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1. Introduction 

In addition to the five histones common to most 
vertebrate species, a specific histone (histone H,)* 
occi~rs in the nucleated erythrocyte of bird, amphib- 
iari. reptile and fish. Tliis histone has been isolated 
froiii cliicken erytlirocytes and described by Neelin et 
al. 1 1 J and Hnilica 121. 

llistone lis is tliouglit to be synthesized in place 
p f  ri certain eniotint o f  Iiistone H I  in mature chicken 
cryll~rocyte, sinçc tlie two histones together equal tlie 
i~sii;il aniount of Iiislonc t-II present in the other tissues 
13 1 .  Al thougli relatcd to each other by their solubility 
I I I  5% pwdiloric acid or triçhloracetic acid and by tlieir 
triolecular sizc, tlic Iiistones IlI and II5 difrcr marked- 
ly by tlicir amino-acid composition and particularly in 
their argninc con tcnt [4,5]. 

The amino acid sequence of the N-terminal frag- 
ment obtained by cyanogen brornide cleavage of the 

* 'Tlie iicw Iiistonc noiiicnclature used hcre w ü s  accepted by 
tlic ~)articil>ants ai tlic CI13A Poundation Symposium on 
tlic Structure aiid 1:unction of Chroniatin. Apr~l 3-5, 
1974. Tliis ncw noiiicnclature wliich lias bcen proposcd 
to tlic appropriiite international nomenclature çommittce 
is as li)llows ( i ~ r  eacli Iiistone where the previous naines 
arc aiven in brackcts:ll, (I:, ,1 ,  KAP); 1 - 1 , ~  (I . ,a , ,  l lb ,  , 
ALK); I I , B  (I:,l1, 11b2, KSA); H, (I;,, III, ARK); H, 
(I;,:I,. IV, GRK) and I I ,  (I:,c, V, KAS). 

** Al)/)rc,viatioris: 'îP<'K, L-(1-tosylamido-2-plicny1)-etliyl 
clilorornctliyl kctonc. NBS, N-broinosuccinimide. PTH. 
I'hcnylthioliydantoin. 

North-llolland hblishing Company - Amsterdatn 

protein was determined by Greenaway and Murray [6]. 
Moreover, structural studies on the tryptic and ther- 
molytic peptides of histone Hg were reported by 
Greenaway [7]. 

The amino-terminal sequence of the histone H, 
has now been extended up to  the 7 0 ~  residue. This 
sequence was determined from data provided by 
tryptic and chymotryptic peptides, by NBS** frag- 
ments, and by the automated Edman degradation of 
the C-terminal fragment obtained by cyanogen bromide 
cleavage of the histone. 

2. Materials and methods 

Histone Hg was prepared as described previously 
[4,S]. The purity of the protein was assessed by elec- 
trophoresis in polyacrylamide gel according to Leboy I 

[8]. The amino acid composition was established on 
1 

24 hr and 72 hr hydrolysates. 
Cyanogen bromide cleavage and the separation of I 

the fragments of the protein were performed as re- I 

ported previously [9]. A further purification of the I 

C-terminal fragment CN-2 was achieved by prepara- 
tive electrophoresis in vertical slab gels using the same 

l 

conditions as for disc electroplioresis. The automated 
l 
1 

Edman degradation of this fragment was carried out 1 
in a SOCOSI mode1 PS 100 Sequeiicer, with the l 
Quadrol method. 

NBS cleavage of histone Hg was performed at 
room temperature, using 21 pmol of NBS per pmol l 

l 
of protein [ l  O]. The reaction was monitored spectro- 

l 
195 1 

l 
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photometrically at 260 nm. The fragments were . 
separated by chromatography on CM-cellulose 
(Whatman CM-52), equilibrated in 0.125 M sodium 
acetate buffer, pH 4.3 and eluted witli a linear gradient 
of NaCl (0-1 M) in the sarne buffer. The peptides were 
desalted by gel filtration on Sephadex G-10, equilibrat- 
ed and eluted in 0.01 N H a .  

Tlie maleylation of histone Hg was carried out at 
pl1 9.0 and 0°C in O. 1 M K2 HP04 witli a ten-fold 
riiolar cxccss of inalcic anhydride per mol of free 
ütiiinogroup. Aftcr onc Iir, tlie maleylated protcin was 
cxhaustively dialy~cd against 0.1 M NH4 HCOJ buffer 
at ptlX.0, and liydrolyzed by TPCK-treated trypsin 
for 4 Iir at pH 8.0 and 37°C using an enzymelsubstrate 
ratio of 1 :50. After demaleylation [ I l ]  the tryptic 
peptides were fractionated on Chromobeads P column 
(Technicon) with pyridine formate and pyridine acetate 
buffers [12]. 

Chymotryptic hydrolysis of histone Hg was carried 
out at 37OC for 1 hr in 0.1 M NH4HC03 buffer, pH 
8.0 with an enzyme substrate ratio of 1 :50. The chymo- 
tryptic hydrolysate was fractionated on Sephadex 
G 2 5  F, equilibrated and eluted with 0.01 N HCI. 
Further purification of tryptic and chymotryptic 
peptides was achieved either by paper chromatography 
or paper electrophoresis or both methods, as described 
previously [ 1 31. 

The Edman degradation of tryptic and chymotryptic 
,)eptides was performed manually using Sequanal grade 
rcagcnts (Pierce). Tlie Edman degradation was used 
either witli direct identification of the phenylthiohy- 
daiitoin (l'TI 1) dcrivütivc [ 141, or in association with 
tlie tlansylation riiethod of Gray and Hartley [15]. 
In some cases, tlic reriioved residue was identified by 
ariiino acid analysis of the remaining peptide. 

PTH-histidine and PTH-arginine were identified by 
tu& voltage electroplioresis (2 200 V, for one hr) on 
Wliatinan 3 MM paper at pH 3.6 (pyridine-acetic 
acid--water, 1 : 10: 289, v/v), followed by specific 
staining respectively with the Pauly reagent and the 
plienantlirene quinone reagent [16]. The dansyl- 
amino acids were separated as described by Stehelin 
and Durantoii [17]. 

3. Results and discussion 

The amino acid composition of histone Hg is shown 
in table 1. Based on phenylaianine as one residue, the 

total number of amino acid residues presetit in tlie pro- 
teiti is 197. T l ~ e  data supported by the sequence studies . 

establish witliout arnbiguity the presence of three tyro- 
sines an9 of three histidines. Moreover, the calculated 
mol. wt, (21 450) is now quite comparable to  the 
values (close to 21 OOO), obtained with light scattering 
[4], sedimentation equilibrium [ l  81 and polyacryl- 
amide gel electrophoresis in SDS [19], and unpiiblished 
observations of M. Champagne. This reskilt is not in 
agreement with our previous calculations [9,20] rior 
with tliat of Greenaway [7]. 

Tlie cyanogen bromide cleavage of the protein, 
wliich contains only one residue of niethionine, releas- 
ed two fragments CN-1 and CN-2, of which the 
amino acid compositions appear in table 1. The sequence 
of the fragment CN-1 which constitutes the N-terminai 
part of the histone molecule has been established by 
Greenaway and Murray [ 6 ] .  The fragment CN-2 lack- 
ing homoserine is obviously the C-terminal part of his- 
tone Hg. The automated Edman degradation d o w e d  
us to carry the sequence determination on that frag- 
ment through 21 steps (table 2). 

The limited results obtained after the cyanogen 
bromide cleavage of histone Hg led us to cleave the 
three tyrosyl bonds of the protein with N-bromo- 
succinimide. Four peptides Were obtained and separat- 
ed on CM-Cellulose. The peptide in C-terminal posi- 
tion in the protein can easily be identified by its low 
absorbance at 260 nm, since it does not contain the 
dienone spirolactone resulting from the action of the 
NBS on the tyrosine. The amino acid composition of 
this peptide (peptide NB-4) is given in table 1. The 
N-terminal sequence of tlie NB--4 was determined 
as Lys--Val-Gly. The automated Edman degradation 
could not be carried on beyond the glycyl residue. 
This blocking is likely due to the bromation of the 
histidyl residue which comes next after the residue 
Gly, asdemonstrated by sequence work on the 
chymotryptic peptide Ch-7 (table 2). However, by 
heating the fragment NB-4 at 80°C for 1 hr, a 
partial cleavage of the histidyl bond occurs. Seven 
steps of the manual Edman degradation, on  that 
heated fragment aiiowed us to establish the N- 
terminai sequence (12 residues) of the peptide NB-4. 
This sequence was confirmed with sequence work 
on chymotryptic peptide Ch-7 (see below). In the 
tryptic hydrolysate of the maieylated histone we 
have identified five peptides Tm-1, Tm-2, Tm-3, 
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I'able 1 
Ainino acid composition of the chicken erytlirocyte histone H, and of its 

CN- and NB- fragmentsa 
- --- -- 

Ilistonc H ,  Fragments 
CN-le CN-2 N B - 4  

in011 100 niol (';ilculated Calculated rcsiduesb 
residucîb 

February 1975 

Tlir 
Ser 
Glu 
Pro 
GlY 

Asp 1.51 3.02 O 3.1 3 ( 3) 3.03 ( 3) 
Tlir 3.02 6.02 ( 6) 2 4.13 ( 4) 4.08 ( 4) 
Ser 11.89 23.71 (24) 6 21.23 (21) 16.55 (17) 
Glu 3.83 7.65 ( 7) 2-3 5.2 ( 5) 2.54 ( 3) 
Pro 7.84 15.64 (15) 4 9.87 (10) 9.89 (10) 
G ~ Y  4.95 9.87 (10) O 9.1 i 9) 7.22 ( 7) 
AIa 15.86 31.62 (31) 4 25.27 (25) 23.65 (23) 
Val 4.18 8.18( 8) 2 5.68 ( 6) 5.88 ( 6) 
Met 0.44 0.87 ( 1) 1 
Ile 

O 
3.03 

O 
6.05 ( 6) O 4,98 ( 5) 2.15 ( 2) 

Leu 4.30 8.57 ( 8) 2 6.3 ( 6) 5.79 ( 6) 
TY r 1.47 2.93 ( 3) 1 1 . 9 3 ( 2 )  O 
Phc 0.5 3 l.OO( 1) O 1.15 ( 1) 1.00 ( 1) 
LY s 24.61 49.06 (49) 3 45.37 (45) 42.05 (42) 
1 lis 1.50 2.99 ( 3) 1 1.97 ( 2) 
Arg 

d 
1 1,03 22.00 (22) 3-2 21.46 (21) 17.25 (17) 

- 
99.99 197 31 165 

Lyu/Arg 142 2.23 
Raïic/acidic 7.4 3.5 8.5 1 O 
N-tcriiiinal Ulockcde Blocked Ile 
<'-icriiiinal Lys 

LY s 

-. 
H se 

- -_____ LY s LYS 

' CN- and NB- fragments obtained respectively by cyanogen bromide and N-brome- 
ui~cciiiiinide cleavage of the protein. 

" Niilliber in parentlieses is the nearest integer. ' 1)at;i taken froni refcrences (61 and [9]. 
tl . I'lic Iiistidyl residiic is chemically modified during the NBS-cleavage and is not 

rccovcred in tlic ainino acid analysis. 
" 1 lowevcr 15% of the inolecules are found to have threonine as the N-terminal 

;cinino acid. 

Tm- 4 and Tm S* (table 2), which occur in the N- 
terminal part of tlic fragment CN-2. Tm-3 (16 
rcsidues), wliicti contains the methionyl residue, 
ovcrlaps tlie fragiiiciits CN -1 and CN-2. The place- 
iiicrit of' tlic pcptidcs Tiii-4 and Tm-5 is consistent 
witli the data provided by the automated Edman 
degradation of the fragment CN-2. 

Iii  tlie onc-hour chyniotryptic hydrolysate of the 
histone Hs we have identified three peptides Ch-5, 

* Tliese peptides are numbered according to their position 
in the sequence of the protein. 

Cli-6 and Ch-7, which allowed us to extend the 
N-terminal sequence of the protein up to the residue 
70 (table 2). Since the peptide Ch-5, Ser-Ile-Gln- 
Lys-Tyr, overlaps a part of the sequence of the frag- 
ment CN-2 established with the automated Edman 
degradation, it must be placed as written. 

The peptide Ch-6, Ile-Lys-Ser-His-Tyr, contains 
the third tyrosyl residue of the histone molecule. Its 
position, adjacent to the peptide Ch-5 was deduced 
from the comparison between the amino acid com- 
positions of fragments CN-2 and NB-4. 

The N-terminal sequence of the peptide Ch-7 has 
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1. Introduction tion. The histone Hg was hydrolyzed at 37OC for 18 
hr in 0.05 M ammonium bicarbonate, pH 8.0, with a 

ln the frrst paper of this series we have presented staphylococcal protease** at an enzymelsubstrate 
the N-terminal sequence (70 residues) of the chicken ratio of 1: 30. 
erythrocyte histone Hg * [ l  1. We report here the The hydrolysate was fractionated on Sephadex 
sequence of 25 residues around the only phenylalanyl G 5 0  F, equilibrated and eluted with 0.01 N HCl. 
residue preknt in the histone Hg. This region rich in Further prirification of the peptides was achieved 
hydrophobic residues, shows a strong analogy with either by paper chromatography or paper electro- 
the sequence adjacent to the phenylalanyl residue phoresis or both methods as described previously 
106 in the Rabbit thymus lysine-rich histone (RTL3) [3]. 
121. The sequence data were obtained from a tryptic 
peptide of the maleylated protein, and from peptides 
obtaiaed by hydrolysis of the unmodified protein 3. Results and discussion 
with cliyniotrypsin and a staphylococcal protease. 

In the tryptic hydrolysate of the maieylated his- 
2. Materials and methods tone a peptide containing the only phenylalanyl residue 

present in the protein was identified. This peptide 
Al1 materials and methods were essentially as (20 residues) has the following amino acid composition: 

reported in the earlier paper with the following addi- Thr, Serz, Glu, Ala3, Valz, Leu3, Phe, Lysz, Arg. The 
sequence of the first sixteen residues was established 

* Tlie new Iiistc)iic iioincnclature uscd here was accepted by 
by the automated Edman degradation (table 1). 

tlie p;irticlp.itits .il tlic C'IBA Foundation Symposium on The remainder of the sequence was deduced from 
tlic Structiirc :ilid I.iinction of  Chromatin, April 3-5, the data provided by the peptide Pr-2 isolated from 
1974. This ~ i c w  no~iienclature which has been proposed to the staphylococcd hydrolysate of the protein. This 
the appropriatc intern;itional nomenclature committee is peptide has the following composition: Asp, Ser3, Gly, 
as follows f o r  c;icii Iiistone where the previous names are Alaz, Leu, Phe, LYS, Arg. The sequence of the fîrst 
given in hraçkets: II, (l:, , 1 ,  KAP); H,A ( F z a z ,  Ill,,, ALK); 
H2B (I:2bi lit>?+ U A ) ;  I I ,  (F3 ,  111, ARK), H4 ( F Z a l ,  IV, seven residues was as follows: 

GRK) and I I ,  (1:,(-, V, KAS). 
** The stüphylococcril protcase isolated from Staph.vlococcus Ala-Gly-Ser-Ser-Phe-Arg-Leu-(Asx, Ser, 

aurerrs straiii VU wau ü generous gift from Dr G. R. Drapeau. Ala, Lys) 

300 North-Holiand Publishing Company - Amsterdam 
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Due to a low recovery of this peptide no further cleavage of the histone HS , contains six leucine residues 
sequence work could be carried out. However, this already positioned [l] ,  it is obvious that the peptide 
peptide allows us to localise the last of the three Ch-1 overlaps the N-terrninal part of the tryptic 
rcsidues of aspartic acid present in the histone HS peptide Tm (table 1). 
close to the phenylalanyl residue. The peptides Ch-2, -Lys-Gln-Thr-Lys-Gly- 

Frorn the same hydrolysate we have isolated the Val-Gly-Ma-Gly-Ser-Ser-Phe, and Ch-3, - k g -  
peptide Pr- 1 and its two derived peptides Pr- 1 a Leu-, overlap the C-terminal part of this peptide Tm 
and Pr-lb. The peptide Pr-1 overlaps the median (table 1). 
part of the tryptic peptide (table 1). The presence Thus we have deterrnined in the chicken erythro- 
of the peptides Pr- 1, Pr--la, Pr-1 b and Pr-2 in cyte histone Hg a sequence of 25 residues, which 
the staphylococcal protease hydrolysate led us to includes the only phenylalanyl residue present in the 
question the purity of the enzyme preparation. histone molecule. 

Anlong thc th.ree proteases produced by the strain This sequence is in excellent agreement with the 
V8 of Stap/~.yloc.occ.rrs attreus [4,5], one has been partial results abtained by Greenaway [8] on tryptic 
shown to have a specificity limited to glutamyl bonds and thersnolysin peptides of the histone Hs. 
in ammonium bicarbonate or ammonium acetate A striking analogy can be observed (table 2) by 
buffers [6,7]. comparison of this sequence with the sequence adjacent 

The results that we have obtained clearly indicate to the phenylaianine residue 106 in the rabbit thymus/ 
that the 'Glu-specific protease' was contaminated by lysine-rich histone (RTL3) determined by Jones et 
a protease which exhibits a thermolysin like activity, al. [2]. 
since bonds such as Aia-Ala, Gln-Thr, and Gly-Aia 
present in the peptide Tm were split. 

Only three of the chymotryptic peptides called Acknowledgements 
Ch- 1, Ch-2, and Ch-3 are critical to the purposes 
of this report and will be described here. We are grateful to Dr Policard, Socosi, 94000, 

The sequence of the peptide Ch- 1 was found to Saint Maur, France, for the automated Edman degra- 
be : dation and to  Mrs D. Belaïche-Mayeur and M. J. 

Dupire-Ceulenaere for their skiliful technical assistance. 
Ser-Ile -Arg-Arg-Leu-Leu The work was supported by a grant 72 7 05 05 fram 

the Délégation Générale à la Recherche Scientifique et 
A derived peptide witli only one leucine was also Technique. 
identified in the chymotryptic hydrolysate and its 
structure is: 

Referenw: Ser-Ile -Arg-Arg-Leu 

[ 1 ] Preceding paper. Since we know from the amino acid analysis that [2]  Jones, C. M. T., Rd, S. C. and Cole, R. D. (1974) J. Biol. . 
the fragment NB- 4 obtained by N-bromosuccinimide Chem. 249,2548-2553. 
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Kcccivcd 21 lanuüry 1976 

1. Introduction 

In our ~xcvious papcrs [1,21 we Iiavc prescnted 
tlic N-tcriiiinal sccliiciicc (70  iesiducs) of the cliicken 
crytlirocy tc liistoiic 1 IT, aiitl a sequencc of 25  residues 
aiouiid tlic oiily plicny1al;iiiyl residuc present in tliat 
prolciii. Tlic aiiiitio acid scquence of tlic Iiistonc l is  
lias iiow hccn cxtciitled iip t o  the I l  1 th residuc. The 
scqiic~icc was dcteriiiiiicd froiii data providcd 1)y the 
1)cptitlcs ohtaiiied by Iiydrolysis of the proteiii or 
of ils carlwxy-tcrniitial fragiiiciit NB-4, with trypsiii, 
Iliciiiiolysiii aiitl diliitc iicctic acid. 

2. Materials and metliods 

NI  iiiatcrials and mctliods wcre cssentially as 
dcscribcd l>rcviously 1 1,21 with the following addi- 
tioiis. Tlic Iiistonc f l5 was Iiydrolyzed at 1 0 5 " ~  
for 6 Ii witli 0.25 M acetic acid (10 nig protein/ml 

acetic acid). The hydrolysate was fractionated on  
Sephadex G-50 F equilibrated and eluted with 0.01 N 
tiC1. On the other hand the histone H5 was bydrolyzed 
at 37°C for 4 h in 0.1 M ammonium bicarbonate 
pH 8.0 witli trypsin at an enzymelsubstrate ratio of  
1 : 100. The hydrolysate was fractionatcd on  
Chroinobeads P colun~ii (Technicon) with pyridine \ 

formate and pyridine acetate buffers [3]. Further- 
more, the C-terniinal fragment N B ~  (142 residues) 
obtained by NBS** cleavage of  the protein [ I l  
was hy drolyzed at  40°C for 2 h in 0.1 M ammonium 
bicarbonate pH 8.0, with therniolysin at  an enzyme/ 
substrate ratio of 1 : 100. The hydrolysate was 
fractionated on Sephadex G-25 F equilibrated and 
eluted with 0.01 N HCI. The fractions containing the 
sniall peptides ranging fronl di- fo peiita-peptides were 
furtlier fractionated by ion-exchange cliromatography, 
as described above. 

3. Results and discussion 

*'I lie iicw Iii\totic iioiiieiicl.iliirc iised Iicre wüs ~ccepted by 
ilic ~ : i r i i c i l~~ i i i t s  .II tlir ('1 1 % ~  I:oiiiidation Syiitp~siu~ii on Among the peptides obtaiiied by acetic acid 
111c Slriiciiiic :iiitl I i i i ic t i~i i  of<'liroiiiatiii. Aprtl 3 5, cleavagc of two aspartyl bonds iii the histone Hg, one 
1974. I I I I \  iicw iioiiiciiclntiirc wliicli 114s Iiccn propo\cd to is of peculiar iiiterest for the purpose of  the present 
Ilic , i ~ ) l ~ r t ~ l i r w I c  iiilcrti.itioii.il iioniciicliiturc coiiiiiiittcc 
i \  .I\ Itillow\ f o r  c:tcli Iii\loiic wlicrc IIic prcvioii\ ii~iiiicï 

paper. 

