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1. Introduction 

In the first paper of this series we have presented 
the N-terminal sequence (70 residues) of the chicken 
erythrocyte histone Hg * [l]. We report here the 
sequence of 25 residues around the only phenylalanyl 
residue present in the histone H,. This region rich in 
hydrophobic residues, shows a strong analogy with 
the sequence adjacent to the phenylalanyl residue 
106 in the Rabbit thymus lysine-rich histone (RTL-3) 
[2]. The sequence data were obtained from a tryptic 
peptide of the maleylated protein, and from peptides 
obtairied by hydrolysis of the unmodified protein 
with cliyniotrypsin and a staphylococcal protease. 

tion. The histone Hg was hydrolyzed at 37OC for 18 
hr in 0.05 M ammonium bicarbonate, pH 8.0, with a 
staphylococcal protease** at an enzymelsubstrate 
ratio of 1 :30. 

The hydrolysate was fractionated on Sephadex 
G 5 0  F, equilibrated and eluted with 0.01 N HCI. 
Further purification of the peptides was achieved 
either by paper chromatography or paper electro- 
phoresis or both methods as described previously 
Pl - 

3. Results and discussion 

In the tryptic hydrolysate of the maleylated 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, Ser2, Glu, Alaj, Val2, LeuJ, Phe, Lys2, Arg. The 

sequence of the first sixteen residues was established 

* Tlie new Iiisti~iic rioiiieiiclature used here was accepted by by the automated Edman degradation (table 1). 

the pürticip;irits .it tlic < ï B A  Foundation Symposium on The remainder of the sequence was deduced from 
tlic Striictiirc .inJ I.i~nction of Chromatin, April 3-5, the data provided by the peptide Pr-2 isolated from 
1974. Tliis iicw noiiienclature which has been proposcd to the staphylococcal hydrolysate of the protein. This 
the ü ~ l > r ~ ) ~ ~ r i a t ~  internliional noinenclature committee is peptide bas the following composition: A p ,  Ser3, Gly, 
as follows Iijr c;icli Iiisione where the previous names are Alaz, Leu, Phe, Lys, Arg. The sequence of the first 
Eivcn in hrackcts: I I ,  (1 , . 1 ,  KAP); H,A (F, Ilb, , ALK); 
1f2B (F2b7 I I I J ~ ,  U A ) ;  I I 3  (F, ,  III, ARK), H4 (FZa i ,  IV, seven residues was as follows: 
ÇRK) and I I ,  (i:,~,, V, KAS). 

** Tlie stapliylococcal protcasc isolated from Staph.vlococcus Ala-Gly--Ser-Ser-Phe-Arg-Leu-(Asx, Ser, 
oureirs strain VX was a generous gift from Dr G. R. Drapeau. Ala, LYS) 

North-Holland Publishing Company - Amsterdam 
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Due to a low recovery of this peptide no further 
sequence work could be carried out. However, this 
peptide allows us to localise the last of the three 
residues of aspartic acid present in the histone Hs 
close to the phenylalanyl residue. 

From the same hydrolysate we have isolated the 
peptide Pr-1 and its two derived peptides Pr-la 
and Pr-lb. The peptide Pr-1 overlaps the median 
part of the tryptic peptide (table 1). The presence 
of the peptides Pr- 1,  Pr--1 a, Pr-lb and Pr-2 in 
the staphylococcal protease hydrolysate led us to 
question the purity of the enzyme preparation. 

Aniong the three proteases produced by the strain 
V8 of Stap~~.ylococcirs uttreils [4,5], one has been 
shown to have a specificity limited to glutamyl bonds 
in ammonium bicarbonate or ammonium acetate 
buffers [6,7]. 

The results that we have obtained clearly indicate 
that the 'Glu-specific protease' was contaminated by 
a protease which exhibits a thermolysin like activity, 
since bonds such as Ala-Aia, Gln-Thr, and Gly-Ala 
present in the peptide Tm were split. 

Only three of the chymotryptic peptides called 
Ch- 1, Ch-2, and Ch-3 are criticai to the purposes 

a 

of this report and will be described here. 
The sequence of the peptide Ch-1 was found to 

be : 

Ser-Ile -Arg-Arg-Leu-Leu 

A derived peptide witli only one leucine was also 
identified in the chymotryptic hydrolysate and its 
structure is: 

cleavage of the histone Hg, contains six leucine residues 
already positioned [ l ] ,  it is obvious that the peptide 
Ch-1 overlaps the N-terminal part of the tryptic 
peptide Tm (table 1). 

The peptides Ch-2, -Lys-Gln-Thr-Lys-Gly- 
Val-Gly-Na-Gly-Ser-Ser-Phe, and Ch-3, -Arg- 
Leu-, overlap the C-terminal part of this peptide Tm 
(table 1). 

Thus we have determined in the chicken erythro- 
cyte histone Hg a sequence of 25 residues, which 
includes the only phenylalanyl residue present in the 
histone moleczile. 

This sequence is in excellent agreement with the 
partial results obtained by Greenaway [SI on tryptic 
and thermolysin peptides of the histone Hg. 

A striking analogy can be o b s e ~ e d  (table 2) by 
comparison of this sequence with the sequence adjacent 
to the phenylalanine residue 106 in the rabbit tliymusl 
lysine-rich histone (RTL3) determined by Jones et 
al. [2]. 
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Table 2 
Scquençc analogies in the vicinity of the phenyldanyl residue in histones H, and H, 

-- 
11 s Vd-Leu-Lys-Gln-Thr-Lys-Gly-Vd-Gly-Ala-Gly-Ser-Ser-Phe-Arg 

(Chicken erythroçyte) 





Vol~iiiis 03. nuiiihcr 1 FEBS LE'ITERS March 1976 

CHICKEN ERYTHROCYTE HISTONE H, 
I I I .  SEQUENCE OF THE AMINO-TERMINAL HALF OF THE MOLECULE (III RESIDUES) 

1). SAIJTI~~KI.:, (;. BRIAND, D. K M ~ ~ C I K ,  O. LOY, (;. BISERTE 
lI/lrl(: II"  124 (/(, 1'lti.stilict Natiotwl dc lu Saiilh ct tlc la Reclierclie Médicale (Il. 12.1 INSERM). 

fil! il" 3.50 7. 59010 l.111~ Chdex, I.Tatzcc 

aiid 

A. GAIIEL, M. CtfAMPAGNE 
Iirs~rrrtr Riolo,vii. Molic?rlairc cf Ci'llirlair~~. 1.5 rile I)iJscart(.s. 6 7000 Strasl>ourg, I.>arlce 

Kcccivcd 21 January 1976 

1. Introduction acetic acid). The hydrolysate was fractionated on 
Sephadex (3-50 F equilibrated and eluted with 0.01 N 

In our previous papers [1,21 we have presented HCl. On the other hand the histone H5 was hydrolyzed 
[tic N-tcriiiinal secliieiicc (70 residiics) of the chicken at 37°C for 4 h in 0.1 M ammonium bicarbonate 
crytlirocytc histone II:, ariil a sequencc of 25 residues pH 8.0 with trypsin at an enzymelsubstrate ratio of 
arouiid tlic oiily pliciiylalaiiyl residue present in tliat 1 : 100. The Iiydrolysate was fractionatcd on 
proiciii. Tlic aiiiiiio ;ici11 sequcnce of the Iiistone 1-15 Chroinobeads P colunin (Technicon) with pyridine 
lias iiow hccn cxtciided ~ i p  to the I l  1 th cesiduc. The formate and pyridine acetate buffers [3].  Further- 
scqiieiicc was deteriiii~icd froiii data provided by the more, the C-terminal fragment NB-4 (142 residues) 
~)cptitlcs ohtaiiied by Iiydrolysis of the proteiii or obtained by NBS** cleavage of the protein [ l ]  
of its carboxy-tcririiiia1 1.ragineiit N B 4 ,  with trypsiii, . was hydrolyzed at 40°C for 2 h in 0.1 M ammonium 
Iliciiiiolysiii aiid tliliitc itcctic acid. bicarbonate pH 8.0, with thermolysin at an enzyme/ 

substrate ratio of 1 : 100. The hydrolysate was 
fractionated on Sephadex (3-25 F equilibrated and 

2. Materials and metliods eluted with 0.01 N HCl. The fractions containing the 
small peptides ranging froni di- to peiita-peptides were 

Al1 itiatcrials and mclliods wcre essentially as furtlier fractionated by ion-exchange cliromatography, 
dcscribcd previously 1 1,2 1 with tlie following addi- as described above. 
tioiis. The Iiistone I l s  was Iiydrolyzed at 1 0 . 5 ~ ~  
l'or 6 11 witli 0.25 M acetic acid ( I o  nig protein/ml 

3. Results and discussion 

*'1 111' iiCw I i ~ \ i o ~ i ï  I I ~ I I I I ' I I C ~ : ~ ~ I I ~ C :  uscd licre was ,iccel>ted by 
tIir ~~:trt ici l~. i i i t~ :il tlir ('II11\ I:oiiiidation Syiiiposi~iin on Among tlie peptides obtained by aceti; acid 
i\itS striictii~c . I I I C ~  l ~ I I I C I I O I I  01' ~lirorniitin, April 3 5, cleavage of two aspartyl bonds in the histone Hg, one 
1974. l'hi\ iicw iioiiici~clatiirc wliicli lias I~ccn proposcd to is of peculiar iiiterest for the purpose of the present 
llir :il)l~rol~ri;itc iiilcrii.itioii.il iii)niciiclaturc coiiiiiiittcc 
I \  .I\ Iollowx for r:irli Iiiuloiic wlicrc tlic prcvioits n'iiiics 

paper. 

.ire ~:ivcii I I I  11r.ickcls: Ill  (I:I. 1.  K.41'); li2A (142a2, I lb l ,  This peptide designated by Ac-? contains 34 
A l  K); 11211 ( l ~ ? ~ ) ,  KSA); Il3 (F3, Ill. ARK); Il4 
( I . ~ , ~ , ,  IV,  ( ; R K )  :III(I I I (  (I:?(., V, KAS). . - **A1>hreivatioi1. NRS, N-brornosuccinimide. 

lh4 North-Hollatzd iùblishing Company - Amsterdam 
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NBS NB-4 AcOH AC-2 

I 
- 

I 
__._) 

+Th- 

TYR-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 

4 
7 0  - 80 

T-11 - T-12 -- r 
a AcOH 

T h - 1  Th-X-2 - 
LRII-LY~-GLN-THR-LYS-GLY-VAL-GLY-ALA-GLY-~ER-SER-PHE-ARG~LE~-ALA-LY~-SER-A~P-LY~-ALA-LY~-ARG- 

9 0  1 O 0  
Tm-2 - -  - Tm-3 - 

SER-PRO-GLY-LYS-LYS-LYS-AU-LYS 
110 

T-19 ---) 4T-20-  

1:ig.I. Ortlriiii~: ol IIic ~'rptidcï I'roiii rcsiduc 58 Io rcsiduc 1 I 1 in tlic eiiiino acid \cqiicnrc of cliickcn srytlirocytc Iii'itonc il,. . . I ryl)lic pcl>li<lc\ . ~ r c  tlcïieti;itctl by 1'- and l'ni- (Sroiii tnalcylatccl peptide N13-4), and tlicrnioly tic pcptidcï l'y l'Il-. Sitcs OS 
clcavagç OS Ilic I)rotciii I)y N-l)roii~osucciii~i~i~dc and ,teetic iicid arc ~ndicatcd by NHS and Ac011 rc\pcetivcly. 

residues deterniined as follows: Asp, Thr, Ser4, Glu;, corresponds to the carboxy-terminal sequence of the 
Qy4, Ala4, Valz, Ilez, Leu,, Phe, Lys4, Arg3. The 70 first residues of the protein [ I l .  
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. 
amirio-tcriiiinal sequence of peptide Ac-2 was found These structural studies as well as the amino acid 
to bc: Lcii (;lii- Ile - Lys--Leu. This sequence composition of the peptide which contains the only 

T H R - G L U - S E R - L E ~ - V A L - L E U - S E R - P R O - A L A - P R O - A U - L Y ~ - P R ~ - L Y ~ - - ~ A L - L Y ~ - A - ~ E R - A R G - A R G - ~ E R - A L A - ~ E R -  
1 10 2 0  

H I Ç - P R O - T H R - T Y R - S E R - G L U - M E T - I L E - A L A - u - G L N -  
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-I~- 
50 60 7 0  

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-~ER-PR~-GLY-LY~-LY~-LY~-A-LY~-ITHR~, SER*,  PRO^^, G L Y ~ ,  A L A ~ ~ ,  VAL), 
1 O 0  110 

LYS3*, ARG131 

1 ir 2. Scclitcricc ol flic :~riiiiio-lcrniiiial 1i;iiI of (lie cliickcii cry throcy te Iiistonc il,. 
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pliciiyl;il;iiiyl icsitluc prcsciit in llic Iiisloiic I I ,  iiiilicatc 
obviously tliat tlic scrliieiice adjacent to  the plienyl- 
alaiiyl rcsidue establislied previously [ 2 ]  coiiies next 
io iltc lciicyl rcsitluc in position 7 0  (fig. 1). 

'l'lie i t l c i i i f ~ c : ~ i o ~ ~  O c i  T l  2 L u  Sei 
Ilc Aig I I I  Ilic liyl)lic liytlic)lysatc of Ilic piolciii ;iiiil 

0 1  ~wl)litlc '1.11-5 I cii Sei I I I  tlic Iliciiiiolysiii Iiyiliolys;itc 
01  [lie ~>cptitlc Nll-4 co1i1ï1111 tlic ;ihove ;i~~ignniciit .  

I;ioiii Ilic s;iiiic Iliciiiiolysiii liytlioly~;iic :I Iiiglily 
Ixisic 11cl)iiilc w:is isol:iie(l. Tliis pcpiiilc 'ni-x (1 7 
icsitliics) Ii:is tlic 1i)Ilowiiig coiiipositioii: Asp, Scrz, 
I'io. (;ly, Al;i.,. 1.~~1, Lys7, Aig. 

Tlic pcptitlç Th-x lias a leiicyl rcsidue in tlie 
;iiiiiiici-ieiiiiiiial positioti. Its carboxy-tcririiiial sequeiice 
Lys Lys Lys Ala Lys wüs establislied froni tlie 
kiiiclic stiidy of the Iiydrolysis of  the peptide with 
c:irhoxy peptidases B aiid A. 

Its coinpletc scquciice was deduced froni tlie 
structural dat;i providcd by tlie derived peptides Tli-x- 
Ac-l aiid Yi-x-Ac-2 obtaiiied by cleavage of the 
peptide TIi-x witli 0.25 M acetic acid and by the 
tiyl)tic ~'eplitlcs 'riil-3 ;ilid T-11) (i'ig.1). The peptide 
1'111-3 n.is t~iciiiiiic.il i t i  ilic tryptic Iiyilrolysate of tlic 
iii.ilc! I.ircli  pcpti~ic SIN \vlir'rcas ilie peptide T-10 
\\.i\  içol,iictl tioiii 1Iic i i  yptic liydiolys;ile of tlie 
pl olclil 

Iiistoiic 1 I s  (fig.2). Tliis sccluciicc wliicli corresponds 
to  about lialf of tlic protein iiiolecule, contains al1 the 
aromatic residues and inost of  the hydrophobic 
rcsiducs but alanine prcsent in tlie histone Hg. 

On tlie otlier Iiarid. tlic Iiiglily basic cliaracter of 
tlie carboxy-tcriiiiii;d p:irt of tlic pi'otciii appe;irsiii 
tlic coiiipositioii (in br;ickets, fig.2) wlierc lialf of (lie 
:iiiiiiio acids wliicli rciiiaiii to  I)e S C ~ I ~ I ~ I I C C ~ ,  ;Ire basic. 

Tliis stroiigly suggcsts 11131 al1 tlic globiilnr striiciure 
of tlic wliolc iiiolcciilc is locütcil i i i  tlic sequerice 1 99. 
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Dans les ce1 Iules des organismes supérieurs, le maintien du 

matériel génétique et la régulation de 1 'activité des gènes à 1 ' intérieur 

des chromosomes sont assurés par les protéines chromosoma les, histones 

et protéines non histones, associées au DNA au sein d'un complexe appelé 

chromatine, 

L e  rapport h i s t o n e s / D ~ ~  est généralement voisin de 1 , tandis 

que le rapport protéines non h i s t o n e s / D ~ ~  var ie de 0 , 5  à 1 ,5 en fonction 

de 1 'espèce animale ou végétale et de la  nature du t issu. 

L'étude de 1 'organisation de la chromatine se l imite à 1 'étude 

des interactions DNA-histone et histone-histone , car  nos connaissances s u r  

les protéines non histones et en part icul ier sur leur structure pr imaire sont 

encore t rès  sommai res  . 

L a  chromatine est formée d'unités de répétition composées à la 

fois de DNA et d'histones appelées " v bodies"  et et QOLINS , 1973-1974) ou 

nucléosomes i( OUDET et a l .  , 1974). 

Chaqtie nucléosorne semble constitué d'un fragment de DNA de 

2 0 0  paires de bases environ et d'un ensemble de 8 mol~cu les  d'histones 

comportant 2 copies de chacune d'el  les : HZA, H 6, H et H4. 
2 3 

L'histone H, , non nécessaire pour reconstituer un nucléosome pourrait 

serv i r  de 1 ien entre nucl~osomes d' une même chaine ou de chaines voisines. 



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

t issulaire ou d f  espèce. Toutefois, I 'histone H montre une certaine spécifi- 
1 

ci té et une plus grande multiplicité que les autres histones. On trouve, par 

exemple, une histone Ho dans les t issus à forte activité métabolique tels 
1 

que l e  foie et le pancréas. 

Af in d'aborder le problème des interactions histone -DiVA et 

histone-histone au sein de la  chromatine, i l  est nécessaire de connaftre la 

structure pr imaire des histones. 

On connafi actuel lement la séquence compl &te en acides aminés 

des histones : H4 (DE LANGE et al . , 1969)' H2B (IWAI et - al . , 1970)' 

H j  (DE LANGE et - al. , 1972)~ H2A (SAUTIERE -1 et al 1972) (YEOMAN et al .  , 
1972) (SAUTIERE et a l .  , 1974). 

Les séquences d'histone H de Tru i te  (DIXON et al. , commu- 
1 - 

nication personnel le, 1976) et de Lapin RTL (COLE et al . , communication 
3 

personnel le , 1976) sont également déterminées. 

L a  détermination de la séquence en acides cminés de I 'histone H 
5 

spécifique de I 'érythrocyte de Poulet a été entreprise dans notre laboratoire. 

L 'histone H s'apparents à I 'histone H r iche  en lysine par  
5 1 

ses caractères de solubil i té, sa composition en acides aminés et sa ta i l le  

moléculaire. 

