones de type KAP déterminées par RALL et COLE (1 971), se reflètent 

dans les variations de migration é lectrophoré tique. 

En ce qui  concerne les histones de type ALK et KSA, la var iab i l i té  

de séquence suggér6e par CHALKLEY se trouve confirmée par nos travaux 

et  par ceux de D I X O N .  Par comparaison avec la séquence de l'histone 

homologue de thymus de Veau, la séquence en acides aminés de I 'ALK-histone 

de testicule de Truite déterminée par BAILEY et D l X O N  (1973) montre 

quatre substitutions e t  trois sites de délétion. Les substitutions sont localisées 

dans la position 6 où une thréonine remplace une glutamine, dans la position 87 

06 une val ine remplace une isoleucine, dans la position 99 où une glycine 

remplace une lysine e t  dans la position 128 où une alanine remplace une glycine 

Les trois dé lé tions observées sont ce1 le de la tyrosine en position 57, ce l le  

de I' isoleucine en position 78 et ce l le  de la séquence Ser - His - His en 

position 122 b 124. Enfin, il apparah un résidu de valine supplémentaire en 

position 125. Dans les 22 premiers résidus de la KSA-histone de Truite, 

CANDIDO etaL(1972-b) observent une délétion des résidus 9 e t  10 e t  trois - 
substitutions par rapport b la KSA-histone de Veau. 

Les substitutions qui interviennent dans la structure primaire de I 'ALK-  



histone de ch loroleucémie du Rat résultent de mutations simples des bases 

de I'ARN. Le remplacement d'un résidu de thréonine par un résidu de sérine 

relève d'une mutation sur la première base, ACU -+ UCU, ou sur la seconde 

base ACU -o AGU. D'un autre cÔt6, une mutation du codoq A A A  en 

AGA conduit à la substitution d'une lysine par une arginine. Par contre, la 

substitution d'une thréonine AC (A/G) en glutamine CA (A/G) dans 

I'ALK-histone de Truite ne résulte pas de la mutation d'une seule base de 

I'ARN ; e l l e  peut relever, soit d'une inversion AC (A/G) en CA (A/G), 

soit d'une double mutation AC (A/G) --c AA (A/G) -. CA (A/G) ou 

AC (A/G) -+ CC (A/G) -+ CA (A/G). 

IS nous reste à déterminer s i  les substitutions que nous avons observées 

dans I'ALK-histone de chloroleucémie sont liées à l'espèce animale ou  à 

la nature cancéreuse du tissu. L'étude de I'ALK-histone de foie de Rat devrait 

nous f ixer sur ce point .  II faut souligner que la GRK-histone isolée de tissus 

cancéreux : hépatome de Nov iko f f  ( WILSON et  al., 197q, cellules leucé- 

miques humaines (DESAI et al., 1970), chloroleucémie du Rat (SAUTIERE et al., 

1971), ne montre aucune variation de structure primaire par rapport à la 

GRK-histone de thymus de Veau. 

Dans l'ensemble, les histones sont des protéines très peu évolutives 

par comparaison avec les globines e t  les cytochromes. 

Sebn DICKERSON (1 969), I'évo lu tion des protéines obéi t  à des con train tes 

qu i  dépendent de la fonction qui leur est assignée. Par exemple, les acides 

aminés indispensables au fonctionnement des globines et  des cytochromes ne 

varient pas au cours de l 'évolution. II semble que la remarquable conservation 

de la séquence des histones soit imposée parce que la structure primaire entière 

est impliquée dans leur fonction biologique : cette fonction do i t  être essen- 

t ie l le .  En effet, comme l 'a  fa i t  remarquer HNILICA (1972), il n ' y  a pas de 

raison pour que les histones aient moins de chance que les autres protéines 

d'évoluer, mais le seuil  de tolérance au delà duquel une inh ib i t ion devient 

léthale est i c i  très étroi t .  

L'absence de spécif icité d'espèce et de tissu, la structure simple et  

l ' incapacité des histones à interagir sé lectivement avec l ' A D N  indique selon 

HN ILlCA la nécessité de la présence d'autres facteurs qui modulent I 'action 



répressive des histones (HN ILICA, 1972). Parmi ces facteurs, on compte 

les protéines non histones de la chromatine et I 'ARN chromosomal (ARN-c)(*). 

Ces deux facteurs, spécifiques des espéces et des tissus, seraient responsables 

d'une action spécifique dans le contrôle de l ' information génétique 

(BONNER e t  al., 1967) (WANG, 1971). 

Tous les éléments de la chromatine de nature chimique très diffé- 

rente interagissent e t  déterminent sa conformation. C'est de ces interactions 

et  de la conformation de la chromatine qui  en résulte que dépend la régula- 

t ion de l ' information génétique. Une variation de force ionique,par exemple, 

affecte les interactions entre les macromolécules nucléaires et modif ie à la 

fois la structure et l 'act iv i té  de la chromatine (BRASCH et  al., 1971) 

(CHEVAILLIER, 1971). D'autre part, le rôle de la conformation est i l lustré 

par  la différence d 'act iv i té  de transcription entre l'hé térochromatine et 

I'euchromatine. Ces deux formes de la chromatine qui renferment le même 

taux d'histones (FRENSTER et  al . ,  1963) ont des conformations différentes : 

I'hétérochromatine transcriptionnellement inact ive ou réprimée, apparaît 

sous une forme condensée, tandis que I'euchromatine transcriptionnellement 

act ive apparaît sous une forme étendue. 