. i rr  ):ivibii I I I  I>r,ichcts: I I I  ( 1 ,  ,. 1. K W ) ;  112A (152d2, I I b l ,  This peptide dcsignated by Ac-2 contains 34 
A I  K); 1 1 ~ 1 1  ( I . ~ ~ , .  KSA); 1 1 ~  ( I : ~ ,  I I I .  A K K ) .  1i4 
( 1  IV,  (;KK) .iiitl I l 5  ( 1 ' 2 p  V, KAS). **Al>breifiatioti N R S ,  N-brornosuccinimide. 

lh4 Nortli-Holland Fùblishing Company - Amsterdam 
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NBS NB-4 AcOH AC-2 

I 
- 

I 
___) 

-Th- 

WR-LYS-VAL-GLY-HIS-ASN-ALA-ASP-LEU-GLN-ILE-LYS-LEU-SER-ILE-ARG-ARG-LEU-LEU-ALA-ALA-GLY-VAL- 
5 8 60 70 80 

4 - T-11 - f- T-12 r 

a , ACOH 

Th-x-1 Th-x-2 - 
LEII-LYS-GLN-THR-LYS-GLY-VAL-GLY-ALA-GLY-SER-SER-PHE-ARG~LEU-ALA-LYS-SER-ASP-LYS-ALA-LYS-ARG- 

9 O 100 
Tm-2 - - Tm-3 - 

SER-PRO-GLY-LYS-LYS-LYS-ALA-LYS 
110 - T-19 - 4T-20- 

1:ig.I. Ortlriiit!: ol thr  l)cl1tiilcs ïroiii rc\iduc 58 to rcsidiic i I I in tlic eiiiino acid scqiiciicc of cliickcn crytlirocytc liistoiic II,. 
l'ry ptic ~)cpli<lc\ .ire t1c~ieii;itciI hy 1' iiiid fin- i froiii iiialeylatccl peptide Nl3-4), and tlicrnioly tic pcptidcï hy 1'11-. Site\ of 
clc:iviigc ol flic: protein I)y N-broiiio\iicciniiii~de .ind .icctic acid arc indicatcd by NHS and AcOll rc\pcctivcly. 

residues detcrniined as follows: Asp, Thr, Ser4, Glu2, corresponds to the carboxy-terminal sequence of the 
Gly4, Ala,, Val2, Ile2, Leu,, Phe, Lys,, Arg3. The 70 first residues of the protein [ I  ] . 
presence of aspartic acid in this peptide is related to Its carboxy-terminal sequence Leu-Ala-Lys- 
an incomplete enucleation of the aspartyl residue due Ser-Asp was deduced from the kinetic study of the 
to a short time hydrolysis with dilute acetic acid. The hydrolysis of the peptide with carboxypeptidase C. 
amino-teriiiinal sequence of peptide Ac-2 was found These structural studies as well as the amino acid 
i o  be: Leu <;III- Ile -Lys--Leu. This sequence composition of the peptide which contains the only 

HIS-PRO-THR-TYR-SER-GLU-MET-ILE-ALA-ALA-AU-ILE-ARG-ALA-GLU-LYS-SER-ARG-GLY-GLY-SER-SER-ARG-GLN- 
30 4 0 

SER-ILE-GLN-LYS-TYR-ILE-LYS-SER-HIS-TYR-LYS-VAL-GLY-HIS-ASN-ALA-ASP-LEU-GLN-ILE-LYS-LEU-SER-ILE- 
50 6 0 70 

ARG-ARG-LEU-LEU-ALA-ALA-GLY-VAL-LEU-LYS-GLN-THR-LYS-GLY-VAL-GLY-ALA-GLY-SER-SER-PHE-ARG-LEU-ALA- 
80 90 

LYS-SER-ASP-LYS-ALA-LYS-ARG-SER-PRO-GLY-LYS-LYS-LYS-AU-LYS-[THR3, SER8, PROl0, GLY2, Aml6, VALJr 
1 O0 110 

I.YS32, ARGl31 

I 11, 2. Sccli~cii~c ol tlic .iiiiiiio-tcrriiiiiiil li;ill'oi'tlic ciiickcii crythrocytc Iiisionc H , .  

165 

L 
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pliciiyi;il;iiiyl icsidiic prcsciit in tlic Iiistoiic I IF, iiiilic:itc 
olwiously tliat tlic scqiieiice adjaccii t to the plienyl- 
alaiiyl rcsiduc establislied previously [2] coines next 
i o  ilic Iciicyl rcsitluc i i i  positioii 7 0  (fig. 1). 

'I'lic iclciiiilic;itioii of  pcptidc 'T-I 2 Leu Sci 
Ilc Aig ii i  ilic îiypiic Iiytliolysatc of ilic ~ ~ i o t c i t i  niid 
01 ~)cl>îitlc '1.11-5 I cil Sei i i i  tlic tliciiiiolysiii Iiydrolys;itc 
ol ilic pcplitlc NI%-4 coiilliiii Ilie ahovc ;issigiiiiiciit. 

I~ioiii  Ilic s;iiiic Ilici iiiolysiii liytliolysalc ;I Iiiglily 
l);iyc 1'cl)iillc w;is isolnicd. Tliis pcptidc 'Tli-x (1 7 
icsitliics) Ii;is tlic li)llowiiig coiiipositioii: Asp, Scrz, 
I'io. (;ly, Al;i.,, I,cii, Lys7, Arg. 

l'lie pcptitlç TIi-x Ii;is a leiicyl rcsiduc i i i  tlie 
.iiiiiiio-tciiiiiilal positioii. Its carboxy-tcriiiiiial sequerice 
I,ys Lys -Lys Ala Lys was establislied from the 
hiiicîic siiidy of' tlic Iiydrolysis of the pcptide witli 
c:irhoxy pcptidases B aiid A. 

I ts coinplctc scquciicc was deduced froiii the 
structuial data proviclcd by the clerived peptides Tli-x- 
Ac-l aiid Tli-x-Ac-2 obtaiiied by clcavage of the 
pcpticlc TIi-x witli 0.25 M acetic acid and by the 
t i  ylltic pcptidcs Tiii-2 ;iiid T-lK) (fig. 1). Tlie peptide 

liistoiic I I ,  (fig.2). Tliis scqucncc wliicli corresponds 
to  about lialf of  the protein inolccule, contains al1 the 
aroinütic residues and most 6f thc Irydrophobic 
rcsiducs but alanine prcscnt iii the Iiistone Hg. 

On tlic otlier Iiand. tlic Iiiglily b;isic c l iar~cter  of 
Ille carboxy-tcriiiiii:il p;irt of tlic protciii nppcars iii 
tlic coiiipositioii (in brackets, fig.2) wlierc Iiaif of  tlic 
;iiiiiiio acids wliicli rciiiain to  I>c sci~iiciicc<l, are basic. 

Tliis stroiigly sugpsts  i1i;ii üll tlic glohiilar striicturc 
of  tlic wliole iiiolccule is locatcd ii i  tlic scqucrice 1 90. 
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INTRODUCTION 

Dans les cellules des organismes supérieurs, le maintien du 

matériel génétique et la régulation de l'activité des gènes à l'in- 

térieur des chromosomes, sont assurés par les protéines chromosoma- 

tes, histones et protéines non histones, associées au DNA au sein 

d'un complexe appelé chromatine. 

Le rapport HISTONES/DNA est généralement voisin de 1, tandis 

que le rapport PROTEINES NON HISTONES/DNA varie de 0,5 à 1,5 en fonc- 
tion de l'espèce animale ou végétale et de la nature du tissu. 

L'étude de l'organisation de la chromatine se limite à l'étu- 

de des interactions DNA - HISTONES et HISTONES - HISTONES, car les 
connaissances sur les protéines non histones et en particulier sur 

leur structure primaire sont encore très sommaires. 

La chromatine est formée d'unités de répétition composée à 

la fois de DNA et d'histones appelées " v bodies" (A. et D. OLINS, 

1973-74) ou nucléosomes (OUDET et al., 1975) . 
Chaque nucléosome semble constitué d'un fragment de DNA de 

200 paires de bases environ et d'un ensemble de 8 molécules d'histo- 

nes comprenant deux copies de chacune d'elles : H2A, H2B, H et H 3 4' 
L'histone Hl, non nécessaire pour reconstituer un nucléosome pourrait 

servir de lien entre nucléosomes dlunemême chaîne ou de chaînes voi- 

sines. 



D'une manière générale, les histones n'ont aucune spécificité 

tissulaire ou d'espèce. Toutefois, l'histone H montre une certaine 1 
spécificité et une plus grande multiplicité que les autres histones. 

On trouve, par exemple, une histone Ho dans les tissus à forte activi- 1 
té métabolique tels que le foie et le pancréas. 

Afin d'aborder le problème des interactions HISTONES - DNA 
et HISTONES - HISTONES au sein de la chromatine, il est nécessaire 
de connaître la structure primaire des histones. 

On connaît actuellement la séquence complète en amino-acides 

des histones H ( DE LANGE et al., 1969) ; H2B (IWAI et al., 1970) ; 4 
H (DE LANGE et al., 1972) ; HpA 3 

(SAUTIERE et al., 1972) (YEOMAN & 
al 1972) (SAUTIERE: et al., 1974). ,- 

Les séquences d'histones Hl de truite (DIXON et al., Communi- 

cation personnelle, 1976) et de lapin RTL-3 (COLE et al., Communica- 

tion personnelle, 1976) sont également déterminées. 

La détermination de la séquence en acides aminés de l'histone 

H spécifique de l'érythrocyte de poulet, a été entreprise dans notre 
5 

laboratoire. 

L'histone H s'apparente à l'histone HI riche en lysine par 
5 

ses caractères de solubilité, sa composition en amino-acides et sa 

taille moléculaire. 

Cette histone, synthétisée durant la maturation des globules 

rouges remplace progressivement et partiellement l'histone Hl. Absen- 

te de la moelle et de la rate, l'histone H est localisée uniquement 
5 

dans les réticulocytes et les érythrocytes matures (MAZEN et al. 7 9 7 2 ) .  

La détermination de la structure primaire de l'histone H 5 
spécifique de l'érythrocyte nucléé est doublement motivée, d'une part 

pour l'étude des interactions HISTONES - DNA et HISTONES - HISTONES, 
d'autre part pour le rôle particulier qu'elle pourrait avoir dans la 

condensation de la chromatine. 



TABLEAU 1 

NOMENCLATURE ET MASSES MOLECULAIRES DES HISTONES 

RASMUSSEN JOHNS CIBA SYMPOSIUM Masse 
(1 962) (1962-64-67) (Londres 1974) moléculaire 

* 

1 Fi Hl Très riche en 21 .O00 
lysine 

IIb2 F2b H2B Riche en lysine 13.774 

IIb 1 F2a2 H2A 14.005 

III 3'3 H 3  Riches en 15.324 
arginine 

! IV F2a 1 H4 
Très riche en 

lysine 
Spécifique de 
l'érythrocyte 

nucléé. 
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1 - PREPARATION DE L 
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1 - PREPAFLATION DE L'HISTONE H5 

La préparation et la purification de l'histone H sont réali- 5 
sées au laboratoire de Mademoiselle CHAMPAGNE (Maître de Recherches 

au CNRS), à l'Institut de Biologie Moléculaire et Cellulaire de Stras- 

bourg. 

L'histone est extraite de sang de poulets adultes, et sa pré- 

paration comporte 3 étapes, schématisées dans la figure 1. 

A - Préparation de la chromatine à partir des érythrocytes de 

poulets 

Après hémolyse des érythrocytes dans une solution de saponine, 

les noyaux ainsi libérés sont traités par une solution de NaCl 0,15 lY, 

dans laquelle la chromatine est insoluble (CHAMPAGNE et al., 1968). 

B - Extraction de l'histone Hg à partir de la chromatine 

La technique utilisée a été décrite par CHAMPAGNE et al. en 

1968. Ces auteurs ont mis au point une méthode de préparation de l'his- 

tone H dont la simplicité et l'excellente résolution constituent une 5 ' 
amélioration sensible sur les méthodes déjà décrites (MURRAY et al., 

1968), (JOHNS et DIGGLE, 1969). 
Les histones Hl et H sont extraites ensemble, à partir de la ohroma- 5 
tine, par l'acide perchlorique ou l'acide trichloracétique à 5 $. 

Cependant il faut noter que l'acide trichloracétique n'ex- 

trait qu'environ 80 '$ de l'histone H à partir du noyau d'érythrocyte, 5 
tandis que l'acide perchlorique en extrait la totalité. 



FIGURE 1 
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C - Purification de l'histone H5 

L'histone H est obtenue pure à partir du mélange Hl-H5, par 5 
chromatographie d'échange d'ions sur carboxyméthyl-cellulose (CMC 

Serva ; 0,89 milliéquivalents par gramme de poids sec). 

L'élution est réalisée selon la méthode préconisée par JOHNS 

et al. (1960), avec les tampons acétate 1 et II, puis HC1 0,01 2 et - 
HC1 0,02 - N. 

La fraction éluée par le tampon acétate II correspond à l'his- 

tone H très riche en lysine. 1 
La fraction éluée par HC1 0,02 2 est la fraction spécifique 

des érythrocytes de poulets, analogue à la fraction F2c de HNILICA 

(1964), ou la fraction H de NEELIN et a1.(1964), ou encore le compo- 5 
sant 5 des a-histones de BELLAIR et MAURITZEN (1964). 

La pureté des préparations d'histone H est contrôlée par 
5 

électrophorèse en gel de polyacrylamide selon la méthode de PANYIM 

et CHALKLEY (1969) à pH 2,7 en milieu urée 2,5 PI, en utilisant une 

concentration de 17 $ en acrylamide. 



II - COMPOSITION EN ACIDES APlINES 

La composition en acides aminés de l'histone H établie 5 ' 
sur des hydrolysats de 24 heures et 72 heures, est présentée dans le 

tableau II. 

L'hydrolyse est réalisée à llO°C en tubes scellés sous vide, 

en milieu HC1 5,7 2 (1 ml par mg de protéine), additionné d'une gout- 

te d'une solution de phénol à 1 $ afin d'éviter une dégradation ex- 
cessive de la tyrosine. 

L'analyse des acides aminés est effectuée sur un analyseur 

BECKMAN, type Multichrom, en utilisant un système monocolonne. 

L'élution des acides aminés se fait selon un procédé adopté 

de MOORE et STEIN, à l'aide de 3 tampons de pH croissant : 
- Tampon 1 : citrate de soduim 0,2 2 pH 3,22 
- Tampon 2 : l1 " 0 , 2 g ~ H 4 , 2 5  

- Tampon 3 : II II 0,2 - N + chlorure de sodium 1 M 
pH 6,28. 

Les deux premiers tampons 0,2 2 en sodium permettent llélution 
des acides aminés acides et neutres. Le troisième 1,2 8 en sodium as- 
sure l'élution des acides aminés basiques. 

L'histone H s'apparente à l'histone Hi riche en lysine, par 5 
ses caractères de solubilité dans l'acide perchlorique ou l'acide 

trichloracétique à 5 %, et par sa composition en acides aminés. Nous 

avons fait figurer dans le tableau II la composition en acidea aminés 

de l'histone Hl, en comparaison avec celle de l'histone H 5 

Comme l'histone Hl, l'histone H se caractérise par sa riches- 5 
se en lysine (42 résidus) et en alanine (29 résidus). Mais elle s'en 

distingue par sa richesse en arginine (21 résidus) et en sérine (25 

résidus), et par la présence d'un résidu de méthionine, de 3 résidus 
d'histidine et de 3 résidus de tyrosine. 

Elle renferme en outre un résidu de phénylalanine et 3 rési- 
dus d'acide aspartique. 



La protéine ne contient pas de cystéine, et l'absence de tryptophanne 

est une caractéristique générale de toutes les histones. 

Le poids moléculaire, calculé sur la base de 185 résidus, est 

de 20.300. 

Le rapport lysine/arginine est de 2,O. 

Un résidu de thréonine partiellement N-acétylé a été identi- 

fié à ltextrémité NH2-terminale tandis qu'un résidu de lysine est 

placé à l'extrémité COOH-terminale de la protéine (CHAMPAGNE et al., 

1968) et (GREENAWAY et MüRRAY, 1971). 



TABLEAU II 

COMPOSITION EN ACIDES AMINES DE L'HISTONE H5. 

Acides aminés 

I pour 100 moles1 I 

HISTONE H5 

Moles d'acides 
aminés Nombre de résidus 

Acide aspartiqu 

Thréonine 

Sérine 

Acide glutamiqu 

Proline 

Glycine 

Alanine 

g Cystine 
Valine 

Méthionine 

Isoleucine 

Leucine 

Tyrosine 

Phénylalanine 

Histidine 

Lysine 

Arginine 

HISTONE Hl 

Nombre de résidu 

Nombre de résidus . 
Rapport ~ y s / ~ r g  

N- terminal 

C-terminal 

(*) Les valeurs entre parenthèses indiquent le nombre arrondi de résidus. 

Poids moléculaire 
calculé 

(**) Ces valeurs témoignent du polymorphisme de l'histone H (~ln-+~rg) 
en position 15 dans la séquence en acides aminés, mis an évidence par 
GREENAWAY et MUFLRAY (1 97 1) et GAREL et- al. (1972). 

lO1,Ol 

(***) Nombre arrondi de résidus déduit de l'étude des peptides obtenus par 
coupure de l'histone H par l'acide acétique 0,25 2. 5 

20.300 

185 

2 , 0 
Thréonine 

partiellement 
acétylée 

Lysine 

21.000 

212 

15,25 

Acétyl-Sérine 

Lysine 



III - ETAPES DE LA DETERMINATION DE LA STRUCTURE PRIMAIRE DE 

L'histone H ne contenant qu'un résidu de méthionine, la pre- 
5 

mière étape de la détermination de la structure primaire a consisté, 

naturellement, à couper la protéine par le bromure de cyano&ne qui 

libère 2 fragments : CN-1 (fragment NH2-terminal) et CN-2 (fragment 

~00~--terminal) . 
La séquence en amino-acides du fragment CN-1 a été établie 

par GREENAWAY et MIlRFtAY (1971) ; elle est présentée dans la figure 2. 
Ces auteurs, ainsi que GAREL - et al. (1972), ont mis en évidence une 

microhétérogénéité au niveau du résidu 15 qui se traduit par l'obten- 
tion de deux peptides dont l'un contient de l'arginine et l'autre de 

la glutamine en position 15. 

Par ailleurs GREENAWAY (1971) a soumis la protéine à l'hydro- 

lyse par la trypsine, la thermolysine et la pepsine. Des résultats 

très partiels de ces travaux ont été publiés, puis GREENAWAY a cessé 

toute recherche sur la structure primaire de l'histone H 
5' 

Nous avons alors repris les travaux de détermination de sé- 

quence dans notre laboratoire en collaboration étroite avec l'équipe 

de Madeleine CHAMPAGNE de STRASBOURG. 

Au cours du fractionnement des produits de clivage de lfhis- 

tone H par le bromure de cyanogène, le fragment CN-2 est obtenu con- 5 
taminé par la protéine non coupée. 

La purification du fragment CN-2 est effectuée par électro- 

phorèse préparative sur gel de polyacrylamide. Malgré le rendement 

médiocre de cette purification, le fragment CN-2 a pu être obtenu en 

quantité suffisante pour en établir la composition en acide aminés 

et pour être soumis à deux séries de dégradation automatique de EDMAN. 

Bien que le tampon ffQuadrol" utilisé soit inadapté pour la 

dégradation d'une protéine riche en lysine, nous avons pu établir la 

séquence des vingt premiers résidus du fragment CN-2 (figure 3 ) .  
Pour tenter de réaliser un plus grand nombre de cycles de dé- 





SEQUENCE NH2-TERMINALE DU FRAGMENT 

COOH-TERMINAL OBTENU PAR CODPURE DE L 
'=ISToNE 

AVEC L E  BROMURE DE CYANOGENE. 

(0EGw@L@I_@2EAT,ISUE 0EE%!2MC-) 

FIGURE 3 



gradation, en améliorant en particulier la soluhi!.ité du substrat 

dans le tampon quadrol, et en évitant les pertes de substrat porteur 

de nombreux groupes c- P.T.C. par extraction dans les solvants orga- 

niques, la protéine a été succinylée puis coupée par le bromure de 

cyanogène. Le fragment COOH-terminal, CN-2, seul porteur d'un grou- 

pe ,a-aminé libre, n'a pas été séparé de la protéine non coupée. Le 

mélange a été directement soumis à la dégradation automatique de 

EDMAN . 
Malgré les avantages de la succinylation, nous n'avons pu al- 

ler au-delà du 20ème cycle. 

Les ambiguïtés qui apparaissent aux positions 41, 43, 45, 46, 
48, 49, 50 et 52 de la séquence ainsi déterminée (figure 3) ont été 
levées grâce à l'étude des peptides trypsiques et chymotrypsiques de 

la protéine. 

A ces travaux sur le fragment CN-2 ont succédé les études des 

différents hydrolysats enzymatiques obtenus à partir de la protéine 

native ou maléylée. 

Toutefois l'avantage de la maléylation qui permet d'obtenir 

un nombre restreint de peptides (théoriquement 22 au lieu de 63) est 
en partie oblitérée par le fait que certains de ces peptides qui pro- 

viennent de la moitié COOH-terminale de la protéine sont fortement 

basiques et ne peuvent être séparés de façon satisfaisante sur un 

résine Chromobeads P. 

Dans notre recherche de gros fragments de l'histone H nous 5 ' 
avons également envisagé l'utilisation de la chymotrypsine et d'une 

protéase staphylococcique dont les sites potentiels d'action dans la 

protéine sont respectivement au nombre de 12 (trois liaisons tyrosyle, 

une liaison phénylalanyle, huit liaisons leucyle) et de 8 (huit liai- 

sons glutamyle). 

Malheureusement l'intérêt de ces deux types d'hydrolyse enzy- 

matique s'est trouvé fortement limité en raison des particularités 

de la structure de la protéine. 