Cette histone synthétisée durant la maturation des globules 

rouges remplace progressivement et part iel lement I 'histone H Absente * 

1 ' 
de la moël le et de la rate,  I 'histone H est trouvée uniquement dans les r é t  i- 

5 
CU locytes et les érythrocytes matures. (MAZEN et CHAMPAGNE , 1972). 

L a  détermination de la structure pr imaire de l'histone Hg spéci- 

fique des érythrocytes nucléés est doublement motivée, d'une part  pour l 'étude 

des interactions histone-histone et histone-DNA , d'autre par t  pour le rô le  

par t icu l ier  qu'el le pourrai t  avoir  dans la condensation de la chromatine. 



JVOMENCLATURE E T  MASSES MOLECULAIRES DES HISTONES 

TABLEAU 1 - 

RASMUSSEN 
(1 962) 

1 

IIb2 

IIbi 

III 

1 V 

v 

JOHNS 
(1 962) (1 964) (1 967) 

F1 

F2b 

F2a2 

F3 

F a 
2 1 

F2C 

CIBA SYMPOSIUM 
Londres 1974 

Hl 

H2B 

H3 

H4 H2A 1 
h 

Très  r i che  en lysine 

Riche en lysine 

Riches en arginine 

Très  r i che  en lysine 
Spécifique des &y- 
throcytes nucléés 

Masses 
molécu laires 

21 000 

13 774 

14 0 0 5  

15 324 

11 282 

2 0  3 0 0  



CHAPITRE 1 

, L'HISTONE Hg D'ERYTHROCYTE DE POULET 



1 - PREPARATION DE L 'HISTONE H5 

L a  préparation et la purif ication de I 'histone H sont réal isées 
5 

au laboratoire de Mademoiselle CHAMPAGNE ( ~ a Î t r e  de Recherches au 

CNRS), à i f l ns t i t u t  de Biologie Moléculaire et Cel lu la i re  de Strasbourg. 

L 'h istone est extrai te de sang de poulets adultes, et sa pré- 

paration comporte 3 étapes schématisées dans le tableau II. 

I - PREPARATION DE LA CHROMATINE A PARTIR DES ERYTHRO- 

CYTES DE POULETS 

Après hémolyse des érythrocytes dans une solut ion de saponine, 

les noyaux ainsi l ibérés sont t ra i tés par une solution de Nacl 0 ,15 - M, dans 

laquelle la chromatine est insoluble (CHAMPAGNE et a l . ,  1968). 

2 - EXTRACTION DE L'HISTONE Hg A PARTIR DE LA CHROMATIh 

L a  technique u t i  l isée a été décri te par  CHAMPAGNE et a l .  , en 1968, 

Ces auteurs ont mis au point une méthode de préparation de I 'histone H dont la 
5 ' 

simpl ic i té et I 'excel lente résolut ion constituent une amél iorat ion sensible su r  les 

méthodes déjà décrites (MURRAY et a l .  , 1968)' (JOHNS et DIGGLE , 1969). 

L e s  histones H et H sont extraites ensemble, à p a r t i r  de la chromatine, pa r  
1 5 

I 'acide perchlorique ou I ' acide tr ichloracétique à 5 %. 

Cependant, i l faut noter que I 'acide tr ichloracétique n 'ext ra i t  

qu'environ 8 0  % de I 'histone H à p a r t i r  du noyau d'érythrocyte,  tandis que 
5 

I 'acide perchlorique en ext ra i t  la total ité. 

3 - PURIFICATION DE L'HISTONE H5 

L'histone H est obtenue pure à p a r t i r  du mélange H -Hg, par  
5 1 

chromatographie d l  échange d '  ions sur  carboxyméthyl-ce1 lulose (cMC Serva ; 



TABLEAU II 

PREPARATION DE L'HISTONE Hg 

1 ERYTHROCYTES DE POULETS 1 

I Hémolyse par une solution 
de saponine - Nacl 0,15 M 

NOYAUX I 1 Homogénéisation dons Nacl 0,15 F 

Centrifugation 

sur CM-ce1 lu 1 ose 

Extraction à pH 2,15 

Extraction à pH 1,9 



0,89 mil 1 iéquivalents par gramme de poids sec). 

~ ' é l u t i o n  est réalisée selon la méthode préconisée par JOHNS 

et a l . ,  (1960) avec les tampons acétate 1 et II, puis HCI 0 , 0 1  N et HCI 0 ,02  N. 

L a  fract ion Gluée par  le tampon'acétate II correspond à 1 'histone H 
1 

t rès  r iche en lysine. 

L a  fract ion gluée par HCI 0 , 0 2  N est la fraction spécifique des 

érythrocytes de poulets, analogue à la fraction F c de HNILICA (1964)~ ou 
2 

la fraction F de NEELIN et al . , (1964), ou encore le composant 5 des 
5 

& -histones de BELLAIR et MAURITZEN (1 964). 

L a  pureté des préparations d'histone H est contrôlée par élec- 
5 

trophorèse en gel de polyacryiamide selon la méthode de PANYIM et CHALKLEY 

(1969) à pH 2,7 en milieu urée 2,5 Ml en util isant une concentration de 17 % en 

acrylamide. 

II - COMPOSITION E N  ACIDES AMINES 

L a  composition en acides aminés de I 'histone H établ ie sur des 
5 '  

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

L'hydrolyse est réal  isée à 110° C en tubes scellés sous vide, 

en milieu HCI 5,7 N (1 ml par mg de protéine), additionné d'une goutte d'une 

solution de phénol à 1 % afin d 'évi ter une dégradation excessive de la tyrosine. 

L'analyse des acides aminés est effectuée sur un analyseur 

BECKMAN , type Mu1 ti chrom, en ut i 1 isant un système monocolonne. 

L 'é lu t ion des acides aminés se fai t  selon un procédé adopté de 

MOORE et STEIN, à I 'aide de 3 tampons de pH croissant : 

- Tampon 1 : ci t rate de sodiurn 0 , 2  N pH 3,22 

- Tampon 2 : , " II 0,2 N pH 4,25 

- Tampon 3 : II 11 . 0 ,2  N + chlorure de sodium 1 M 
pH 6,28 



- 8 -  
TABLEAU III - 

COMPOSITION EN ACIDES AMINES DE L'HISTONE H5 

( 4  Les valeurs entre parenthèses indiquent le nombre de résidus arrondi à I 'unité 

Acides aminés 

Acide aspartique 

Thréonine 

 érine 

Acide glutamique 

P r o l  ine 

Glycine 

Alanine 

1/2 Cystine 

Valine 

Méthionine 

Isoleucine 

Leucine 

Tyrosine 

Phénylalanine 

Histidine 

Lysine 

Arginine 

Nombre de résidus 

Rapport ~ y s / ~ r g  

N-terminal 

C-termina 1 

Poids moléculaire 
calculé 

( 4  Ces valeurs témoignent du polymorphisme de I ' histone H ( ~ l n - - +  ~ r ~ )  en 
5 position 15- dans la séquence en acides aminés, mis en evidence par 

GREENAWAY et MURRAY (1971) et GAREL m l . ,  (1972). 6) 
iiil: / "., _-..4 

(xxx) Nombre arrondi de résidus déduit de I 'étude des peptides obtenus par coupure 
de l 'histone H par l 'acide acétique 0,25 N. 

5 

HISTONE Hl 

Nombre de résidus 

4 

11 

13 

7 

2 0  

13 

56 

- 
11 

- 
2 

8 

1 

1 

- 
61 

4 

212 

15,25 

. 
Acéty 1- érine 

Lys  i ne 

21 000 I 

HISTONE 

Moles d'acides ami- 
nés pour 1 0 0  moles 

2,75 

3,37 

13,68 

4,Ol  

7,Ol 

4,87 

15,49 

- 
4,23 

0,71 

3,29 

4,38 

1,58 

0,73 

1,56 

21,38 

12,97 

101 ,O1 

H5 

Nombre de résidus 
- 

3,23 (3)(#) 

6,23 (6) 

25,30 (25) 

7,42 (7-8)(xX) 

12 ,97 (13) 

9,OO (9) 

28,65 (29) 

- 
7,82 (8) 

1,32 (1) 

6,08 (6) 

8 , l O  (8) 

2 , 93 (3) 

1,35 (1) 

2,88 (3) 

39,56 (42)(xXX) 

22,99 (21-20) (#=> (xx) 

185 

2 9 0  

Thréonine part iel- 
1 ement acéty l ée 

Lysine 

2 0  3 0 0  I 



Les deu i  premiers tampons 0,2 M en sodium permettent 

I 'élution des acides aminés acides et neutres. L e  troisième 1 '2  M en sodium 

assure I ' élut ion des acides aminés basiques. 

L 'histone H s'apparente à I 'histone H r iche  en lysine, par  
5 1 

ses caractères de solubi l ité dans I 'acide perchlorique ou I 'acide tr ichlora- 

cétique à 5 %, et par  sa composition en acides aminés. Nous avons fai t  f igurer  

dans le tableau III la composition en acides aminés de I 'histone H en compa- 
1 ' 

raison avec celle de I 'histone H 
5 ' 

Comme I 'histone H I 'histone H se caractérise par sa 
1 ' 5 

richesse en lysine ( 42 résidus) et en alanine (29 résidus). Mais, el le 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'hist idine et de 

3 résidus de tyrosine. 

E l  le renferme en outre, un résidu de phénylalanine et 3 résidus 

d'acide aspartique. 

L a  protéine ne contient pas de cystéine et l'absence de trypto- 

phane est une caractéristique générale de toutes les histones. 

L e  poids moléculaire, calculé sur la base de 185 résidus est 

de 2 0  3 0 0 .  

L e  rapport lysine/arginine est de 2 ' 0 0 .  

Un résidu de thréonine part ie l  lement N-acétylé (EDWARDS et al .  , 
1968) a été identifié à I 'extrémité NH -terminale tandis qu'un résidu de lysine 

2 
est placé à I 'extrémité COOH-terminale de la protéine (CHAMPAGNE et al, , 
1968) (GREENAWAY et MURRAY, 1971). 



III - ETAPES DE L A  DETERMINATION DE L A  STRUCTURE PRIMAIRE 

DE L 'HISTONE H5 

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

étape de la détermination de la structure prima i r e  a consisté, naturel lement, 

à couper la protéine par  le bromure de cyanogène qui 1 ibère 2 fragments : 

CN-1 (fragment NH~-terminal)  et CN-2 (fragment COOH-terminal).. 

L a  séquence en acides aminés du fragment CN-1 a été établie par  

GREENAWAY et MURRAY (1971) ; el le est présentée dans le tableau IV  . 
Ces auteurs ainsi que GAREL et al  . , (1 972) 'ont mis en évidence une micro- 

hétérogénéité au niveau du rés idu 15 qui se traduit par  I 'obtention de deux pep- 

tides dont l ' u n  contient de I 'arg in ine et l ' au t re  de la glutamine en position 15. 

Pa r  a i l leurs ,  GREENAWAY (1971) a soumis la protéine à l 'hydrolyse 

par  la trypsine, la thermolysine et la pepsine. Des résultats t r ès  part ie ls de ces 

travaux ont été pub1 iés, puis GREENAWAY a cessé toute recherche sur la struc- 

ture pr imai re  de I 'histone H 
5 

Nous avons a lors  r e p r i s  les travaux de détermination de séquence 

dans notre laboratoire en col laboration etroi  te avec 1 ' équipe de Madeleine 

CHAMPAGNE de STRASBOURG. 

Au cours du fractionnement des produits de clivage de 1 'histone H 
5 

par  le bromure de cyanogène, le  fragment CN-2 est obtenu contaminé par la 

protéine non coupée. 

L a  pur i f  ication du fragment CN-2 est effectuée par 6 l ectrophorèse 

préparative sur  gel de polyacrylamide. Malgré le rendement médiocre de cette 

pur i f icat ion,  le fragment CN-2 a pu être obtenu en quantité suffisante pour en 

étab l i r  la composition en acides aminés et pour être soumis à deux séries de 

dégradation automatique de EDMAN, 

Bien que le .tampon "Quadrol" u t i  1 isé soi t  inadapté pour la dégrada- 

t ion d'une protéine r i che  en lysine, nous avons pu établ ir la séquence des vingt 

premiers résidus du fragment CN-2 (tableau V ). 
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Pour tenter de réal iser  un plus grand nombre de cycles de dégrada- 

tion, en am61 iorant en part icul ie r  la solubil ité du substrat dans le tampon 

Quadrol, et en évitant les pertes de substrat porteur de nombreux groupes 

6-PTC par extraction dans les solvants organiques, la protéine a été 

succinylée puis coupée par le bromure de cyanogène. L e  fragment COOH-terminal, 

CN-2, seul porteur d'un groupe a(-aminé l ibre,  n ' a  pas été séparé de la protéine 

non coupée. L e  mélange a été directement soumis à la dégradation automatique de 

EDMAN. 

Malgré les avantages de la succinylation, nous n'avons pu a l le r  au- 

delà du 20ème cycle. 

Les  ambiguités qui apparaissent aux positions 41 , 43, 45, 46, 48, 49, 

5 0  et 52 de la séquence ainsi déterminée (tableau V ) ont été levées grâce à I 'étu- 

de 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 pa r t i r  de la protéine native ou 

maléylée. 

* . Toutefois, I 'avantage de la maiéylation qui permet d'obtenir un 

nombre restreint  de peptides (théoriquement 22 au l ieu de 63) est en part ie 

oblitérée par l e  fa i t  que certains de ces peptides qui proviennent de la moitié 

COOH-terminale de la protéine sont fortement basiques et ne peuvent être 

séparés de façon satisfaisante sur une résine Chromobeads P. 

Dans notre recherche de gros fragments de l 'histone H nous woris 
5 

égal ement envisagé I ' uti  l i sation de la chymotrypsine et d '  une protéase staphy- 

lococcique dont les s i  tes potentiels d'action dans la protéine sont respectivement 

au nombre de 12 ( trois liaisons tyrosyle, une liaison ~ h é n ~ l a l a n y l e ,  huit liaisons 

jeucyle) et de 8 (huit liaisons glutamyle). 

Malheureusement, I ' intérêt de ces deux types d'  hydrolyse enzyma- 

tique s 1  est trouvé fortement l imité en raison des part icular i tés de structure de 

la protéine. 

Tous les sites potentiels de clivage par la chymotrypsine ont été 

identifiés dans la moitié NH -terminale de la protéine. En outre 6 des 8 résidus 
2 

d'acide glutamique dosés dans I 'histone H sont sous forme amide, et la protéase 
5 

staphylococcique ne peut hydrolyser les l iaisons Gln-X . 



Pendant ce temps, A .  GAREL et M. CHAMPAGNE réal  isaient la  cou- 

pure de la protéine par  la N-bromossuccinimide au niveau des t ro is  l iaisons tyrosyle 

et parvenaient ainsi à isoler le  fragment COOH-terminal NB-4 (127 résidus) résul- 

tant de la coupure de l a  l iaison tyrosyle en position 58. 

L a  détermination de la structure pr imaire de 1 'histone H s 'est  donc 
5 

poursuivie à I 'aide du fragment NB-4 qui a été successivement hydrolysé par  la 

trypsine après maléylation, par  la protéase staphylococcique, par  la thermol ysine, 

et plus récemment par  la  pepsine. 

L'étude des peptides des différents hydrolysats (à I 'exclusion des 

peptides pepsiques) nous a permis d 'établ i r  la  séquence des 11 1 premiers 

résidus de I 'histone H 
5 ' 

I l  nous reste donc à déterminer la séquence de la par t ie  COOH- 

terminale de la protéine (résidus 112 à 185). 

Pour cette détermination, I 'hydrolyse pepsique se révèle d '  un t rès  

grand intérêt, puisqu'el le l ibère à par t i r  du fragment NB-4 ou de la molécule 

entière d'histone H un fragment peptidique de 92 résidus en posit ion COOH- 
5 

terminale dans la protéine. Ce peptide est obtenu avec un excellent rendement 

(supérieur à 8 0  %) par  coupure de I 'unique l iaison phénylalanyle  rése ente dans 

I ' histone H5 (ph -93 )  

Nous concluerons I 'historique de la  détermination de la structure 

pr imaire de I 'histone H en accordant une place part icul  ière à I 'hydrolyse de 
5 

I 'histone avec I 'acide acétique 0 ' 2 5  N, qui coupe la protéine au niveau des 

résidus d'acide aspartique en position 65 et 99. 

Cette méthode de coupure que nous avons appliquée récemment ne 

présente pas un intérêt majeur pour nos études de structure pr imaire.  Mais, 

el le procure deux fragments d 'un intérêt considérable pour des études confor- 

mationnel les : le fragment Ac- la (résidus 1 à 99) qui contient la plupart des 

résidus hydrophobes : Val, I l e  et tous les résidus aromatiques de la protéine, 

le fragment Ac-3 (résidus 1 0 0  à 185) où sont accumulés la plupart des résidus 

basiques de 1 'histone. 
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Notre travai l  consiste en 1 '  étude des peptides obtenus par  
- 

hydrolyse enzymatique (protéase staphylococcique et thermolysine) et par  

hydrolyse en milieu acide dilué de la protéine. 

I I  s '  insère dans un ensemble de travaux réal  isés en collabora- 

t ion avec : 

- Me1 le Odile LOY . Etude des peptides chymotryps iques et 

pepsiques de I 'histone H et de son fragment NB-4. 
5 

- M. Daniel KMIECIK. Etude des peptides trypsiques de 

I 'histone H native et maléylée et de son fragment NB-4. 
5 



CHAPITRE II 

MATERIEL et METHODES 

A - ACTION DE LA N-BROMOSUCCINIMIDE SUR L'HISTONE H5 : 

ISOLEMENT DU FRAGMENT COOH-TERMINAL NB-4 

B - METHODES DE COUPURE DE L'HISTONE H5 E T  DE SON 

FRAGMENT NB-4 



A) ACTION DE L A  N-BROMOSUCCINIMIDE SUR L 'HISTONE Hg : 

- -  - 

I S O L E E N T  DU FRAGMENT COOH-TERMINAL NB-4 

1 - GENERALITEÇ 

L 'ac t ion  de la N-bromosuccinimide (NBS) sur  une chaine peptidique 

s 'exerce C u  niveau des !iaisons tryptophyle , tyroçy le  et h ist idyle 

L 'h istone 14 contient 3 résidus de tyrosine et 3 résidus d 'h ist id ine.  
5 

Dans des conditions relativement douces, température ambiante, 

mil ieu acide acétique 5 0  %, on obtient uniquement la coupure des liaisons 

tyrosyle 

Cependant, cette méthode présente un inconvénient c a r  I 'h ist id ine 

est bromée. L a  coupure au niveau du résidu d 'h ist id ine peut ê t r e  obtenue 

par  chauffage pendant une heure ?Y 10O0 C dons I 'acide acétique à 5 0  %. 