TUAN et  BONNER (1969) on t  montré que, mise à par t  l'histone 

FI , les histones sont, dans la chromatine, part iel lement en configuration 

d'hél ice d. L 'ADN qui  neutralise les charges de la surface des histones, 

favorise cette conformation (JIRGENSONS et al.,  1965) (WAGNER, 1970). 

La confrontation des résultats obtenus par les méthodes physico- 

chimiques avec les connaissances de la structure primaire des histones sont 

d'un grand intérêt pour la compréhension des modèles possibles de la confor- 

mation de la  chromatine. La structure primaire des histones est caractérisée 

par une asymétrie de la répart i t ion des acides aminés basiques e t  hydrophobes 

(Figure 6). Dans les histones riches en arginine et  dans la  KSA-histone, les 

(R )  L'ARN-c découvert par H U A N G  e t  BONNER (1965) est relativement 
pet i t .  I I est constitué de 40 à 60 nucléotides (4 S) e t  est caractérisé 
par la présence de 5 b 10 p.  100 de dihydropyrimidine. 
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centres basiques, localisés surtout dans la région N H  -terminale de la 2 
chaîne polypeptidique, doivent permettre la f ixat ion de ces protéines sur 

les groupements phosphate de l 'ADN.  Les régions riches en résidus hydro- 

phobes favorisent la formation de I 'hél icect qui, par des liaisons de type 

London et Van Der Wal ls sont le siège d'interactions entre protéines 

(BOUBLICK et  al., 1971). 

En représentant la mo lécu le de GRK-histone en configuration 

d'h6 l i ce&  et  en appliquant la règle de PROTHERO ( i) ,  BRADBURY et 

CRANE-ROBINSON (1971) ont pu observer que les séquences 49 b 53, 56 

à 65 et  85 à 90 peuvent être effectivement sous la forme hélico5'dale. Dans 

cette hypothèse de structure secondaire BRADBURY e t  CRAN E-RO BINSO N 

soulignent aussi la présence d'une séquence où alternent des acides aminés 

acides et  basiques : Arg 45, G l u  52, Lys 59, G l u  63, Arg 67, G l u  74, 

Arg 78, Asp 85, A rg  92. BRADBURY et  CRANE-ROBINSON on t  réalisé 

la même étude pour la KSA-histone. 

Ces considérations théoriques déduites de la séquence en acides 

aminés des histones GRK et KSA ont 6té confirmées par l'étude des spectres 

de RMN de ses protéines effectuée par BOUBLICK et  a l .  (1970-a) et  

BOUBLICK et  a l .  (1 970-b). 

Nous inspirant du travai l  de BRADBURY, nous avons représenté 

la molécule dlALK-histone en configuration d'hél ice q (Figure 7). Quatre 

régions de la séquence de I'ALK-histone présentent une probabi l i t 6  de 

structure en hé l i ce4  . II s'agit des séquences 40 à 45, 5 0  à 70, 91 à 107 

et 1 11 à 1 15. Ces séquences sont particulièrement riches en résidus hydro- 

phobes (Ala, Val, Leu). La prol ine en position 48 provoque la 'rupture 

d'une hél ice qui existerait du résidu 40 au résidu 7 0  ; il en est de même 

de la prol ine en position 109 dans un éventuel segment hé licol'dal du résidu 

91 b 115. 

Il faut noter que les substitutions qui interviennent dans I 'ALK- 

histone de chloroleucémie du Rat sont de type conservatif e t  ne modif ient 

( i )  Un segment de c inq  résidus dans une chaîne polypeptidique peut 
prendre la conformation hélicofdale s i  trois de ces résidus sont 
l'alanine, la valine, la leucine ou l 'acide glutamique (PROTHERO, 1966). 



Surface de la GRK-histone Surface de 1' ALK-histone 

en configuration hélice a en configuration hélice a 

(BRADBURY) 

rr 

R6gion susceptible de prendre la configuration h4 licofdale. -. Acide amine qui favorise la formation de lNhblice a. 
RBsidu de proIfne qui provoque Io rupture de I'hdlice a. 



pas la conformation et les propriétés de la molécule. 

D'autre part, les histones riches en arginine présentent entre elles 

des similitudes de séquence (DE LANGE et  al., 1971). 1 1  est remarquable 

que, mise b part la délétion de la glutamine en position 6 dans I 'ALK- 

histone, i I existe une identité parfaite de la séquence des neuf premiers 

résidus de I'ALK-histone et  de la GRK-histone. O LSO N et a l .  ( 1972) 

observent que cette similitude s'étend jusqu'au résidu de lysine 1 6  mise à 

part la substitution de I'arginine 11 par une leucine et  la délétion des 

résidus de glycine 13 et  14. Or, cette séquence correspondrait à un site 

de f ixat ion de ces histones sur I ' A D N  (DE L A N  GE et al., 1969-a) 

(SUNG e t  D IXON,  1970). L'importance de ce site ressort des travaux 

sur I 'acétylation des histones. 

L'acétylation de la fonction E-aminée des résidus de lysine a 

été observée pour la première fois par ALLFREYetson groupe (GERSH EY et al.,  

1968) (VIDAL1 et  al., 1968) et par DE LANGE et a l .  (1968) dans les 

histones de thymus de Veau. Ayant observé que I 'acétylation des histones 

réduit leur capacité à inhiber la synthèse de I 'ARN in  vitro, ALLFREY et a l .  