Tous les sites potentiels de clivage par la chymotrypsine ont 

été identifiés dans la moitié NH2- terminale de la proteine. E h  ou- 

tre 6 des 8 résidus d'acide glutami.que dosés dans l'histone H sont 5 
sous forme amide, et la protéase staphylococcique, ne peut hydroly- 



ser les liaisons GLN-X. 

Pendant ce temps, A. GAREL et M. CHAMPAGNE réalisaient la 

coupure de la protéine par la N-bromosuccinimide au niveau des trois 

liaisons tyrosyle et parvenaient ainsi à isoler le fragment COOH- 

terminal NB-4 (127 résidus) résultant de la coupure de la liaison 

tyrosyle en position 58. 

La détermination de la structure primaire de l'histone H 5 
s'est donc poursuivie à l'aide du fragment NB-4 qui a été successive- 

ment hydrolysé par la trypsine après maléylation, par la chymotrypsi- 

ne, la thermolysine, la protéase staphylococcique et plus récemment 

par la pepsine. 

L'étude des peptides des différents hydrolysats (à l1exclu- 

sion des peptides pepsiques) nous a permis d'établir la séquence des 

111 premiers résidus de l'histone H 5' 
Il nous reste donc à déterminer la séquence de la partie 

COOH-terminale de la protéine (résidus 112 à 185). 

Pour cette détermination, l'hydrolyse pepsique se révèle d'un 

très grand intérêt, puisqu'elle libère à partir du fragment NB-4 ou 

de la molécule entière d'histone H un fragment peptidique de 92 ré- 
5 

sidus en position COOH-terminale dans la protéine. Ce peptide 

est obtenu avec un excellent rendement (supérieur à 80 $) par 
coupure de l'unique liaison phénylalanyle présente dans l'histone 

H5 me-93). 

Nous concluerons l'historique de la détermination de la struc- 

ture primaire de l'histone H en accordant une place particulière à 5 
l'hydrolyse de l'histone avec l'acide acétique 0,25 2, qui coupe la 
protéine au niveau des résidus d'acide aspartique en positions 65 

et 99. 
Cette méthode de coupure que nous avons appliquée récemment 

ne présente pas un intérêt majeur pour nos études de structure pri- 

maire. Mais elle procure deux fragments d'un intérêt considérable 

pour des études conformationnelles : le fragment Ac-?-a (résidus 1 

à 99), qui contient la plupart des résidus hydrophobes : Val, Ile 

et tous les résidus aromatiques de la protéine, le fragment Ac-3 

(résidus 100 à 185) où sont accumulés la plupart des résidus basiques 

de l'histone. 
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Notre travail consiste en l'étude des peptides trypsiques 

de la protéine native, de la protéine maléylée et de son fragment 

NB-4 maléylé. 

Il s'insère dans un ensemble de travaux sur la détermination 

de la structure primaire de l'histone H en collaboration avec : 
5 

Melle Odile LOY : Etude des peptides chymotrypsiques et pepsiques 

de 1 'histone H 
5 

IVf Gilbert BRIAND : Etude des peptides obtenus par hydrolyse enry- 

matique (Protéase staphylococcique et thermoly- 

sine) et hydrolyse en milieu acide dilué de l'his- 

tone H 5' 



CHAPITRE SECOND 

MATERIEL ET METHODES s 
1 - PREPARATION DU FFUGMENT NB-4 DE L'HISTONE H 

5' 

II - MATERIEL ET METHODES PROPRES A L'ETUDE DES PEPTIDES 
TRYPSIQUES DE LA PROTEINE NATIVE ET MALEYLEE. 



1 - PREPARATION DU FRAGMENT COOH-TERMINAL NB-4 DE L'HISTONE Hg 

Elle est réalisée au laboratoire de Mademoiselle CHAMPAGNE 

à Strasbourg. 

Le fragment NB-4 est obtenu par coupure de la protéine par la 
N-Bromosuccinimide. 

A - Principe 

L'histone H ne renferme pas de try-ptophanne. L'action de la 5 
N-Bromosuccinimide s'exerce donc sélectivement au niveau des trois 

liaisons tyrosyle présentes dans la molécule, selon le schéma sui- 

vant : 

(d ' après WCHI1M)ILAN 
et WITKOP, 1967) 

Diénone spirolactone 



B - Coupure de l'histone H, par la N-Bromosuccinimide (NBS) 
J 

La coupure de l'histone H par la N-Bromosuccinimide (NBS) 5 
a été réalisée selon la méthode de RAMACHANDRAN et WITKOP (1967). 

La réaction est effectuée à température ambiante, en milieu 

acide acétique à 50 $, en utilisant un large excès de NBS (7 micro- 
moles par micromole de tyrosine). Dans ces conditions, l'action de 

la NBS est limitée aux seules liaisons tyrosyle. 

Cependant, la méthionine est oxydée en méthionine-sulfone, 

et les résidus d'histidine sont bromés : nous verrons plus loin l'in- 

cidence de ces réactions secondaires sur l'étude structurale du frag- 

ment COOH-terminal de l'histone H 5 ' 

La NBS est ajoutée en 5 fois, avec une demi-heure d'agitation 
lente à l'obscurité entre chaque addition. La réaction est suivie 

spectrophotométriquement par mesure de la densité optique à 260 nm : 

à cet te longueur d'onde, la diénone spirolactone (tyrosine modifiée) 

possède une absorption caractéristique. 

La solution, diluée dix fois, est ensuite lyophilisée. 

C - Séparation des produits de clivage 

La coupure par la NBS des 3 liaisons tyrosyle de l'histone 
, produit 4 fragments peptidiques (NB-1 ; NB-2 ; NB-3 et NB-4) 

qui sont séparés par chromatographie d'échange d'ions sur carboxy- 

méthyl-cellulose (Whatman CM-52) équilibrée en tampon acétate de so- 

dium 0,125 M pH 4,3 ,  et éluée avec un gradient linéaire en NaCl (O 
à 1 2)  dans le même tampon. 

Les peptides sont ensuite dessalés par passage sur une colon- 

ne de Sephadex G-IO, équilibrée et éluée avec une solution de HC1 

0,Ol 2.  



D - Discussion 

Les 3 fragments peptidiques comportant une tyrosine modifiée 
(diénone spirolactone) absorbent intensément à 260 nm, ce qui permet 

de les différencier du fragment COOH-terminal ne comportant plus de 

tyrosine. 

La chromatographie d'échange d'ions sur carboxyméthyl-cellu- 

lose ne permet pas une séparation satisfaisante de ces 3 fragments, 
ce qui est sans importance, puisque les 3 peptides correspondent à 

la partie MI2-terminale de la protéine, déjà connue. 

Par contre, le fragment COOH-terminal de la protéine (frag- 

ment NB-4), élué à force ionique élevée, et repéré par sa faible ab- 

sorbance à 260 nm, puisqu'il ne contient pas de diénone spirolactone, 

est bien séparé, probablement en raison de son caractère très basique. 

La composition en acides aminés du fragment COOH-terminal 

NB-4, obtenu par coupure de la protéine avec la NBS, est donnée dans 

le tableau III. La composition en acides aminés des fragments NB-1, 

NB-2 et NB-3, donnée par comparaison, a été déduite de la séquence de 
la partie NB2-terminale de la protéine, déjà connue. 

Le fragment NB-4 (127 résidus) se caractérise par sa richesse 

en acides aminés basiques qui constituent 40 % de la totalité des ré- 
sidus. Il renferme le seul résidu de phénylalanine et les 3 résidus 
d'acide aspartique présents dans la molécule d'histone H 

5' 
Il contient en outre 6 des 8 résidus de leucine présents dans la pro- 
téine. 

Enfin, le résidu d'histidine, bromé lors de l'action de la NBS, n'ap- 

paraît pas dans la composition en acides minés du fragment NB-4. 

L'obtention du fragment NB-4 présenteungrand avantage : sa 

préparation est aisée et il est obtenu avec un rendement de 50 %. 
Situé en position COOH-terminale de la protéine, il ne renferme plus 

que les 2/3 des résidus de la molécule. 

Son isolement est donc une étape déterminante dans l'étude de la struc- 

ture primaire de l'histone H , puisqu'il va désormais constituer le 
5 



matériel de base pour les différentes hydrolyses enzymatiques néces- 

saires à la détermination de la séquence COOH-terminale de la protéi- 

ne. 

TABLEAU III 

COMPOSITION EN ACIDES AMINES DES FRAGMENTS 

OBTENUS APRES ACTION DE LA N-BROMOSUCCIN1MII)E SUR L'HISTONE H5 

(*) Non déterminé, par sui te de la bromation des résidus d'histidine 

lors de l'action de la NBS. 



II - MATERIEL ET METHODES PROPRES A L'ETUDE DES PEPTIDES TRYPSIQUES 
DE LA PROTE133 NATIVE ET MALEYLEE 

A - Choix des méthodes 

La composition en acides aminés de l'histone H caractérisée 5 ' 
par la présence de 42 résidus de lysine et de 21 résidus d'arginine, 

nous a conduit, dans un premier temps, à maléyler les résidus de ly- 

sine de la protéine. L'action de la trypsine, limitée aux seules liai- 

sons arginyle, permet en conséquence l'obtention d'un nombre restreint 

de peptides. 

Toutefois, certains peptides, principalement localisés dans 

la partie COOH-terminale de la molécule, sont en raison de leur carac- 

tère très basique adsorbés irréversiblement sur la résine Dowex 50 

utilisée pour fractionner l'hydrolysat. 

Nous avons donc été amené, dans un second temps, à utiliser 

un échangeur d'ions faible - type Amberlite CG50 - pour le fraction- 
nement de ces peptides obtenus soit à partir de la protéine maléylée 

soit à partir de son fragment COOH-terminal NB-4 maléylé. 

Parallèlement à ce travail, nous avons soumis la protéine 

native à l'hydrolyse trypsique. Le fractionnement de cet hydrolysat 

très complexe (63 peptides trypsiques en théorie), bien que long et 

délicat a permis l'obtention de peptides courts qui ont donné de pré- 

cieuses informations sur la séquence de la protéine par leur recoupe- 

ment avec les peptides obtenus par action de la chymotrypsine et de 

la thermolysine sur la protéine native. 



B - Maléylation de l'histone H 5 

1 - Princige de la malézlation ------ ------------ ------ 
La maléylation est une technique de blocage des groupes 

e-aminés des résidus de lysine, elle permet de limiter la spécificité 

d'action de la trypsine aux liaisons Arginyl-X (X représentant tous 

les amino-acides sauf la praline). 
Nous avons utilisé la technique de BUTLER et al. (1969). 
L'anhydride maléique réagit en milieu alcalin et à O0 C 

avec les groupements aminés libres dea protéines. Les groupements 

hydroxyles, thiols ou imidazoles susceptibles de réagir, donnent des 

dérivés maléylés instables dans le milieu alcalin de réaction. 

La spécificité de la réaction permet donc l'utilisation 

d'un gros excès d'anhydride maléique pour obtenir une substitution 

complète des groupes aminés libres de la protéine. 

Le schéma de la réaction est le suivant : 

La réaction est réversible et la démaléylation complkte 

est obtenue en maintenant le milieu réactionnel à pH 3,5 et à 4.0' C 

pendant 40 heures. 
Le schéma de la réaction est le suivant : 

O O 
II II 

p - 0 ~  C 
CH 
II 

PH 3 , ~  cB '0 + H2N - Il 
CH 

_L 

40 OC CH / 
"C-NH-R 

II 
O O 

HOOC-CH = CH-COOH 



2 - Avantages de la maléylation ........................... 
La maléylation des groupes e -aminés d 'une protéine limite 

l'action de la trypsine aux seules liaisons arginyle. Dans le cas de 

l'histone H qui contient 42 résidus de lysine et 21 résidus d1argi- 
5 

nine, le nombre des peptides try-psiques obtenus est considérablement 

restreint . 
Toutefois cet avantage est tempéré par le fait que les 

peptides obtenus sont généralement très basiques et que leur sépara- 

tion nécessite la mise en oeuvre d'une méthodologie complexe. 

Par les modifications des charges électriques de la pro- 

téine, la maléylation provoque un déroulement de la molécule pemet- 

tant ainsi une action plus efficace et plus complète de la trypsine. 

Un troisième avantage de la maléylation réside dans sa 

réversibilité. 

3 - Maléylation de la protéine et du fragment NB-4 .............................................. 
a) Maléxlation - - de l'histone H - - - - - - - - - -  5 

210 mg (soit environ 10 micromoles) d'histone H sont 5 
dissous dans 30 ml de tampon phosphate dipotassique 0,1 pH 9,O. 

La solution est maintenue à O°C dans un bain thermostaté. On ajoute 

480,2 mg d 'anhydride maléique (IO micromoles par micromole de lysine) 

lentement, et sous agitation constante. Le pH est maintenu à 9,O par 

addition de soude normale. 

Quelques minutes après la dernière addition d'anhy- 

dride maléique, le pH du milieu réactionnel se stabilise à 9,O. La 

maléylation des groupes c-aminés est alors achevée. 

Après une heure de réaction, la solution de protéine 

maléylée est dialysée contre de l'eau distillée (2 fois 1 litre) ajus- 

tée à pH 8,O avec quelques muttes d'ammoniaque, pendant deux heures ; 

puis contre une solution de bicarbonate d'ammonium 0,1 5 pH 8,O (2 
fois 1 litre) pendant deux heures. 

b) Maléylation du fragment NB-4 - - - - - - - - - - - - - -  
234,3 mg (soit environ 15 micromoles) du fragment 

NB-4 sont dissous dans 30 ml de tampon phosphate dipotassique O,1 5 



PH 9,o. 
Les conditions de maléylation sont identiques à cel- 

les de la protéine totale. 691,3 mg d'anhydride maléique ont été a- 

joutés ; le pH de la solution est maintenu à 9,O au pH-stat au moyen 

de soude 2 g. 
Le fragment NB-4 maléylé est ensuite dialysé dans 

des conditions semblables à celles de la protéine maléylée. 

C - Hydrolyse tr.ypsique et démaléylation 

1 - Qdrolxse trnsique de la protéine maléglée et démalég- - ---- ----- ......................... ------------- 
lation ------ 
La protéine maléylée est hydrolysée à pH 8,O et à 3 7 O C  

pendant quatre heures avec la trypsine traitée par le T.P.C.K. (le 
T.P.C.K. ou Tosyl-Phénylalanyl-Chlorométhylcétone est un inhibiteur 

de la chymotrypsine) . 
La TeP.C.K.-trypsine est ajoutée au temps O (2,1 mg) et 

après 2 heures d'hydrolyse (2,1 mg). Le rapport final enzyme/subs- 

trat est de 1/50. Durant l'hydrolyse, le pH de la solution est main- 

tenu à 8,O au pH-stat par addition de soude normale. 

Après 4 heures d'hydrolyse, 0,19 ml de soude N ont été 
ajoutés au milieu pour neutraliser les fonctions carboxyliques libé- 

rées par l'enzyme. Cela correspond à 19 liaisons arginyle hydrolysées 

en théorie. 

L'arrêt de l'hydrolyse est obtenu par ajustement du pH 

de la solution à 3,5 au moyen d'une solution d'acide formique à 

70 $ (v : v) .  

La démaléylation est réalisée selon la technique de 

DELANGE - et al. (1969). L'hydrolysat, auquel on ajoute 2 gouttes de 

toluène pour éviter le développement de micro-organismes, est laissé 

à pH 3,5 à 40" C pendant 40 heures puis lyophilisé. 



2 - Hxdrolzse trpsique du fragment NB-4 maléylé et démaléy- - ---- ----- .......................................... 
lation ------ 
Les conditions de l'hydrolyse du fragment NB-4 maléylé 

sont identiques à celles décrites précédemment. La T.P.C.K.-trypsine 

est ajoutée au temps O (2,3 mg) et au temps 2 heures (2,3 mg). 

Après 4 heures d'hydrolyse, 4,8 ml de soude 0,05 N ont 
été ajoutés au milieu pour neutraliser les fonctions carboxyliques 

libérées par l'enzyme. Cela correspond à 16 liaisons arginyle libé- 
rées en théorie, 

L'arrêt de l'hydrolyse et la démaléylation ont été menés 

comme précédemment. 

3 - Hxdrolzse trypsigue de la erotéine native - ---- --------- --------- -------------- 
Nous avons soumis la protéine native à l'hydrolyse par 

la T.P.C.K.-trypsine. 161 mg d'histone H (soit 7,3 micromoles envi- 
5 

ron) sont dissous dans 20 ml de tampon bicarbonate d 'ammonium 0,l M 
pH 8,O. 

L'histone native est hydrolysée à pH 8,O et à 37OC pen- 

dant 4 heures avec la trypsine traitée par le T.P.C.K. (rapport final 

enzyme/substrat : 1/50 en poids). 

L'arrêt de l'hydrolyse est obtenu par abaissement du pH 

à 3 , 5  avec l'acide formique à 70 $ (v/v). 
L'hydrolysat est ensuite lyophilisé, la lyophilisation 

est répétée plusieurs fois après addition d'eau distillée, afin d'éli- 

miner complètement le formiate d'ammonium formé lors de l'arrêt de 

l'hydrolyse. 

D - Isolement des peptides des hydrolysats tmsiques 

1 - Fractionnement des eeetides ear chromatograghie de tami- ------------------- - ------ -----------_-- ----------- 
sage moléculaire ---------------- 
La chromatographie de tamisage moléculaire sur colonne 

de Séphadex G25P (colonne de 200 x 2,5 cm équilibrée et éluée avec 



HC1 0,Ol 2) a été utilisée pour le fractionnement des peptides tryp- 
siques de l'histone H maléylée. 5 

Lthydrolysat trypsique de la protéine maléylée est dis- 

sous dans 6 ml d'HC1 0,01 N. Après élimination du matériel insoluble 
par centrifugation, le surnageant est déposé sur la colonne. Une pom- 

pe péristaltique assure un débit constant de 25,3 ml/heure. Le volume 

collecté par fraction est de 5,06 ml. 

La détection des peptides s'effectue par lecture des den- 

sités optiques à 230 nm et 278 nm de chaque fraction de l'éluat. 

2 - Fractionnement des geptides Ear chromatograehie dtéchanges ------------------- - -mm--- ---------me--- -------------- 
ioniques sur Amberlite CG50 II ---- ......................... 
Par opposition aux résines sulfonées échangeuses de cations 

fortes, 1'Amberlite CG50 II (SERVA) est une résine carboxylique échan- 

geuse de cations faible, son utilisation offre beaucoup d'avantages 

pour le fractionnement des peptides très basiques obtenus par hydroly- 

se trypsique du fragment COOH-terminal NB-4 maléylé. 

a) Traitement de la résine - - - - - - - - - - - -  
Un volume de résine est mis en suspension dans 10 vo- 

lumes d'eau distillée. Après vingt minutes de décantation, les fines 

particules surnageantes sont éliminées. Cette opération est répétée 

une dizaine de fois. 

Les différentes étapes du traitement de la résine 

Amberlite sont les suivantes : 

- mise en suspension dans HC1 0,5 N sous agitation constante 
- élimination de ltHC1 et lavage à l'eau distillée sur filtre de 

verre fritté n04 jusqu'à ce que les eaux de lavage soient à pH 

690 

- mise en suspension dans NaOH 0,5 2 
- élimination de la soude et lavage à l'eau distillée jusqu'à ob- 

tention d'un pH voisin de 6,O 

- mise en suspension dans HCl 0,5 2 
- élimination de l'acide et lavage à l'eau distillée 

- mise en suspension dans un tampon pyridine-acide acétique pH 



6,0, 2 5 en pyridine 
- équilibration dans un tampon pyridine-acide acétique 0,1 5 pH 
6,0 dans lequel la résine est équilibrée. 

b) Séparation des peptides - - - - - - - - - - - -  
Lfhydrolysat try-psique lyophilisé du fragment NB-4 

maléylé est dissous dans 6 ml de tampon pyridine-acide acétique pH 

6,0, 0,1 M en pyridine. 
L'échantillon est déposé sur une colonne dtAmberlite 

CG50 II de 50 x 1,2 cm équilibrée dans le même tampon pyridine-acide 

acétique O, 1 M pH 6,0. 
L'élution des peptides est réalisée au débit de 20 ml/ 

heure au moyen d'un gradient discontinu de tampons pyridine-acide acé- 

tique pH 6,0 de molarités croissantes en pyridine : 0,i E ; 0,S 2 ; 
1 E ;  1 , 5 M ;  2M. 

Des fractions de 5 ml sont collectées. Les peptides 
sont repérés dans l'éluat par la réaction à la ninhydrine et la réac- 

tion de SAKAGUCHI (repérage des peptides CO ntenant de 1 'arginine ) 
réalisées à l'analyseur TECHNICON. 

3 - Fractionnement des pe~tides Xar chromatographie dtéchan- ------------------- - ------ -------------- ----------- 
ges ioniques sur résine DOWEX 50 x 2 -------- ........................... 
Nous avons utilisé la résine DOWEX 50 x 2 (résine CHROMO- 

BEADS P-TECHNICON) pour fractionner les peptides de l'hydrolysat tryp- 

sique de l'histone native. 

En ce qui concerne l'histone maléylée, les fractions pep- 

tidiques hétérogènes obtenues par chromatographie de gel filtration 

de l'hydrolysat try-psique de la protéine maléylée d'une part et dfau- 

tre part les fractions peptidiques de basicité moyenne éluées de la 

colonne dtAmberlite CG50, de l'hydrolysat trypsique du fragment NB-4 
maléylé, ont été purifiées au moyen de la résine DOWEX 50 x 2 CHROMO- 

BEADS P. 

Les différentes fractions sont dissoutes dans 2 à 2,5 ml 

d'acide formique à 5 % (v : v) et centrifugées afin d'éliminer le ma- 
tériel insoluble. 