II - MECANISME D'ACTION D E  L A  N B 5  

R1 H2C R2 
1 1 f  MBS - CH-C-NH-CH-C-NH-CH-C - 

I I  I I  i 1 

d'  après RAMACHANDRAN et WITKOP (1967) 



III - MODE OPERATOIRE 

L a  réaction est réa l  isée à la température ambiante et en mi l ieu 

acide acétique à 5 0  % avec un rapport  de sept moles de NBS pour une mole t-' i" 
de tyrosine. 

L a  NBS est ajoutée en 5 fo is avec une demi-heure d'agitat ion à 

l 'obscur i té  entre chaque addition. L a  solution diluée 1 0  fois est ensuite 

L ' hydrol ysat est chromatographié sur  colonne de carboxyméthyl- 

ce1 lulose (CM. 52 ~ h a t m a n )  en mi 1 ieu acétate de sodium 0,125 M et à pH 4,3 et - 

élu6 par  un gradient de chlorure de sodium de O à 1 M. 

IV  - RESULTATS 

Les fragments NB-1 , NB-2, NB-3, NB-4 ( f igure ) obtenus 

par  coupure au niveau des 3 résidus de tyrosine sont repérés dans I 'éluat par  

lecture à 2 3 0  nm et à 2 6 0  nm. 

L e  fragment NB-4, faci lement séparé des 3 autres fragments 

et élu6 à force ionique élevée, n'absorbe pas à 2 6 0  nm car: ne comportant pas 

de tyrosine modifiée (diénone sp irolactone) qui absorbe intensément à cette 

longueur d ' onde. 

L a  composition en acides aminés des 4 fragments de 1 'histone H 
5 

est donnée dans le tableau VII. 

L e  fragment NB-4 contient 127 résidus d'acides aminés parmi 

lesquels on compte 3 résidus d'acide aspartique, 2 résidus d 'acide glutamique, 

1 résidu de phénylalanine, plusieurs résidus hydrophobes et surtout la plupart  

des résidus basiques de la molécule. 

L e  fragment NB-4 est plus court que I 'histone H (2/3 de la mol& 
5 

cule environ) et le nombre de sites de coupure par la chymotrypsine , la protéase 

staphylococcique, la thermolysine, la pepsine, est plus rest re in t .  De ce fa i t ,  les 

hydrolysats obtenus sont moins complexes. . . 
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TABLEAU VI1 

COMPOSITION E N  ACIDES AMINES DES FRAGMENTS OBTENUS APRES 

ACTION DE L A  N-BROMOSUCCINIMIDE SUR L'HISTONE Hg - 



6 - L E S  METHODES DE COUPURE DE L'HISTONE H5 E T  DE SON 

FRAGMENT NB-4 

1 - COUPURE DE L'HISTONE Hg OU DE SON FRAGMENT NB-4' 

P A R L A  PROTEASE STAPHYLCCOCCIQUE 

PRAPEAU -9 et al (1972) et HOUMARD et DRAPEAU (1972) ont 

isolé et étudié une protéase de la souche V8 de staphylococcus aureus. L a  

protéase coupe spécifiquement les liaisons aspartyle et glutamyle en tampon 

phosphate de potassium ou sodium à pH 7'8. L a  spécificité peut être l imitée 

aux seules liaisons glutamyle en milieu bicarbonate d'ammonium à pH 7 '8  

ou acétate d'ammonium à pH 4 '0 .  

L 'histone H renferme 8 résidus d'acide glutamique. Neuf pep- 
5 

tides devraient donc théoriquement êt re obtenus en util isant la protéase sta- 

phylococcique (Y)en mi i i e u  bicarbonate d'ammonium à pH i ,  8 .  

1 - HYDROLYSE PAR L A  PROTEASE STAPHYLOCOCCIQUE 

L 'hydrolyse de I 'histone H (2'5 pmoles) par la protéase 
5 

staphylococcique est réalisée en milieu bicarbonate d'ammonium 0 ' 0 5  M de 

pH 8 ' 0  à 3 7 O  C durant 18 heures avec un rapport enzyme-substrat de 1/40. 

L 'hydrolyse du fragment NB-4 (7 '5  pmoles) de I ' histone H 
5 

pendant 1 0  heures est réalisée dans les mêmes conditions que pour I 'histone H 
5 

2 - FRACTIONNEMENT DES HYDROLYSATS 

a) Chromatographie de gel-f i l t rat ion 

Les peptides des hydrolysats sont séparés par  chromatographie 

de gel-fi l trat ion sur  colonne de Sephadex G. 5 0  ou G. 1 0 0  ( 2 0 0  x 2 ' 5  cm) 

équilibrée et éluée par l 'acide chlorhydrique 0 ' 0 1  N: 

(x) L a  protéase staphylococcique uti l isée pour notre travai l  a été aimablement 

fournie par le Docteur R. DRAPEAU. 



Les fractions correspondant à un p ic  du diagramme d'élution 

obtenu par  lecture des densités optiques à 220  ou 2 3 0  nm sont rassemblées 

et Iyophil isées. Les  fractions peptidiques sont dissoutes dans 2 ml d'acide 

acétique à 10 % et conservées à -20° C. 

b) Chromatographie d'échanges d'  ions sur résine Dowex 5 0  x 2 .......................................................... 

Après chromatographie de gel-f i l trat ion, les fractions très 

complexes sont déposées sur une col onne d 'échange d ' ions, Chromobeads P. 

Les peptides sont élués par des tampons volati ls à base de pyridine uti l isés 

en gradient continu de molarité et de pH. 

Les peptides basiques, encore fixés sur la  rés i  ne après le 

passage du gradient, sont élués avec du tampon pyridine 2 M-acide acétique 

pH 5 ' 0 .  

L a  détection des peptides s'effectue par la réaction à la 

ninhydrine, la réaction de SAKAGUCHI sur  des al iquotes pré1 evées automa- 

t i quement dans chaque fraction de 1 ' 6 l uat . 

3 - CONTROLE DE PURETE 

Chaque fraction peptidique obtenue est soumise à un contrôle 

d'homogénéité par chromatographie et électrophorèse sur papier Whatman 3 MM 

lavé à l 'acide acétique à 1 0  %,en présence des marqueurs externes (rouge de ' 

phénol pour la chromatographie, mélange d'acides aminés : acide aspartique, 

tyrosine et arginine pour I 'électrophorèse). Ce mélange d'acides aminés 

témoins p e r m t  d ' ident i f ier  les peptides de caractère acide, neutre ou basique. 

L a  chromatographie est réalisée pendant 18 heures dans 

le solvant butanol/ pyridine/ acide acétique/ eau (15 : 10 : 3 : 12) (v : v). 

L'électrophorèse se fai t  perpendiculairement à la chromatographie, pendant 

9 0  minutes avec un voltage de 2 2 0 0  V ,  dans un tampon de pH 3 '6  (pyr-idinel 

acide acétique/ eau) (1 : 10 : 289) (v : v). 

Les  peptides sont local isés sur 1 ' 6 I ectrochromatogramme 

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

nine, la coloration spécifique à la phénanthrène-quinone a été u t i l  isée. 



II - COUPURE DU FRAGMENT NB-4 DE L 'HISTONE Hg PAR L A  

THERMOLY SINE 

L a  thermolysine agit spécifiquement au niveau des liaisons où se 

trouve engagé le  groupe c( - aminé des acides aminés à chaine latérale hydro- 

phobe : isoleucine, leucine, valine, phénylalanine, alanine, thréonine et 

à un moindre degré au niveau de la sérine. 

L e  fragment NB-4 contient 21 résidus d'alanine, 6 résidus de 

leucine, 6 résidus de valine, 4 résidus de thréonine, 2 résidus d'isoleucine 

et I résidu de phénylalanine. 

Une hydrolyse relativement courte et la présence de I O  résidus 

de pro1 ine dans la molécule sont des facteurs susceptibles de l imiter le nombre 

de peptides. 

1 - HYDROLYSE PAR L A  THERMOLYSINE 

L 'hydrolyse du fragment NB-4 de I 'histone H par  la thermo- 
5 

lysine est réal  isée en milieu bicarbonate d'ammonium 0, l  M de pH 8,O à 40° C 

pendant 2 heures et avec un rapport enzyme/ substrat de 1/100. L 'hydrolyse 

est arrêtée en abaissant le pH à 3,5 par de 1 ' acide formique. L 'hydrolysat est 

ensuite Iyophi l isé. 

2 - FRACTIONNEMENT DE L ' H Y  DROLYSAT THERMOLYSIQUE 

a) Chromatographie de gel-fi 1 t rat ion ................................. 
Les peptides de I f  hydrolysat sont séparés par chromatographie 

de gel-f i l trat ion sur  colonne de Sephadex G. 25 ( 2 0 0  x 2,5 cm) équilibrée et 

gluée par  l 'acide chlorhydrique 0,01 N. 

L e  diagramme est obtenu par  lecture de la densité optique à 

215 nm. Les fractions sont rassemblées et lyophilisées. 

b) Chromatographie d'échange d ' ions .................................. 
- Chromatographie sur carboxyméthy lcel lulose : 

Les peptides les plus basiques sont fractionnés sur  

une colonne (20  x 2,5 cm) de carboxyméthylcel lulose (CMU 52 ~ha tman) .  



Les peptides sont élués grâce à un gradient en chlorure de 

sodium de O à 1 M. L e  diagramme est obtenu par lecture de la densité optique 

à 230  nm. Chaque fraction correspondant à un p ic  est dessalée par  passage 

sur Sephadex G. 25 (100 x 2,5 cm) en milieu acide chlorhydrique 0,01 N 

puis lyophilisée. 

- Chromatographie sur résine Dowex 5 0  x 2 : 

Après chromatographie sur gel-f i l t ra t  ion, les fractions 

les plus complexes sont fractionnées sur une colonne échangeuse d' ions, 

Chromobeads P. L e  mode opératoire et le repèrage des peptides dans 

I 'éluat ont été décrits dans le paragraphe 1 2b, (p. 23). 

3 - CONTROLE DE PURETE 

Chaque fraction peptidique obtenue est soumise à un contrôle 

d '  homogéné i té en électrochromatographie sur papier suivant les conditions 

décrites au paragraphe 1.3 (p. 23 ) . 

III - COUPURE DE L 'HISTONE H5 PAR L 'ACIDE ACETWUE 0,25 N 

L 'hydrolyse part ie l  le acide des protéines est connue depuis 

longtemps. Les tentatives réal  i d e s  avec I ' acide sulfurique concentré 

(FISCHER et ABDERHALDEN, 1907), I 'acide oxal ique 0 ' 2 5  N (PARTRIDGE 

et DAVIS, 1950), I 'acide chlorhydrique 0 , 0 3  N (SCHULTZ -1 et a l  1962) ou 

I 'acide acétique 0 '25  N (SCHROEDER et al .  , 1963)' montrent que le site de 

coupure est situé au niveau du résidu d'acide aspartique avec sa libération 

par  énucléation. 

L e  mécanisme d'hydrolyse proposé par GARETT (1960)' 

BENDER (1960), BRUYLANTS et KEZDY (1961) est présenté dans la 

f igure 2. 

LEECH (1955) explique la libération préférentiel le de I 'acide 

aspartique par la présence du groupe - carboxylique. f 
SCHRCEDER et a l .  (1963) ont ut i l isé I 'acide acétique 0,25 N 

pendant 8 heures à 1 00° C pour hydrolyser un peptide trypsique de la chaine 

de I 'hémoglobine foetale humaine. Ces auteurs ont remarqué que dans 
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ces conditions, i l  n s  y avait pas de coupure au niveau des résidus d'asparagine, 

de glutamine ou d'acide glutamique ; seul, I 'acide aspartique est l ibéré. 

1-a méthode de coupure chimique des l iaisoris peptidiques 

est intéressante dans I 'étude de la structure pr imai re des protéines mais éga- 

lement dans I 'obtention de gros fragments nécessaires aux biophysiCiens pour 

I 'étude des structures secondaire et te r t ia i re  surtout dans le  cas où les r é s i d m  

d'acide aspartique sont peu nombreux. 

L a  composition en acides aminés de I 'histone H est 
5 

présentée dans le tableau III (p. 8). 

Parmi les t ro i s  résidus d'acide aspartique présents 

dans la molécule, un seul est sous forme amide. 

Les résidus d'acide aspartique scnt situés en posit ion 66 

et 99 dans la  séquence en acides aminés de la protéine (tableau X~~~ p.  109).  

L '  intérêt de I 'hydrolyse part ie l  le acide rés ide : 

- d'une par t ,  dans I 'obtention du f r a ~ m e n t  COOH-terminal 

(résidus 1 0 0  à 185) dont la séquence pr imaire est inconnue. I I  est possible 

d 'u t i  l iser  ce fragment pour des coupures secondaires en vue de l a  détermina- 

t ion de la structure pr imai re,  

- d'autre par t ,  dans I ' obtention de gros fragments de 

caractéristiques structurales bien définies et qui seront u t i  l isés pour étudier 

les structures secondaire et te r t ia i re  de I 'histone H 
5 ' 

Pour réa l iser  ce travai l nous nous sommes intéressés 

à la méthode de coupure par  I 'acide chlorhydrique O, O3 N qui nous a donné peu 

de résultats et surtout à la méthode de coupure à I 'acide acétique 0 ' 2 5  N pré-  

conisée par SCHROEDER et a l .  

1 - HYDROLYSE PAR L 'ACIDE ACETIQUE 0 ' 2 5  N 

L'hydrolyse de I 'histone H par  I 'acide acétique 0 ' 2 5  N 
5 

est réal isée à105QS & tubes scellés sous vide pendant 6 heures ou 12 heures. 

L a  protgine est dissoute dans I 'acide acétique 0 ' 2 5  N Ù la concentration de 

1 0  mg par ml. 



Figure 2 

HYDROLYSE DU RESIDU D'ACIDE ASPARTIQUE E N  MILIEU ACIDE 

O 
OAc 

HC-C- NHâ------  - / + 

HC -C - N H 2  CH - -----. 
' 0  k - I \OH 

H2N C-------  
0 0  H2N 

H2N 
Acide aspartique 

l ibre 

HOOC-CH- - - -  
I 
R'  

D'après GARETT (1960), BENDER (1960), BRUYLANTS et KEZDY (1961) 



Les  hydrolysats sont l yophi l isés . I l s  sont ensuite dissous 

dans 4 à 5 ml d'acide chlorhydrique 0,01 N et lyophilisés de nouveau. Cette 

opération, qui a pour but d 'é l  iminer toute t race d'acide acétique, est répétée 

3 fois. 

2 - FRACTIONNEMENT DES HYDROLYSATS 

Les  peptides des hydrolysats sont séparés pa r  chromato- 

graphie de gel-fi l t ra t ion sur colonne de Sephadex G. 5 0  F ou Biogel P. 6 0  

( 2 0 0  x 2 ' 5  cm) équil ibrée et gluée par  I 'acide chlorhydrique 0,01 N. 

Les  fractions correspondant à u,n p ic  du diagramme 

d'élut ion obtenu par  lecture de la densité optique à 2 2 0  ou 2 3 0  nm et 278 nm 

sont rassemblées et lyophi l isées . Les  fractions peptidiques sont dissoutes 

dans 2 ml d'acide chlorhydrique 0 , 0 1  N et conservées à - 20° C. 

3 - CONTROLE DE PURETE 

a) Gel de polyacrylamide 
...................... 

Les  différentes fractions peptidiques sont soumises 

à I ' analyse électrophorétique en gel à 17 % de po!yacrylamide en mi l ieu 

urée 2 ' 5  M et à pH 2,7 selon la technique de PANYIM et CHALKLEY ( 1969). 

b) Carte peptidique 
----------------- 

Chaque fract ion peptidique est soumise à un contrôle 

d'homogénéité par  électrochromatographie dans les conditions décr i tes au 

paragraphe 1.3 (p. 23 ) .. 



I V  - PURIFICATION DES PEPTIDES 

. Les frac.ti ons renfermant plusieurs peptides sont alors 

pur i f  iées par  électrophorèse ou par chromatographie préparative ou encore 

par les deux méthodes a s s o c i ~ e s  sur papier Whatman 3 MM lavé à I 'acide 

acétique à I O  p. 100. 

En électrophorèse, nous util isons en plus du tampon de 

pH 3,6 déjà décrit  dans le paragraphe 1-3, le tampon de pH 1,9 (acide formi- 

que 98 % / acide acétique/ eau) (25:87.:888) (v : v). 

V - ETUDES DES PEPTIDES 

1 - COMPOSITION EN ACIDES AMINES 

Une fract ion aliquote de chaque peptide est hydrolysée sous 

vide à 1 I O 0  C pendant 24 heures par de I 'acide chlorhydrique 6 N en présence 

d'une goutte de phénol à 1 p .  ? O 0  pour éviter une dégradation excessive de 

la tyrosine . 
L 'analyse des acides aminés est réa l  isée sur  un autoanaly- 

seur Beckman, type Multichrom en uti l isant un système monocolonne et équipé 

d'un intégrateur Infotronics CRS 210. L 'élution des acides aminés se fai t  

selon un procédé adapté de MOORE et STEIN à I 'aide de 3 tampons de pH crois- 

sant : 3 . 2 5 -  4 .25-6 .28  (1.2 N e n ~ a ) .  

2 - DETERMINATION DE L'EXTREMITE NH2-TERMINALE 

PAR DANSYLATION 

L a  dansylation des peptides est effectuée suivant le protocole 

recommandé par GRAY et HARTLEY (1963.a). 



Les  dansy 1-pept ides contenant des résidus de thréonine ou 

de sérine sont hydrolysés sous vide à 1 OS0 C pendant 16 heures. 

Les  dansy lamino-aci des sont identifiés sur couche mince de 

gel de s i  l ice,  soit en chromatographie monodimensionnel le  selon la technique de 

STEHELIN et DURANTON (1969) avec un seul système solvant , benzène/ 

pyridine/ acide acétique (80  : 2 0  : 5) (v : v), soit en chromatographie bidjmen- 

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

(1 969). 

3 - DE TERMINATION DE L ' EXTREMITE COOH--TERMINALE 

L a  détermination de I ' extrémité COOH-terminale des 

peptides isolés a été effectuée par  hydrolyse par  les carboxypeptidases A, B 

ou C.  

Les  hydrolyses par les carboxypeptidases A et B sont réa- 

lisées à 37OC en mil ieu bicarbonate d'ammonium 0,01 M et à pH 8,5. 

Les  hydrolyses par l a  carboxypeptidase C sont réa l  i sées 

à 30° C en milieu c i t ra te de sodium 0 , 0 5  M et à pH 5,3. 

4 - DEGRADATION DES PEPTIDES PAR LA  METHODE DE EDMAN 

L a  dégradation récurrente des peptides par la  méthode de 

EDMAN (1956) est schématisée dans la f igure 2a (p. 31). 

Après chaque cycle de dégradation, 1 'acide aminé 1 ibéré 

peut ê t re  identifié directement sous forme de son dérivé PTH ou indirectement 

en déterminant la composition en acides aminés du peptide résiduel (méthode 

soustractive) (HIRS et al .  , 1960). 