(1 964) on t  suggéré que I1acétylation des histones est une condit ion pr6alable 

à l 'act ivat ion des gènes. Mais, bien que I 'acétylation des histones a i t  été 

observée dans différents systèmes où les gènes sont activés : dans les lympho- 

cytes après stimulation de la mitose par la phytohémagglutinine (PO GO 

et  al., 1966), pendant la régénération du foie de Rat (PO GO e i  al.,  

1969) et  dans les testicules de Truite en spermatogénèse (SUNG e t  DIXON,  

1970), la corrélation entre I 'acétylation des histones et la synthèse de 

I'ARN reste à démontrer. Le blocage par acétylation de la  fonction €-aminée 

des résidus de lysine modif ie les interactions histones - A D N  : c e c i  semble 

confirmé par la condensation de la chromatine des érythrocytes en maturation 

chez l 'oiseau, tandis que diminuent simultanément I'acé ty lation des histones 

et  l 'act iv i té  de transcription (ALLFREY, 1970). De plus, selon C A N  DlDO 

et  D l X O N  (1 971), la modif ication des interactions histones - A D N  jouerait 

peut-être un rôle dans l ' in i t ia t ion de la répl icat ion ou de la transcription 

qui peuvent nécessi ter un "démasquage" de portions de I ' A D N .  Ces auteurs 

observent que I 'acétylation porte sur des acides aminés qui  se trouvent dans 



la region NH2-terminale tres basique (résidus 1 6 16 de la GRK-histone) 

qui correspondrait 6 un site de fixation de ces protéines sur l 'ADN 

(Tab leau X I  II). 

O n  peut remarquer que I'acétylation a été observée surtout dans 

les histones les moins évolutives (GRK et ARE-histones) auxquelles on 

attribue un rôle essentiel. Toutefois, CANDIDO et a l .  (1972-a) ont noté 

une ac6tylation du résidu de lysine en position 5 de I'ALK-histone de testi- 

cule de Truite et  des résidus de lysine 5, 10, 13 et 18 de la KSA-histone 

du même tissu (CANDIDO et al., 1972-b). 

Par contre, la substitution .de la thréonine en sérine dans I'ALK- 

histone 1 de chloroleucémie du Rat introduit un site potentiel de phospho- 

rylation, phosphorylation dont BALHORN et al. (1972) ont montré le 

I rôle dans l'activation de la mitose et l'augmentation de la vitesse de déve- 

loppement des tumeurs. 



TABLEAU X l l l  

ACETYLATION DES HISTONES 

d'espèce. (HOOPER et al., 1973) 

I 
00 

( i )  L'absence d'acbtylation peut être due b l'époque de la pêche, plutôt qu'a une difference 9 
1 

A LK 

nul  le 

- 
- 

Lys 5 

- 
- 

nul  le 

ARE 

Lys 14 et 23 

nul  le 

- 

Lys 1 4 e t 2 3  + 
Lys 9 et 18 
à Un degré plus faible 

nul le (R) 

probablement 
Lys 14 et 23 

- 

Thymus de Veau 

Embryon de Pois 

Thymus de Porc 

Testicule de Truite 

Testicule de Carpe 

Erythrocyte de Pou let 

Chloroleucbmie du Rat 

GRK 

Lys 1 6 (50 %) 

Lys 16 et 8 (6 %) 

Lys 16 

Lys 5 ,  8, 12 et 16 

- 
- 

Lys 16 (40 %) 



CONCLUSIONS 

Les travaux que nous avons réalisés sur I'ALK-histone de chloro- 

leucémie du Rat ont permis de mettre en 6vidence les points suivants : 

- L'existence de deux types dtALK-histone dans la chloroleucé- 

mie du Rat. 

- Une substitution intervient dans chacune des ALK-histones 

de chloroleucémie du Rat. 

- Les substitutions sont de type conservatif (Thr -, Ser et 

Lys 4 Arg) et ne modifient pas les propriétés physico-chimiques de la pro- 

teine. Par conséquent, il ne semble pas que ces substitutions puissent en 

modifier la fonction. 

- L'ALK-histone apparaît plus évolutive que la GRK- histone. 

- Comme I'ALK-histone de thymus de Veau, I'ALK-histone de 

chloroleuc6mie du Rat n'est pas ac6tylée. 
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CONTROLE DE PURETE DES PREPARATIONS D '  HISTONES . 
ELECTROPHORESE EN GEL DE POLYACRYLAMIDE A DH 2.7 

LtblectrophorBse des histones en gel de polyacrylamide est rbalisbe 

b pH 2,7 selon la techniaue r , de . 9 PANYIM ,&. ) .;A . jas&scgp: e CHALKLEY . . 3 .,,~,~d,e;-~ a (1969). 
' %+?% *$$&:, +$&$P ;?y"$$!%:< -- . ",&~d\ ?<:&ma%: 

A) Prbparation des solu tions 

Solution A : 9crylam ide 

sM6thylBne bis acrylamidrt 
r s u r  * .*,Ur 

tau distillbe q.s.p?@~~~+$ 

Solution B : 
--o.IO---- Acide acbtique glacial 

Temed (*) 

Eau distillCe q.s.p, 

 es solutions sonr conserv6es en flacons bruns (3 + 4OC, 

Solution --------_ C : prbparbe ex temporanbmen t 

Panu lfate d'ammonium 

B) Prbparation des gels (1 5 p. 100 d'acrylamlde - ur4e 2,s 

gels sont pr6parbs dans des tubes de verre (longueur t 120 
L;*-n'*L. 