Le surnageant est ensuite déposé sur une colonne de résine 

CHROMOBEADS P. de 96 x 0,635 cm équilibrée en tampon pyridine-acide 
formique 0,1 M pH 2,9. La colonne est thermostatée à 59,5OC. Une 

pompe MILTON-ROY assure un débit constant de 33 ml/heure. 
L'élution des peptides est réalisée dans un premier temps 

par un gradient continu de pH croissant : 2,9 à 5,O ; et de molarité 

croissante en pyridine : 0,1 M à 2 M. La composition de ce gradient 

est indiquée dans le tableau IV (pour le fractionnement des peptides 

try-psiques de l'histone native, nous avons modifié le volume du gra- 

dient en remplissant chaque cellule de 250 ml de tampon. Cette légè- 

re modification a facilité la séparation de nombreux peptides de cet 

hydrolysat ) . 
La colonne est ensuite éluée pendant 24 heures avec un 

tampon pyridine-acide acétique 2 M pH 5,O pour décrocher de la résine 
les peptides basiques. 

Les peptides sont repérés dans l'éluat par la réaction 

à la ninhydrine, et la réaction de SAKAGUCHI (peptides contenant de 

1 ' arginine ) réalisées à 1 'analyseur TECHNICON. 





E - Contrale d'homogénéité des peptides et purifications 

Chaque fraction peptidique est lyophilisée et dissoute dans 

2 ml d'acide acétique 10 $J (v : v). 
Le contrale d'homogénéité et la purification éventuelle des 

fractions peptidiques sont effectués par électrochromatographie sur 

papier WRATMAN 3 MM lavé pendant 48 heures avec une solution d'acide 

acétique à 10 $. 

La chromatographie descendante est effectuée pendant 18 

heures avec le solvant butanol-pyridine-acide acétique-eau ( 15/10/5/ 12) 
(v : v) que nous appellerons solvant "butanol-pyridine" pour la commo- 

dité de l'exposé. L'utilisation de rouge de phdnol comme marqueur ex- 

terne permet de situer le front de migration du solvant. 

Pour purifier certains peptides nous avons utilisé la 

chromatographie descendante de 18 H avec le solvant butanol-acide 

acétique-eau (200/30/75) (v : v). 

La séparation électrophorétique des peptides est réalisée 

dans un tampon pyridine-acide acétique pH 3,6  sous une tension de 

2.200 volts pendant 90 minutes. L'appareil utilisé est une électropho- 

rator GILSON (modèle D, 5.000 volts). 

Un mélange d'acides aminés témoins - acide aspartique, 
tyrosine, arginine - permet de déterminer le comportement électropho- 
rétique acide, neutre ou basique des peptides. Les témoins tyrosine 

et arginine permettent en outre le contrôle des colorations spécifi- 

ques utilisées pour identifier les peptides renfermant ces amino-aci- 

des. 



3 - Repérage des peptides sur la carte .................................. 
Les peptides sont localisés sur l~électrochromatogramme 

avec le réactif ninhydrine-cadmium. Pour les peptides renfermant de 

l'arginine, nous avons utilisé la réaction à la phénanthrène-quinone 

décrite par YAMADA - et al. (1966) et EASLEY et al. (1969). Les pepti- - 
des contenant de ltarginine présentent une fluorescence bleue intense 

sous un rayonnement U V de 366 nm. Outre la simplicité de mise en 
oeuvre et la grande sensibilité, cette réaction a l'avantage d'être 

très stable (contrairement à la réaction de SAKAGUCHI), la fluores- 

cence obtenue persiste plusieurs mois. 

4 - Nomenclature des geptides ----------------- - ----- 
Dans le but de clarifier notre exposé nous avons nommé 

chaque fraction du diagramme d'élution des peptides de la colonne 

de Sephadex G 2 5  par la lettre S suivie d'un chiffre indiquant ltor- 

dre d'élution de la colonne. 

Quant aux fractions éluées de la colonne de résine Amberlite CG50, 

elles sont nommées par la lettre A suivie d'un chiffre indiquant 

leur ordre dtélution de la colonne. 

Les peptides trypsiques de l'histone H native sont dési- 
5 

gnés par la lettre T. 

Les peptides trypsiques de l'histone H maléylée ou du 
5 

fragment COOH-terminal NB-4 sont désignés par la lettre Tm. 

D'une manière gdnérale, un chiffre indique ensuite ltor- 

dre d'élution des peptides de la colonne de Chromobeads P. 

Le mode de purification éventuelle est ensuite précisé 

par une lettre (purification par électrophorèse) ou un chiffre (Puri- 

fication par chromatographie) selon le cas. 

Exemples : 

Peetide T 24-1 : Peptide trypsique de l'histone H native -- ----------- 5 
localisé dans la fraction 24 du diagramme 
cltélution de la colonne de Chromobeads P. 

Ce peptide'a été ensuite purifié par chro- 

matographie préparative. 



Peetide Tm 9-A : Peptide trypsique de l'histone H maléylée -- ----------- 5 
élué dans la fraction 9 du diagramme d'élu- 
tion de la colonne de Chromobeads P. Ce pep- 

tide est ensuite purifié par électrophorèse 

préparative. 

Peptide A-5-Tm-2 : Peptide trypsique de l'histone H maléylée -- ------------- 5 
localisé dans la fraction 5 du diagramme 
d'élution de la colonne dtAmberlite CG50, 

purifié ensuite par chromatographie sur colon- 

ne de Chromobeads P. d'où il est élué dans la 

seconde fraction du diagramme. 

F - Techniques d'études de la séquence des peptides 

1 - Composition en acides aminés ............................ 
Les peptides sont hydrolysés, en tubes scellés sous vide, 

en milieu HC1 6 - N à llO°C pendant 24 heures. Lorsque la présence de 

la tyrosine est soupçonnée, l'addition d'une goutte de phénol à 1 $ 
à l'hydrolysat permet d'éviter une dégradation importante de cet 

amino-acide. 

Le dosage des acides aminés libérés est effectué à l'aide 

d'un analyseur d'acides aminés BECKMAN type Multichrom équipé d'un 

intégrateur INFOTRONICS (modèle CRS 210). 

2 - Détermination -,---,----,--------------------2=--------- de l'extrémité NR terminale 

La dansylation des peptides est réalisée selon le proto- 

cole de GRAY et HARTLEY (1963). Les dmsyl-peptides sont ensuite hy- 

drolysés en milieu HC1 6 2, pendant 18 heures à 105OC. Pour éviter 

la dégradation des dansylamino-acides hydroxylés  érine et Thréoni- 
ne), l'hydrolyse est alors effectuée sous vide pendant 16 heures. 

Les dansylamino-acides sont identifiés sur couche mince 

de gel de silice (~ilica~el MERCK), soit en chromatographie monodi- 

mensionnelle selon la technique de STEHELIN et DURANTON (1969) avec 



un seul système solvant, soit en chromatographie bidimensionnelle 

avec les systèmes solvants 1 et II préconisés par GROS et LABOUESSE 

(1969) 

3 - Détermination de l'extrémité COOH-terminale ........................................... 
Nous utilisons les carboxypeptidases A et B. Les acides 

aminés libérés de façon récurrente sont identifiés par dosage à 

l'analyseur d'acides aminés. 

4 - Dégradation des peptides par la méthode de E D W  (1956) ................................................ 
La schématisation des différentes étapes de la dégrada- 

tion de EDMAN est présentée dans la tableau V. 

Après chaque cycle de dégradation, l'acide aminé libéré 

peut être identifié directement sous forme de son dérivé PTH ou in- 

directement en déterminant la composition en acides aminés du pepti- 

de résiduel (méthode dite soustractive) (HIRS, MOORE et STEIN, 1960). 

La dansylation selon le protocole de GRAY et HARTLEY 

(1963)~ associée à la dégradation de EDMAN permet l'identification 

de l'acide aminé en position NH terminale dans le peptide qui appa- 2 - 
raît après chaque cycle de dégradation. 



SCHEMATISATION DES DIFFERENTES 

ETAPES DE LA DEGRADATION DE EDMAN 

Réaction de couplage du peptide avec le P.I.T.C. (~hénylisothioc~anate) 

i 
Elimination de l'excès de P.1.T.C. 

Cyclisation et coipure par l'acide trifluoro-acétique 

i 7 mn 50°C 
Formation du dérivé 2-anilinothiazolinone 

1 -- HC1 N 8O0C 10 mn 

Phénylthiohydantoïne de l'acide aminé 

Séparation des phénylthiohydantoïne- 

amino-acides par chromatographie 

sur couche mince de gel de silice à 

l'aide  de^ système solvants D et E 

(EDMAN et al., 1956) 
- Solvant E : 
Acétate de butyle/eau/formamide/ 

acide propionique (97/3/4/3) (v :v) 

- Solvant D : 
La plaque est trempée dans un 

mélange acétone-formamide 

- Xylène 

Phénylthiohydantoïne-arginine 

Phénylthiohydantoïne histidine 

Electrophorèse à pH 3,6 
Identification sur papier 

- Réaction à la phénanthrène-quinone 

(détection de 1 'arginine) 

(YAMADA et al., 1966) 
(EASLEY et al., 1969) 

- Réaction de PAULY 
(détection de l'histidine) 

TABLEAU V 



CHAPITRE TROISIEME 

RESULTATS - DISCUSSIONS s 
1 - ETUDE DES PEPTIDES TRYPSIQUES DE LA PROTEINE NATIVE. 

II - ETUDE DES PEPTIDES TRYPSIQUES DE LA PROTEINE MALEXLEE. 

III - ETUDE DES PEPTIDES TRYPSIQUES DU FRAGMENT COOH-TERMINAL NB-4 

MALEYLE . 



1 - ETUDE DES PEPTIDES TRYPSIQUES DE L'HISTONE H, NATIVE 
J 

Le diagramme d'élution des peptides de l'hydrolysat trypsi- 

que de l'histone H native est présenté dans la figure 5. 
5 

Comme le laissait présager le nombre de sites potentiels 

d'action de la trypsine (63 environ), le diagramme est complexe et 

comprend 55 fractions dont beaucoup sont hétérogènes. 17 fractions 
présentent une réaction de SAKAGUCHI positive et contiennent des 

peptides contenant de l'arginine. 

La composition en amino-acides et la séquence des peptides 

sont respectivement présentés dans les tableaux VI (a,b,c,d,e, ) et 

VI1 (a,b,c,). 

Les méthodes utilisées pour la détermination de la séquence 

des peptides sont indiquées de la façon suivante. 

* Dansylation - placé au-dessus du résidu d'acide aminé 
* Dégradation de EDMAN-placé au-dessus du résidu d'acide 

aminé 

* Hydrolyse par les carboxypeptidases 7 placé au-dessous du 
réaidu d'acide aminé. 

Tous les peptides trypsiques que nous avons isolés ont un 

résidu de lysine ou d'arginine en position COOH-terminale. 

Fraction T 
5 

Cette fraction est uniquement constituée de lysine libre que nous 

avons analysée avant et après hydrolyse. La lysine libre est obtenue 

avec un rendement de 100 $ par rapport à la quantité de protéine 

soumise à l'hydrolyse trypsique. 

Peptide T 7-A (résidus 98 à 100 ; 17)~ 

Ser-Asp-Lys 

(*) Entre parenthèses figure la localisation du peptide 7-A du résidu 98 au 
résidu 100 de la moitié NH -terminale de la molécule. Le chiffre 17 indi- 
que que ce peptide occupe fa position 17 dans l'ordre de la séquence en 
amino-acides de la protéine. 





TABLEAU VI - a 
COMPOSITION EN AMINO-ACIDES DES PEPTIDES ISOLES DE L'HYDROLYSAT 

TRYPSIQUE DE L'HISTONE H, NATIVE 
J 

(exprimés en rapports molaires)" 

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

Amino-acides 

r -- 

Alanine 

Valine 

Méthionine 

Isoleucine 

Leucine 

Tyrosine 

Phénylalanine 

Histidine 

Lysine 

~r ginine 

Nombre de résidus 

1,03(1) 

3 

1,11(1) 

5 

1,03(1) 

0,97(1) 

4 

2,10(2) 

1,06(1) 

2,06(2) 

1999(2) 

14 

0,99(7) 

0,94(1) 

3 

0,91(1) 

1,08(1) 

4 

1,03(1) 

0996(1) 

3 

1,06(1) 

5 

0,740) 

4 

2,01(1) 

0,96(1) 

2,97(3) 

0995(1) 

8 
6 



TABLEAU VI - b 
COMPOSITION EN AMINO-ACIDES DES PEPTIDES ISOLES DE L'HYDROLYSAT 

TRYPSIQUE DE L'HISTONE H, NATIVE 
2 

(exprimés en rapports molaires)" 

Amino-acides 

Acide Aspartique 

Thréonine 

Sérine 

Acide Glutamique 

Proline 

Glycine 

Alanine 

Valine 

Méthionine 

Isoleucine 

Leucine 

Tyrosine 

Phénylalanine 

Histidine 

Lysine 

Arginine 

Nombre de résidus 

(*) Les chiffres entre parenthèses correspondent au nombre de résidus effectivement présents 
dans le peptide 

T14-~ 

0,99(1) 

1,94(2) 

MW) 

4 

T 14-C 

hol(1) 

0,92(1) 

1907 (1) 

3 

T 14-D 

1,01(1) 

0999O) 

2 

T16-1-~ 

0,90(1) 

1,08(1) 

1,03(1) 

0,98(1) 

4 

T19-2-~ 

1,92(2) 

1,07(1) 

3 

T16-2 

1,04(1) 

0, 98( 1) 

0,98(1) 

T 19-3-8 

1,99(2) 

1,11(1) 

1,14(1) 
1,05(1) 

0,92(1) 

0,98(1) 

1,06(1) 

0,81(1) 

0,93(1> 

1 O 
. 

T 17-C 

1,02(1) 

0,97(7) 

T18-l 

3,15(3) 

1,85(2) 

3 

T 18-4 

1,04(1) 

1,03(1) 

1,10(1) 

1,83(2) 

1,65(1) 

6 

1,01(1) 

3 5 





TABLEAU VI - d 
COMPOSITION EN AMINO-ACIDES DES PEPTIDES ISOLES DE L'HYDROLYSAT 

TRYPSIQUE DE L'HISTONE B5 NATIVE 
- 

(exprimés en rapports molaires)* 

I 

klno-acides 
T36 

T 
37 

T 
38-A 

T 
4 0 T 4 1 -C T 

42 
T 
44 T 

45 
T 46-A T 46-B 

hci5e Aspartique 

Bréonine 0,89(1) 

Sérine 0,93(1) 7,05(l) 1,76(2) 1,Ol(l) 

Acide Glutamique 

Proline 0,94(1) 1,23(1) 1,21(1) 0,82(1) 1,01(1: 

Glycine 1,23(1) 

Alanine 1,01(1) 1905(1) 1,00(1) 1,85(2) 1,93(2) 2,09(2: 

Valine I 0,98(1) 0,91(1) 
Méthionine 

Isoleucine 

Nombre de résidus 

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



TABLEAU VI - e 
COMPOSITION EN AMINO-ACIDES DES PEPTIDES ISOLES DE L'HYDROLYSAT 

TRYPSIQUE DE L'HISTONE H, NATIVE 
J 

(exprimés en rapports molaires)* 

1 Acide Aspartique 1 1 1 1 1 1 1 1 ! ! 1 
Thréonine 

Sérine 

Acide Glutamique - 
Proline 

Glycine 

I I 1 I t t 1 .  I I 
. . 

1 Méthionine 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1,03(1) 

1 
Alanine 

Valine 

I 1 1 I 1 I I I 1 I Isoleucine I 1 I I I I I 1 I I 

t 

Leucine 

Tyrosine 

Phénylalanine 

Histidine 

1 
0,84(l) 

1 

0,76(1) 
1,03(1) 

Nombre de résidus I 3 
<- 4 ~ 3  

3 3 4 2 3 5 2 
3 

(*) les chiffres entre parentheses correspondent au nombre de résidus effectivement 
présents dans le peptide. 

0,75(1) 

l9o0(1) 

0,85(1) 

0,98(1) 

1,03(1) 

l,lo(l) 



TABLEAU VI1 - a 

SEQUENCES EN AMINO-ACIDES DES PEPTIDES TRYPSIQUES DE L'HISTONE Hg NATIVE 

a - 
T 7 - ~  (résidus 98 à 100) Ser-Asp-Lys 

s=-~hr-Ser-pro-Lys 
- - 5 - -  
Ala-Ser-Pro-Lys 

1 O-A (résidus 1 à 14) ~ - ~ l u - ~ e r - L e u - V a l - L e u 4 e r - P r o - ~ l a - P r o - ~ l a - ~ y s - P r o - L y s  

1 0-B (résidus 38 à 40) AZ-~U-L~S 
a -  

l-A Cr-pro- la-lys 
1-B Ala-~er-Lys 

T12-A (résidus 43 à 47) ~~~-~l~-Ser-Ser-~rg 

T13-~ (résidus 104 à 107) Sër-pro-Gly-LYS 

14-A (résidus 75 à 82) ~ ~ u - ~ e u - ~ l a - ~ l a - ~ l ~ - ~ a l - L e u - ~ ~ s  - - A  

14-3 Ka-Thr- la-Arg 
T14-~ Thr-Val-Lys 

14-D (résidus 101-102 et 110-1 11) Ka-LYS 

T16-l-~ ~ër-Gly-Ala-~rg -- 
TI~-2 (résidus 95 à 97) FU-~la-Lys 

Tq7-c (résidus 18 à 20) Aïs-Ser-Arg 
T18-1 (résidus 32 à 37) ~ ~ - ~ l a - ~ l a - ~ l a - ~ l e - ~ r ~  

T18-4 (résidus 98 à 102) S ~ ~ - A S ~ - L ~ S  -Ala-~ys 



i 
12 Y 2  
H trl 

; z1& cn 4 H 

1 1 1 1  
d o s &  b lb: Il3 b 

s a a a a  2 ; ;  2 ; ;  
.ri -ri -4 .d a a a 
rn .ri .ri .ri 

r n m m  
'a, 'al 'al 'al 

r n m r n  
k  k k k  

'a) 'a, 'al 
w w w w  k k k  

w w w  



TABLEAU VI1 - c 

SEQUENCES EN AMINO-ACIDES DES PEPTIDES TRYPSIQUES DE L'HISTONE Hr NATIVE 
/ 

A -  
Lys-Val-Lys 

T46-~ (résidus 74 à 82) ~ ~ ~ - ~ e u - L e u - ~ l a - ~ l a - ~ l ~ - ~ a l - ~ e u - ~ ~ s  
& & A &  

T46-~ r a -  Ala-Arg-Pro-Arg 

T47- 1 Lys-Ser-Arg 

T47-2 Lys-Ala-val-Arg a - 

T48 
(résidus 101 à 103) Ala-Lys-Arg 

-a 
T49-c Lys-Ala-Arg --  
T50- 1 Er-Arg-LYS 

'50-2 (résidus 56 à 59) Gr-~is-lyr-Lys 
- * 
'53-2 Lys -Arg 
T53-3 (résidus 15 à 17) i$g-~al-~Ys 

a-- 

'54 ~ Ï a - ~ ~ s - ~ ~ s - ~ r o - ~ y s  



Com~osi tion en amino-acides : 

Asp Ser Lys 

1914 0983 1903 

(1) (1)  O)* 

Dégradation de EDMAN : .................... 
Un cycle de dégradation de FDMAN associé à la dansylation du peptide 

résiduel a permis d'établir la séquence Ser-Asp-Lys. 

Ce peptide contient l'un des trois résidus d'acide aspartique de la 

molécule. 

Peptide T 7-3 
Ser (~hr, Ser, pro) Lys. 

Comgo si tion en amino-acides : --- ....................... 
Thr Ser Pro Lys 

1907 1997 0984 1911 

(1) (2) (1) (1)  

DNS-Ser 

La séquence de ce peptide a été déduite des travaux effectués 

sur le peptide S-5-Tm2-B obtenu à partir de l'hydrolysat trypsique de 

la protéine maléylée. 

Peptide T 
9 

Ala-Ser-Pro-Lys. 

Comeosition en amino-acides : --- ....................... 
Sc r  P r o  Ala Lys  

O 9 9 7  1903 1903 O 9 9 7  

(1 )  (1)  (1 )  (1)  

* Les chiffres entre parenthèses indiquent le nombre entier de résidus. 



Déaradation de EDMAN : 

Trois cycles de dégradation de EDMAN utilisée en méthode soustractive 

ont permis d'établir la séquence du peptide T 9 ' 
Composition : Ser Pro Ala Lys 

0997 1903 1903 0997 
ler cycle : , O  1,lO 0,OO 0,gO 

2ème cycle : 0,Ol 1,30 - 0,70 

3ème cycle : - O, O1 - 1 ,O0 

La séquence du peptide T est dryic : Ala-Ser-Pro-Lys 
9 

Peptide T 1 ~ - A  (résidus 1 à 14 ; 1) 

Thr-Glu-Ser-Leu-Val-Leu-Ser-Pro-Ala-Pro-Ala-Lys-Pro-Lys. 

Composition en amino-acides : ........................... 
Thr Ser Glu Pro Ala Val Leu Lys 

0,86 1,84 1,21 2,87 2,iO 1,06 2,06 1,99 

(7) (2) (1) (3) (2) (1) (2) (2) 

DNS-Thr . 
La composition en amino-acides de ce peptide, remarquable par la pré- 

sence de 3 résidus de Proline et de 2 résidus de leucine est carac- 
téristique du peptide NH terminal de la molécule dont la séquence a 2- 
été établie par GREENAWAY et al. (1971). 