Associée à la dégradation de EDMAN, selon l e  protocole 

décr i t  par  GRAY et HARTLEY (1963-b) la dansylation permet I ' identification de 

I 'acide aminé en posit ion NH -terminale dans le  peptide qui apparaît après 
2 

chaque cycle de dégradation. 

Les  dansy lamino-aci des ont été i dent i f i 6s en chromatographie 

bidimensionnelle avec les systèmes solvants 1 et II de GROS et LABOUESSE 

chaque fois que la  rése en ce dans un même peptide des résidus d'alanine et de 

lysine rendait l ' identif ication di f f ic i le.  Ces dérivés sont en effet mal séparés. 



Figure 3a 

SCHEMATISP.TION DES DIFFEEENTES ETAPES - 

D E  LA DEGFIADATION DE EDMAN 

~ é a c t i o n  de couplage du peptide avec le P. 1. T.C. ( ~ h é n y l  isothiocyanate) 
, 

1 

Elimination de l 'excès de P.I.T.C. 

7 mn. 50% 

Formation du dérivé 2-ani I inothiazol inone 

HCI N 80°C. 10 mn. 

Phényl thiohydantoine de l ' acide aminé 

I 
l Extract ion par I 'acétate d'éthyle 

Phase organique Phase aqueuse 

Séparation des phény1thÏohydantoine- 
amino-acides par  chromatographie 
sur  couche mince de gel de s i l ice à 
I 'aide des systèmes solvants D et E 

(EDMAN and S J ~ U I S T ,  1956) 

- Solvant E : 

Acétate de butyle/ eau/ formamide/ 
acide propionique (97/ 3 /  4/ 3/) (v : v) 

- Solvant D : 

L a  plaque est trempée dans un 
rné lange acétone-formamide 

- Xylène 

Phény I thibhydantoine-arginine 
Phénylthi'ohydantoine-histidine 

l 
E lectrophorèse à 

PH 3 1 6  
Identification 

. Réaction à la phénanthrène-quinone 
(détection de I 'arginine) 

(YAMADA and ITANO, 1966) 
(EASLEY et a l .  , 1969) 

~ é a c t i o n  de PAULY 
(détection de I 'hist idine) 



VI - ETUDE D E S  PEPTIDES EN RESONANCE MAGNETIQUE NUCLEAIRE 

L e s  peptides ont été étudiés au laboratoire de biophysique 

de Portsmouth en collaboration avec les professeurs M. BRADBURY et 

C .  CRANE-ROBINSON sur un spectromètre RMN Brucker de 270  M H z ,  

équipé d'un transformé de Four ie r .  

Les  peptides sont rep r i s  par un vol~ime donné d '  eau lourde 

( ~ 2 0 )  af in d'obtenir une concentration finale de 1 ' o rd re  de 1 pmole/ml. 

Les  solutions sont alors ramenées au pH d'expérience 

(2'5) au moyen de DCI 0,3  M. Les  expériences sont réa l  isées à force ionique 

nulle puis Ù force ionique de 0 ' 5  obtenue par  addition de K SO solide et 
2 4 

qui est susceptible d' indaire des changernents de conformation. 



CHAPITRE III 

DETERMINATION DE LA  STRUCTURE PRIMAIRE 

l DE L'HISTONE Hg * 

A - HYDROLYSE DE L'HISTONE H5 E T  DE SON FRAGMENT NB-4 

PAR L A  PROTEASE STAPHY LCCCCCIQUE 

B - HYDROLYSE DU FRAGMENT NB-4 PAR L A  THERMOLYSINE 

C - HYDROLYSE DE L'HISTONE Hg PAR L 'ACIDE ACETIQUE 0 ' 2 5  N 



A - HYDROLYSE DE L'HISTONE Hg E T  DE SON FRAGMENT NB-4 

PAR UNE PROTEASE STAPHYLOCOCCIQUE 



1 - HYDROLYSE DE LtHISTONE Hg PAR LA PROTEASE 

STAPHYLOCCCCIQUE 

(x) Les peptides de I 'hydrolysat de I <histone H ont été séparés par  
5 

chromatographie de gel-f i l t rat ion sur colonne de Sephadex G. 5 0  F . 
La  courbe d'élution de ces peptides est  rése entée dans la . 

f igure 3. 

Six fractions sont obtenues : 1 5 ,  2 5 ,  3 5 ,  45, 5s' 6s. El les 

sont soumises à un contrôle d'homogénéité par  chromatographie et électropho- 

rèse sur papier. 

Nomenclature : Les peptides obtenus par  hydrolyse de I 'bis- ------------ 
tone H par la protéase staphylococcique sont désignés par P r  et numérotés 

5 
suivant I ' ordre d'élution de la colonne. 

Les deux premières fractions apparaissei7t complexes en carte 

peptidique. Constituées de peptides basiques, el les n t  ont pu êt re étudiées de 

façon satisfaisante. 

Fraction 35 : L a  fraction 3 5  renferme un peptide majeur qui a 

été pur i f ié par chromatographie prépurative sur  papier. 

- Peptide Pr -35  (résidus 3 à 17) 

Ser-Leu-Val-Leu-Ser-Pro-AIa-Pro-A la-Lys-Pro-Lys-Arg-Val-Lys 

a) Composition en acides aminés ..................... -------- 

Ser , P r o  , Ala , Val , Leu , L y s  , A r g  
1,71 ( 2 )  3,17 (3) 2 , I l  (2) 1,94 (2) 2 , 0 9  (2) 2,92 (3) 1,OO (1) 

b) Dégradation de EDMAN ....................... 
Quatre cycles de dégradation de EDMAN ont permis d'établ i r  

' 

la séquence NH2-terminale : Ser-Leu-Val-Leu . 
............................................................................ 
(x) L a  composition et la séquence en acides aminés de ces peptides sont respecti- 

vement présentées dans les tableaux VI11 et IX. 



CHROMATOGRAPHIE D E  GEL-FILTRATION SUR SEPHADEX G .  5 0  F DES PEPTIDES OBTENUS 

PAR HYDROLYSE D E  L 'H ISTONE Hg AVEC UNE PROTEASE STAPHYLOCOCCIQUE 

Figure 3 



Les  caractérist iques de la  composition en acides aminés - 
présence de 3 résidus de pro1 ine, de 2 résidus de val ine et de 2 résidus de 

leucine - et la séquence NH -terminale du peptide Th-3s correspondent à 
2 

la séquence (résidus 3 à 17) établ ie par  GREE NAWAY et MURRAY. 

Fract ion 4 s  : L a  fraction 4 s  a été pur i f iée par chromatographie 

préparat ive sur  papier. 

- Peptide P r -4s  (résidus 78 à 88) 

Ala-Gly-Val-Leu-Lys-GIn-Thr-Lys-Gly-Val-Gly 

a) Composition en acides aminés ............................. 
T h r  , Glu , Gly Ala , Val , Leu Lys  

O f 9 0  (1) 1 ,06  (1) 2,93 (3) 1,16 (1) 1,75 (2) 1 , 0 9  (1) 2,11 (2) 

b) Dégradation de EDMAN ....................... 
S i x  cycles de dégradation de EDMAN avec identif ication des 

PTH amino-acides ont permis d'établ ir la séquence NH -terminale : 
2 

Ala-Gly-Val-Leu-Lys-Gln. 

L a  séquence du peptide P r -4s  a pu êt re  complétée grâca au 

peptide Pr-3 dont la structure est la suivat7te : Thr-Lys-Gly-Val-Gly . 

Fract ions 55 et 6 s  : Les fractions 5 s  et 6 5 ,  constituées d 'un 

mélange de puptides ont été rassemblées et fractionnées sur  une colonne de 

Chromobeads P .  

L e  diagramme d'élut ion est présenté dons la f igure 4 . Les  

peptides sont num6rotés selon leur o rd re  d 'é lut ion de la colonne. 

- Peptide P r  ( 5 s  + 6s)-1 (résidus 63 à 65) 

Asn-Ala-Asp . 
a) Composition en acides aminés ............................. 

. L e  faible rendement est imputé à une coupure mineure de la 

l iaison H is-Asn par  la protéase staphy lococcique. 
62 63 





TABLEAU VI11 

COMPOSITIONS E N  ACIDES AMINES DES PEPTIDES OBTENUS PAR HYDROLYSE DE L 'HISTONE H, 

PAR L A  PROTEASE STAPHYLOCOCCIQUE 
(exprimées en rapports molaires) (x) 

Acides aminés 

Acide aspartique 

Thréonine 

Sér  ine 

Acide glutamique 

P r o l  ine 

Glycine 

Alanine 

Val ine 

Iso l  euc ine 

Leucine 

Tyros i ne 

Phénylalanine 

Hist idine 

Lysine 
l 

Arginine 

( 5 !?: Nombre de r é s  idus 

ah' Y--.- 

(x) ' Les  chi f f res entre parenthèses indiquent le nombre de résidus arrondi  6 I 'unité. 



TABLEAU VI11 (suite) 

COMPOSTTIONS EN ACIDES AMINES D E I  PEPTIDES OBTENUS PAR HYDROLYSE DE L'HISTONE Hg 

PAR LA PROTEASE STAPHYLOCOCCIQUE 

(exprimées en rapports rno~aires) (x) 

( x )  Les chi f f res entre parenthèses indiquent le nombre de residus arrondi  à I <unité. 
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E n  ra ison de la faible quantité disponible, I 'étude structurale 

de ce peptide n ' a  pas été poussée plus loin. L a  séqu'ence complète du peptide 

a été déduite du peptide chymotrypsique 15-2-3 : Lys-Val-Gl y-H i s- Asn-Ala-Asp- 
Leu-Gln- I l  e -Lys-Leu . 

- Peptide Pr (55 + 6s)-2 (résidus 78 à 83) 

Ala-Gly-Val-Leu-Lys-Gln 

a) Composition en acides aminés ----------------------------- 
Glu , Gly  , A la  , Val , Leu LYS 

1905 (1) 1,2 (1) 1 ,O5 (1) 1,O (1) 0,90.(1) '  0 ,87  (1) 

DNS - A la  

Ce peptide constitue la séquence NH -terminale du peptide P r -4s  
2 

qui a été déterminée avec 6 cycles de dégradation de EDMAN. 

- Peptide Pr ( 5 5  + 65)-3 (résidus 84 à 88) 

Thr-Lys-Gl y-Val-Gly 

a) Composition en acides aminés ----------------------------- 
Thr , G ~ Y  J Val LYS 

OS98 (1) 1,96(2) 1 ,12(1)~  0 ,95 (1 )  

b) Dégradation de EDMA N ----------------------- 
Quatre cycles de dégradation de EDM4N ont permis d 'é tab l i r  la  

séquence du peptide P r  (55 + 65)-3, le  dernier rés idu ( Gly 88) étant placé par 

différence. 

L a  séquence du peptide Pr ( 5 5  + 6s)-3 est d o m  : 

Thr-Lys-Gly-Val-Gly . Ce peptide constitue la  par t ie  COOH-terminale du 

peptide Pr -4s .  

L a  séquence complote du peptide P r -45  a donc pu ê t re  établ ie  

pa r  la séquence du peptide P r  (5s + 65)-3. 

- Peptide P r ( 5 5  + 65)-4 

Thr-Ser-Pro-L ys-Lys 



a) Composition en acides aminés 
------------------mm--------- 

T h r  t , Ser  , P r o  , LYS 
0 ' 7 5  (1) 1 ,O5 (1) 1 ' 12 (1) 2 9 0 8  (2) 

b) Dansy l lami no-aci de NH -termi nul -----------------------2-------- 

DNS - T h r  

c) Dégradation de EDM4N ....................... 
T ro i s  cycles de dégradation de EDMAN ont permis d 'é tab l i r  

la  séquence du peptide P r  (5s + 65)-4, les deux résidus de lysine étant 

placés par différence. 

- Peptide P r  (55 + 6s)-5 (résidus 89 à 99) 

A la-GI y-Ser-Ser-Phe-Arg-Leu-A la-Lys-Ser-Asp 

a) Composition en acides aminés ............................ 
A S ~  , Ser  , Gly , Ala , Leu , Phe , L y s  , A r g  

1 , 0 8 ( 1 )  2 , 8 0 ( 3 )  1 ,38(1)  2 , 0 ( 2 )  1 , 0 7 ( 1 )  0 , 9 6 ( 1 )  1 ,27(1)  1 ,14(1)  

- Ce peptide est caractérisé par  la présence de I 'unique résidu 

de phénylalanine et du troisième résidu d 'acide aspartique présents dans 

I 'histone H 
5 ' 

b) ~ é g r a d a t i o n  de EDMAN ....................... 
Sept cycles de dégradation de EDMAN ont permis d f  établ ir la  

séquence NH2-terminale du peptide Fr (55 + 65)-5 : 

A la-Gl y-Ser-Ser-Phe-Arg-Leu . 
L e  reste de la séquence du peptide P r  (55 -t- 65)-5 a été 

déduite de I 'étude structurale du peptide thermolysique Th-1s dont la 

séquence NHÎ-terminale, Leu-Ala-Lys-Ser-Asp , caractérisée par  la pré- 

sence d'un résidu d'acide aspartique qui constitue un acide aminé marqueur, 

recouvre la  par t ie  COOH-terminale du peptide ~ r ( 5 5  + 6s)-5 suivant le 

schéma : 



Nous observons une coupure au niveau d 'un rés idu d'acide 

aspartique malgré I ' emploi du bicarbonate d'ammonium lo rs  de I 'hydrolyse 

de la protéine par la protéase. 

- Peptide P r  (5s  + 6s)-6 (résidus 5 0  à 561 

a) Composition en acides aminés ............................. 
Ser  , Glu , I l e  , T y r  , LYS 

1 ,.34 (1) 1 , 3 0  (1) i 1 7 9  (2) 1 ,O (1) 1,82 (2) 

Ce peptide est caractér isé par  la présence d 'un résidu de 

tyrosine et de deux résidus d '  isoleucine. 

b) Dégradation de EDMAN ........................ 
Deux cycles de dégradation de EDMAN avec identif ication des 

PTH amino-acides ont déterminé la séquence NH -terminale du peptide ~ r ( 5 5 + 6 5 ) -  
2 

Ile-Gln. 

L a  séquence complète du peptide P r  (55 + 6s)-6 a été déduite 

des études structurales réal  isées sur les peptides chrymotrypsiques Ch IO-A2 

et Ch 24 suivant le  schéma : 

- Peptide P r  (5s  + 65)-7 (résidus 4 0  à 48) 

Lys-Ser-Arg-GI y-GI y-Ser-Ser-Arg-GIn 

'Ce  peptide a été pur i f ié  par  chromatographie préparutive sur  

papier . 

a) Composition en acides aminés ............................. 
Ser  , Glu G ~ Y  , LYS , A r g  

3,16 ( 3 )  1129 (1; 2 , 3 0  (2) 0 ,96  (1) 1 , 6 0  (2) 

b) ~ é g r a d a t  ion de EDMAN ....................... 
Cinq cycles de dégradation de EDMAN ont permis dvétabl  ir 

la séquence NHî-terminale du peptide ~ r ( 5 ~  + 65)-7 : Lys-Ser-Arg-Gly-Gly 



L a  séquence complète a été déduite des études structurales 

réa l  isées sur le peptide' trypsique Tm 5-A Gl y-Gly-Ser-Ser-Arg et de l a  

dégradation automatique de E D W  N réal  isée sur  lesfragment COOH-terminal 

obtenu par coupure de I 'histone H avec le bromure de cyanogène (tableau V p.  12) 
5 

suivant le schéma : 

Lys-Ser-Arg-Gly-Gl y-Ser-Ser-Arg-GIn 

- Peptide Pr  ( 5 5  + 6s)- 8 (résidus 72 à 77) 

IIe-Arg-Arg-Leu-Leu-AIa 

Ce peptide a été pur i f ié  par chromatographie préparutive sur  

papier. 

a) Composition en acides aminés ............................. 
A la  , I l e  , Leu , A r g  

1 , 0 7 ( 1 )  0 , 8 2 ( 1 )  2 ,13(2)  1,98(2) 

b) Dégradation de EDMAN ....................... 
Cinq cycles de dégradation de EDMAN ont permis d 'é tab l i r  

la séquence du peptide P r  (SS+ 6s)-8, le  résidu d'alanine étant placé pa r  

différence. 



II - HYDROLYSE DU FRAGMENT NB-4 DE L 'HISTONE H5 

P A R L A  PROTEASE STAPHYLOCOCCIQUE 

Les  peptides obtenus par hydrolyse du fragment NB-4 avec 

la protéase staphylococcique ont été 'fractionnés par  chromatographie de 

gel- f i l t rat ion sur  colonne de Sephadex G. 1 0 0 .  L e  diagramme d'élut ion 

des peptides est présenté dans la f igure 5. 

Cinq fractions, 15, 2 5 ,  35 ,  45 ,  5 5 ,  ont été obtenues. 

E n  ra ison de leur grande complexité, les 4 premières fractions renfermant 

des peptides de tai l le moléculaire élevée n'ont pas été étudiées. Nous nous 

sommes exclusivement intéressés à l a  f ract ion 5 s .  Cette f ract ion apparaît 

constituée de plusieurs peptides qui ont été séparés par chromatographie 

d'échange d '  ions sur  colonne de Chromobeads P .  L e  diagramme d'élut ion 

obtenu est présenté dans la f igure 6. L a  composition et la séquence en acides 

aminés des peptides sont respectivement présentées dans les tableaux X et XI .  