diami,w Intbrfeur : 5 mm), soigneusement dbgraissés par un l a v a ~ e  au s"xg 
$..dg# 

dbterfiunf (farepol), suivi d'un lavase b l'acide sulfurique chaud. t4; $:% & 
* ". ,& 



Lu mélange suivant est prépare b O°C et b l'abri de la lumibre t 

Solution A 2 volumes 6 ml (*) 

Solution C 5 volumes 15 ml 

. 1,9 ml de ce mélange est introduit dans chaque tube en dvi tan t 

la formation de bulles d'air. Une goutte d'eau distillée est déposde dan 

chaque tube b la surface du mélange. La polym6risation du mélange 

s'effectue en 60 minutes b la température ambiante. La pellicule d'eau est 
' 

at'ors 6limin6e de la surface du gel b l'aide d'un papier filtre. 

C) Pré-ilectrophorése 

Une pré-dlectrophor8se est effectuée pendant une nuit dans un 

appareil Buchler dont la cuve est maintenue a + 10°C. Un courant de 

1,s mA/tube est fourni par une alimentation Shandon type Vokam. L'élec- 

trolyte est un tampon acide adtique 0,9 - M de pH 2,7. 

D) Préparation et ddpat des échan t i  l Ions d'histones 

1 mg d'histone est dissous dans 1 ml d'acide acdtique O, 9 - M - 
urde 8 - M. La solution est conserkée b + 4OC et utilisée 48 heures aprb pour 

la migration. 5 b 20 pg de protkin.e sont déposés. 

E) E Ise trop horase 

La migration dlactrophordtique est effectu6e dans un appareil . 

bch ler  dont la cuve est maintenue b + 10°C, sous une intensit6 de 

srt un tampon acide acdtique 0,9 - M de pH 2,7. 

F) Coloration . DdcolorOtion dso fiefs 

L.r gels sont colordr pendant 30 minutes dans une solution 

eau (1 r 2 r 7 ; v/v) et ddco lorés par lavages repétes sous agitation douce 

(.f Ln qwmti t4s  Ant indfqu(.. pow 12 p.k. 



. . . - 
avec te m t  lange aclde àc6tigue - tthanol - eau (1 : 2 : 7 ; v/v). 

HYDROLYSE DE L ' ALK-HISTONE PAR LA 

CARBOXYPEPTIDASE B 

7 mg (0, 5 ymole) d' ALK-histone sont dissous dans 0,9 m l  de 

tampon Tris 0,01 M pH 7,8 et  hydrolys6s b 37OC, sous agitation cons- - 
tante avec 0,01 m l  de solution de &rboxypeptidase B (rapport enzyme/ 

substrat = 1/20). Des fractions de 0.3 ml sont prélev6es aprhs 10 minutes 

0,01 ml  de solution de carboxvpeptidase B) est maintenu b 37'C, sous 

agitation constante. 

Les pr6 livements sont recueillis dans 2,s m l de tampon citrate 

trisodlque 0,2 - M pH 2,2 et congelés dans un mtlange de neige carbonique 1.1 

et  d'oc6 ton. pour être ensui te analysés avec l'Analyseur d'acide s amin6s. 

Un second prdlbvement de 0,3 ml effectué aprhs 10 minutes 

d'hydrolyse est acidifi6 avec 

- FRACTIONNEMENT DES HYDROLYSATS 

PAR CHROMATOGRAPHIE D ' ECHANGE 

- L 

Apds lyophilisation, I 'hydrolysat enzymatique est dissous dans * 

3 m l  d'acide formique b 30 p. 100. Ls mathriel .insoluble est 6Ilmln6 pot 



/ 

centrifu(iatTon. Le surnageant est dtlpssd sur une colonne de Chromobsads P (f) 

(130 x 0,635 cm) thrmostatée b 59.C et &quilibrde dans un tampon pyridine 

0,l - M - acide hrmique pH 2,9. Un &bit constant de 33 ml/heure est 

obknu b l'aide d'une pompe Milton-Roy e t  des fraction* deV5,5 ml sont 

col lactbes automatiquement. L'blution des peptides est r lklk~' '&ns un pre&er 

temps avec un gradient continu de pH croissant - pH 2 9 b pH 5,O -, et 

de molarittl croissante en pyridine - 0,1 A4 b 2 'M -. - - 
Ce gradient est obtenu avec un appareil Varigrad b 9 cellufes 

cylindriques contenant chacune 200 ml de tampon (Tableau 1). 

Apds le passage du gradient, l'blution des peptides de caractére 

basique est poursuivie pendant 24 heures avec un tampon pyridine 2 M - - 
acide acdtique pH 5,O. 

En modifiant le gonflement des grains de r&$fne, l'accroissement 

de la molaritb en pyridine (de 0, 1 - M b 2 - M) entrahe une augmentation 

de la pression du tampon sur fa colonne de rdsincr et le tassament de cette 

colonne. Avant de r&g&ndrer la rdsine par la soude 0,2 - N, il est donc 

n6cessaire de la replacer en tampon pyridine 0, 1 - M pH 2,9,  pour dviter 

les fortes pmsslons dommag~ables pour la colonne. II est meme rec0mmand4~ 

d'enlever Ici rbsine de la colonne et de refaire la co lonne apras chaque 

fractionnement. 

1 

0) Repdrage des peptides dans 1'6luat 

La rep6rage des peptides dans 1'6 luat s'effectue successivement 

par la rçaction b la ninhydrine et la reaction de SAKA GUCHl (arginine) 

' sur &z aliquotes de 0,32 mi pr6lev6as automatiquement dans chaque fraction. 