Après dansylation du peptide et détermination du dansylamino- 

aoide par chromatographie bidimensionnelle sur couche m nce, nous avons 

mis en évidence le DNS-Thr. Bien que toutes les précautions aient été 

prises pour éviter une destruction importante du DNS-Thr, (Hydroly- 

se sous vide après purges à l'azote, temps dlhydrolyse limité à 15 h) 
la faible tache de DNS-Thr retrouvée suggère un blocage partiel de 

l'extrémité NH -terminale de la protéine, vraisemblablement réalisé 2 
par une acétylation du groupe a-aminé de la protéine ainsi que l'ont 

signalé EDWARDS et HNILICA (1968) et JOHNS et DIGGLE (1969). 



Nous pensons en apporter la démonstration en soumettant le 

peptide à la spectroscopie de RMN. 

Peptide TioWB (résidus 38 à 40 ; 5) 

Ala-Glu-Lys . 
Composition en amino-acides : ........................... 

Glu Ala Lys 

Dégradation de EDMAN : .................... 
La dansylation du peptide résiduel après un cycle de dégrada- 

tion de EDMAN a permis d'identifier le DNS-Glu. La séquence du pep- 

tide T1O-B est donc Ala-Glu-Lys . 
Le peptide Ala-Glu-Lys correspond à la partie NHp-terminale 

du peptide Ala-Glu-Lys-Ser-Arg isolé de llhydrolysat trypsique de la 

protéine maléylée. 

La localisation de ce peptide dans la séquence de la protéine 

a été déterminée par la dégradation automatique de EDMAN pratiquée 

sur le fragment CN-2. 

Peptide Tll-A 

Ser-Pro-Ala-Lys. 

Composition en amino-acides : ........................... 
Ser Pro Ala Lys 

0,96 1,04 0,91 l,O8 

(1) (1) (1) (1) 



Détmadation de EDMAN : 

Trois cycles de dégradation de EDMAN utilisée en méthode soustractive 

ont permis d'établir la séquence de ce peptide. 

Ser Pro Ala Lys 

Composition : 0,96 1,04 O,9l 1,08 

ler cycle : O,OO l,09 O , ~ O  1,01 

2ème cycle : 0,OO l,4O 0,68 

3ème cycle : 0,OO l,OO 

La position COOH-terminale de la lysine est évidente par la 

spécificité d'action de la trypsine. 

Ce peptide est localisé dans la moitié COOH-terminale de la 

protéine . 

Peptide TilmB 

Ala-Ser-Lys . 
Composition en amino-acides : ........................... 

Ser Ala Lys 

i,Ol 1,03 0,96 

1 )  (1) (1) 

Dansylamino-acide NH2-terminal : .................... --------- 
DNS-Ala . 

La position médiane de la Sérine dans la séquence de ce peptide est 

évidente : la séquence est donc Ala-Ser-Lys. 

Ce peptide est localisé dans la moitié COOH-terminale de la 

molécule. 

Peptide T12-A (résidus 43 à 47 ; 7 )  

(:oriipo:~ i L io ri ( .r i  ~ i r r i  i no-acides : ........................... 
Ser Gly Arg 

1,87 2,07 1,06 

(2) (2)' (1) 



Dégradation de EDMAN : .................... 
Deux cycles de dégradation de EDMAN associée à la dansylation du 

peptide résiduel ont permis d'établir la séquence NH2-terminale 

Gly-Gly-Ser. La position du second résidu de Sérine a été vérifiée 

par l'analyse en acide aminé du peptide résiduel après un troisième 

cycle de dégradation de EDMAN. 

La séquence de ce peptide est donc Gly-Gly-Ser-Ser-Arg. 

Les résultats acquis par la dégradation automatique de EDMAN du 

fragment CN-2 ont permis de localiser ce peptide du résidu 43 au 
résidu 47 dans la moitié NH2-terminale de la protéine. 

Fraction T1zWB 

Cette fraction est uniquement constituée dlarginine libre, 

dosée à l'analyseur d'acides aminés avant et après hydrolyse chlorhy- 

drique. 

L'arginine libre a été obtenue avec un rendement de 175 $ 
par rapport à la quantité de protéine soumise à l'hydrolyse trypsique. 

Peptide T (résidus 104 à 107 ; 19) 

Ser- (pro, Gly ) -Lys. 

Composition en amino-acides : ........................... 
Ser Pro Gly Lys 

126 0,99 0,60 0,74 

(1) (1) (1) (1) 

La séquence de ce peptide sera discutée lors de la présentation du 

peptide T qui ne diffère du peptide T 3 3 13-B 
que par la présence d'un 

résidu de lysine supplémentaire. 



Paptidc TI4-* (r6"iùus 75 à 82 ; 13) 

  eu- ( ~ c u ,   la,   la, ~1~ ,val, L~U)-L~S 

Composition en amino-acides : --- -----mm---------------- 

Gly Ala Val Leu Lys 

1 2901 O996 2997 O995 

(1) (1) (1) ( 3 )  (1) 

Dansylamino-acide NH -terminal : --------------------2--------- 

DNS-Leu. 

La composition de ce peptide qui renferme trois résidus de 

Leucine est caractéristique de la séquence NR -terminale du peptide 2 
Tm isolé de la fraction S-3 et contenant l'unique résidu de phényla- 

lanine présent dans l'histone H 5 
Leu-Leu-Ala-Ala-Gly-Val-Leu-Lys. 

Peptide T 1 4 - ~  

Ala-Thr-Ala-Arg. 

Composition en amino-acides : ........................... 
Thr Ala Arg 

O999 1994 1906 

(1) (2) (1) 

Dégradation de EDMAN : .................... 
Trois cycles de dégradation de EDMAN avec identification des PTH- 

amino-acides libérés ont permis d'établir la séquence Ala-Thr-Ala. 

La position COOH-terminale de l'arginine découle de la spéci- 

ficité d'action de la trypsine. La séquence du peptide T 14-B est donc 
Ala-Thr-Ala-Arg. 

Ce peptide est localisé dans la moitié COOH-terminale de la 

protéine . 



Peptide T14,C 

Thr-Val-Lys. 

Composition en amino-acides : ........................... 
Th r Val Lys 

i,oi 0,92 i,o7 

(1) (1) (1) 

La position COOH-terminale de la lysine découle de la spéci- 

ficité d'action de la trypsine. La séquence de ce peptide est donc 

Thr-Val-Lys. 

Peptide Ti4-D (résidus 101-102 et 110-111 ; 18 et 20) 

Ala-Lys . 
Com~osition en amino-acides : 

Ala Lys 

1,Ol 0,99 

(1) (1) 

DNS-Ala. 

La séquence du peptide T14-D est donc Ala-Lys. 

Ce peptide a été obtenu avec un rendement de 100 $ par rapport à la 

quantité de protéine hydrolysée par la trypsine. 

Si l'on se réfert au peptide TI2-* : Gly-Gly-Ser-Ser-Arg, obtenu avec 

un rendement de 45 $ par rapport à la quantité de protéine hydroly- 

sée, il existe au moins quatre séquences Ala-Lys au sein de la pro- 

téine dont deux que nous avons pu localiser aux résidus 101-102 et 

110-111 dans la moitié NH2-terminale de la molécule. 



Peptide T16-1-A 

Composition en amino-acides : ........................... 
Ser Gly Ala Arg 

0,90 1,OS 1,03 0,98 

(1) (1) (1) (1) 

Dansylamino-acide NH -terminal : --------------------2--------- 

DNS-Ser. 

La séquence de ce peptide a été déduite des travaux effectués sur le 

peptide S-&Tm4 isolé de l'hydrolysat trypsique de la protéine maléy- 

lée. 

Ser-Gly-Ala-Arg 

Ce peptide contient le dernier résidu de glycine présent dans la moi- 

tié COOH-terminale de la molécule (résidus 112 à 185). 

Peptide (résidus 95 à 97 ; 161 

Leu-Ala-Lys. 

Composition en amino-acides : ........................... 
Ala Leu Lys 

1904 0998 0998 

(1) (1) (1) 

Dégradation de EDMAN : .................... 
Un cycle de dégradation de EDMAN avec dansylation du peptide résiduel 

a permis de déterminer la séquence Leu-Ala. 

La position COOH-terminale de la lysine découle de la spécificité 

d'action de la trypsine. La séquence est donc Leu-Ala-Lys, 



Peptide T17-C (résidus 18 à 20 : 3 )  

Ala-Ser-Arg. 

Composition en amino-acides : ........................... 
Ser Ala Arg 

1,02 0,97 1,Ol 

(1) (1) (1) 

DNS-Ala . 
La position COOH-terminale de l'arginine découle de la spéci- 

ficité de la trypsine. 

La séquence du peptide est donc Ala-Ser-Arg. 

Peptide !i!18-1 (résidus 32 à 3 6 )  

Ile-Ala-Ala-Ala-Ile-Arg. 

Composition en amino-acides : ........................... 
Ala Ile Arg 

3915 1,85 1965 

( 3 )  (2) (1) 

DNS-Ile. 

La composition de ce peptide qui renferme trois résidus d'a- 

lanine et deux résidus dtisoleucine est caractéristique de la séquen- 

ce NH2-terminale du fragment CN-2. 

L'obtention de ce peptide, isolé avec un très faible rende- 
3 2 ment, résulte d'une coupure de la liaison ~ e t ~ z  Ile qui témoigne ain- 

si d'une faible activité tfchymotrypsine like" de la trypsine pourtant 

traitée par le T.P.C.K. 

Peptide TlswA (résidus 98 à 102 ; 17 et 181 

Ser-Asp-Lys-Ala-Lys. 



Composition en amino-acides : ........................... 
ASP Ser Ala Lys 

1,04 1,03 1,lO 1,83 

(1) (1) (1) ( 2 )  

La séquence en amino-acides de ce peptide a été déduite de 

la séquence du peptide T (résidus 98 à 100) Ser-Asp-Lys. 
7-A 

La dansylation ayant permis d'identifier la Sérine en posi- 

tion NH2-terminale, le deuxième résidu de lysine ne peut qu'occuper 

la position COOH-terminale par la spécificité d'action de la trypsine. 

La séquence du peptide T 18-4 est donc : Ser-Asp- Lys-Ala-Lys. 
L'hydrolyse incomplète de la liaison lysyl-alanine 100-101 est proba- 

blement due à la présence dtun résidu d'acide aspartique au voisina- 

ge du site d'action de la trypsine. 

Peptide T19-2-A 

Ala-Ala-Arg. 

Composition en amino-acides : ........................... 
Ala Arg 

1992 1907 

(2 )  (1) 

Dansxlamino-acide ---- ---------------2--------- NH -terminal : 

DNS-Ala. 

La séquence du peptide T19-2-A ne peut être que Ala-Ala-Arg, 

ltarginine étant placée en position COOH-terminale par la spécificité 

d'action de la trypsine. 

Peptide Tl9,3-~ (résidus 60 à 69 ; 11) 

Val-(~ly,~is, Asn, Ala, Asp, Leu, Gln, 1le)-Lys . 



Composition en amino-acides : ........................... 
Asp Glu Gly Ala Val Ile Leu His Lys 

1,YY 1,ll 1914 1 9 0 5  0992 0998 1906 0981 0993 

(2) (1) (1) (1) (1) (1) (1) (1) (1) 

Dansylamino-acide NH -terminal : --------------------2--------- 

DNS-Val . 
Ce peptide caractérisé par la présence de deux résidus d'aci- 

de aspartique et d'un résidu d'histidine se place dans la partie NH 
2 - 

terminale du fragment NB-4. Sa séquence a été déduite de celle du 

peptide Ch 7 : (*) 
Lys-Val-Gly-His-Asn-Ala-Asp-Leu-Gln-Ile-Lys-Leu 

Peptide T 19-3-B 

Val-Lys . 
Composition en amino-acides : ........................... 
Val Lys 

0,98 1,02 

(1) (1) 

Danaxlamino-acide NLI -terminal : ---- ---------------2--------- 
DNS-Val . 
La séquence de ce peptide est évidente : Val-Lys. La Lysine 

étant placée en position COOH-terminale par la spécificité d'action 

de la trypsine. 

Ce peptide peut provenir de deux sites différents au sein de 

la molécule. Il peut être placé au niveau des résidus 16 et 17 dans 
le cas de l'histone H possédant une arginine en position 15 et il 

5 
peut provenir de la partie COOH-terminale de la molécule où une sé- 

quence Lys-Val-Lys a été déterminée (voir le peptide T ). 44 

(*) Ref : Publication 1 (GBREL et al., 1975). 



Peptide T19-A (résidus 86 à 94 ; 15) 

Comgosition en amino-acides : --- --------------c-------- 
Ser Gly Ala Val Phe Arg 

i,s3 3,03 1,o7 i,o5 i,oo i,oi 

(2) (3) (1) (1) (1) (1) 

Ce peptide correspond à la séquence COOH-terminale du peptide 

Tm isolé de la fraction S-3 et contenant l'unique résidu de phényla- 

lanine présent dans l'histone H 5 
Gly-Val-Gly-Ala-Gly-Ser-Ser-Phe-Arg. 

Peptide Tpl-A (résidus 22 à 37 ; 4) 

Composition en amino-acides : '  ........................... 
Thr Ser Glu Pro Ala Met Ile Tyr His Arg 

Ce peptide caractérisé par la présence de l'unique résidu de 

méthionine prdsent dans l'histone H recouvre donc la partie COOH- 5 ' 
terminale du fragment CN-1 et la partie NH2-terminale du fragment 

CH-2. La séquence a été déduite des travaux de GREENAWAY et MDFüUY 

(1971) sur le fragment CN-1 et des résultats que nous avons acquis 
en soumettant le fragment CN-2 à la dégradation automatique de EDMAN. 

Cette séquence est donc : BrCN - - 
CN-1 1 CN-2 

~ e r - ~ l a - ~ e r - ~ i s - ~ r o - ~ h r - ~ ~ r - ~ e r - ~ l u - ~ e t ~ ~ l e - ~ l a - ~ l a - ~ l a - ~ l e - ~ ~  
I- 
Dégradation automatique 

I 
I de EDMBN 
t 

i-T18-1- 



Peptide T22-B (résidus 41 et 42 ; 6) 

Ser-Arg. 

Composition en amino-acides : ........................... 
Ser Arg 

1,Ol 1,oo 

(1) (1) 

La séquence de ce peptide est donc : Ser-Arg. 

Peptide T24-2 

Ala-Val-Arg. 

Composition en amino-acides : --- ....................... 
Ala Val Arg 

1,oo 1,Ol o,g9 

( 7 )  (1) (1) 

Dégradation de EDMAN : .................... 
Un cycle de dégradation de EDMAN associée à la dansylation du 

peptide résiduel a permis l'identification de la DNS-Val, 

La position COOH-terminale de ltarginine découle de la spéci- 

ficité d'action de la trypsine. 

La séquence de ce peptide est donc : Ala-Val-Arg. 

Peptide T25-2 

Ala-Arg . 
Composition en amino-acides : ........................... 
Ala Arg 

l,oo 1,oo 
(1) (1) 



Dansylamino-acide --------------------2------- NR -terminal : 

DNS-Ala . 
La séquence de ce peptide est donc : Ala-Arg. 

Peptide T26 

Le repérage de ce peptide dans l'éluat de la colonne de 

GHROMOBEADS P. n'a pu être effectué que par la réaction de SAKAGUCHI 

Pro-Arg. 

Comgosition en anino-acides : --- ----------------------- 
Pro Arg 

0997 1903 

1 )  (1) 

Dégradation de EDMAN : .................... 
Un cycle de dégradation de EDMAN utilisée en mdthode soustrac- 

tive a permis de confirmer sans ambiguïté la position NE2-terminale 

de la proline. 

La séquence du peptide T-26 est donc Pro-Arg. 

S'il était encore besoin d'une confirmation sur la position 

NH2-terminale de la proline, la coloration spécifique à l'isatine 

(isatine à 0,2 $ dans l'acétone) nous l'a donnée après électrophorèse 
sur papier Whatman 3 MM à pH 3,6 en présence d'un témoin proline, té- 

moignant ainsi de la position NH2-terminale de la proline. 

Ce peptide a été obtenu avec un rendement de 100 % par rap- 
port au peptide Gly-Gly-Ser-Ser-Arg. 

Ce résultat est assez étonnant, quand on sait que les liai- 

sons Lys-Pro ou Arg-Pro ne sont pas hydrolysées par la trypsine. Il 

est permis de penser qu'une conformation spatiale particulière existe 

dans l'environnement de cette séquence, rendant possible la coupure 

par l'enzyme d'une liaison Arg-Pro ou Lys-Pro. 

Le peptide T-26 pourrait provenir de l'hydrolyse partielle 

de la séquence Ala-Ala-Arg-Pro-Arg qui correspond au peptide T-46B 

isolé dans le même hydrolysat trypsique. 



Peptide TZ8-* (résidus 70 à 73 ; 12) 

Leu-Ser-lle-Arg. 

Comeosition en amino-acides : --- ....................... 
Ser Ile Leu Arg 

1,03 0,98 0,99 1,oo 
(1) (1) ( 1  (1) 

Dégradation de EDMAN : .................... 
Deux cycles de dégradation de EDMAN avec identification des 

PTH-amino-acides lib6rés ont permis d16tablir la séquence NBp-termi- 

nale Leu-Ser . 

La composition en amino-acides du peptide résiduel a permis 

de confirmer cette séquence. 

Le résidu dtarginine a été placé à l'extrémité COOH-terminale 

en raison de la spécificité de la trypsine. Le résidu d'isoleucine a 

été placé par différence. 

La séquence du peptide T28-g est donc Leu-Ser-Ile-Arg. 

Peptide Tj2-* (résidus 53 à 55 ; 9) 

Tyr-Ile-Lys . 
Comeosition en amino-acides : --- ....................... 
Ile Tyr Lys 

I O  0,82 1,07 

(1) (1) (1) 

Dansglamino-acide ---- ---------------2--------- NH -terminal : 

DNS-Tyr . 
La position COOH-terminale de la lysine découle de la spéci- 

ficité d'action de la trypsine. Le résidu d'isoleucine a été placé 

par différence. Ce peptide recouvre partiellement les séquences des 

peptides Ch-5 et Ch-6 (*). 

(*) Ref : Publication 1 (GAREL et al., 1975). 



50 'r ~ ~ ~ ~ ~ i C ~ ~ 0 - 2  ?Y 
~ e r - ~ l e - ~ l n - ~ ~ s ~ ~ ~ r , - ~ l e - ~ ~ s ~ e r - ~ i s - ~ ~ r - ~ ~ s  
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Peptide T-33 (résidus 104 à 108) 

Ser-Pro-Gly-Lys-Lys. 

Com;eosition en amino-acides : 
-0- ....................... 

Ser Pro Gly Lys 

0991 0987 0999 2923 

(1) (1) (1) (2) 

Dégradation de EDMAN : .................... 
Trois cycles de dégradation de E D W  utilisée en méthode 

soustractive ont permis d'établir la séquence Ser-Pro-Gly. 

Ser Pro Gly Lys 

Composition: 0,91 0,87 0,99 2,23 

lercycle: 0,45 0,94 1,14 1,92 
2ème cycle : - 0,lO 1,38 1,61 
3ème cycle : - - 0930 7950 

Le second résidu de lysine est placé par différence et la 

séquence du peptide T-33 est donc Ser-Pro-Gly-Lys-Lys. 

L'hydrolyse partielle de la liaison Lys-Lys par la trypsine 

libère de la lysine et le peptide T-13-B : Ser-Pro-Gly-Lys que nous 

avons isolé dans ce même hydrolysat. 

Fraction T35 

Cette fraction est uniquement constituée de lysine. 

Ln présence de lysine dans cette fraction alors que les peptides iso- 

lés des fractions voisines T33 et T36 ont tous deux résidus de lysine 

dans leur séquence, permet de penser qu'il s'agirait du dipeptide 

Lys-Lys . 



Nous pensons pouvoir le démontrer dans un proche avenir en 

soumettant cette fraction à la dinitrophénylation suivie de la dé- 

termination quantitative à l'analyseur d'acides aminés de 1' c-Mono- 

dinitrophényl-lysine formée. 

Peptide T-36 

Lys-Ala-Ser-Lys. 

Composition en amino-acides : ........................... 
Se r Ala Lys 

O993 0 2905 

(1) (1) (2) 

Dégradation de EDMAN : .................... 
Trois cycles de dégradation de EDMAN avec identification des 

PTH-amino-acides ont permis d'établir la séquence Lys-Ala-Ser. 

Le second résidu de lysine présent dans le peptide est placé 

en position COOH-terminale en raison de la spécificité de la trypsine. 

La séquence est donc : t--T36- 

LysTAla-Ser-Lys 

'CT~ l-B+ 

L'hydrolyse partielle de la liaison Lys-Ala par la trypsine 

libère de la lysine et le peptide T1l-B : Ala-Ser-Lys que nous avons 

isolé de ce même hydrolysat. 

Peptide T-37 

Lys-Ser-Pro-Lys. 

Composition en amino-acides : ........................... 
Ser Pro Lys 

1 9 0 5  0,94 2900 

(1) (1) (2) 



Dégradation de EDMAN : .................... 
Trois cycles de dégradation de EDMAN avec identification des 

PTH-amino-acides ont permis d'établir la séquence Lys-Ser-Pro. 

Le second résidu de lysine présent dans le peptide est placé 

en position COOH-terminale en raison de la spécificité de la trypsine. 

La séquence du peptide T-37 est donc : Lys-Ser-Pro-Lys. 

Peptide T-38-A 

Arg-Ser-Thr-Ser-Pro-Lys. 

Composition en amino-acides : 
-------------L------------- 

Thr Ser Pro Lys Arg 

0,89 1,76 1,23 0,82 1,29 

(1) (2) (1) (1) (1) 

Dansxlamino-acide ---- ---------------2--------- IVH -terminal : 

DNS-Arg . 
La composition en acides aminés de ce peptide, caractérisée 

par la présence d'un résidu de thréonine doit être rapprochée de 

celle du peptide T7B : Ser-Thr-Ser-Pro-Lys dont elle ne diffère que 

par la présence d'un résidu d'arginine. 