- Peptide NB-4 Pr-55-1 (résidus 78 à 83) 

Ala-Gly-Val-Leu-Lys-GIn 

Ce peptide a été pur i f ié  par  chromatographie préparative sur  

papier. 

a) Composition en acides aminés ............................. 
Glu , Gly A la Val Leu  LY s 

1 '28  (1) I , 5 0  ( ~ j  0 ' 8 6  (1; 1 ,O (1) 0 ' 9 9  (1) 0 8 4  (1) 

b) Dansyl ami no-acide NH -terminal -----------------------2-------- 

DNS - Ala 

Nous n'avons pas poussé plus avant 1 'étude de la structure 

de ce peptide qui est manifestement identique, en ra ison des caractérist iques 

de sa composition au peptide P r  (55 + 6s)-2 obtenu p a r  hydrolyse de I 'his- 

tone H avec la protéase staphylococcique. 
5 







TABLEAU X 

COMPOSITIONS E N  ACIDES AMINES DES PEPTIDES OBTENUS PAR HYDROLYSE DU FRAGMENT NB-4 DE L 'H ISTONE H, 

PAR L A  PROTEASE STAPHYLCCOCCIQUE 

(exprimées en rapports moiaires) ( x )  

Acides amines 

Acide aspartique 

Thréonine 

 érine 

Acide glutamique 

P r o l  ine 

Glycine 

Alanine 

Valine 

Iso l  euci ne 

Leucine 

Tyrosine 

Phénylalanine 

Hist idine 

Lysine 

Arginine 

Nombre de résidus 

(x) Les chi f f res entre parenthèses indiquent le  nombre de résidus arrondi  à I <unité. 
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- Peptide NB-4 Pr-55-2 (résidus 66 à 71) 

Leu-Gln-1 le-Lys-Leu-Ser 

L e  peptide a.ét6 pur i f i é  par  chromatographie préparat ive sur  

papier. 

a) Composition en acides aminés 
------a--------------------- 

S e r  , Glu , I l e  , Leu LY s 
0 1 9 9  (1) 1 1 5  ( 1  0 ' 9 3  (1) 2 ' 0  (2) 0 ' 9 3  (1) 

DNS -  eu 

c) Dégradation de EDMAN ....................... 
.Cinq cycles de dégradation de EDMAN avec identi f icat ion 

des P T H  amino-acides ont permis d 'é tab l i r  la séquence du peptide NB-4 Pr-5s-  

le rés idu de sér ine étant placé par  dif férence. 

d) Hydrolyse par  la carboxypeptidase C ................................... 
L e s  résul tats de la dégradation de EDMAN ont été confirrriés 

pa r  I 'hydrolyse du peptide NB-4 Pr-5s-2 pa r  la carboxypeptidase C .  

L 'hydro lyse  de 3 heures l ibère une mole de sér ine et 0 ,75  mole de leucine. 

- Peptide NB-4 Pr-55-3 (résidus 84 à 99) 

Ce peptide a été pur i f ié  par  chromatographie préparat ive 

s u r  papier.  . 

a) Composition en acides aminés ............................. 
Asp T h r  Ser  Gly A la  , Val Leu , Phe , 

1113 (9) 0 1 9 2  (1) 2196 (3) 3 ,3  (3) 2 , 0 9  (2) 0 ,93 (1) 1 ,O4 (1) 0 ' 8 9  (1) 

Ce peptide est caractér isé pa r  la présence de I 'unique résidu 

de phénylalanine et du troisième résidu d 'acide açpai-tique de la  protéine. 



DNS - Thr 

c) Hydrolyse par  la carboxypeptidaçe C ................................... 
L 'hydrolyse du peptide NB-4 Pr-55-3 par la carboxypeptidase C l  

pendant 4 heures, l ibère une mole d'acide aspartique et 0 , 7 0  mole de sérine. 

En raison des caractérist iques de sa composition en acides 

aminés, I 'étude structurale de ce peptide n ' a  pas été poussée plus lo in.  

L a  structure complète du peptide NB-4 Pr-55-3 peut en effet être déduite 

de l 'étude structurale des peptides P ~ - ( S S  + 6s)-3 et P r  ( 5 5  + 65)-5 

obtenus par  hydrolyse de la protéine avec la protéase staphylococcique . 



III - DISCUSSION 

L a  composition en acides aminés de la protéine indique dix 

sites de coupures (3 résidus d'acide aspartique, 7 résidus d l  acide glutamique). 

L 'hydrolyse de I 'histone H et du fragment -NB-4 par la protéase 
5 

staphylococcique étant réal isée en mi l ieu bicarbonate d'ammonium à pH 7 '8 ,  la 

spécificité de 1 'enzyme doit ê t re  limitée aux seules liaisons glutamyle. 

Les résultats montrent que la protéase staphyl ococcique, outre 

sa spécificité pour les liaisons glutamyle ( Glu-Ser et G I U - L ~ S ) ~  une activité 
2 ' 3  39 4 0  

thermol ysique comme en témoignent les coupures suivantes : 

Lys-Ala 
17 18 

Gln-Ser 
48 49 

Ser-I le 
49 5 0  

Ser-I le 
71 72 

Peptide Pr -35  (résidus 3 à 17') 

Peptide P r  (55 + 65)-7 (résidus 4 0  à 48) 

Peptide P r  (55 + 65)-6 (résidus 5 0  à 56) 

Peptide P r  (55 + 65)-1 (résidus 63 à 65) 

Peptide P r  (55 + 65)-8 (résidus 72 à 77) 

Ala-Ala Peptide P r  (55 + 65)-2 (résidus 78 à 83) 
77 78 

Gly-Ala 
88 89 

Peptide P r  ( 5 s  + 6s)-3 (résidus 84 à 88) 

Peptide P r  (55 + 6s)-5 (résidus 89 & 1 9 )  

Ser-Thr  Peptide P r  ( 5 s  + 6s)-4 

I I  faut noter les coupures au niveau des résidus d'acide 

aspartique 65 et 99 ( A S ~ - L ~ U  et ~ s p - L Y S )  malgré I ' emploi du bicarbonate 
65 66 99 1 0 0  

d'ammonium. L a  coupure Asp-Leu peut ê t re  également imputée à I 'act iv i té 
65 66 

thermol ysique de la  protéase staphyl ococci que. 

Les  peptides sont situés, pour lu plupart, dans la part ie ' 

NH -terminale de l a  molécule. Cependant, malgré les résultats par t ie ls ,  les 
2 

peptides obtenus ont été t rès uti les poclr des recouvrements avec des peptides 

d'autres hydrolysats . 



6 - HYDROLYSE DU FRAGMENT NB-4 DE L'HISTONE Hg 

PAR L A  THERMOLYSINE 



- 55 - 

HYDROLYSE DU FRAGMENT NB-4 DE L 'HISTONE Hg PAR L A  

- 

THERMOLYSINE 

Les  peptides résultant de 1 ' hydrolyse du fragment NB-4 pa r  la 

thermolysine ont été fractionnés par  chromatographie de gel-fi l t rat ion sur  co- 

lonne de Sephadex G. 25. 

L a  courbe d'élut ion de ces peptides est présentée dans la f igure 7. 

Cinq fractions, I S ,  2 5 ,  3 5 ,  4S, 5S  sont obtenues. 

Nomenclature : Les peptides thermol ysiques sont désignés ------------ 
par  Th et numérotés suivant l ' o r d r e  dlélution des colonnes Sephadex et 

Chromobeads P l  le mode de pur i f icat ion étant désigné par  une le t t re  (électro- 

phorèse) ou un chi f f re (chromatographie). 

Exemple : Th-45-17-1 - peptide, provenant de la f ract ion 4 s  

(sephadex) passée sur  Chromobeads P .  , pur  i f  ié par  chromatographie. 

Fract ion 1 5  : L a  fract ion 1 s  apparaft homogène en carte peptidique. 

L a  détermination de I 'extrémité NH -terminale par  dansylation confirme cette 
2 

homogéné i té. 

- Peptide Th-1s (résidus 95 à 111) 

Leu-Ala-Lys-Ser-Asp-Lys-AIa-Lys-Arg-Ser-Pro-Gly-Lys-Lys-Lys-A la-Lys 

Ce peptide est caractér isé par la  présence du 3e résidu d'acide 

aspartique présent dans 1 ' histone H 
5 

a) Composition en acides aminés ............................. 

Asp Ser  P r o  Gly  A la  Leu L y s  A r g  
l 10 l  (1) 1 '95 (2) 1121 (1) 1112 (1) 2 '73  (3) 0 ,82  (1) 6 '85 (7) 1 '29 (1) 

DNS - Leu  



CHROMATOGRAPHIE DE GEL-FILTRATION SUR SEPHADEX G. 25 DES PEPTIDES THERMOLYSIQUES 

DU FRAGMENT NB-4 DE L 'HISTONE Hg 

4 0 0  6 0 0  8 0 0  1 000 Eff iuent (ml) 

Figure 7 
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L a  longueur du peptide (1 7 résidus) et la  présence d'un seul 

résidu d'acide aspartique nous ont incités à hydrolyser ce peptide par  

I 'acide acétique 0 ,25  N pendant 6 heures. 

Les  deux peptides et le résidu d'acide aspartique énucléé sont 

faci l ement séparés par électrophorèse à pH 3,6. 

. - Peptide Th-1s-Ac-A (résidu 99) 

ASP 

Ce peptide est constitué uniquement d l  acide aspartique l ibre.  

Son rendement est de 77 "/o pa r  rapport au peptide Th-1s-Ac-C 

- P e ~ t i d e  Th-1 S-Ac-B (résidus 95 à 98) 

Leu-Ala-Lys-Ser 

a) Composition en acides aminés ............................. 
Ser  , A la  , Leu , LY s 

1,OO (1) 1 ,07  (1) 0,94 (1) 1 , O 0  (1) 

DES - Leu  

c) ~ é g r a d a t i o n  de E D W N  ....................... 
Deux cycles de dégradation de EDMAN couplée avec la dansy- 

lat ion ont permis d 'é tab l i r  la séquence du peptide Th-1s-Ac-B, le dernier 

résidu ( ~ e r  98) étant placé par  différence. 

- P e ~ t i d e  Th-1s-Ac-C (résidus 1 0 0  à 11 1) 

a) Composition en acides aminés ............................. 

Ser  P r o  , Gly , Ala , L y s  , A r g  
1916 (1) 1 , O l  (1) 1,13 (1) 1,84 (2) 5,75 (6) 1 ,IO (1) 

diDNS - L y s  



c) Dégradation de EDMAN ....................... 
Cinq cycles de dégradation de EDPWN avec identif ication des 

PTH-acides aminés ont permis d 'é tab l i r  la  séquence NH -terminale du peptide 
2 

Th-1 S-AC-C . 

d) Hydrolyse par  les carboxypeptidases A et €3 .......................................... 
L 'hydro lyse du peptide par  la carboxypeptidase B pendant 

4 heures l ibère uniquement un résidu de lysine. 

L 'hydrolyse du peptide pa r  le mélange des carboxypeptidases 

A et B l ibère 4 résidus de lysine et 1 rés idu d'alanine. 

L a  cinétique réal isée pendant 12 heures et préçentée dans l e  

tableau X IV  permet d'établ ir la séquence COOH-termina le -Lys-Lys-Lys- 

Ala-Lys . 
L 'hydrolyse par  les carboxypeptidases A et B est arrêtée au 

résidu d'acide aminé immédiatement situé après un résidu de prol ine,  d 'où nous 

pouvons déduire la séquence Pro-Gl y et certainement pas la séquence Gl y-Pro. 

Ceci  a d ' a i l  leurs été confirmé par le peptide trypsique T-33, Ser-Pro-Gly- 

Lys-Lys.  

Les  résultats obtenus ont été confirmés en soumettant le 

peptide Th-1s à la dégradation de EDMAN après traitement par  le Sulfo-PITC 

dont le r ô l e  est d'augmenter le caractère hydrophile du peptide. Neuf dégra- 

dations de EDMAN avec identif ication des PTH-acides aminés ont permis 

d 'établ i r  la séquence NH -terminale du peptide Th-1s : Leu-Ala-Lys-Ser- 
2 

Asp-Lys-Ala-Lys-Arg . 
L a  séquence complète du peptide Th-7s peut donc s ' é c r i r e  : 

Leu-AIa-Lys-Ser-Asp-Lys-AIa-Lys-Arg-Ser-Pro-GIy-Lys-Lys-Lys-AIa-Lys 
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Fract ion 2 5  : L a  fraction 25, hétérogène en carte peptidique, est 

constituée d'un mélange de peptides basiques migrant t rès  peu en chromatographie 

La  chromatographi_e d l échange d ' ions sur carboxym~thylcel  lu1 ose 

nous est apparue comme la meilleure méthode de séparation de ces peptides. 

L e  diagramme d'élution et la courbe de dessalage sont présentés 

danç la f igure 8. . Deux fractions, T h - 2 s - C E - 1  et Th-2s-CMC-2, sont 

obtenues. 

L a  fraction Th-2s-Cm-1 a été pur i f iée par  chromatographie 

sur colonne de carboxyméthylcel lulose (CMC 52). L e  diagramme d'éfution et 

la courbe de dessalage sont présentés dans la f igure 9. 

- Peptide Th-2s-Cm-1 

Lys-Pro-Lys-Ala-Thr . 

a) Composition en acides aminés 

Thr  Ser  , P r o  , Ala , L y s  A r g  
Op4? 1,06(1) 1,93(2) 2,61(3)  3,21(3) 1,19(1) 

Nous avons deux peptides dont les compositions sont les 

suivantes : 

, Ser , P r o  , Ala , L y s  , A r g  
1 (1) 1,88 (2) 2,4 (3) 3,34 (3) 1,29 (1) 

Thr  , Ser  , P r o  , Ala , L y s  , A r g  
1 9 0  (1) 1,o (1) 2,0 (2) 3 ,O  (3) 3 , 0  (3) 1,O (1) 

DNS - Ala 

c) ~ é g r a d a t i o n  de EDIL'iAN ---------------------- 
Neuf cycles de dégradation de EDMAN uti l isde en méthode 

soustractive ont permis d l  établir la séquence des peptides Th-2s-CMC-la 

et Th-2s-Cm- lb .  

( x )  L a  composition et la  séquence en acides aminés de ces peptides sont respecti- 
vement présentées dans les tableaux X I I  et XII I .  



Figure 8 

Chromatographie de la f ract ion 2 5  sur colonne de CM-Cel lulose 

Courbes de dessalage des fractions : 

D.O. 215 nm 
r ~~-~S-CMC- I  

et - t h - 2  5 - c m - 2  

- 
I 

1 2 

I 11 I 1 

2 5 0  / / 270 Effluent (ml) 



Figure 9 

Pur i f icat ion de la f ract ion Th-2s-CMC-1 par chromatographie 

sur  colonne de CM-Ce1 lulose 

- - Gradient en NaCl D.O. 230  nm 

0 , s  M en NaCl 

. Courbe de dessalage de la  fraction Th-25-CMC-1 

D.O. 215 nm 



Thr  , Ser  , P r o  , Ala , L y s  , A rg  

Composition: 0 , 4 0  1 ,06  ----------- 

l e r  cycle 

2ème cycle 

3ème cycle 

4ème cycle 

5ème cycle 

6ème cycle 

7ème cycle 

8èmecycle 

9ème cycle 

L a  faible quantité de thréonine présente dans la fraction 

Th-2s-CMC-1 s'explique donc par la présence du peptide Ala-Arg-Ser- 

Pro-AIa-Lys-Lys-Pro-Lys-Ala-Thr . 

Cette hypothèse se confirme par la présence dans I 'hydrolysat 

thermolysique'des peptides suivants : Thr-Ala-Lys-Arg et Ala-Lys-Arg 

dont les études structurales seront présentées ultérieurement. 

- Peptide Th-2s-Cm-2 

Ser  - P r o  - Lys  - L y s  - L y s  

a) Composition en acides aminés ............................. 

Ser , P r o  , LYS 
1~10  (1) 0,93 (1) 2,98 (3) 

DNS - Ser 

c) ~ e g r a d a t i  on de EDMAN ....................... 
Un .cycle de dégradation de EDMAN associée à la dansylation a 

permis d'établ i r  la séquence du peptide Th-25-Cm-2,  les 3 résidus de 

lysine étant placés par différence. 



L'obtention de ce peptide implique 1 'hydrolyse par  la thermo- 

lysine d' une 1 iai son X-Ser placée immédiatement avant un résidu de pro1 ine . 
Cette hydrolyse est inhabituelle car  dans les séquences de type X-AA hydro- 

phobe - P r o ,  la l iaison susceptible à l 'act ion de la thermolysine n 'est  pas 

coupée par  1 l enzyme (AMBLER , 1968) (MATSUBARA ,1969) (SAUTIERE , 1973) 

Fract ion 3s : Cette fraction, constituée d'un mélange complexe - 
de peptides, est fractionnée par chromatographie d'échange d' ions sur  une 

résine Chromobeads P. 

L e  diagramme d'élution des peptides est présenté dans la 

f igure 1 0 .  

Les peptides thermolysiques de la f ract ion 3 s  sont numérotés 

suivant leur ordre d'élut ion de la colonne. L a  composition et la séquence en 

acides aminés de ces peptides sont respectivement présentées dans les tabl eaux 

XV et XV I .  

- Peptide Th-3s- l  

Ser - T h r  - Ser - P r o  - Lys  - L y s  

I I  est caractérisé par la présence d 'un  des t ro is  résidus de 

thréonine de la part ie COOH-terminale (résidus 112 à 185). 

a) Composition en acid&s aminés ............................. 
Thr  , Ser , P r o  , L y s  

1100 (1) 1,79 (2) 1 ' 0 3  (1) 2,18 (2) 

DNS - Çer 

c) Dégradation de EDMAN ---------".--- --------- - 
Quatre cycles de dégradation de EDMAN ut i  1 içée en méthode 

soustractive ont permis dlétabl ir la  séquence du peptide Th-35-1, les deux 

résidus de lysine étant plocés par difforence. 



SEPARATION DES PEPTIDES THERMOLYSIQUES DE L A  FRACTION 35  SUR COLONNE DE CHROMOBEADS P.  

D.O. 570 nm 

O I I I  t I 1 1 I II 1 
OI 

I l  
I I 

250 1 000 1 2 0 0  " 1 450 2 O 0 0  2 3 0 0  Effluent (ml) ' 
F iaure I O  



TABLEAU XV 

COMPOSITIONS E N  ACIDES AMINES DES PEPTIDES THERMOLYSIQUES DE L A  FRACTION 3 s  

(exprimées en rapports molaires) (x) 

Acides aminés 

Acide aspartique , 

Thréonine 

sé r i ne  

Acide glutamique 

P r o l  ine 

Glycine 

Alanine 

Val ine 

Isoleucine 

Leucine 

Tyros i ne 

Phénylalanine 

Lysine 

Hist id ine 

Arginine 

Nombre de résidus 

Les chi f f res entre parenthèses indiquent le nombre de résidus arrondi  à I <unité. 
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T h r  , Ser  , \ P r o  , LYS 

Composition: 1,00 ----------- 1 '79 l 1 0 3  2 '18  

2ème cycle - O 1,14 1 , 0 7  1,79 

3ème cycle - - O 1,OO 1,63 

4ème cycle - - - O 2 ' 0  

Ala - Ser  - P r o  - L y s  - L y s  

a) Composition en acides arriinés ............................. 
Ser  P r o  Ala LYS 

0 , 9 4  (1) 1 ,OI  (1) 0 ' 6 7  (1) 2,  O (2) 

DNS - Ala 

c) Dégradation de EDMAN ........................ 
Deux cycles de dégradation de EDMAN en couplage avec la 

méthode de dansylation ont permis d 'é tab l i r  la séquence du peptide Th-35-2, 

les deux résidus de lysine étant placés par différence. 