Une chafhe d'analyse Technicon Oquipie du manifold appropriQ Er chaque 

&action art utilis&e pour ce rsp6rage ( F i ~ t s s  1 et 2). La monta* permet 

l'analyse de 40 6chantillons b l'heure. Le temps de prdlbvament de chaque 

(thantillon est de 1 minute. Chaque pr6lévement dt6chontl lion est suivi 

d1un pri(bl8vement d'eau distillee pendant 30 secondes pour le rinçage du 
----c-n---------------------------c---.--.--------------------------- 

(*) Le r6slne Chremobeads P (Technicon) art une résine cationique type 
bowsx 50 X 2. 
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cirçut t d'analyse sr pour evi ter l'introduction de bu lies d'air dans le 

circuit d'analyse. 

1) Reaction b la ninhydrine 

a) Rdactif concentre a la ninhydrine 
--c-------------------- ----- 

Nous avons hydrolyse une quanti t6 de proteine relativement faible 

(4 ymoles), aussi avons-nous utilise un reactif concentre a la ninhydrine. 

Solution concen tr6e de ninhydrine ,'. 750 ml  

Solution d i  luQe de mbthylcelloso Ive 1 .O00 ml 

Le teactif est maintenu sous atrnosphére d'azote, dans un flacon opaque. 

- 1 - Solution concentree de ninhydrine -------------- --- 
Mb fhylce 1 loso Ive 500 ml  

Ninhydrine 15 g 

H ydrindan tine 1,125 g 

Tampon adta te  Na 4 - M pH 5,51 262,5 m l  

Cette solution est prbparée et conserv~e sous atmosphere d'azote dans un 

flacon opaque. 

- 2 - Solution dilutSe de m6thylcellosolve - - - - -  ----- ------ 
M6 thylcel loso Ive 1.500 ml  

Eau dis t i  l lbe 1.500ml 

Cette solution est prepcrr6e et conservee sous atmosphare d'azote, en 

flacon brun. 

b) Mode ------ oeeratoire ------- 
L'bchanttllon pdlevd est mblang6 au rdactif à la ninhydrine dans 

une bobine de dbtai. Le flux liquidien est fractionne par bulles d'azote. 

La progression du flux est assurde par une pompe @rista ltique. Après passage 

au bain-marie b 9S°C et refroidissement, le mblange r4actionnel passe 

dans un colorim&tre ob sa densfte optique est mesures 570 nm. 



21 RBaction de SAKAGUCHI 

La r6action de SA KA GUCHI adap tee a l'Au to-Ana lyseur 

Technlcon est ut i  llsee pour le reperage des peptides con tenon t de l'arginine. 

- 1 - Solution de N-bromosuccinimide (NBS) 
----------------ii--- 

Eau disti l l6e q. S. p. 1.000 m l  

Cette solution doit etre prdparbe extemporanbment et maintenue dans un 

flacon opaque. 

- 2 - Solution de 8-hydrox~-auinol4ine (8 H Q) 

Solution de 8-hydroxy-quinoléine 6 1 p. 100 
dans le mdthanol 20 m l  

NaOH 8 N - 
Eau distillée q. s .p. 

b) Mode op6ratoirc ------ -------- 
La6chantillon prélevé est dilué au demi avec de l'eau distillde 

e t  fractionn6 par bulles d'air. II passe dans une bobine de ddlai, ,luis il 

est mblangé avec la solution de 8-hydro~y-~uinoléine. II passe dans une 

seconde bobfne de delai a la sortie de laquelle il est me lange avec la 

so lution de N -bromosuccinimide. Aprés passage dans une troisieme bobine 

de delai, le melange réactionnel passe dans un colorimhtre 03 sa densité 

optique est mesurde b 505 nm. 

C.) Evapora tisn des pep tfdes 

Les fractions correspondant b un pic d'6 lu tion sont rassembl6er 

e t  6vapordes di sec b l'aide d'un Rotary Evapomix Buchler équipe d'un piege 

b neige carbonique. Chaque fraction peptidique est ensui te dissoute dans 

2 m l  d'acide acétique b 10 p. 100 et conservde b - 20°C. 



IV  - ANALYSE ET PURIFICATION DES FRACTIONS PEPTIDIQUES 

L'analyse des fractions peptidiques est effectuée par chromatogra- 

phie sur papier Whatman 3 MM suivie d'une électrophor&se. Les peptides l 
sont (ventuellement purifiés par l'une ou l'autre de ces méthodes en ut l l i -  1 
sant 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 
----mm--------- ------ 
de 18 heures) 

Bu tano 1- 1 750 ml 

Pyridine 500 ml 

Acide acb tique 

Eau d6sionisée - 600 ml 

2) Solvant butanol - acide acétiq_ue (chromatographie .......................... - 
descendante de 24 heures) 

Butano 1-1 

Acide acé tique 

Eau désionisde .75 ml 

B) Tampon d'é lectrophor&se 

La siSparation iSlectrophorétique des peptides est effectu4e dans un 

tampon pyridine - acide acbtiquc de pH 3,6, sous une tension de 2.200 volts, 

pendant 90 minuter. L'appareil u t i  lid est un ~ lac t ro~hora to r  Gi lson 

(moda le D 5.000 vo Its). 