Nous en avons déduit que la séquence du peptide T38-A ne 

peut être que Arg-Ser-Thr-Ser-Pro-Lys. 

Peptide T-40 

Ala-Lys-Lys . 
Comeosition en amino-acides : --- ....................... 



Dégradation de EDMAN : .................... 
Deux cycles de dégradation de EDMAN utilisée en méthode sous- 

tractive ont permis d'établir la séquence : Ala-Lys-Lys. 

Fraction T-41-C 

Lys-Ala-Lys et Lys-Pro-Lys. 

Comgosition en amino-acides : --- ....................... 
Pro Ala Lys 

di-DNS-Lys . 
Ltélution de cette fraction contenant quatre résidus de lysine 

au voisinage du peptide T-40 : Ala-Lys-Lys qui n'en contient que deux, 

nous a amené à suspecter la présence de deux peptides de structure 

analogue dans la fraction T-41-C. 

Ces deux peptides ont un résidu de lysine en position MI2- 

terminale puisque seule la di-DNS-Lys a été identifiée par chromato- 

graphie bidimensionnelle sur couche mince. 

Un cycle de dégradation de IEDMAN utilisée avec la dansylation 

des peptides résiduels nous a permis d'identifier deux dansylamino- 

acides DNS-Pro et DNS-Ala avec une prédominance très nette de DNS-Pro. 

Après action de la carboxypeptidase B pendant deux heures sur 

la fraction T-41-C, un seul résidu de lysine est libéré. 

Nous avons pu déduire de ces résultats que les deux peptides 

présents dans la fraction T-41-C ont pour séquence : 

Lys-Pro-Lys 

et Lys-Ala-Lys . 
Nous avons pu calculer en outre, que le peptide Lys-Pro-Lys 

constitue 64 $ de cette fraction alors que le peptide Lys-Ala-Lys 
n'en représente que 36 5. 



Peptide T-42 

Ser-Lys-Pro-Arg. 

Composition en amino-acides : --- ....................... 
Ser Pro Lys Arg 

1,Ol 0,82 1,20 0,97 

(1) (1) (1) (1) 

Dansylamino-acide --------------------s--------- NH -terminal : 

DNS-Ser . 
La séquence de ce peptide a été déduite des résultats obtenus 

sur un peptide trypsique de la protéine maléylée : S5-Tm14-B dont la 

séquence a été déterminée par trois cycles de dégradation de EDMAN 

associée à la dansylation du peptide résiduel : Ser-Lys-Pro-Arg. 

Les peptides T-42 et S5-'I'ml4-B ont en effet une position iden- 

tique dans l'éluat de la colonne, un comportement identique en électro- 

chromatographie, une composition en acides aminés identique et le même 

résidu NH2-terminal. 

Remarque : 

L'obtention du peptide T-26 : Pro-Arg pourrait éventuellement 

s'expliquer par une hydrolyse de la liaison Lys-Pro du peptide T-42. 

Cependant nous n'avons jamais isolé de ce fractionnement, le peptide 

Ser-Lys. Ceci nous amène à penser que le peptide T-26 ne peut pas 

provenir d'une hydrolyse partielle du peptide T-42 par la trypsine. 

Fraction T-43-C 

Cette fraction est uniquement constituée de lysine. La dini- 

trophénylation de cette fraction suivie du dosage de 1' c-mono-dinitro- 

phényllysine formée, à l'analyseur d'acides aminés, pourra nous per- 

mettre de préciser s'il s'agit d'un dipeptide Lys-Lys ou tripeptide 

Lys-Lys-Lys. 



Peptide T-44 

Lys-Val-Lys . 
Comeosition en amino-acides : --- ....................... 
Val Lys 

0,98 2,OO 

(1) (2) 

Dégradation de EDMAN : -- ----------------- 
Une dégradation de EDMBN en méthode soustractive a permis 

d'établir sans ambiguïté la séquence Lys-Val-Lys. 

Peptide T-Q 

Lys-Ala-Ala-Arg. 

Comeosition en acides aminés : --- ........................ 
Ala Lys Arg 

Dégradation de EDMAN : .................... 
Une dégradation de EDMAN en méthode soustractive a permis 

d'établir sans ambiguïté la position NB2-terminale de la lysine. 

La position COOH-terminale de llarginine découle de la spéci- 

ficité de la trypsine. 

La séquence du peptide T-45 est donc Lys-Ala-Ala-Arg. 

L'hydrolyse partielle de la liaison Lys-Ala du peptide T-45 

libère de la lysine et le peptide T19-2 A - que nous avons isolé de ce 

meiûe fractionnement. 



Peptide Tq6-,, (résidus 74 à 82) 

Arg-Leu-Leu-Ala-Ala-Gly-Val-Leu-Lys. 

Com~osition en amino-acides : 

Gly Ala Val Leu Lys Arg 

1923 1993 0991 2976 0992 1924 

(1) (2) (1) ( 3 )  (1) (1) 

La composition de ce peptide qui renferme trois résidus de 

leucine est caractéristique de la séquence NR terminale du peptide 2- 
Tm isolé de la fraction S-3 et contenant l'unique résidu de phényla- 

lanine présent dans l'histone H 5' 
Lthydrolyse partielle de la liaison Arg-Leu du peptide T46,A 

libère de ltarginine ainsi que le peptide T14-A : Leu-Leu-Ala-Ala-Gly- 

Val-Leu-Lys que nous avons isolé de ce même fractionnement. 

Peptide T 46,B 

Ala-Ala-Arg-Pro-Arg. 

Com~osition en amino-acides : 

Pro Ala Arg 

1,oi 2,09 i,yo 
(1) (2) (2) 

Dégradation de E D U N  : .-------------------- 

Deux cycles de dégradation de EDMAN, associée à la dansyla- 

tion du peptide résiduel nous ont permis d'établir la séquence 

Ala-Ala-Arg. La position COOH-terminale du second résidu dlarginine 

découle de la spécificité de la trypsine. 

Quatre cycles de dégradation de EDMAN utilisée en méthode 

soustractive ont permis de confirmer les résultats précédents et de 

placer la proline en quatrième position. 



: Pro Ala Arg 

Composition : 1,01 2,09 1,90 
2ème cycle : 1,Ol 0,OO 1,98 

3ème cycle : 0,88 - 1,13 

4ème cycle : O, O0 - 1 ,O0 

La séquence du peptide T-46-B est donc : Ala-Ala-Arg-Pro-Arg. 

Cette séquence recouvre celle des peptides T19-2-~, T26 et T45 selon 
le schéma présenté ci-après. 

Peptide T-47-1 

Lys-Ser-Arg. 

Com~osition en amino-acides : 

Ser Lys Arg 

1903 0973 1923 

(1) (1) (1) 

di-DNS-Lys . 
La position COOH-terminale du résidu dfarginine découle de 

la spécificité d'action de la trypsine. Le résidu de sérine est 

placé par différence. 

La séquence est donc : Lys-Ser-Arg. 

Peptide T-47-2 

Lys-Ala-Val-Arg. 

Composition en amino-acides : ........................... 
Ala Val Lys Arg 

0976 1903 0,g-l 1929 

(1) (1) (1) (1) 



Dansylamino-acide NH -terminal : --------------------2--------- 

di-DNS-Lys . 
La séquence de ce peptide a été déduite de celle du peptide 

'24-2 Ala-Val-Arg. 

Peptide T-48 (résidus 101-103 ; 18) 

Ala-Lys-Arg . 
Composition en amino-acides : ........................... 
Ala Lys Arg 

?,O0 1,02 0,98 

(1) (1) (1) 

Démadation de EDMAN : 

Deux cycles de dégradation de EDMAN avec identification des 

PTH-amino-acides ont permis d'établir la séquence : 

Ala-Lys - h g ,  

le résidu d'arginine étant placé par différence. 

Peptide T-49-C 

Lys -Ala-Arg 

Com~osition en amino-acides : 

Ala Lys Arg 

O998 O994 1 9 0 8  

(1) (1) (1) 

Dégradation de E D U  : .................... 
Deux cycles de dégradation de EDMAN utilisée en méthode sous- 

tractive ont permis d'établir la séquence Lys-Ala-Arg. 



Lo  r8aitiu il 'nrginine 6tant place par différence . 

Peptide T-50-1 

Ser-Arg-Lys . 
Com~osition en amino-acides : 

Ser Lys Arg 

0,75 1,16 1909 

Dégradation de EDMAN : .................... 
Un cycle de dégradation de EDMAN associée à la dansylation 

du peptide résiduel a permis d'établir la séquence Ser-Arg-Lys. 

(le DNS-Arg identifié par chromatographie bidimensionnelle sur couche 

mince a donné une réaction de SAKAGUCHI positive après pulvérisation 

du chromatogramme : 

10) par une solution de 8-hydroxyquinoléine à 0,l % dans llacé- 
tone ; 

2O) après séchage, par une solution dlhypobromite de sodium pré- 

parée extemporanément en dissolvant 0,2 ml de brome dans 

100 ml de soude 0,5 2.  La tâche de DNS-Arg a viré au rouge 
orangé). 

Peptide T-50-2 (résidus 56 à 59 ; 101 

Ser-His-Tyr-Lys. 

Composition en amino-acides : 
-----mm-------------------- 

Ser Tyr Ris Lys 

0985 O995 1 9 0 1  1,03 

(1) (1) (1) (1) 



La séquence de ce peptide a été déduite de la séquence du 

peptide chymotrypsoqie Ch-6 (*). 

Peptide T-53-2 

Lys-Arg. 

Composition en amino-acides : ........................... 
Lys Arg 

1,oo 1,oo 

(1) (1) 

Dégradation de EDMAN : .................... 
Un cycle de dégradation de EDMAN a permis de mettre en évi- 

dence la PTH-Lysine formée tandis que l'arginine a été identifiée 

dans l'hydrolysat total du résidu obtenu après un cycle de dégrada- 

tion. 

La séquence du peptide T-53-2 est donc Lys-Arg. 

Peptide T-53-3 (résidus 15 à 17 ; 21 

Arg-Val-Lys . 
Composition an acides aminés : ............................ 
Val Lys Arg 

3 1,OO 0797 

(1) (1) (1) 

(*) Ref : Publication I (GAREL et al ., 1975). 



Dégradation de EDMAN : .................... 
La position NH -terminale de lfarginine a été confirmée par 

2 
un cycle de dégradation de EDMAN suivi de l'analyse des acides ami- 

nés du peptide résiduel. 

La lysine a été placée en position COOH-terminale en raison 

de la spécificité de la trypsine. Le résidu de Valine a été placé 

par différence . 
La présence dfune microhétérogénéité au niveau du résidu 15 

de la molécule qui peut être Arginine ou glutamine entraîne lfobten- 

tion de deux peptides : Arg-Val-Lys et Gln-Val-Lys (résidus 15 à 17). 
Le peptide Gln-Val-Lys nfa pu être repéré sur le diagramme dfélution, 

vraisemblablement à cause de la transformation de la glutamine en 

acide pyroglutamique qui ne réagit pas avec la ninhydrine. 

Peptide T-54 

Ala-Lys-Lys-Pro-Lys. 

Composition en amino-acides : ........................... 
Pro Ala Lys 

0,84 , I O  3,06 

(1) (1) (3) 

Dégradation de EDMAN : .................... 
Trois cycles de dégradation de EDMAN utilisée en méthode 

soustractive ont permis d'établir la séquence Ala-Lys-Lys. 

Pro Ala Lys 

Composition : 0,84 1,10 3,06 

ler cycle : 1,24 0,19 2,76 

2ème cycle : 1,29 - 1,71 
3ème cycle : l,l9 - 0,81 

Le troisième résidu de lysine doit être placé en position 

COOH-terminale en raison de la spécificité de la trypsine. Le rési- 

du de proline est placé par différence. 



La séquence du pept ide  T-54 e s t  donc : Ala-Lys-Lys-Pro-Lys. 

Ce pept ide recouvre l e s  pept ides  T-14-D e t  T-41-C su ivant  l e  schéma 

indiqué dans l a  f igu re  ci-après.  

Peptide T-55 

Arg-Lys . 
Composition en amino-acides : --- ....................... 
Lys Arg 

1,06 0,94 

(1)  (1) 

Dansxlamino-acide ---- ---------------2--------- NB -terminal : 

DNS-Arg. 

La séquence du pept ide  T-55 e s t  donc Arg-Lys. 



Discussion à propos de l'étude des peptides tmsiques de 

l'histone H5 

Nous avons pu isoler tous les peptides de la moitié NH 2- 
terminale de la molécule (résidus 1 à 11 1) (SAUTIERE et al., 1976) 
(Publication III) à l'exception de trois d'entre eux : 

- Gln-Val-Lys (résidus 15 à 17) 
- Gln-Ser-Ile-Gln-Lys (résidus 48 à 52) 

- Gln-Thr-Lys (résidus 83 à 8 5 ) .  

Tous ces peptides, dont la glutamine occupe la position NH2- 

terminale, n'ont pu être repérés sur le diagramme d'élution après 

réaction avec la ninhydrine vraisemblablement à cause de la cyclisa- 

tion de la glutamine en acide pyroglutamique. 

En outre la composition de ces peptides est telle qu'il n'est pas 

possible de les repérer à l'aide d'une réaction spécifique. 

L'action de la trypsine sur la moitié NB2-terminale de la mo- 

lécule libère de longs peptides : cette partie de la protéine renfer- 

me, en effet, peu de lysine et dtarginine. Par contre l'hydrolyse 

trypsique de la moitié COOH-terminale de l'histone H-5 libère de nom- 

breux peptides courts : la séquence Ala-Lys (peptide ~14-~) en parti- 

culier est obtenue avec un tel rendement (500 $ par rapport au pepti- 
de Gly-Gly-Ser-Ser-Arg, obtenu avec le meilleur rendement d 'hydrolyse) 

que l'on peut suggérer l'existence d'au moins quatre séquences Ala-Lys 

dans cette partie de la molécule, 

La présence de nombreuses liaisons Lys-Lys et Arg-Arg permet 

difficilement d'établir un bilan précis du nombre de sites de coupu- 

res par la trypsine. Nous obtenons par exemple, de la lysine libre et 

de 1 'arginine libre (respectivement dans les fractions T-5 et TI~-B), 

or si nous nous référons aux rendements par rapport au peptide Gly- 

Gly-Ser-Ser-Arg, nous pouvons avoir au moins 5 séquences Lys-Lys ou 
Arg-Lys car la lysine libre est obtenue avec un rendement de 500 $. 
Quant&ltArginine libre, le rendement d'obtention est de 600 $ soit 
6 séquences Arg-Arg ou Lys-Arg (2 séquences Arg-Arg sont localisées 

dans la moitié NHp-terminale de la mol6cule : 20-21 et 73-74). 



Il faut noter aussi l'obtention de lysine dans les fractions 

T35 et T43-C dont la situation au sein de lléluat de la colonne de 

CHROMOBEADS P. et dont le comportement en électrochromatographie est 

très basique, conduit à penser qu'il s'agirait de dipeptide Lys-Lys 

( T ~ ~ )  et de tripeptide Lys-Lys-Lys (~4~4). Ceci traduit l'existence 

de centres basiques importants dans la région COOH-terminale de la 

protéine . 
Le troisième point de notre discussion concerne les peptides 

Ti8-4,T36, T46-B et T54 provenant de l'hydrolyse partielle par la 
trypsine de liaisons lysyle ou arginyle. 

L'obtention du peptide T 46-B s'est avérée très precieuse 

pour la détermination de la séquence du peptide A-5-Tm5-A isolé de 

l'hydrolysat trypsique du fragment NB-4 maléylé. 



II - ETUDE DES PEPTIDES TRYPSIQUES DE L'HISTONE Hr MALEYLEE 
/ 

Le diagramme d'élution des peptides de l'hydrolysat trypsi- 

que de l'histone maléylée, fractionné sur colonne de Sephadex G25 

est présenté dans la figure 6. 

Les peptides sont élués en six fractions hétérogènes dont la 

sixième correspond en fait à du formiate d'ammonium. 

Les fractions ont été nommées par la letCre S suivie d'un 

chiffre indiquant leur ordre d'élution de la colonne de Sephadex 

G25. 

A - Etude de la fraction S-1 

Cette fraction contient plusieurs peptides très riches en 

acides aminés basiques : lysine et arginine. 

Les différents systèmes de purification (sephadex G5O - 6lec- 
trochromatogmphie - électrophorèse en veine liquide) que nous avons 
utilisés ne nous ont pas permis de séparer ces peptides. 

Toutefois, cet échec partiel nous a obligé à utiliser une 

méthodologie nouvelle, en particulier le fractionnement sur résine 

amberlite CG50 des peptides trypsiques du fragment COOH-terminal 

NB-4 maléylé. 

B - Etude de la fraction S-2 

Un peptide a été isolé de cette fraction par électrophorèse 

et chromatographie préparatives. 



DIAGRAMME DIE LUTIO N DES PEPTIDES TRYPSIQUES DE L'HISTONE H5 MALEYLEE 

FRACTIONNES SUR C O L O N N E  DE SEPHADEX G 25 F 

D . O .  

1 120 

FIGURE 6 

Effluent (ml) 



Peptide S-2-Tm 

~hr-  lu-~er- eu- (val, ~eu,Ser, pro, Ala, P r o s  , Pro, LYS)-A~~. 

Composition en amino-acides : ........................... 
Thr Se r Glu Pro Ala Val Leu Lys Arg 

0986 1996 1925 2993 2909 1907 2902 9 O995 

(1) (2) (1) (3) (2) (1) (2) (2) (1) 

La présence de trois résidus de proline et de deux résidus 

de leucine est caractéristique du peptide -terminal de la protéi- 2 
ne dont la séquence a été établie par GREENAWAY et MVFfRAY (1971). 

Quatre cycles de dégradation de Edman avec identification 

des PTH-amino-acides, ont permis de confirmer la localisation de ce 

peptide : 

(1 S-2-!l!m > 
15 

Thr-Glu-Ser-Leu-Val-Leu-Ser-Pro-Ala-Pro-Ala-Lys-o-Lys Arg 
< T l  O-A d i  

La maléylation du résidu de lysine 14 permet l'obtention de 

ce peptide à partir de l'histone H5 dont le résidu 15 est de llargi- 

nine. 

Nous ntavons pas pu isoler le peptide provenant de l'histone H dont 5 
le résidu 15 est de la glutamine, dans ce cas, la séquence du peptide 
trypsique de l'histone maléylée devrait comprendre les résidus 1 à 20. 

C - Etude de la fraction S-3 

Le peptide contenant llunique résidu de phénylalanine présent 

dans l'histone H a été isolé dans cette fraction. 5 

Comgosition en amino-acides : --- ----------------------- 
Thr Ser Glu Gly Ala Val Leu Phe Lys Arg 

1908 1967 1937 3961 3900 7995 3908 O974 2902 1946 

(1) (2) (1) (4) (3) (2) ( 3 )  (1) (2) (1) 



Dansylamino-acide NH -terminal : --------------------2----n---- 

DNS-Leu . 
La séquence du peptide S-3-Tm a été déterminée à l'aide d'un 

séquenceur S.O.C.O.S.I. La dégradation automatique de EDMAN a été 

réalisée en phase liquide sur 400 nanomoles de ce peptide avec la 

diméthylallylamine comme tampon de couplage, 

Les résultats obtenus sont présentés dans la figure 7. 
Les ambiguïtés qui restaient à résoudre au niveau des résidus 

de sérine et de glycine dans la partie COOH-terminale du peptide ont . 
été levées par ltisolement des peptides obtenus par action de la 

chymotrypsine et de la protéase staphylococcique sur la protéine. 

La séquence du peptide S-3-Tm est présentée dans la figure 8 .  

Nous avons isolé du fractionnement des peptides trypsiques 

de la protéine native, les peptides T-14-A et T-19-4 qui recouvrent 

respectivement les parties NR et COOE-terminales du peptide S-3-Tm. 
2 - 

Nous avons déjà discuté dans notre étude des peptides trypsiques de 

la protéine native des raisons pour lesquelles nous n'avons pu obte- 

nir le peptide trypsique médian : Gln-Thr-Lys. 



SEQUENCE AMINO-TEnMINALE DU PEPTIDE S-3-Tm 

DETERMINEE PAR LA DEGRADATION AUTOMATIQUE DE EDMAN 

Ser2, Gly, Phe 
Leu-Leu-Ala-Ala-Gly-Val-Leu-Lys-Gln-Thr-Lys-Gly-Val-Gly-Ala- ou 

(ou~er ) Ser, Gly, Phe J 
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D - Etude de la fraction S-4 

La fraction S-4 comprend des peptides de tailles moléculai- 

res moyennes que nous avons à nouveau fractionnés par chromatogra- 

phie d'échanges ioniques sur colonne de résine CHROMOBEADS P. 

Le diagramme dlélution des peptides est présenté dans la 

figure 9. Cinq peptides ont été obtenus ; leur composition et leur 
séquence figurent respectivement dans les tableaux VI11 et IX. 

Peptide S-4 Tm-3 (résidus 22 à 37 ; 3)* 

Ser-Ala-Ser-His-Pro-Thr-Tyr-Ser-Glu-Met-Ile-Ala-Ala-Ala-Ile-Arg. 

Comeosition en amino-acides : --- --------------------mm- 

Thr Ser Glu Pro Ala Me t Ile Tyr His Arg 

0997 2983 1907 1 9 0 1  4928 0984 1997 0998 0999 1906 

(1) ( 3 )  (1) (1) (4) (1) (2) (1) (1) ( 1 )  

La séquence de ce peptide qui contient le seul résidu de 

méthionine présent dans la molécule a été déduite des travaux de 

GREENAWAY et MURRAY (1971) et de nos résultats acquis par la désa- 
dation automatique de EDMAN sur le fragment CN-2. 