- Peptide Th-35-3 - 

Val - L y s  - Ala - L y s  

Ce peptide a été pur i f ié par chromatographie préparutive sur 

papier. I I  est caractérisé par  la présence d 'un des t ro is  résidus de val ine 

de l a  part ie COOH-terminale encore inconnue (résidus 112 à 185). 

a) Composition en acides aminés ............................ 
Ala , Val , LYS 

1 ' 0 8  (1) 0 ,89  (1) 2 ,03  (2) 

DNS - Val 



c) Dégradation de EDFIAN 

Deux cycles de dégradation de EDMAN en couplage avec la 

dansylation ont permis dlétabl ir la  séquence du peptide Th-35-3, le 2ème 

résidu de lysine étant placé par différence. 

- Peptide Th-35-4 

Ala - Ser  - L y s  - Ala - L y s  - L y s  

a) Composition en acides aminés ............................ 
Ser  , Ala , LYS 

0,96  (1) 2 ,03 (2) ~ , O O  (3) 

b) Dansylami no-acide NH -terminal ...................... 2 

DNS - Ala 

c) Dégradation de EDMAN ....................... 
Quatre cycles de dégradation de EDMAN ut i l isée en méthode 

scustractive ont permis dlétabl ir la  séquence du peptide Th-33-4, les deux 

résidus de lysine étant placés par différence. 

Ser  , Ala , LYS 

Composition: 0 ,96 ----------- 2,03 3 , o o  

2ème cycle - O 

3ème cycle - 1,18 1,83 

4ème cycle 

- Peptide Th-35-5 

A la  - L y s  - L y s  - P r o  - L y s  - T h r  

Ce peptide est caractérisé par la présence d 'un résidu de 

thréonine, acide aminé marqueur de, la par t ie  COOH-terminale . 



a) Composition en acides aminés ............................. 
Thr  , P r o  , Ala , L y s  

1 , 0 0  (1) 1 , 0 4  (1) 1,11 (1) 2,85 (3) 

DNS - A la  

c) Dégradation de EDMAN ........................ 
Cinq cycles de dégradation de EDMAN u t i  l i sée en méthode 

soustractive ont permis d 'é tab l i r  la séquence du peptide Th-35-5, le résidu 

de thréonine étant placé par différence. 

Th r  , P r o  , 
Composition : ----------- 1 ,O0  1 ,O4 

2ème cycle 0,93 1 ,09  

3ème cycle 0 1 9 1  1 , l O  

4ème cycl e 1 , I O  - O 

Sème cycle 1 ,O0 - 

Ala , LYS 

1 ,Il 2,85 

- Peptide Th-35-6 

Ser  - A r g  - Ala - Ser  - P r o  - L y s  - L y s  

a) Composition en acides aminés ............................ 
S,r y P r o  , Ala , L y s  , A r g  

1,71(2) o,80(1) i ,04(1)  2,04(2) 0 ,92(9)  

DNS - Ser  

c) Dégradation de EDM4 N ....................... 
Cinq cycles de dégradation de EDMAN u t i  l isée en méthode 

soustractive ont permis d 'é tab l i r  la séquence du peptide Th-35-6, les deux ' 

résidus de lysine étant placés par  différence. 



Ser  P r o  Ala , LYS 1 A r g  

Composition : ---------- - 1 '71  0 , 8 0  1 ' 0 4  2 , 0 4  O,82 

2ème cycle 0 ,99  1 ,O7 1 ,O7 1'87 - O 

3ème cycle 1 '11 1,18 - O 2 ' 0 7  - 
4ème cycle - O O, 92 - 2 ' 0 7  - 
5ème cycle - O - - - 2 1 0  

Ce peptide a été obtenu avec un rendement important par  

coupure au niveau d'un résidu de sérine, malgré la présence d'un résidu 

d'alanine, s i te favorable de coupure pour la  thermolysine. 

Fract ion 45  : L a  fract ion 45 qui apparaît t r ès  complexe en car te  

peptidique est fractionnée par chromatographie d'échange d '  ions sur  colonne 

de Chromobeads P. 

L e  diagramme d'élut ion obtenu est présenté dans la f igure 11. 

Les peptides sont désignés par un chi f f re correspondc~nt à I ' o rd re  d'élut ion de 

la  colonne et les purif ications par une let t re (électrophorèse) ou un ch i f f re  

(chromatographie). L a  composition et la séquence en acides aminés de ces peptides 

sont respectivement présentées dans les tableaux XVI I  et XVIII.  

- peptide Th-45-1 (résidus 87 à 92) 

Val - Gly - Ala - Gly - Ser  - Ser 

a) Composition en acides aminés -----------.------------------ 

Ser  Gly Ala Val 
1,93(2) 2 ,15(2)  0 ,86 (1 )  1 ,05 (1 )  

DNS - Val 

c) Dégradation de EDMAN ....................... 
T ro i s  cycles de dégradation de E D W N  associée à la 





TABLEAU XVII  

COMPOSITIONS E N  ACIDES AMINES DES PEPTIDES THERMOLYSIQUES DE L A  FRACTION 45 

(exprimées en rapports mol aires) (4 

Les chiffres entre parenthèses indiquent le nombre de résidus arrondi à I 'unité. 

Th-4s- 1 

1,93 (2) 

2,15 (2) 

0 ,86  (1) 

1 ,O5 (1) 

7 

Arginine 

i<::j . 1, ". 
'L. .J 

Nombre de résidus 

Th-45-5-A 

0184 (7) 

6 (1) 

N.D. 

Th-45-2 

1 ,08  (1) 

0,92 (1) 

Acides aminés 

Acide aspartique 

Thréonine 

 érine 

Acide glutamique 

Pro1 ine 

Glycine 

Alanine 

Valine 

Isol eucine 

Leucine 

Tyrosine 

Phénylalanine 

Histidine 

L y s  i ne 

3 

Th-45-3-1 

0,82 (1) 

l , 1 8  (1) 

6 2 1 

Th-45-4-2 

0,99 (1) 

1 ,O1 (1) 

Th-45-4-3 

1,22 (1) 

1190 ( 2 )  

1,88 (2) 

2 

Th-45-3-2 

0,99 (1) 

2 ,08  ( 2 )  

0,93 (1) 

5 

Th-4s-4-7 

110l (1) 

0 ,99  (1) 

4 2 



TABLEAU XVII  (suite) 

COMPOSITIONS EN ACIDES AMINES DES PEPTIDES THERMOLYSIQUES DE L A  FRACTION 4s  

(mprimées en rapports molaires) (x) 

Acide aspartique 

Acide glutamique 

(*) Les chiffres entre parenthèses indiquent le nombre de résidus arrondi à i ' unité. 



TABLEAU XVI I  (suite) 

COMPOSITIONS EN ACIDES AMINES DES PEPTIDES THERMOLYSIQUES DE L A  FRACTION 45 

(exprimées en rapports molaires) (4 

Les chi f f res entre parenthèses indiquent le nombre de résidus arrondi à I 'unité. 

Acides aminés 

Acide aspartique 

Thréonine 

sér ine 

Acide glutamique 

Pro1 ine 

Glycine 

Alanine 

Val ine 

Isoleucine 

Leuci ne 

Tyros i ne 

Phénylalanine 

Histidine 

Lys ine 

Arginine 

Norrbre de rés i  dus 

Th-45-12-1 

1 ,O2 (1) 

1,OO (1) 

Th-45-1 4 

1713 (1) 

0789 (1) 

1,98 (2) 

1 I 2 I 3 I 4 I 5 

Th-45- 12-2 

0,96 (1) 

1 ,O9 (1) 

0,96 (1) 

4 

Th-45-73 

0 ,71  (1 

1,83 (2) 

1,83 (2) 

1,17 (1) 

3174 (4) 

Th-45-1 7-1 

1,o (1) 

2 ,04  (2) 

Th-45-1 5 

0 , 9 0  (1) 

1,99 (2) 

1100 (1) 

1,28 (1) 

1 Th-45-16 

- 

1 ,A2 (1) 

0,95 (1) 

1,92 (2) 



TABLEAU XVI I  (suite) 

COMPOSITIONS E N  ACIDES AMINES DES PEPTIDES THERMOLYSIQUES DE L A  FRACTION 4s 

(exprimées en rapports molaires) ( x )  

(X) Les  chi f f res entre parenthèses indicluent l e  nombre de résidus arrondi  à I 'unité. 







dansylation ont permis d'étubl i r  la séquence du peptide Th-45-1 , les deux 

résidus de sérine étant placés par différence. 

, 

- Peptide Th-45-2 

Ala - T h r  

Ce peptide est caractérisé par  un des t ro i s  résidus de 

thréonine de la par t ie  COOH-terminale (résidus 112 à 185) de la  molécule. 

a) Composition en acides aminés ............................. 
Thr  , A l  a 

1108 (1) 0192 (1) 

DNS - A la  

- Peptide Th-45-3-1 (résidus 78 et  79) 

A la  - Gly 

Ce peptide est isolé de la f ract ion Th-45-3 par chromate- 

graphie préparative sur papier. 

a) Composition en acides aminés ............................. 
G ~ Y  1 Ala 

0 ,82 (1 )  1,18(1) 

DNS - Ala 

- Peptide Th-45-3-2 (résidus 76 à 79) 

Leu - Ala - Ala - Gly 

Ce peptide est isolé de la  f ract ion Th-45-3 par  chromato- 

graphie sur  p ~ p i e r .  



a) Composition en acides aminés ............................ 
G ~ Y  1 Ala , Leu.  

0 , 9 9  (1) 2 , 0 8  (2) 0 ,93 (1) 

b) Dansylami no-acide NHp-terminale ...................... --------- 
DNS - Leu 

c) Dégradation de E D W N  ....................... 
Deux cycles de dégradation de EDblAN en couplage avec 

l a  .dansylati on permettent d '  établ ir la  séquence du peptide Th-45-3-2, l e  

résidu de glycine étant placé par différence. 

- Peptide Th-45-4-1 (résidus 66 et 67) 

Leu - Gln 

Ce peptide est isolé de la  fr'action Th-45-4 par  chromato- 

graphie sur papier. 

a) Composition en acides aminés ............................. 
Glu , Leu 

1 ,O1 (1) 0 ,99  (1) 

DNS - Leu 

c) Dégradation de EDMAN ....................... 
Deux cycles de dégradation de EDMAN avec identification 

des PTH amino-acidesont permis d 'établ i r  la séquence du peptide Th-45-4-1 . 

- Peptide Th-45-4-2 (résidus 7 0  et 71) 

Leu - Ser 

Ce peptide est isolé de la f ract ion Th-45-4 par chroma- 

tographie sur  papier. 

a) Composition en acides aminés ............................. 
Ser  , Leu 

0,99 (1) 1 , 0 1  (1) 



DNS - Leu  

- Peptide Th-45-4-3 (résidus 75 à 79) 

Leu - Leu  - Ala - A la  - Gly 

Ce peptide est isolé de la  f ruct ion Th-45-4 pur  chromato- 

graphie sur  papier.  

a) Composition en acides aminés ............................. 
Gly , Ala , Leu 

1,22(1) 1 ,90 (2 )  1 ,88(2)  

c) Dançy lamino-acide NH -terminal ----------------------2-------- 

DNS - Leu 

L a  séquence du peptide Th-43-4-3 a été déduite des études 

structurales réa l  isées sur le peptide Th-45-3-2, Leu-Ala-Ala-Gly , 

- Peptide Th-45-5-A (résidus 61 à 63) 

Gly - H is  - Asn 

Ce peptide est isolé de l a  f ract ion Th-4~-5 pu r  chromato- 

graphie sur  papier. 

a) Composition en acides aminés ............................. 
ASP , G ~ Y  . , His  

0 ,84 (1) 1,16 (1) non déterminé 

E n  raison de la bromation du rés idu d 'h ist id ine résultant 

deI1actiondelaN-bromosuccinimidesur I'histoneH I 'h is t id inenepeut  
5 ' 

être déterminée au cours de 1 'analyse des acides aminés. 

DNS - Gly 



c) Hydrolyse par la carboxypeptidase C 
---mm------------------------------ 

L ' hydrolyse du peptide Th-45-4 par  la carboxypeptidase C 

pendant 3 heures l ibère un rés idu d'asparagine. 

L a  séquence est donc Gly-His-Asn, le rés idu d 'h ist id ine 

étant placé par  différence. Cette séquence a été confirmée par  les études 

structurales réal isées sur  le  peptide chymotrypsique Ch-1 5-2-3 : 

Lys-Val-GIy-H is-Asn-Ala-Asp-Leu-GIn-IIe-Lys-Leu. 

L 'obtention du peptide Gly-His-Asn implique 1 'hydrolyse 

de'la l iaison Val-Gly par  la thermolysine bien que la glycine n ' a i t  pas de 
6 0  61 

caractère hydrophobe. L a  coupure des l iaisons de type X-Gly n 'est  cependant 

pas un fai t  isolé puisqu'el le a déjà été signalée par  SUNG et DIXON (1970). 

- Peptide Th-45-5-8 

Ala - L y s  - Ser  - Gly 

Ce peptide a été pur i f ié  par électrophorèse prépurative à 

pH 3 ' 6  sur papier. I I  est caractérisé par  la présence d'un des deux résidus 

de glycine de la  part ie COOH-terminale (résidus 112 à 185). 

a) Composition en acides aminés ............................. 
Ser  , Gly , Ala L y s  . 

1 '25 (1) 0 , 8 5  (1) 1 , O 0  (1) 0 ' 8 4  (1) 

DNS - Ala 

c) Dégradation de EDMAN ....................... 
Deux cycles de dégradation de EDMAN en couplage avec la 

méthode de dansylation ont permis d 'é tab l i r  la séquence du peptide Th-45-5, 

le  rés idu de glycine étant placé par différence. 

- Peptide Th-45-6 (résidus 59 à 65) 

L y s  - V a l  - Gly - H is  - Asn - A la  - Asp 



Ce peptide a été pur i f ié  par 6lectrophorèse préparative 

à pH 3 ' 6  sur  papier. I I  est caractérisé par  la présence de deux des t ro i s  

résidus d'acide aspartique de la molécule d'histone. 

a) Composition en acides aminés 

Asp , Gly , A la  , Val H is  , L y s  
1'82 (2) 1'33 (1) 0 ' 9 9  (1) 1'00 (1) N.D. 0 ' 8 0  (1) 

E n  raison de la bromation du résidu d'hist idine résultant 

de I 'action de la N-bromosuccinimide sur I 'histone H I 'hist idine ne peut 
5 ' 

ê t re  déterminée au cours de I 'analyse des acides aminis.  

b) Dansylamino-acide NH -terminal ...................... 2-------- 

diDNS - L y s  

c) Hydrolyse par la carboxypeptidase C ................................... 
L ' hydrolyse du peptide Th-45-6 par  la carboxypepti dase C 

pendant 4 heures l ibère un résidu d'acide aspartique. 

L a  séquence du peptide Th-45-6 a ét6 déduite des études 

structural  es des peptides Th-45-4 Gl y-H i s-Asn et Th-45-9 0 Lys-Val -Gl y 

suivant l e schéma 

L y s  - Val - Gly - His  - Asn - Ala - Asp 

L e  résidu de lysine en position NH -terminale et la 
2 

préçence du résidu d '  hist idine et des deux résidus d '  acide aspartique 

permettent d 'af f i rmer que le peptide Th-45-6 correspond à la  par t ie  NH -ter- 
2 

minale du fragment NB-4 de I 'histone H 
5 ' 

- Peptide Th-45-7-1 

Ala - Ser - Lys  

Ce peptide est isolé de l a  fraction Th-45-7 par chromato- . 

graphie préparative sur papier . 



a) Composition en acides aminés ............................. 
Ser Ala , LYS 

1 ' 0 5  (1; 0 ,97 (1) 0 ,98 (1) 

b) Dansy lamino-acide NH -terminal ------------------- --- 2 -------- 
DNS - Ala 

c) Dégradation de EDPlAN ........................ 
Deux cycles de dégradation de EDMAN ut i l isée en méthode 

soustractive ont permis d'établ ir la  séquence du peptide Th-45-7-1, le résidu 

de lysine étant placé par différence. 

Ser , A la  , L y s  

Composition : ----------- 1 ,O5 0 ,97  O, 98 

l e r  cycle 1 ,20  - O 0,85 

2ème cycle O - - 1 ,O0  

- Peptide Th-45-7-2 (résidus 61 et 62) 

Gly - H is  

Ce peptide est obtenu de la même façon que le  peptide 

a) Composition en acides aminés ............................. 
G ~ Y  His  
I ,oo (1; N.D. 

L e  caractère basique de ce peptide qui se manifeste par  

son volume de rétention sur la colonne de Chromobeads P .  et par  son compor- 

tement cathodique en électrophorèse sur papier à pH 3,6 traduit la présence 

du résidu d'hist idine bromé que I 'analyse d'acides aminés ne peut mettre en 

évidence. 

DNS - Gly 

L'obtention de ce peptide implique la coupure de la 

l iaison His-Asn par  la thermolysine . 



- Peptide Th-45-8 ( résidus 8 0  à 83) 

Val - Leu - L y s  - Gln  

a) Composition en acides aminés ............................. 
Glu , Val ,, Leu , L y s  

1,05 (1) 0 ,98(1)  1 ,OI  (1) 0 ,96 (1 )  

DNS - Val 

c) Dégradation de EDbAAN ....................... 
Deux cycles de dégradation de EDMAN au couplage avec la 

dansylation ont permis d'établ ir la séquence du peptide Th-45-8, le résidu de 

glutamine étant placé par différence. 

L a  présence de glutamine dans ce peptide a été déduite des 

études structurales réa l  isées sur  le peptide P r -4s  : 

AIa-GI y-Val-Leu-Lys-Gin-Thr-L ys-GIy-Val-GIy 

- Peptide Th-45-9 (résidus 84 à 86) - 

T h r  - L y s  - Gly et Ala - Lys  

a) Composition en acides aminés ............................. 
T h r  , Gly , Ala , L y s  

0 1 9 6  (1) 1,16 (1) 0 , 9 0  (1) 1,98 (2) 

DNS - T h r  et DNS - Ala 

c) Dégradation de EDMAN -. ....................... 
Un cycle de dégradation de EDMAN ut i l isée en méthode 

soustractive a permis d l  établ ir les séquences Ala-Lys et Thr-Lys.  

L a  présence des deux dansylamino-acide NH -terminaux 
2 

DNS-Thr et DNS-Ala et la dispar i t ion des deux résidus de lysine l o r s  de la ' 

dégradation de EDMAN prouvent la présence de deux peptides. L e  résidu de 

glycine ne peut provenir  que du peptide Thr-Lys-Gly ca r  le  résidu de glycine 

placé dans la par t ie  COOH-terminale encore inconme est engagé dans une 

l iaison Ser-Gly (peptide T h - 4 3 - 5 8  : A l a - L Y S - ~ e r - ~ l ~ ) .  