Pyridine 

Acide acé tique 

Eau diSsionitée 



C) Colorationr des carter peptldtques 

1) Coloration a la nlnhydrine 
----LI----------- ----- 
a) Rdactif b la ninhydrine-cadmium (LIU et al., 1965) 
--------------a-- - 

Ninhydrine 10 EI 

A cd ton e 

Ac6tate de cadmium 

. Acide acdtique glac3al 

Eau disti l Ide 

b) Mode op6ratoire ' --------- 
Aprbs sbchage, par simple ventilation sous la hotte, les cartes 

peptidiques sont placbes pendant 1 heure dans une étuve b 100°C. E lies 

sont ensui te trempées dans le r6actif b la ninh~dr ine - cadmium et piac6es 

dans une 6tuve dont la température est progressivement d fevde jusqu'b 



b) Mode o~dratoire 
Le- -  - C I - -  

Apras s6chage par simple ventilation sous la hotte, les cartes 

peptidiques sont placdes pendant 1 heure dans une 6tuve b 100°C. Elles 

sont ensuite trempees dans le réactif a la ph6nanthrène-quinone et  séchées 

sous la hotte. Aprbs 20 minutes, l'examen des cartes peptidiques sous la 

lumière ultraviolette b 366 nm fai t  apparaftre les peptides con tenant de 

I'arginine sous forme de taches de fluorescence bleutee sur un fond bleu fon 

V - TECHNIQUES D ' ETUDE DE LA SEQUENCE EN ACIDES 

AMINES DES PEPTIDES 

A) Comaosition en acides aminds des ~eat ides 

La composition en acides amines d'un peptide est dtudiee après 

une hydrolyse acide (HCI 5,7 - N) et 6ventuellement après une hydrolyse 

enzymatique par I'aminopeptidase M pour la determination de l'asparagine 

et de la glutamine. 

1) Hydrolyse acide - ---- ------- 
Le peptide (0,2 b 0.5 ymole) est hydrolysd par 1 ml d'HCI 5,7 - N 

en prgsence d'une goutte de phénol b 1 p. 100 afin d'eviter la degradation 

de la tyrosine. Le tube est purge Ci I-'azote avant d'être scelld sous vide. 

L'hydrolyse est effectuee b llO°C pendant 24 ou 72 heures. La composition 

en acldes amines est determinde sur "n Autoanalyseur d'acides aminés. 

2) Hydrolyse - --- ear -----CI- I'aminopeptidase - -----O-- M 

Le peptide (0,2 b 0,5 ymole) est repris dans 0,s m l  de tampon 

btiarbonate d'ammonium 0,l - M à pH 8,0, Il est hydrolyse par I'amina- 

peptidase PÂ (*) (0,5 mg par pmole de peptide) pendant 48 heures à 40°C 

(-d) Aminopeptidate M (EC 3.4.1. -)(PO HM et HAAS). 



en présence d'une goutte de tolubne. 

L'hydrolyse est arretée par 0,l ml d'acide formique. L'hydrolysat 

est Avaporé, repris par 1 m l  d'eau distillée et dvapori de nouveau. 

Les acides aminds sont identifiés par B lectrochromatographie sur 

papier Whatman 3MM en présence de témoins Asp, Asn, Glu et Gin. En 

premibre dimension, une électrophorèse b 2.200 volts pendant 90 minutes 

dans le tampon pH 1,9 (acide formique 98 p. 100 - acide acitique - 
eau distillée ; 25 : 87 : q.s.p. 1 litre) permet d'étaler la zone de migra- 

tion des acides aminis neutres et acides. En deuxibme dimension, on 

effectue une chromatographie descendante pendant 24 heures dans le solvant 

butano l - acide acétique. 

L ' i  lectrochromatogramme est rév6 lé avec le réactif b la 

ninhydrine-cadmium. 

8) Détermination de l'acide aminé en position NH2-terminale. 

1) Dansylation d'un peptide (HARTLEY, 1970) ---- a--------- d ---- 
a) Réactif : ---- 

DNS-CI (1-diméthylamino-naphtalbne-5-sulfonyl) en solution 

dans I'acbtone anhydre (2,5 mg/m 1). Cette solution est préparée chaque 

mois et conserv6e b - 20°C et b l'abri de la lumibre, . 

b) Protocole : ----- 
Le peptide (1 O - 20 ni les) est prd levé et o lacé dans un tube 

Q5 x 5 mm). Apres évaporation a sec sous vide, en nce de soude en 

pasti ltes et d'anhydride phosphorique, le pH est amené b 8,5,  pH.néces3aire 

b la réaction de dansylation. Ceci est rdalisé par les opérations suivantes : 

addition de 10 p l  de bicarbonate de sodium 0,2 - M ; dvaporatlon b sec ; 

reprise par 10 y l d'eau distillde. Au besoin, ces opdrations sont rdpCItBes 

jusqu'à l'obtention du pH desird (vdrification avec le papier indicateur Merck) 

10 p l  de la  solution de DNS-CI sont aioutés et le tube est alors 

bouché, recouvert- d'une feuille d'aluminium et laissd une heure b 37'C ou 

3 heures b temp6rature ambiante. Le mèlange r6actionnel est évaporé b sec 



sous vide. Le pep tids est hydro lys6 avec 0,05 m l d' HC I 5,7 - N pendant 

18 heures b 105°C. L'hydrolysat est évapore b sec sous vide dans un dessi- 

cateur en présence de soude en pastilles. 