Le peptide T-21-1 isolé du fractionnement trypsique de la 

protéine native est identique au peptide S-4 Tm-3. 

(*) Entre parenthèses figurent la localisation et l'ordre du peptide 
dans la séquence de la protéine. 
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TABLEAU VI11 

COMPOSITIONS EN AMINO-ACIDES DES PEPTIDES ISOLES DE LA FFUCTION 

SEPHADEX-4 DE L ' HYDROLYS AT TRYPS IQUE DE LA PROTEINE MALEYLEE 
(exprimés en rapports molaires)* 

(*) Les chiffres entre parenthèses correspondent au nombre de résidus effective- 
ment présents dans le peptide. 

'Pm-5 

0991 (1) 

1905 (1) 

0989 (1) 

1910 (1) 

7904 (1) 

5 

'Pm-4 

0987 (1) 

0996 (1) 

1992 (2) 

7922 (1) 

1,03 (1) 

6 

I 

Amino-acides 

Acide Aspartique 

Thréonine 

Sérine 

Acide Glutamique 

Proline 

Glycine 

Alanine 

Valine 

Méthionine 

Isoleucine 

Leucine 

Tyrosine 

Phénylalanine 

Rist idine 

Lysine 

Arginine 

Nombre de résidus 

'Pm-3 

0997 (1) 

2983 ( 3 )  
1907 (1) 

1,Ol 0) 

4,28 (4) 

0984 (1) 

1,97 (2) 

0,98 (1) 

0999 (1) 

1906 (1) 

16 

'Pm-6 

0965 (1) 

1907 (1) 

0,93 (1) 

2935 (2) 

5 

!Cm-8-A 

1,10 (1) 

0996 (1) , 

2912 (2) 

0985 (1) 

2997 (3) 
1,oo (1) 

I 



2 a 
s r 4  

a 
'a, 
k 
V 

'a, 
Fi 
V 



Peptide S-4 Tm-4 

Ala-Lys-Ser-Gly-Ala-Arg 

Composition en amino-acides : ........................... 
Ser Gly Ala Lys Arg 

0,87 0,96 1,92 1,22 1,03 

(1) (1) (2) (1) (1) 

Dégradation de EDMAN : .................... 
Cinq cycles de dégradation de EDMAN avec identification des 

PTH-amino-acides ont permis d'établir la séquence : 

Ala-Lys-Ser-Gly-Ala-Arg. 

La position COOH-terminale de l'arginine découle de la spécificité 

de la trypsine. 

Ce peptide contient le dernier résidu de glycine présent dans 

la partie COOH-terminale de la molécule (résidus 112 à 185). 

Les peptides et T16-1-A isolés du fractionnement des pep- 

tides trypsiques de la protéine native recouvrent la séquence du pep- 

tide S-4 Tm-4 comme l'indique la figure suivante : 

Peptide S-4 Tm-5 (résidus 16 à 20 ; 2) 

Val-Lys-Ala-Ser-Arg. 

Composition en amino-acides : ........................... 
Ser Ala Val Lys Arg 

0991 1905 0989 1,lO 1,04 

(1) (1) (1) (1) (1) 



Dégradation de EDMAN : .................... 
Trois cycles de dégradation de EDMAN avec identification des 

PTH-amino-acides ont permis d'établir la séquence Val-Lys-Ala. 

L'arginine occupe la position COOH-terminale en raison de la 

spécificité de la trypsine, la sérine est placée par différence. 

La séquence du peptide S-4 Tm-5 est donc : 

Val-Lys-Ala-Ser-Arg. 

Les peptides trypsiques T53-3 et recouvrent respecti- 

vement les parties NH2- et COOH-terminales du peptide S-4 Tm-5 comme 

l'indique la figure suivante : 

Peptide S-4 Tm-6 

Ser-Pro-Ala-Lys-Lys. 

Comeosition en amino-acides : --- ....................... 
Ser Pro Ala Lys 

0,65 1,07 0,93 2,35 

( 1 )  ( 7 )  ( 1 )  (2 )  

Dépadation de EDMAN : .................... 
Quatre cycles de dégradation de EDMAN avec identification 

des PTH-amino-acides ont permis d'établir la séquence : 

Ser-Pro-Ala-Lys-Lys. 



Le second résidu de lysine étant placé par différence et selon 

la spécificité d'action de la trypsine. 

La présence d'un résidu de lysine en position COOH-terminale 

ne peut s'expliquer que par une maléylation incomplète à ce niveau. 

Nous avons isolé du fractionnement trypsique de la protéine 

native le peptide TllBA qui ne diffère du peptide S-4 Tm-6 que par 

l'absence d'un résidu de lysine. 

Peptide S-4 Tm-8-A (résidus 95 à 103 ; 8) 

Leu-Ala-Lys-Ser-Asp-Lys-Ala-Lys-Arg. 

Composition en amino-acides : --- ....................... 
Asp Ser Ala Leu Lys Arg 

1,lO 0,96 2,12 0,85 2,97 1,OO 

(1) (1) (2) (1) (3) (1) 

Dégradation de EDMAN : -- ----------------- 
Deux cycles de dégradation de EDMAN utilisée en méthode sous- 

tractive ont permis d'établir la séquence NI2-terminale Leu-Ala. 

A ~ P  Ser Ala Leu Lys Arg 

Composition : 1,10 0,96 2,12 0,85 2,93 1,00 

1er cycle : 0,96 0,98 1,81 0.01 2,31 1,00 

2ème cycle : 1 ,O0 1 ,O0 1,20 - N.D.(*)~,oo 

Hydrolyse par les carboxypeptidases A et B : .......................................... 
Après deux heures d'hydrolyse par la carboxypeptidase B, le 

peptide est soumis à l'action de la carboxypeptidase A pendant quatre 



heures. Les acides aminés COOH-terminaux sont libérés de façon récur- 

rente aux temps 2, 4 et 6 heures de l'hydrolyse et dosés à l'analy- 

seur d ' acides aminés. 
Les résultats sont indiqués dans le tableau suivant. 

La séquence COOH-terminale du peptide S-4 Tm-8-A est donc : 

Lys-Ala-Lys-Arg. 

Amino-acides 
libérés (**) 

Acide Aspartique 

Sérine 

Alanine 

Leucine 

Lysine 

Arginine 
I 

La séquence partielle du peptide s'énonce : 

Leu-Ala (L~S, ~ e r  ,  AS^) Lys-Ala-Lys-hg. 

CpB 2H 

1,64 

1,93 

1,14 

- 
18,62(1,01) 

17,94(0,98) 

Le reste de la séquence du peptide Tm-8-A a été déduit de 

l'ftude des peptides T-16-2 et T-7-A qui recouvrent la partie NH2- 

terminale selon le schéma suivant. 

CpB 4H + CpA 2H 

2,24 

5,48 

16,27(0,85) 

1,32 

22,36(1,17) 

18,58(0,97) 

( *  N.D. : Non déterminée. 

CpB 6H + CpA 4H 

3,52 

5,88 

21,39(0,89) 

2,86 

29,88(1,24) 

21,04(0,87) 
i 

(**) Exprimés en nanomoles d'acides aminés libérés ; 
entre parenthèses figure le nombre de mole d'acide aminé par 
mole de peptide. 



E - Etude de la fraction S-5 

Nous avons isolé de cette fraction très hétérogène onze 

peptides par chromatographie d'échanges d'ions sur résine CHROMO- 

BEADS P. 

Le diagramme d'élution des peptides de la cononne est pré- 

senté dans la figure 10. Les compositions en amino-acides et les 

séquences des peptides sont présentées dans les tableaux X et XI. 

Peptide S-5 lin-2-B 

Ser-Thr-Ser-Pro-Lys. 

Comeosition en amino-acides : --- ....................... 
Thr Se r Pro Lys 

i,Oi 1,84 1,09 1,06 

(1) (2) (1) (1) 

Dégradation de E D W  : .................... 
Quatre cycles de dégradation de EDMAN utilisée en méthode 

soustractive ont permis de déterminer la séquencede cepeptide.Lalysi- 

ne étant placée pardifférence et selon la spécificité de la trypsine. 

Thr Ser Pro Lys 

Composition : 1,Ol 1,84 1,09 1,06 

ler cycle : 0,89 1,16 1,00 0,81 

2èmecycle : 0,38 1,13 1,00 0,80 

3ème cycle : - 0,65 0,98 1,OO 

4ème cycle : - - 0,00 B.D.(*) 

La présence d'un résidu de lysine en position COOH-terminale 

de ce peptide peut s'expliquer par une maléylation incomplète de ce 

résidu. 

(*) B.D. : Non déterminée. 
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TABLEAU X 

COMPOSITIONS EN AMINO-ACIDES DES PEPTIDES TRYPSIQUES ISOLES 

DE LA FRBCTION SEPHADEX-5 DE LA PROTEINE MALEYLEE 

(exprimés en rapports molaires)* 

(*) Les chiffres entre parenthèses correspondent au nombre de résidus effectivement présents dans le peptide. 
- 

.. 
Amino-acides 

Acide Aspartique 

Thréonine 

Sérine 

Acide Glutami que 

Proline 

Glycine 

Alanine 

Valine 

Tm2-B 

1,01(1) 

1,84(2) 

1,09(1) 

Méthionine 

Isoleucine 

Leucine 
1,10(1) 

Tm3 

1,04(1) 

0,88(7) 

1 , o - W  

rin5-A 

1,97(2) 

2,04(2) 

Qrosine 

Phénylalanine 

Hia tidine 

Lysine 

hginine 

Nombrederésidus 

0,99(1) 

5 

Tm6-A 

0,90(1) 

1,90(2) 

------ 

Tm8 

0,91(1) 

l,06(l) 

5 

Tm7 

2,03(2) 

2,95(3) 

7, 15(1) 
0,90(1) 

0,94(1) 

0,96(1) 

1,02(1) 

~ ~ 1 0 - 3  

0,87(1) 

1,07(1) 

4 

0,99(1) 

4 

1,09(1) 

2 

0,86( 1) 

1,12(1) 

9 

1,03(1) 

1,07(1) 

6 

Tm13-1 

0,88(1) 

1,06( 1) 
1,95(2) 

1,03(1) 

3 

0,92(1), 

Tm14-A 

1907(1) 

0,990) 

0,90(1) 
------ 

1,05(1) 

1,04(1) 

4 
- 

Tm14-B 

0995(1) 

1,10(1) 

1903(1) 

- 

Tm20-2 

1,01(1) 

0,94(1) 
1905(1) 

3 

1,12(1) 

5 

0,92(1) 

4 



TABLEAU XI 

SEQUENCES EN AMINO-ACIDES DES PEPTIDES TRYPSIQUES ISOLES 

DE LA FRACTION SEPHADEX-5 DE LA PROTEINE MALEYLEE 

a - - - 
Ser-Thr-Ser-Pro-Lys 
a-- 
Ala-Ser-Pro-Lys 
a-- 

Tm5-A (résidus 43 à 47; 5) Gly-Gly-Ser-Ser-Arg 

Tm7 (résidus 86 à 94) ~ly-val-~ly- la-~ly-~er-~er-~he-~rg 

Tm8 Ser-Arg 
-2 

~m 10-3 (résidus 7 1 à 73) Ser-Ile-hg 
a--- 

Tm1 1 (résidus 38 à 42; 4) Ala-Glu-Lys-Ser-hg 
*a-- 
Ala-Lys-Ser-Gly-Ala-Arg 



Peptide S-5 Tm-3 

Ala (~er,~ro) Lys. 

Comgosition en amino-acides : --- ....................... 
Se r Pro Ala Lys 

l,04 0,88 1,Ol 1,07 

(1) (1) (1) (1) 

Dansylamino-acide MI -terminal : --------------------2--------- 

DNS-Ala . 
Le comportement électrochromatographique de ce peptide, la 

composition en amino-acides et le dansylamino-acide NH2-terminal 

sont identiques à ceux du peptide trypsique T-9. 

La séquence du peptide S-5 Tm-3 est donc : 

Ala-Ser-Pro-Lys. 

Peptide S-5 Tm-5-A (résidus 43 à 47 ; 5) 

Gly-Gly-Ser-Ser-Arg. 

Composition en amino-acides : ........................... 
Ser Gly Arg 

1,97 2,04 0,99 

(2) (2) (1) 

Dégradation de EDMAN : .................... 
Trois cycles de dégradation de EDMAN avec identification 

des PTH-amino-acides ont permis de déterminer la séquence Gly-Gly- 

Ser . 
L'arginine est placée en position COOH-terminale du peptide 

selon la spécificité de la trypsine. La sérine est placée par diffé- 

rence 



La séquence du peptide S-5 Tm-5-A identique à celle du pep- 

tide T-12-A est donc Gly-Gly-Ser-Ser-Arg. 

Fraction S-5 Tm-5-B 

Cette fraction est uniquement constituée dlarginine libre 

dosée avant et après hydrolyse chlorhydrique à llanalyseur d'acides 

aminés . 
L1arginine libre a été obtenue avec un rendement de 200 $ 

par rapport au peptide S-5 Tm-5-A : Gly-Gly-Ser-Ser-Arg. 

Peptide S-5 Tm-6-A 

Ala (~hr,~la) Arg. 

Composition en amino-acides : ........................... 
Thr Ala Arg 

0,90 Y O,Y9 

(1) (2) (1) 

Dansxlamino-acide NH -terminal : ---- ---------------2--------- 
DNS-Ala . 
La séquence du peptide S-5 Tm-6-A a été déduite de la séquen- 

ce du peptide T-14-B et s'énonce : 

Ala-Thr-Ala-Arg. 

Ce peptide a été obtenu en très faible rendement. 

Peptide 5-5 Tm-7 (résidus 86 à 94) 

Gly-Val-Gly-Ala-Gly-Ser-Ser-Phe-Arg. 

Composition en amino-acides : ........................... 
Ser Gly Ala Val Phe Arg 

2,03 2,95 1,15 0,YO 0,86 1,12 

(2) 3 (7) (1) (1) (1) 



Dansylamino-acide --------------------2--------- NH -terminal : 

DNS-Gly . 
La séquence de ce peptide qui contient l'unique résidu de 

phénylalanine de l'histone H est identique à celle du peptide 5 
T-19-4, elle a été déduite de la séquence du peptide isolé de la 

fraction S-3 de lthydrolysat trypsique de la protéine maléylée. 

Peptide S-5 Tm-8 

Ser-Arg. 

Composition en amino-acides : ........................... 
Ser Arg 

0,91 1,09 

(1) (1) 

Dansylamino-acide NH -terminal : --------------------2--------- 

DNS-Ser 

La séquence de ce peptide est évidente : Ser-Arg. 

Peptide S-5 Tm-10-3 (résidus 71 à 73) 

Ser-Ile-Arg. 

Composition en amino-acides : ........................... 
Se r Ile Arg 

0,87 1,lO 1,03 

(1) (1) (1) 

Dégradation de EDMAN : .................... 
Deux cycles de dégradation de EDMAN avec identification des 

PTH-amino-acides ont permis de déterminer la séquence Ser-Ile-Arg. 

L'arginine étant placée en position COOH-terminale selon la 

spécificité de la trypsine. 



Ce peptide ne peut provenir que de l'hydrolyse de la liaison 

Leu-Ser (70-71) et permet de déceler une légère activité "chymotryp- 
sine like" de la trypsine pourtant traitée au T.P.C.K. 

Peptide S-5 Tm-II (résidus 38 à 42 ; 4) 

Ala-Glu-Lys-Ser-Arg. 

Composition en amino-acides : ........................... 
Se r Glu Ala Lys Arg 

0994 0996 1902 1905 1904 

(1) (1) (1) (1)  (1) 

Danszlamino-acide NH -terminal : ---- ---------------2--------- 
DNS-Ala . 
Quatre cycles de dégradation de EDMAN avec identification 

des PTH-amino-acides ont permis de déterminer la séquence : 

Ala-Glu-Lys-Ser-Arg. 

ltarginine étant placée en position COOH-terminale par différence et 

selon la spécificité de la trypsine. 

Les peptides try-psiques T-10-B et T-22-B recouvrent respec- 

tivement les séquences NH t COOH-terminales du peptide S-5 Tm-11 2-e 
selon le schéma suivant : 

Peptide S-5 Tm-13-1 

Ala-Lys-Ser-Gly-Ala-Arg. 

Composition en amino-acides : ........................... 
Ser Gly Ala Lys Arg 
0,88 1,06 1,95 1,03 1,07 

(1) (1) (2) (1) (1) 



DNS-Ala . 
La séquence de ce peptide est identique au peptide S-4 Tm-4. 

Les deux peptides ont la même localisation au sein du diagramme d'élu- 

tion de la colonne de CHROMOBEADS P., la même composition en acides 

aminés et les dansylamino-acides NH2-terminaux identiques. 

Peptide S-5 Tm-14-A (résidus 16 à 20 r 2) 

Val-Lys-Ala-Ser-Arg. 

Composition en amino-acides : 
- - i - - - - - - i - - - - - - i - i i - - - - i - i  

Ser Ala Val Lys Arg 

1907 O999 0990 0992 7912 

(1) (1) (1) (1) (1) 

DNS-Val . 
Ce peptide est identique au peptide S-4 Tm-5, les deux pepti- 

des ont en effet des comportements électrochromatographiques sembla- 

bles, le même dansylamino-acide m2-terminal et des compositions en 

amino-acides identiques. 

Peptide S-5 Tm-14-B 

Ser-Lys-Pro-Arg. 

Comnosition en amino-acides : 

Ser Pro Lys Arg 

0995 1,lO 1 9 0 3  0992 

(1) (1) (1) (1) 



Dégradation de EDMAN : .................... 
Trois cycles de dégradation de EDMAN associée à la dansyla- 

tion du peptide résiduel ont permis d'établir la séquence du pepti- 

de Tm-14-B : Ser-Lys-Pro-Arg. 

Le même peptide a été isolé de l'hydrolysat trypsique de la protéine 

native (T-42). 

Peptide S-5 Tm-20-2 

Lys-Ala-Arg . 
Composition en amino-acides : 
------------------mm------- 

Ala Lys Arg 

1,01 0994 1905 

('1) (1) (1) 

Dégradation de EDMAN : -- ----------------- 
Un cycle de dégradation de EDMAN utilisée avec la dansylation 

et l'analyse des amino-acides du peptide résiduel ont permis de con- 

firmer la séquence du peptide %-20-2 : 

Lys-Ala-Arg. 

Une confirmation supplémentaire est apportée, s'il en est 

besoin, par l'action de la carboxypeptidase B qui, après 2 heures 

d'hydrolyse, libère un résidu d'arginine. 



Discussion à propos de l'étude des peptides tmpsiques 

de la protéine maléylée 

La plupart des peptides que nous avons isolés sont localisés 

dans la moitié NHp-terminale de la protéine. Leur caractère général 

hydrophobe a permis de les séparer de façon plus aisée. 

Très peu de peptides appartiennent à la moitié COOH-terminale 

de la molécule, plus basique. Il semble donc que l'intérêt principal 

de la maléylation - obtention de peptides plus longs de la moitié 
COOH-terminale inconnue de la protéine - soit oblitéré par le fait 
que la basicité trop élevée de ces peptides rend leur isolement très 

délicat. 

C'est pour cette raison que nous avons modifié notre métho- 

dologie en utilisant pour le fractionnement de ces peptides très ba- 

siques un échangeur de cations faible - en lloccurence lfAmberlite 
CG50 - à la place de l'échangeur de cation fort - type DOWEX 50 x 2 
utilisé jusqulà présent. 

Cependant, la moitié Mlp-terminale de l'histone H étant 5 
établie au moment où nous avons connu ces difficultés, il s'est avé- 

ré plus judicieux de maléyler le fragment COOH-terminal NB-4 plutat 
que la protéine entière et de le soumettre à l'hydrolyse trypsique. 

Le deuxième point de notre discussion concerne l'obtention 

de certains peptides (~m-2-B, Tm-3, Tm-7) qui ne peut s'expliquer 

que par une maléylation incomplète des résidus de lysine COOH-termi- 

naux de ces peptides. Il semble donc, que malgré l'excès d'anhydride 

maléique employé (plus de 10 micromoles par micromole de lysine), 

certaines régions de la molécule sont réfractaires à la maléylation. 

Toutes les séquences peptidiques déterminées sont en bon ac- 

cord avec les séquences des peptides trypsiques de la protéine native 

étudiées dans le paragraphe précédent. 



III - ETUDE DES PEPTIDES TRYPSIQUES DU FRAGMEIT NB-4 MALEXLE 

Le fragment NB-4 possède 58 résidus dlamino-acides de moins 
que la protéine entière, son obtention permet un accès plus direct 

à la partie COOH-terminale de la protéine qui reste à déterminer. 

La présence de 36 résidus de lysine et de 15 résidus d1argi- 

nine nous a incité à maléyler les résidus de lysine dans le but d'ob- 

tenir de longs peptides en limitant l'action de la trypsine aux seu- 

les liaisons arginyle. 

L1hydrolysat trypsique du fragment NB-4 maléylé a donc été 
fractionné sur résine AMBERLITE CG 50 en tampons pyridine-acide acé- 
tique. Le diagramme dlélution des peptides de la colonne dlAMBERLITE 

CG 50 est présenté dans la figure 11. 

Les fractions sont désignées par la lettre A suivie d'un 

chiffre qui indique leur ordre dlélution de la colonne. 

Chacune des 7 fractions obtenues est analysée par électrochro- 
matographie sur papier. La fraction 1 ne contient que des sels. Les 

fractions 2, 3 et 4 correspondant à des peptides de caractère légère- 

ment basique ont été soumises à la chromatographie d'échanges d'ions 

sur résine CHROMOBEADS P. Les fractions 5, 6 et 7 correspondant à 

des peptides de caractère très basique ont été à nouveau purifiées 

+par chromatographie d'échanges d'ions sur résine AMBERLITE CG 50. 