- Peptide Th-45-10 (résidus 59 61) 

L y s  - Val - Gly . 

a) Composition en acides aminés 
--mm------------------------- 

Gly , Val , L y s  
1 ' 0 6  (1) 0,98 (1) 0 ' 9 6  (1) 

Son comportement en électrophorèse sut- papier à pH 3 ' 6  

et son volume de rétention sur l a  colonne de Chromobeads P .  peîmettent 

d 'a f f i rmer  que ce peptide ne contient pas le résidu d'hist idine brome que 

1 t ~ n a l y s e  dtacides aminés ne peut mettre en évidence. 

diDNS - L y s  

c) Dégradation de EDMAN ........................ 
Un cycle de dégradation de EDMAN en couplage avec la 

dansylation a permis d l  établ i r  la séquence du peptide Th-45-10, le résidu 

de glycine étant placé par  différence. 

L e  peptide Th-45-10 correspond à la par t ie  NH2-terminale 

du fragment NB-4 de I 'histone H 
5 ' 

- Peptide Th-45-1 1 (résidus 68 et 69) 

I l e  - L y s  

a) Composition en acides aminés .............................. 
I l e  , LYS 

0 ,96 (1 )  1,04,(1) 

DNS - I l e  

L a  séquence de ce peptide est évidente. 

- Peptide Th-45-92-1 

Ser  - Lys  



Ce peptide a été isolé de la f ract ion Th-45-12 par chroma- 

tographie préparutive sur papier. 

a) Composition en acides aminés ............................. 
Ser , LYS 

1 ,a ( )  1,oo (1) 

b) Dansylamino-acide NH -terminal 2-------- 

DNS - Ser 

L a  séquence de ce peptide est évidente. 

- Peptide Th-45-12-2 (résidus 68 à 70) 

I le  - L y s  - Leu 

Ce peptide a été isolé de la fraction Th-45-72 par chroma- 

tographie pr6parative sur  papier. 

a) Composition en acides aminés ............................. 
I l e  Leu , LYS 

0196 (1)' 1 ,O9 (1) 0 , 9 6  (1) 

DNS - I l e  

c) ~ é g r a d a t i o n  de EDMAN ........................ 
Un cycle de dégradation de EDPIAN en couplage avec la 

dansylation a permis dlétabl i r  la séquence du peptide Th-45-12-2, le résidu 

de leucine étant placé par différence. 

- Fract ion Th-43-13 

Thr-Ser-Pro-Lys-Lys et Ala-Ser-Pro-Lys-Lys 

a) Composition en acides aminés ............................ 
Thr  . , S e r '  , P r o  , Ala , Lys  

0 1 7 1  (1) 1,83 (2) 1,83 (2) 1,17 (1) 3,74 (4) 



b) Dansy lami no-acide NH -terminal ...................... 2 

DNS - Thr  et DNS - Ala 

c) Dégradation de EDMAN ....................... 
Tro is  cycles de degradation uti l isée en méthcde soustractive 

ont permis dlétabl i r les séquences des peptides de la fraction Th-45-13 .- 

T h r  , Ser  , P r o  , Ala , L y s  

Composition : --------- -- O, 71 1,83 1,83 1,17 3,74 

2ème cycle - - 0 - 1 ,89. - 4 ,10  

3ème cycle - - - O - 4,OO 

L a  présence des deux dansylamino-acide NH -terminaux 
2 

et la dégradation de EDM4N montrent que nous avons deux peptides en quantité 

équivalente : Thr-Ser-Pro-Lys-Lys et Ala-Çer-Pro-Lys-Lys . 
L e  peptide Th-35-2, Ala-Ser-Pro-Lys-Lys, et les peptides 

de la f ract ion Th-45-73 ont un volume de rétention sur la colonne de chromo- 

beads P. et Lin comportement électrophorèt ique identiques. 

- Peptide Th-45-14 

Ser  - P r o  - L y s  - L y s  

a) Composition en acides aminés ............................. 
Ser  , P r o  LY s 

1,13(1)  0 , 8 9 ( 1 j  1,98(2) 

b) Dansy lamino-acide NH2-terminal ...................... -------- 
DNS - Ser  

c) Hydrolyse par  la carboxypeptidase C ................................... 
L 'hydrolyse du peptide Th-45-74 par la carboxypeptidase C 

pendant 4 heures l ibère deux résidus de lysine. 

L e  résidu de pro1 ine étant placé par différence, la séquence 

du peptide Th-45-14 est donc Ser-Pro-Lys-Lys. 



L'obtention de ce peptide implique 1 'hydrolyse par  la 

thermol ysine d'une l ialson X-Ser placée immédiatement avant un résidu de 

pro1 ine . 
Cette hydrolyse est inhabituel le cur  dans les séquences 

de type X-AA Hydrophobe-Pro, la l iaison susceptible à 1 'action de la  ther- 

molysine n ' est pas coupée par  1 enzyme (AMBLER , 4 968) (MATSUSARA, 1969) 

( SAUTIERE , 1973). 

- Peptide Th-45-75 

Ala - Th r  - Ala - A r g  - L y s  

Ce peptide est caractérisé par la présence d'un des 

t ro i s  résidus de thréonine présents dans la par t ie  COOH-terminale 

(résidus 112 à 185) de 1 'histone H 
5 ' 

a) Composition en acides aminés 

Thr  Ala LYS A r g  
0 ,90 (1 )  1,99(2)l 1 , 0 0 ( 1 )  1,28(1) 

ONS - Ala 

c) Dégradation de EDMAN ....................... 
Tro is  cycles de dégradation de EDMAN associée à la 

dansylation ont permis d f  établ i r  la séquence du peptide Th-4s-15, le  résidu 

de lysine étant placé par différence. 

- Peptide Th-45-16 

Val - L y s  - Ala - L y s  

a) Composition en acides aminés ............................. 
A l  a Val , LYS 

l 1 2 (  0 ' 95  (1) 1,922 ( 2 )  

DNS - Val 



Nous n'avons pas poussé plus avant l 'étude de la structure 

de ce peptide qui est manifestement identique en raison des caractéristiques 

de sa composition au peptide Th-35-3. 

L a  présence d'un même peptide dans deux fractions adjacentes 

n ' est pas étonnante. 

- Peptide Th-45-17-1 

A la  - L y s  - Lys  

Ce peptide est pur i f ié  par chromatographie préParative 

sur  papier. 

a) Composition en acides aminés --------- ------------------- - 
Ala , LYS 

110 (1) 2 ' 0 4  (2) 

DNS - Ala 

L a  séquence du peptide Th-45-17-7 est évidente. 

- Peptide Th-45-17-2 (résidus 59 à 62) 

Lys  - Val - Gly - H is  

a) Composition en acides aminés 
--------------------a-------- 

G ~ Y  , Vai , Lys  H is  
1 3  (1) 0 ' 9 7  (1) 0 ,90  (1) N.D. 

E n  raison de la bromation du rés idu d'hist idine résultant 

de I 'action de la N-bromosuccinimide sur  I 'histone H I 'histidine ne peut 
5 ' 

ê t re  déterminée au cours de l 'analyse des acides aminés. 

diDNS - Lys 
Son comportement en électrophorèse sur  papier à pH 3 '6  

et sa posit ion d'élut ion de la colonne de Chromobeads P. au niveau des peptides 

contenant deux rés i  dus basiques permettent d 'af f i rmer que ce peptide contient 

le résidu d'hist idine bromé ( H ~ S  62). 



L a  séquence complète du peptide Th-45-77-2 est déduite des 

études structurales réal  iséec, sur l e  peptide Th-4s-IO suivant le  schéma : 

Th-45-1 7-2 
Q * 
Lys  - Val - Gly - His 

I 

- Peptide Th-45-18 

Ser  - Lys  - P r o  - A r g  

a) Composition en acides aminés ............................. 
Ser P r o  , L y s  , A r g  

OP70 (1) 1 ,O (7) 1 O (1) 1,22 (1) 

DNS - Ser 

c) Dégradation de EDMAN 
-------------a--------- 

Deux cycles de dégradation de EDMAN, en couplage avec 

la dansylation ont permis d'établ i r  la séquence du peptide Th-45-18, le résidu 

d'arginine étant placé par différence. 

- Peptide Th-45-19 

T h r  - Ala - A r g  - Lys  

Ce peptide est pur i f ié  par  électrophorèse pi-éparative su r  

papier. 

a) Composition en acides aminés ............................ 
Thr  , Ala LYS 1 A r s  

0 ,85  (1) 1,00 (1; 1 ,O I  (1) 1 ,OI  (1) 

DNS - Thr  

L a  séquence complète du peptide Th-45-19 est déduite des 

études structurales réal  isées sur  le peptide Th-45-15 Ala-Thr-Ala-Arg-Lys . 



Ala - Val - A r g  - A r g  - Ser  

Ce peptide est caractér isé par la présence d 'un  résidu de 

valine, acide amin6 marqueur de la par t ie  COOH-terminale (résidus I l 2  à 185) 

de I ' histone H 
5 ' 

a) Composition en acides aminés ............................. 
Ser  , Ala Val , A r s  

1 .00  (1) I , O ~  (1; 0 ,83  (1) 2,14 ( 2 )  

Obi5 - Ala 

c) Dégradation de EDMAN ....................... 
Quatre cycles de dégradation de EDMAN ut i l isée en méthode 

soustractive ont permis d l  établ ir la séquence du peptide Th-45-20, le rés idu 

de sérine se plaçant par différence. 

Ser  , Ala , Val , A r s  

Compos i t i on : ----------- - 1 , O 0  1 ,O2 0,83 2,14 

2ème cycle O, 97 - O 2 ,03  

3ème cycle 0 ,82 - - t 1 18 

4ème cycle 1 , O 0  - - - O 

- Peptide Th-45-21 

Val - L y s  - A r g  

Ce peptide se caractér ise par un résidu de val ine, acide 

aminé marqueur de la  part ie COOH-terminale (résidus 112 à 185) de l 'histone H 5 ' 

a) Composition en acides aminés ............................. 
Val LYS , A r g  

o,ao (1)' I '04 (1) 1,17 (1) 

DNS - Val 



c) ~ é g r a d a t i o n  de EDMAN ....................... 
Un cycle de dégradation de EDMAN associée à la dansylation 

a permis dlétabl ir la  séquence du peptide Th-45-21 , le rés idu d 'arginine se 

plaçant par  différence. 

- Peptide Th-45-22 

Ala - A r g  - L y s  

a) Composition en acides aminés ............................. 
Ala , LYS , A r g  

0 ' 8 0  (1) 1 ,O7 (1) 1,13 (1) 

DNS - Ala 

c) Dégradation de EDMAN ....................... 
Un cycle de dégradation de EDMAN associée à la dansylation 

a permis d 'é tab l i r  la séquence du peptide Th-45-22! le  résidu d'arginine se 

plaçant par  différence. 

- Peptide Th-45-23 

Val - A r g  - A r g  - Ser  

a) Composition en acides aminés 
-------------------me------- 

Ser ' Val ! A r g  
1 ,O9 (1) 0 , 9 0  (1) 2,OO (2) 

DNS - Val 

c) Dégradation de EDMAN ....................... 
Deux cycles de dégradation de EDMAN associée à la dansy- 

lation ont permis d 'établ i r  la séquence du peptide Th-43-23, le résidu de 

sér ine se plaçant par  différence. 



Ce peptide recouvre la par t ie  COOH-terminale du peptide 

Th-45-20 suivant le shcéma : 

A la  - Val - Arg  - A r g  - Ser  

Fract ion 5 5  - : L a  fraction 55, hétérogène en carte peptidique, a été 

fractionnée sur une colonne de Chromobeads P. 

L e  diagramme d'élut ion est présenté dans la  f igure 12. L a  corn- 

position et la séquence en acides aminés de ces peptides sont respectivement pré- 

sentées dans les tableaux XIX et XX . 
- Peptide Th-55-1 

A la  - Thr 

a) Composition en acides aminés ............................. 
Thr Ala 

1102 (1) 1100 (1) 

' DNS - A la  

L a  séquence de ce peptide est évidente. 

- Peptide Th-55-2 (résidus 78 et 79) 

A l a  - Gly  

a) Composition en acides aminés ............................. 

DNS - A la  

L a  séquence de ce peptide est évidente. 
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4 TABLEAU XIX 

COMPOSITIONS EN ACIDES AMINES DES PEPTIDES THERMOLYSJQUES DE L A  FRACTION 55 

(exprimées en rapports molaires) C*) 
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Ser - Gly 

a) Composition en acides aminés ............................. 
Ser  G ~ Y  

1 ,O0  (1)' 0193  (1) 

DNS - Ser  

L a  séquence de ce peptide est évidente. 

- Peptide Th-55-3-6 

Leu - Ser  

a) Composition en acides aminés ............................ 
Ser  , Leu 

O f 9 0  (1) 111 (1) 

b) Dansylamino-acide NH -terminal ...................... 2--------- 

DNS - Leu 

L a  séquence de ce peptide est évidente. 

- Peptide Th-55-4 (résidus 66 et 67) 

Leu - Gln 

a) Composition en acides aminés 

Glu , Leu 

0 ,94  (1) I l %  (1) 

DNS - Leu 

L a  séquence de ce peptide est évidente. 



Ce peptide , identifié dans la f ract ion 45  ,a dé ja été séquencé 

L a  présence dpun même peptide dans deux fractions a.djacentes n'est cependant 

pas étonnante. 

- Peptide Th-55-5 

Set- - A r g  

a) Composition en acides aminis ---------------------------- 
Ser , A r g  

0,95 (1) 1 '05 (1) 

b) Dansylamino-acide NH -terminal ---------------------- 2 -------- 
DNS - Ser 

La séquence de ce peptide est évidente. 

- Peptide Th-55-6 (résidus 93 et 94) 

Phe - A r g  

Ce peptide contient I 'unique résidu de phénylalanine 

de I 'histone H 
5 ' 

a) Composition en acides aminés ----------------------------- 
Phe A r g  

0196 (1) 1104 (1) 

b) Dansylamino-acide NH -terminal ---------------------- 2-------- 

DNS - Phe 

L a  séquence de ce peptide est évidente. 

L a  fract ion 55 est constituée uniquement de dipept ides pro- 

venant essentiellement de la part ie NH -terminale du fragment NB-4 où sont 2 
localisés la plupart des résidus hydrophobes Val , I l e ,  Leu et Phe. 



Discussion : L a  composition en acides aminés du fragment NB-4 de 

I 'histone H indique 36 sites potentiels majeurs susceptibles à I 'act ion de 
5 

la thermolysine : Th r ,  Ala,  Va l ,  I l e ,  Leu ,  Phe. Nous avons identif ié 

43 peptides dans I 'hydrolysat thermolysique du fragment NB-4. Parmi ces 

peptides, nous en avons obtenus plÙsieurç avec un résidu de sérine en 

position NH -terminale bien que cet acide aminé n'ait  pas un caractère 
2 

hydrophobe. Certains de ces peptides sont obtenus à des rendements 

relativement élevés comme Th-35-1, Th-35-6, Th-45-19, d 'autres à dés 

rendements faibles, Th-45-13! Th-4s-14, Th-45-18, Th-55-3-A . 

L '  intérêt de l imi ter  à 2 heures le temps d'hydrolyse du 

fragment NB-4 par  la thermolysine réside dans I 'obtention de gros peptides : 

peptide Th-15 (17 résidus) et peptide Th-2s-Cm-1  (1 1 r6sidus). 

Toutefois, certaines liaisons ne sont que partiellement hydrolysées et il en 

résul te un nombre plus élevé de peptides. 

L 'étude des peptides thermolysiques montre que I 'action 

de l'enzyme est limitée par la présence du résidu de prol ine dans I 'environ- 

nement du s i te  d'hydrolyse. Exemple : peptide Th-2s-CMC-1. 

Des acides aminés l ibres,  alanine, val ine, leucine, sont 

également présents dans I ' hydrol ysat et proviennent vraisemblablement de 

coupures au niveau de la séquence : Leu-Leu-Ala-Ala et Val-Leu. 
75 78 8 0  81 

L a  région NH -terminale du fragment NB-4 (résidus 59 à 
2 

11 1) est recouverte par  les peptides thermolysiques à I ' exception du peptide 

I le-Arg-Arg qui n ' a  pas été retrouvé. 
7 1 73 

Enf in,  les peptides thermolysiques de la part ie COOH-termi- 

nale (résidus 112 à 185) de I 'histone H sont des peptides relativement longs 
5 

(4 à Il résidus). I l s  présentent un intérêt majéur pour les recouvrements qu' i l s  

offrent notamment avec les peptides trypsiques, recouvrements nécessaires 

à la détermination de la séquence en acides aminés de cette région t rès  basique 

de la protéine. 



C. - HYDROLYSE DE L'HISTONE H g  PAR L 'ACIDE ACETIGUE 0 , 2 5  N 



1 - HYDROLYSE DE 6 HEURES DE L 'H ISTONE H5 PAR L ' A C I D E  

ACETIQUE 0 ' 2 5  N 

1) Fractionnernent sur  Sephadex G .  5 0  F 

L e  diagramme de fractionnement s u r  Sephadex G. 5 0  F de 

I 'hydrolysat acétique (2 '5  pmoles)de 6 heures de i' histone H est présenté 
5 

dans la f igure 13 . 5 fract ions peptidiques ont été obtenues : 1 S , 2 5 ,  3 5 ,  

4 s '  5 s .  

Les  gels de polyacrylamide réa l isés par  les 4 premières f ract ions 

sont représentés dans la f igure 13 . 

Fract ions 1 s  et 2 5  : Les  2 f ract ions qui apparaissent complexes 

en gel de polyacrylamide n 'on t  pu ê t re  étudiées de façon satisfaisante. 

F rac t ion  3 s  : L a  f ract ion 3 5  renferme 2 peptides majeurs 

qui sont séparés pa r  chromatographie de gel f i l t ra t ion  su r  colonne de 

Biogel P 6 0  ( 2 0 0  x 2 ' 5  cm) dans les conditions décr i tes précédemment. 

L e  diagramme d 'é lu t ion  est présenté dans la  f igure 14 . 
L e s  sous-fractions 35-1 et  35-2 sont soumises à une 

électrophorèse en gel de polyacrylamide selon l a  &thode de PANYIM et 

CHALKLEY.  L e s  gels obtenus sont représentés dans la f igure14 . 

- Peptide 35-1 

a) Composition en acides aminés ............................. 

L e  peptide 35-1 dont la composition est présentée 

dans le tableau XXirenferme 99 résidus d '  acides aminés au nombre desquels 

on trouve le rés idu de méthionine, tous les résidus aromatiques et deux des 

t r o i s  résidus d '  acide aspartique présents dans I ' histone H Cette compo- 
5 ' 

s i t ion est caractér ist ique de la moitié NH2-terminale de la protéine.  



GELS (migration 3 heures) 

- .Le premier gel correspond à I ' hydrol  ysat total 

- ~ e '  gel 1 correspond à la f ract ion 1s 

- L e  gel 2 11 25 

- L e  gel 3 I l  35 

- L e  gel 4 11 45 



Figure  13 

CHROMATOGRAPHIE DE GEL-FILTRATION SUR SEPHADEX G. 5 0  F .  