2) Identification du dansylamino-acide ------------------- mm---------- 

L1hydrolysat Bvapori b sec est repris par 10 p l  de solutian aqueuse 

de pyridine b 50 p. 100 (v/v). Nous utilisons des DNS-amino-acides tamoins 

en solution aqueuse de pyridine b 50 p. 100 (v/v). 

a) Plaques de couche mince de gel de sil ice -- ------------------- 
28 g de gel de s i  l ice (Kieselguhr G Merck) sont mis en suspension 

dans 60 ml  d'un mé lange eau disti llée - 6thanol absolu (55 : 5 ; v/v). 

La suspension est Btal6e sur 5 plaques de verre (20 x 20 cm) en une couche 

uniforme de 0,25 mm d'épaisseur. Les plaques sont sechées b temperature 

ambiante. Avant le dépaf des DNS-amino-aci-des, les p laques sont tracées 

et activées b 1 10°C pendant 1 heure. 

b) ----- Chromatoaraqhie - - m m - - - - - - - - -  mono-dimensionnelle 

.es bchanti l lons b étudier et les temoins dansylamino-acides sont 

déposes dans des couloirs de 1 cm de large traces perpendiculairement au 

sens d'etalement du gel (STEHELIN et al., 1969). Cette methode permet 

I'analyse simultanée de plusieurs ~ c h a n t i  llonr sur une m8me plaque. Elle 

permet aussi une identification pr&cise des bchanti l lons grâce b I 'uti lisation 

de temoins latbraux. 

Aprés 30 minutes de saturation , une chromatographie ascendante 

. est r6alisée dans le systésme solvant benzene - pyridine - acide acetique 

(16 : 4 : 1 ; v/v) pendant 90 minutes (DEYL - et al., 1965). 

S ' i l  est nbcessaire de s4parer Val, Leu et Ile, Sa plaque est r6aictivbe 

10 minutes à 1 10°C, tournes de 180°, mise en saturation 30 minuter et 

wumise b une seconde migration dans le syseme solvant chlorofome - 
tertio-butanol - acide acetique (60 : 40 : 0,2 ; v/v) qui separe ces dirives 

dans l'ordre : lle, Val, Leu, en 45 minutes. 



L'arginine qui reste au point de ddpôt dans le systame benziiine - 
- 

pyridine - acide acétique, migre dans te système toluane - 2-chloroéthanol - 
ammoniaque - eau (30 : 50 : 2 : 2 ; v/v) utilisé dans la même direction. 

c) C h r o m a t o ~ r ~ h i e  bidimensionnelle ----- ----------- 
Les systbmes solvants préconis4s par GROS et LABOUESSE (1969) 

ont été utilisés. 

Premihre dimension : saturation 30 minutes, migration 90 minutes. ---------- 
solvant : benzane - pyridine - acide acétique (1 6 : 4 : 1 ; v/v). 

Deuxième dimension : saturation 30 minutes, migration 120 minutes. ----------- 
La plaque est préalablement réactivde a 100°C, pendant 10 minutes. 

Solvant : tolubne - monoch loroéthanol - ammoniaque concentrée (6 : 10 : 4 ; 

v/v). Le sens de migration est perpendiculaire celui de la premiere migra- 

tion. 

C) Ddgradation de EDMAN (protocole de HARTLEY, 1970) 

La ddgradation récurrente de Edman libère I'acide aminé en posi- 

tion NH2-terminale d'un peptide sous fome de anilino-thiazolinone qui est 

ensuite cyc lisde en phényl-thio-hydantorne (PTH) et un peptide r6sidue 1. 

L'analyse de l'un ou l'autre des produits lib4rés permet trois ut i  Iisations diffd- 

rentes de cette technique. 

Etude du peptide résiduel : 

- Identification de t'acide aminé en position NH2-temin 

par ciansy fation. 

- Dlbten ration de la composition en acides anifn6s : c'est la 

mbthode soustractive 

P Identification des PTH amino-acides : 

afin de deteminer les positions respecti ves de I'acide aspartique et de 

l'asparagine dans up peptide qui contient les deux b la fois. . 



a) Rdactifs 
--.Lm--- 

Phényl is~thioc~anate (PITC) (Fluka purissimum p.o.) 

Pyridine (Prolabo RP) distitide sur ninhydrine (1 g/l) et sur baryte 

anhydre (10 g/l). 

Acide trifluoroacétiqls (TFA) (Fluka purissimum o. a. 1 - 
A d t a t e  de n-butyle (Merck p.a.). 

b) &de opératoire 
- - C I - -  -------- 

100 b 500 nanomoles de peptide en solution dans l'acide acétique 

h 10 p. 100 sont placées dans un tube Kimax et évaporb b sec b l'aide d'un 

Rotary EvapoMix Buchler. Le résidu sec est dissous dans 150 p l  d'eau 

distillée. O n  ajoute 150 p l  d'une solution de PlTC (*) b 5 p. 100 (p/v) dans 

la pyridine. La réaction de couplage est effectuée sous atmosphère d'azote 

a 45OC pendant 90 minutes. Le mélange est évapor6 b sec b 60°C pendant 

30 minutes, sous vide poussé (1 mm Hg) en présence d'acide sulfurique, 

de. soude en pastilles et d'anhydride phosphorique. Le rdsidu sec est dissou? 