A - Etude de la fraction A-2 

La fraction A-2 a été soumise à la chromatographie d'échan- 

ges d'ions sur résine CHROMOBEADS P. 

Deux peptides ainsi que de llarginine libre ont été isolés 

de cette fraction. 



DIAGRAMME D'ELUTION DES PEPTIDES TRYPSIQUES DU FRAGMENT NB-4 MALEYLE DE L'HISTONE Hg, 

FRACTIONNES SUR COLONNE D'AMBERLITE C G  50 

D.O. 570 nm 
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FIGURE 1 1  



Fraction A-2 Tm-2 

Cette fraction est uniquement constituée dtarginine libre 

dosée avant et après hydrolyse chlorhydrique à l'analyseur d'acides 

aminés. 

Peptide 8-2 Tm-5 (résidus 70 à 73)  

Leu-Ser-Ile-Arg. 

Composition en amino-acides : --- ---------mm------------ 

Ser Ile Leu Arg 

1,13 0,80 0,76 1,31 

(1) (1) (1) (7) 

Dansglamino-acide NE2-terminal : ---- --------------- --------- 
DNS-Leu . 
La séquence de ce peptide qui possède les mêmes caraotéris- 

tiques que le peptide T-28-A est donc Leu-Ser-Ile-Arg. 

L'obtention de ce peptide implique l'hydrolyse par la tryp- 

sine de la liaison Lys-Leu (69-70). Cette hydrolyse traduit une ma- 
léylation incomplète du résidu de lysine en position 69. 

Peptide A-2 Tm-8 

Ala-Lys-Ser-Gly-Ala-Arg. 

Composition en amino-acides : ........................... 
Ser Gly Ala Arg 

0993 1305 1 9  1 9 0 8  

(1) (1) (2) (1) 

Dansxlamino-acide ---- ---------------2--------- NH -terminal : 

DNS-Ala . 
La séquence de ce peptide, caractérisée par la présence du 

dernier résidu de glycine présent dans la partie COOH-terminale de 



la molécule est identique à celle du peptide S-4 Tm-4 : 

Ala-Lys-Ser-Gly-Ala-Arg. 

B - Etude de la fraction A-2 

Après purification sur résine CHROMOBEADS P., quatre pepti- 

des ont été isolés de cette fraction. Le diagramme dtélution des pep- 

tides de la colonne de Chromobeads P. est présenté dans la figure 12. 

Péptide A-3 Tm-7-C 

Ser-Lys-Pro-Arg. 

Comeosition en amino-acides : --- ....................... 
Ser Pro Lys Arg 

0,83 1,06 1,02 1,09 

(1) (1) (1) (1) 

Dansxlamino-acide ---- ---------------2--------- NH -terminal : 

DNS-Ser . 
Ce peptide est identique aux peptides T-42 et S-5 'I'm-14-B. 

La séquence est donc : Ser-Lys-Pro-Arg. 

Peptide A-3 Tm-8 (résidus 75 à 84 ; 7) 

Comeosition en amino-acides : --- ....................... 
Thr Se r Glu GLy Ala Val Leu Phe Lys h g  

1904 2908 9 3972 3940 1980 2974 O996 2957 1958 

(1) (2) (1) (4) (3) (2) (3) (1) (2) (1) 
La composition en amino-acides de ce peptide caractérisée 

par l'unique résidu de phénylalanine présent dans l'histone H est 5 
identique à celle du peptide S-3 Tm isolé du fractionnement trypsique 

de la protéine maléylée. 





Peptide A-3 Tm-9 

Lys-Ala-Arg. 

Composition en amino-acides : ........................... 
Ala Lys Arg 

1904 1905 0991 

(1)  ( 1 )  ( 1 )  

Dégradation de EDMAN : .................... 
Un cycle de dégradation de EDMAN associée à la dansylation 

et à l'analyse de la composition en amino-acides du peptide résiduel 

a permis de déterminer la séquence : 

Lys-Ala-Arg. 

L'arginine est libérée après deux heures d'action de la car- 

boxypeptidase B. 

Nous avons obtenu le même peptide S-5 Tm-20-2 de l1hydroly- 

sat trypsique de la protéine maléylée. 

Peptide A-3 Tm-10 (résidus 95 à 103 ; 8 1  

Com~osition en amino-acides : 

Asp Ser Ala Leu Lys Arg 

0,64 1,14 2,11 0 ,71 2,82 1,57 

(1 )  ( 1 )  (2 )  (1 )  ( 3 )  ( 1 )  

Dansxlamino-acide NH -terminal : ---- ---------------2--------- 
DNS-Leu . 
La composition en amino-acides ainsi que le dansylamino-acide 

NH -terminal sont identiques à ceux du peptide S-4 Tm-8-A isolé du 2  
fractionnement des peptides trypsiques de la protéine maléylée. 



C - Etude de la fraction A-4 

Un seul peptide très basique a été isolé de cette fraction 

par chromatographie d'échanges d'ions sur résine chromobeads P. 

Peptide A-4 Tm-4 

Ser-Pro-Ala-Lys-Lys-Pro-Lys-Ala-Thr-Ala-Arg. 

Composition en amino-acides : ........................... 
Thr Ser Pro Ala Lys Arg 

0,92 0,97 1,99 2,82 3,09 1,21 

(1)  (1)  (2)  3 ( 3 )  (1)  

Dégradation de EDMAN : .................... 
Neuf cycles de dégradation de EDMAN utilisée en méthode sous- 

tractive ont permis d'établir la séquence : 

Ser-Pro-Ala-Lys-Lys-Pro-Lys-Ala-Thr. 

1 

Thr Ser Pro Ala Lys Arg 

Composition: O,92 0,97 1,99 2,82 3,09 1,21 

l e r c y c l e : 0 , 9 5  0,23 1,94 3,00 2,87 1,23 
2ème cycle : 0,89 - 1,97 3,OO 2941 1905 
3ème cycle : 0,77 - 0995 1,78 2907 1,oo - 
4ème cycle : 0,87 - 0991 1997 1.58 1900 

5ème cycle : 0,98 - 1,Oy 2,lO 1,05 1,OO 

6ème cycle : 0,88 - 0,27 1 0,83 1,OO 

7ème cycle : 0,86 - - 1989 0 2 5  1900 

8ème cycle : 0,79 - - 1 2 7  - 0, 93 

9ème cycle : 0,10 - - 1,15 - 0,85 



L'arginine occupe la position COOH-terminale selon la spéci- 

ficité de la trypsine, le dernier rdsidu d'alanine est placé par 

différence. 

La séquence du peptide A-4 Tm est donc : 

Ser-Pro-Ala-Lys-Lys-Pro-Lys-Ala-Thr-Ala-kg. 

Cette séquence est en bon accord avec les séquences des pep- 

tides try-psiques de l'histone native : T1l-A, T41-C et Tl4-B qui re- 

couvrent totalement le peptide A-4 Tm selon le schéma suivant. 

L'obtention de ces peptides démontre de façon évidente l'in- 

térêt de l'étude simultanée des peptides trypsiques de la protéine 

native d'une part et de la protéine maléylée d'autre part. 

Remarque : 

L'isolement à partir de llhydrolysat trypsique de la protéi- 

ne native, du peptide T : Ala-Lys-Lys-Pro-Lys qui ne peut pas pro- 5 4 
venir du peptide S-4 Tm, permet de mettre en évidence l'existence de 

deux séquences Ala-Lys-Lys-Pro-Lys au sein de la molécule. 

D - Etude de la fraction A-5 

L'analyse de cette fractian par électrochromatographie a per- 

mis de mettre en évidence plusieurs peptides de comportement très 

basique. 

Nous avons donc soumis cette fraction à une seconde chroma- 

tographie sur AMBERLITE CG 50. Un gradient continu de tampons pyri- 

dine-acide acétique pH 6 , 0  et 1 5 à 1,5 M en pyridine permet dléluer 
deux fractions majeures de la colonne (figure 13). 

Les trois peptides que nous présentons ont été isolés de ces 

fractions par électrophorèse ou chromatographie préparative. 



FIGURE 13 



Peptide A-5 Tm-5-A 

Ser-Thr-Ser-Pro-Lys-Lys-Ala-Ala-Arg-Pro-Arg. 

Composition en amino-acides : ........................... 
Thr Ser Pro Ala Lys Arg 

O992 1973 1992 2914 2929 2900 

(1) (2) (2) (2)  (2) (2) 

Dansxlamino-acide NH -terminal : ---- ---------------2--------- 

DNS-Ser. 

La séquence de ce peptide peut être déduite des séquences 

des peptides trypsiques T 7-B9 T19-2-~9 '26' T38-~9 T45 et T46-~ 

selon le schéma suivant : 

Peptide A-5 IFm-6-A 

Lys-Lys-Ser-Arg. 

Composition en amino-acides : ........................... 
Ser Lys Arg 

0998 9 1 9 0 0  

(1) (2) (1) 

Dégradation de EDMAN : .................... 
Trois cycles de dégradation de EDMAN associée à la dansyla- 



tion ont permis de déterminer la séquence du peptide A-5 Tm-6-A : 

Lys-Lys-Ser-Arg. 

Peptide A-5 Tm-6-B 

Lys-Ser-Pro-Lys-Lys-Lys. 

Com~osition en amino-acides : 

Ser Pro Lys 

0,98 0,99 4,03 
(1) (1) (4) 

Dégradation de EDMAN : -- ----------------- 
Trois cycles de dégradation de EDMAN associée à la dansyla- 

tion du peptide résiduel ont permis de déterminer la séquence NH2- 

terminale : Lys-Ser-Pro-Lys. 

Les deux résidus de lysine qutil reste à placer ne peuvent 

l'être qutau niveau de l'extrémité COOH-terminale du peptide A-5 

Tm-6-B. 

Lys-Ser-Pro-Lys-Lys-Lys. 

L'obtention de ce peptide ne peut s'expliquer que par une 

maléylation incomplète de résidu de lysine COOH-terminal. 

E - Etude de la fraction A-6 

Cette fraction, après chromatographie de purification sur 

Amberlite CG 50 en tampons pyridine-acide acétique de pH 6,O utili- 

sés en gradient continu de molarité croissante en pyridine, 1 5  à 

2 5, n'a pu être étudiée de façon satisfaisante. 



F - Etude de la fraction A-7 

Cette fraction a été soumise à la chromatographie d'échanges 

d'ions sur AMBERLITE CG 50 en tampons pyridine-acide acétique pH 6,O. 

Une fraction majeure est éluée par un gradient continu de 

molarité croissante en pyridine de 1 à 3 M. 

La composition en acides aminés de cette fraction est la 

suivante : 

Asp Thr Ser Pro Gly Ala Val Leu Lys Arg 

0997 1904 4775 3935 1 9 7 1  7922 2991 1901 15976 5907 
(1) (1) (5) (3) (2) (7) ( 3 )  (1) (16) (5) 

Cette fraction s'est révélée trhs hétérogène ; après dansyla- 

tion, quatre dansylamino-acides NH2-terminaux ont été identifiés par 

chromatographie bidimensionnelle sur couche mince. 

- DNS-Ala 
- DNS-Ser 
- DNS-Leu 
- di-DNS-Lys 

Dans l'état actuel de nos travaux, il ne nous est pas possi- 

ble de séparer ces peptides très basiques (les plus basiques de l'en- 

semble du fractionnement des peptides trypsiques sur Amberlite CG 50) 
dont les tailles moléculaires sont identiques (ces peptides n'ont pu 

être séparés de façon satisfaisante par chromatographie de gel-filtra- 

tion sur SEPHADEX G 25 F et G 50 F) et dont la répartition des char- 

ges électriques est telle que l1Anberlite CG 50 ne permet pas de les 

separer de façon satisfaisante. 



Discussion à propos du fractionnement des peptides trypsiques 

du fragment NB-4 maléylé 

L'utilisation de la résine Amberlite CG 50 pour fractionner 
les peptides basiques de lthydrolysat trypsique du fragment NB-4 
maléylé a permis d'obtenir des zones basiques de la molécule, tels 

les peptides A-4 Tm, A-5 Tm-5-A, A-5 'I'm-6-A, A-5 ~m-6-B contenant 

jusque quatre résidus d'acides aminés basiques, ainsi que des pepti- 

des de basicité moyenne, fractionnés ensuite sur résine CHROMOBEADS 

P. et semblables aux peptides obtenus à partir de l'hydrolysat tryp- 

sique de la protéine totale maléylée. 

Pour la séparation des peptides très basiques, c'est-à-dire 

contenant plus de quatre résidus basiques, l'utilisation de ltAmber- 

lite CG 50 a été un échec, dQ probablement au faible pouvoir sépara- 
teur de la résine. 



CONCLUSION 

L'ensemble des résultats obtenus par hydrolyse de l'histone 

H ou de son fragment NB-4 par la chymotrypsine, la trypsine, la 5 
thermolysine, la protéase staphylococcique et la pepsine nous permet 

d'une part de recouvrir la partie HE2-terminale (résidus 1 à 11 1) de 

la protéine (figure 14) (SAUTIERE et al., 1976) et d'autre part de 
déterminer la séquence de l'ensemble des peptides constituant la 

partie COOH-terminale (résidus 112 à 185) de la molécule (figure 15, 
a et b), 

Les 70 premiers résidus ont été déterminés par les études 
structurales réalisées sur les peptides trypsiques et chymotrypsi- 

ques, ainsi que sur les peptides obtenus par hydrolyse de la pro- 

téine avec la protéase staphylococcique. Eh outre, la séquence 

MI2-terminale (21 résidus) du fragment CN-2 obtenu par coupure de 

l'histone H par le bromure de cyanogène, a été établie par la dé- 5 
padation automatique de EDMAN en phase liquide à l'aide d'un sé- 

quenceur S,O.C,O.S.I. 

Les peptides trypsiques S-2 Tm, S-4 Tm-14-A, S-4 Tm-3, 
S-5 Tm-11, S-5 Tm-5-A, le peptide chymotrypsique Ch 10-A-2, et la 

dégradation automatique de EDMAN permettent de porter la connaissan- 

ce de la séquence au résidu 53. La séquence MI2-terminale de 12 ré- 
sidus du fragment NB-4 a été déterminée par la dégradation de E D W .  

Le peptide Ch 1s-2-3 recouvre parfaitement cette séquence. 



SEQUENCE DE LA PARTIE NB,-TERMINALE (résidus 1 à 1 1 1 )  DE L'HISTONE H5 
L 

NBS(NB-4 chauffé) 

-Pr- 1 S -;4 
90 

~ r ( 5 ~ + 6 ~ )  - 5 . ~ 3 ~ ~  1 O0 AC-3- 
LYS-GLY-VAL-GLY~ALA-GLY-SER-SER-PHE~ARG~LEU~BLA-LYS-S~-ASP-LYS-ALA-LYS-ARG~SER-PRO 

S4Tm8-A ,->!<-, 
Ch- 1 2 

e Th 1s- 
4 Ts-8 110 w 

GLY-LYS-LYStLYSTALA-LYS 'T : Trypsine 
,-ri ir-T7qb Tm : Trypsine (maldylation) 

w FIGTTRE 14 , Ts Th : : Trypsine Themolysine (su~cin~lation) 

Pr : Protéase staphylococcique 
Ch : Chymotrypsine 



SEQUENCES PEPTIDIQUES DE L'HISTONE Hg 

LOCALISEES DANS LA PARTIE COOH-TERMINALE DE LA MOLECULE 

A-4 Tm4 

HYDROPHOBE 

m 2 s  CMC-1 

& c h - 8 ~ '  Th@- 15- 

ARG- ALA-LYS-SER-GLYTALA-ARG IZ-lb"-j 
T : Trypsine 

Tm : Trypsine (maléylation) 

TB : Trypsine (~uccin~lation) 

Th : Themolysine 

Ch : Chymotrypsine 

FIGURE 15 - a 



SEQUENCES PEPTIDIQUES DE L'HISTONE H, LOCALISEES 
J 

DANS LA PARTIE COOH-TERMINALE DE LA MOLECULE 

ARG SER-LYS-PRO-ARG 1 HYDROPHOBE 

SER-ARG-LYS 
+Tgo- 1- 

-J 
4 Th3S-6 

- A - $ I T ~ ~ - A + ~  T-9 
ARG [ LYS-LYS-SER-ARG-ALA-SER-PRO-LYS~LYS ALA-LYS 

t-- TS-9-Aj j 0  i Ts-4 
-i 

................ ,, f 

Ch-18 

-A-5Tm6-B 
T s - 2 - A -  .....-.--.. . ..... -1 3* 
LYSTSER-PRO-LYS-LYSW HYDROPHOBE 

4 Ts-2-B.-* 
k ~ h 2 ~  CMC-2- 

C h - 2 0 -  

HYDROPHOBE 

, T : Trypsine 

Tm : Trypsine (maléylation) 

Ts : Trypsine (succinylation) 

Th : Thermolysine 

Ch : Chymotrypsine 

FIGURE 15 - b 



Le peptide Ch-24, Ile-Lys-Ser-His-Tyr, contient le 3ème rési- 

du de tyrosine de la molécule d'histone. Sa position adjacente au 

peptide Ch-IO-A-2 est déduite par comparaison entre la composition 

en acides aminés des fragments CN-2 et NB-4, et des données struc- 

turales fournies par les peptides trypsiques T 32-A et 50-2 

Les peptides Ac-2, T12, Th 46-4-2 et Ch 29-2 ont permis de 

faire la jonction entre le fragment peptidique correspondant aux 70 
premiers résidus et la séquence contenant l'unique résidu de phényl- 

alanine et le dernier résidu d'acide aspartique de la protéine. 

Enfin la séquence de la protéine a été prolongée jusqu'au 

résidu 111 par le peptide Th 1-S dont la séquence est parfaitement 

recouverte par les peptides Ch-13, S-4 Tm-8-A, T33, T14-D. 

Outre la séquence des 111 premiers résidus nous avons déter- 

miné des séquences peptidiques importantes appartenant à la partie 

COOH-terminale (résidus 112 à 185) (figure 15, a et b) parmi les- 

quelles deux séquences de 6 résidus, deux séquences de 9 résidus, 
une séquence de 14 résidus et enfin une séquence de 21 résidus. 

La partie NB2-terminale de la molécule (résidus 1 à 99) est 
de caractère hydrophobe alors que la partie COOH-terminale a un ca- 

ractère basique très marqué lié à la présence de 43 résidus basiques 
sur un total de 86 résidus dvamino-acides. 

Les peptides acétiques Ac-1-a (résidus 1 à 99) et Ac-3 (ré- 
sidus 100 à 185) obtenus par hydrolyse de la protéine par l'acide 

acétique 0,25 2 correspondent respectivement à la partie hydrophobe 

et à la partie basique de l'histone H 5' 

Les études en R.M.N. réalisées sur ces peptides montrent que 

la partie NH2-terminale hydrophobe a une structure globulaire alors 

que la partie COOH-terminale a une structure en "random coilv. 

La séquence partielle de l'histone H (figure 16) fait ressor- 
5 

tir la présence de nombreux doublets : Lys-Lys, Arg-Arg, Arg-Lys et 



SEQUENCE PARTIELLE DE L'HISTONE Hg 



Lys-Arg et des triplets Lys-Lys-Lys- et Arg-Lys-Lys sites potentiels 

d'interactions électrostatiques avec le D.N.A. 

L'analogie observée entre les histones H et H sur le plan 1 5 
de leur solubilité dans l'acide perchlorique ou trichloracétique à 

5 $, de leur composition en acides aminés - richesses en lysine, 
alanine, sérine et proline - et de la répartition des résidus basi- 
ques et hydrophobes dans la chaîne peptidique, se précise au niveau 

de la région COOH-terminale de ces protéines. On y trouve en effet 

des homologies nombreuses de séquence telles que celles situées au 

voisinage du résidu de phénylalanine respectivement en position 106 
dans l'histone Hl RTL-J (JONES et al., 1974) et 93 dans l'histone 
H5 (SAUTIERE et al., 1975) - (figure 17) et celles situees dans la 
partie basique où apparaissent des séquences répétitives de type 

Ser-Pro-Lys-Lys et Ala-Lys-Lys-Pro. 

Ceci suggère un rale particulier de l'histone H dans la con- 5 
densation de la chromatine et de son maintien dans cet état condensé. 

En ce qui concerne notre travail, le peptide Px (résidus 94 
à 185) constituera désormais notre matériel de base pour la détermi- 

nation de la séquence complète de la molécule. 

Si la trypsine et la thermolysine possèdent souvent le même 

site de coupure, l'hydrolyse en temps limité du peptide Px par la 

thermolysine devrait permettre l'obtention de longs peptides. 

Enfin l'utilisation de la thrombine qui pourrait couper les 

liaisons Lys-Pro ainsi que l'ont signalé CHAPMAN et al. (1976) et 
de ltélastase spécifique des liaisons hydrophobes devrait nous don- 

ner les peptides nécessaires au recouvrement des séuqences partiel- 

les déjà connues. 



SEQUENCES HOMOLOGUES AU VOISINAGE DES RESIDUS AROMATIQUES * 
DES HISTODliS Hl (RTL-3) ET H. (ERYTHROCYTE DE POULET) ( ) 

J 

* 
TYR-ASP-VAL-GLY-LYS-ASN-ASN- -SER-ARG-ILE-LYS-LEU-GLY-LEU-LYS-SER-LEU-TAL-SER-LYS- 
7 5 80 9 0 

* 
GLY-THR-LEU-VAL- -GLU-THR-LYS-GLY-THR-GLY-ALA-SER-GLY-SER-mE-LYS-LEU- - 

I 00 109 1-10 

GLY- 
* 

-VU-LEU-LYS-GLN-TRR-LYS-GLY-VAL-GLY-ALA-GLY-Sm-SER-Pm-mG-LEU-ALA-LYS-Sm- 
8 O 9 0 93 

ASP-LYS-LYS-ALA 

ASP-LYS- -ALA 
100 
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