dans 200 p l  de T FA et fa cyclisation et la coupure sont réalisées sous 

atmosphère d'azote h 4S°C pendant 30 minutes. Le TFA est ensuite chass6 

sous un jet d'azote. Le tube est ators placé b 60°C pendant 10 minutes 

sous vide poussé (1 mm Hg), en prdsence de soude en pastilles. Le résidu 

sec est dissous dans 200 p l  d'eau distill6e. La thiarolinone est extralte 

avec deux fois 1,5 m l  d'achtate de butyle\ sature d'eau. La phase aqueuse 

est bvapor6e, reprise par de l'eau distillde et avant d'effectuer un nouveau 

cycle de dégradation, une fraction est pré levée en vue de l'étude du 

peptide rdsiduel. 

c) Identification des PTH-amino-acides 
-p--- -e-- - -*--- - - - - - - - - - - - - - - - - -  

L'extra1 t ac4tate de butyle est Bvapord a sec. Le résidu sec est 

repris par N O  p l  d'HCI 1 N et porté h 80.C pendant 10 minutes : la thiazo-' 

linone est convertie en ~ f ~ * a m i n o - d & s  par ce traitement. Après (vapara- 

tfon de I'HCI, le PTH-aak-addes est dissous dans du m6thylcellosolve pour 

-------------------------------------------------------------------- 
(i) Cette solution est pdparie extemporandiaemt en m l  longeant 50 p l  de 

QtTC af ? m i  ds pyrldlna. 



8tre identifié par chromwtographie ascendante sur couche mince de gel de 

silice dans le systame solvant E de EDMAN et SJOQUIST (1956). Le 

PTH-anino-acide est d6posé entre des tdmoins. 

Systeme solvant E --------- 
Acétate de butyle 97 ml  

Eau disti Ilée 3 ml 

Laisser sous agitation une nuit ; laisser décanter et f i l trer la phase supérieure 

sur un papier filtre. 

Ajouter : 4 ml de formamide (Fluka) 

3 ml d'acide propionique (redistillé Ei reflux pendant 

Md langer pendant 2 heures. N e  pas saturer la plaque avant la 

chromatographie. Migration : 45 minutes. 

Les PTX-amino-acides apparaissent en bleu foncé sur la fluorescence 

verte de ta plaque imprégnée d'un indicateur de fluorescence (plaques 

Kieselgel F 254 - Merck). 

D) Détermination de l'acide amine en position COOH-terminale 

1) O Hydrolyse --- ear ---_------- les carboxyeeetidases - ------------ A et B (*) 

a) Pr€yaration de la solution carboxyyeptidase A - --------------- ------ 
La solution de carboxypep tidase A est préparee .en lavant O, 1 m l 

de la suspension d'enzyme cristallisé 4 fois avec 2 m l  d'eau disti l l6e glacée. 

L'enzyme est a lon dissous dans 1 ml d'une solution de LiCI à 10 p. 100 

dans le tampon bicarbonate d'ammonium 0,l - M pH 8,O : la concentration 

d'enzyme est approximativement 2,s mg/m 1. 

b) - Hyd~olyse et identification des acides am iri6s li bér6s ----------------------- 
0,25 b 1. ~ m o l e  de peptide est dissoute dans 0,5 m l de tampon 

bicarbonate d'ammon5um 0,1 - M pH 8,O et hydrolysGe ti 40°C par les 

carboxypeptidcises A ou B ou par le m6langle des deux enzymes, pendant des 

temps gbn4ralemen t compris entre O et 6 heures. 
. 

- .  
(2) Rapport ~nzrme/~ubstrat  0,25 mg/pmote. ' 



L'arrêt de l'hydrolyse est obtenu par acidification de t'hydrolysot 

avec O, 1 ml  d'acide formique. L'hydrolysat est alors lyophilis8. t e  ou les 

acides aminds libérés sont identifiés avec l'Analyseur d'acides aminés. 

2) - Hydraz ------- i no lyse -- 
L'hydrazinolyse a 6té utilisbe soit seul6 soit apds hydrolyse des .. 

peptides ou de l'A LK- histone par la carboxypeptidase B. - 
Réactifs : -.- - - 

Hydrazine anhydre (97 p. 100, Matheson) 

Benzaldéhyde 

Ether privé de peroxyde et saturé d'eau 

Mode op4 ra toi re : 
- - - - - - m m -  

200 & 500 nanomoles de peptide sont prélevdes dans un tube Kimax 

(100 x 10 mm) et sont lyophifis6es. Le peptide est repris cinq fois par 0,5 ml  

d'HCI O, 1 - N pour 4liminer toute trace d'acide acétique. On  OIvapore de 

nouveau et le &sidu sec est place 48 heures dans un dessicateur sous vide 

en présence d'anhydride phosphorique et de soude en pastilles. 0,s ml 

d'hydrazine anhydre sont ajoutes et le tube de rdaction est introduit dans 

un tube de verre pyrex qui est ensuite scellé. L'hydrazinolyse est effectuée 

pendant 16 heures b 80°C. 

Le me lange r4actionnel est Bvapord sous vide en presencs d'acide 

sulfurique concentrd et  d'anhydride phosphorique. Le résidu sec est repris 

par 1 m l  d'eau distillée, OIvaporé & sec et repris de nouveau par 1 m l  d'eau 

distiflde. La solution est extraite trois fois avec 1 m l  de benzalddhyde et 

deux fois avec 1 m l  d'6ther. (mathode de NIU et FRAENKEL-CO MRAT, 

1955). La phase aqueusa'sst s6parée de la phare ol~ganlqucr par centrifuacrtion. 

A p r h  la dsrnibre extraction, la phase aqueuse est évapor6e b sec. 

L'acide amin4 liber6 est identifid sur Autoanalyseur dsacides amines. 
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