DES PEPTIDES OBTENUS PAR HYDROLYSE DE 6 HEURES 

DE L'HISTONE Hg AVEC L 'ACIDE ACETIQUE 0.25 N - 

4 0 0  6 0 0  8 0 0  Effluent (ml) 



Figure 14 

RECHROMATOGRAPHIE DE L A  FRACTION 35 SUR BIOGEL P.  6 0  

D.O. 215 nm 



TABLEAU X X I  

COMPOSITIONS E N  ACIDES AMINES DES PEPTIDES OBTENUS PAR FRACTIONNEMENT SUR SEPHADEX G .  5 0  F 

D ' U N  HYDROLYSAT ACETIQUE DE 6 HEURES DE L 'HISTONE Hg 

(exprimées en rapports molaires) (x) 

Peptide 55  
résidus 66 à 99 

Acides aminés 

ACIDE ASPARTIQUE 

Thréonine 

Sérine 

Acide glutamique 

Pro l  ine 

Glycine 

Alanine 

Valine 

ME THIONINE 

Isoleucine 

Leuci ne 

TY ROSINE 

PHENYLALANINE 

HISTIDINE 

Lysine 

Arginine 

Nombre de résidus 

Les  chiffres entre pcrenthèses 
xx Valeurs retenues à p a r t i r  de la séquence. 

Peptide 4 s  
résidus 1 à 65 

1.75 (2) 

1 ,a4 (2 > 
10,23 (11) 

5,33 (5) 

4 , 3 0  (4) 

3,35 (3 1 
9 ,50  (9) 

3,14 (3 1 
'1,02 (1) 

4,05 (4) 

2,19 (2 

2,95 (3 
- 

2,76 (3) 
7,OO (7) 

5 ,98  (6) 

6 5 

à I 'unité. 

Peptide 35-1 
résidus 1 à 99 

2,s 1 (3) 

2 ,92 (3 )  

13,19 (1 5)%% 

6,38 (7) 

4,58 (4) 

6,61 ( 7 )  

13,OO (13) 

4,59 (5) 

O, 79 (1 

6,OO (6) 

7,14 (8) 

2.50 (3 

0,82 (1 ) 
2,51 (3 

13,74 ( 1 1 ) ~ ~  

9,OG (9) 

99 

indiquent le nombre 

Peptide 35-2 

0.97 

2 , g o  (3) 

9,84 (10) 

1 ,70  (2) 

7,55 (8) 

3,21 3 

13,84 (14) 

3 , o O  (3) 

- 
- 

1,34 (1) 

- 
- 
- 

27,25 (27) 

11 , I O  (11) 

de résidus arrondi 



DNS - Thr  

L a  tache de DNS - Th r  est d ' intensi té fa ib le ca r  le  

résidu de thréonine est par t ie l  lement acétylé, (EDWARDE. et HNILICA,  1968). 

c) Hydrolyse pa r  la  carboxypeptidase C ................................... 

L 'hydro lyse du peptide 35-1 par  la carboxypeptidase C 

pendant 4 heures l i bè re  de la  sér ine,  de la lysine, de l 'a lan ine,  de la leucine 

mais également de I 'acide aspartique ca r  son énucléation n ' es t  pas totale. 

L a  nature des acides aminés 1 ibérés est caractér ist ique 

de la séquence Leu-A la-Lys-Ser-Asp qui constitue la par t ie  PJH -ivrminale 
95 99 

2 

du peptide thermol ysique 1 S (p. 55 ) , 

L'ensernble de ces résul tats défini t  sans arnbigiiité 

le peptide NH2-terminal Ac - la  ( résidus 1 à 99) de I 'histone H ctableau XXII). 
5 

- Peptide 35-2 

L e  peptide 35-2 dont la composition est présentée dans le 

tableau X X I  semble appartenir ,  en ra ison  de sa r ichesse en lysine et a r -  

ginine à la par t ie  COOH-terminale de la  molécule. Nous n'avons pu le 

déf in i r  avec cert i tude étant donnée la faible quantité de produi t  disponible. 

I I  existe des contaminations de leucine, d 'acide glutamique et de lysine dans 

cette composition en acides aminés. 

F rac t ion  4 s  : Cette f rac t ion qui apparaît hétérogène en 

carte peptidique est pu r  i f  iée par  chromatographie préparat ive sui- papier 

dans le solvant 6utanol/ ~ y r i d i n e /  Acide acétique/ Eau. 

a) Composition en acides arnines .............................. 

L e  peptide 4 5 ,  dont la composition est  rése entée dans 

le tableau X X I  es t  constitué de 65 résidus d'acides aminés parmi 

lesquels on note le  rés idu de méthionine, les t ro i s  résidus de ty ros ine 

et les t r o i s  résidus d 'h is t id ine présents dans l 'h istone H 
5 ' 
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b) Dançy lamino-acide Nt! -terminal 2-------- 

DNS - T h r  

L ' i n tens i té  daible de la tache de DNS - T h r  s'expl ique 

pa r  I 'acéty lat ion par t ie l le  du rés idu de thréonine. 

c)  Hydrolyse par  la carboxypeptidrise C ......................... ---- ----.--- 

L 'hydro lyse  du peptide pendant 4 heures l ibère un 

rés idu d'alanine mais également un peu d'aspartiqcie c a r  son éni~cléat ion 

r i '  est pas totale. L a  séquence de la par t ie  COOH-terminale du peptide 45 

peut s ' é c r i r e  : Ala - Asp. 

L 'ensemble de ces caractérist iques défini t  le 

peptide NHg-terminal Ac-1 (résidus 1 b 65) de l 'h is tone H 
5 ' 

Les  deux bandes apparaissant su r  le gel de ce 

peptide mettent en évidence la microhétérogén6ité de I 'histone H en posi- 
5 

t ion 15. Ces deux bandes n 'on t  pas été observées pour le  peptide Ac- la  

( résidus 1 à 99). 

F rac t ion  5s : La  f rac t ion 5s apparaft constituée d 'un  seul 

peptide en car te  peptidique. 

a) Composition en acides aminés ............................ 

L a  composition en acides aminés de ce peptide 

apparah dans le tableau X X I .  

L e  peptide est constitué de 33 résidus d'acides 

aminés parmi lesquels on note surtout I ' unique rés idu de phénylalanine 

présent dans I 'histone H 
5 ' 

b) Dégradation de E D W N  ....................... 

5 cycles de dégradation de EDMAN ont permis 

d ' é tab l i r  la séquence NH -terminale : 
2 

Leu  - G ln  - I l e  - L y s  - Leu  



c) Hydrolyse pa r  la carboxypeptidase C 

L 'ac t ion de I ' enzyme pendant 4 heures l ibère de la 

sér ine,  de la lysine, de l 'alanine mais également un  peu d 'acide aspartique 

c a r  son énucléation n '  est pas totale. 

L a  séquence COOH-terminale du peptide 5 5  eri analogie 

avec ce1 le du peptide Ac - l a  peut s ' é c r i r e  : Ala - L y s  - S e r  - Asp. 

L'ensemble de ces caract6r ist iques défini t  le 

peptide Ac-2 ( rés i  dus 66 à 9 9 ) .  

Ce fractionnement sur  Sephadex G .  5 0  F ne permettant 

pas d '  obtenir tous les peptides après coupure pa r  I 'acide acétique, nous 

nous sommes intéressés au fractionnement su r  Biogel  P. 6 0  en mil ieu 

acide chlorhydrique 0 ' 0 1  N. 

' 
2) Fractionnement s u r  Biogel P.. 6 0  

L 'hydro lysa t  de 1 0  umoles est déposé en 3 fo is s u r  

une colonne de Biogel P .  6 0  ( 2 0 0  x 2 , 5  crri) d q ~ i  l ibrée et gluée par  1 'ac ide 

chlorhydr ique 0 ' 0 1  N.  L.e diagramme d'é lut ion est présenté dans la 

f igure 15 . 
L e s  f ract ions correspondant à chaque p ic  du diagramme 

d '  é lut ion sont a lors  rassemblées et hyophi l isées. 

L a  photographie des gels obtenus est présentés dans 

la f igure 15 , 

Frac t ion  1 6  : L a  f rac t ion 1 8  en gel de polyacrylarnide 

apparaît constituée de 2 peptides, I ' un correspondant à I 'h istone H non 
5 

coupée par  I 'ac ide acétique 0 ' 2 5  N,  I 'au t re  à une contarmination de la 

f rac t ion 2 6 .  

F rac t ion  2H : L a  f rac t ion 2H apparaît constituée d'une ---- 
f rac t ion majeure légérernerit contaminée par  I 'h is tone H et pa r  le peptide 

5 
de la  f ract ion'3B. 



GELS (migration 3 heures) 

- L e  premier gel correspond à I ' hydrol ysat total 

- L e  gel 1 correspond à la fraction 1 B 

- L e  gel 2 11 2 6  

- L e  gel 3 11 3 8  

- L e  gel 4 11 4 6  

- L e  gel 5 11 5 6  



Figure 15 

CHROMATOGRAPHIE DE GEL-FILTRATION SLJR BIOGEL P. 6 0  

DES PEPTIDES OBTENUS PAR HYDROLY-SE DE 6 HEURES 

DE L 'HISTONE H, AVEC L 'ACIDE ACFTIQUE 0 ' 2 5  N 
-I 

- - 



L e  peptide 2 8  est a lo rs  pu r  i f  ié pa r  chromatographie de 

gel f i l t ra t ion  su r  une colonne de Biogel P. 6 0  ( 2 0 0  x 2 , s  cm). 

L e  diagramme d fé lu t ion  et les gels de polyacrylamide 

obtenus sont représentés dans la f igure 16 . 

a) Composition en acides aminés ............................. 
L e  peptide 2B dont la composition en acides aminés est 

présentée dans le tableau XXI I I  , est c a r ~ c t é r i s é  par  la présence d 'un  

rés idu de phénylalanine à l 'exc lus ion de tout aut re  rés idu aromatique. 

I I  renferme en outre,  deux résidus d 'acide aspartique et un nombre élevé 

de résidus d 'arg in ine et de lysine. 

b) Dansyl amino--acide NH -.terminal ....................... 2-------- 

DNS - Leu 

c) Hydrolyse pa r  les carboxypeptidases A et B ......................................... 

L a  cinétique réal isée pendant 6 heures est présentée dans 

I e tab leauXXIV .  . E l l e p e r m e t d ' é t a b l i r  IaséquenceCOOH-terminale:  

  la, LYS) - A r g  - L y s  - L y s  

L ' ensemble de ces résul tats nous permet d '  a f f i rmer  

que le  peptide 2 8  correspond à la par t ie  COOH-tel-minale de I 'histone H 5 
(résidus 66 à 185). Ce peptide apparaîtr-a dans la suite de not re  exposé 

comme peptide Ac-2a. 

F rac t ion  3B : L a  f rac t ion 3 8  apparart constituée d 'une 

f rac t ion t r ès  basique mais contaminée t r è s  Iégérement par  la f rac t ion 26. 

L e  peptide 3 8  est a lors  pur i f i é  par  chromatographie 

de gel f i l t ra t ion  su r  Biogel P. 6 0  ( 2 0 0  x 2 ,5  cm). L e  diagramme d 'é lu t ion 

et le  gel de polyacrylamide obtenus sont représentés dans la f igure 16 . 



Fract ion 2 8  Fract ion 3 8  

- avant pur i f  i cat ion 

migration 3 h .  

gel 1 : 

gel 2 

contamination de la fraction 2 8  
par l 'histone H (c) et par le  

5 
peptide de la fraction 3 8  ( c f )  

- après purif ication 

- avant purif ication 

migration 4 h.  

gel 3 

gel 4 

I gel 2  

gel 1 : contamination de la fraction 36 par le 

migration 3 h.  
peptide de la fraction 2 8  (c) 

- après pur i f  ication 

migration 3 h. 

g e l 3  ' 

, gel 4 



PURIFICATIONS DES FRACTIONS SB et 3 8  PAR CHROMATOGRAPHIE SUR COLONNE DE BIOGEL P. 6 0  

D.O. 220 nm 1. 2 

I 

Figure 16 



TABLEAU XX I I I  
COMPOSITIONS EN ACIDES AMINES DES PEPTIDES OBTENUS PAR FRACTIONNEMENT SUR BIOGEL P .  6 0  

D 'UN HYDROLYSAT ACETIQUE DE 6 HEURES DE L'HISTONE Hg 
(exprimées en rapports molaires) (x) 

Peptide 5B 
résidus 1 à 65 

(x) Les chiffres enrre parenthèses indiquent le nombre de résidus arrondi à 1 'unité. 
(xx) Ce peptide est rechromatogrgphié sur  Biogel P .  60 .  

t' c 2  

- -- - - 
Acides aminés 

ACIDE ASPARTIQUE 

Thréoni ne 

 érine 

Acide glutamique 

Pro1 ine 

Glycine 

Alanine 

Val ine 

ME THIONINE 

Isol eucine 

Leuci ne 

TYROSINE 

PHENY LALANINE 

HISTIDINE 

Lysine 

Arginine 

' 

Nombre de résidus 

Peptide 28 
résidus 66 à 185 

1,39 (1 ) 

4,12 (4) 

14,48 (1 41 

3 ,07  (3) 

9 , o  (9) 

6,91 (7) 

2 0 , O  ( 2  0 )  

4,98 ( 5 )  
- 

2,24 (2) 

5,87 (6) 
- 

0,82 (1 
- 

34,36 (34) 

15 (1 5) 

121 

Peptide 3 8  
r é s i d u s 1 0 0 à 1 8 5  

- 
2,99 (3) 

10,18 (IO) 

- 
9 ,03  (9) 

2,59 (2 

15,95 (16) 

3,OO ( 3) 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

30,54 (31) 

12,15 (12) 

86 

Peptide 4B ("x) 
r é s i d u s l à 9 9  

2,8 2 PI 
2,96 (3) 

12,59 (1 5) 

6,13 (7) 

4 ,70  (4) 

6,32 (7) 

13,12 (13) 

4,52 (5) 

1,02 ( 1 )  

4,84 (6) 

6,63 (8) 

2,9 1 (3) 
1830 (1 ) 

2,96 (3) 

15,3 (1 ? >  

10,14 ( 9 )  

99 



TABLEAU XXIV 

ETUDE DE L 'EXTREMITE  COOH-TERMINALE D U  PEPTIDE Ac-2a (résidus 66 à 185) 

ETUDE DE LIEXTREMITE - COOH-TERMINALE D U  PEPTIDE Ac-3 (résidus 1 0 0  à 185) 

Acides amines r-r 

Carboxypept idase B 
6 heurès 

Carboxypeptidase A 
4 heures 

.167,24 (3  135) 

70,47 (1 141) 

45 194 (01 g2) 

l ibérés 

Lys ine  

Arg in ine 

4 

Carboxypept idase B 
2 heures 

107,36 (2,15) 

28'71 (0'57) 

13'66 (0'27) 

Acides aminés 
l i bérés 

Lys ine  

Argin ine 

Alanine 

Les  résu l ta ts  sont exprimés en nanomoles de résidus l ibérés.  

Carboxypept idase B 
4 heures 

Carhoxypeptidase A 
2 heures 

137'13 (2 ,741 

5 0 1 1 8  (1 100) 

31,14 ( 0  162) 

L e s  ch i f f res  entre parenthèses correspondent au nombre de 

L. 

- 

r é s  idus effectivement l ibérés . 

Carboxypeptidase €3 
6 heures 

Carboxypept idase A 
4 heures 

323,58 (3 I 09) 

51'85 (1129) 

33,88 (0 f 85) 

Carboxypept idase B 
2 heures 

82,19 (2'05) 

22'59 (0 56) 

6,85 (0 '17 )  

Carboxypept idase B 
4 heures 

Carboxypept i dase A 
2 heures 

115,44 (2,89) 

43,35 ( 1 ~ 0 8 )  

23'82 (0 '60)  



a) Composition en acides aminés ............................. 
L a  'composition en acides aminés de ce peptide apparaît 

dans le tableauXXIIL L e  peptide 3 5  est constitue de 86 résidus d 'acides aminés 

parmi lesquels on note t r o i s  résidus de threonine, deux résidus de glycine, 

t r o i s  résidus de val ine.  Ce peptide, r i che  en acides aminés basiques, ne 

contient aucun rés idu d'acides aminés aromctiques . 

di  DNS - L y s  

c) Hydrolyse pa r  les carboxypeptidases A et B .......................................... 
L a  cinétique réa l isée pendant 6 heures donne la 

séquence COOH-terminale : 

  la, LYS) - A r g  - Lys  - Lys .  

Les  dif férents résul tats obtenus sont présentés 

dans le tub l eauXXIV. 

Ces résul tats caractér isent  le peptide COOH-terminal 

Ac -3de  ! 'h is tone H (résidus 1 0 0 à  185). 
5 

Frac t ion  43 : L a  f rac t ion  4B apparah homogène en gel de 

polyacrylamide. L a  composition en acides aminés de ce peptide 4E, donnée 

dans le tableauXXII l  est caractér isée pa r  I 'unique résidu de méthionine et 

de l 'unique rés idu de phénylalanine, des t r o i s  r6sidus de ty ros ine et df.5 

t r o i s  résidus d 'h is t id ine de l 'h istone H 
5 ' 

Une contamination au niveau de la lysine nécessite 

une pur i f ica t ion su r  une colonne de B ioge l  P. 6 0  ( 2 0 0  x 2 , 5  cm). L a  

courbe de fractionnement obtenue est présentée dans la f igure 77 , 

Les  caractér ist iques de la  composition er! acides 

amihés de ce peptide correspondent à ce1 les du peptide NH -terminal Ac - la  
2 

(résidus 1 à 99) identi f ié dans I ' hydrolysat  de 6 heures fract ionné sur  

Sephadex G .  5 0  F . 



F iaure  17 

PURIFICATION DE L A  FRACTION 4 8  PAR CHROMATOGRAPHIE - 
SUR COLONNE DE BIOGEL P. 6 0  



~ r a c t i o n  5B : L a  f rac t ion 5 8  apparaît hétérogène en gel de 

polyacry lamide et en car te  peptidique. L e  peptide 5B est pu r i f i é  par  chroma- 

tographie préparat  ive su r  papier  dans ,le solvant ~ u t a n o l /  ~ y r i d i  ne/ Acide 

acétique/ Eau. 

Les  caractér ist iques de la composition en acides 

aminés du peptide 5B donnée dans le tableau XXIII  correspondent à ce1 les 

du peptide Ac-1 (résidus 1 à 65) identi f ié dans I ' hydrol  ysat de 6 heures 

fract ionné sur  Sephadex G. 5 0  F , 

Nous voyons que le f raz t  ionnement su r  Biogel P .  6 0  

nous permet contrairement au fractionnement sur  Sephadex G.  5 0  F d'obtenir  

la p lupar t  des peptides de I 'histone H daris de mei l leures conditions. 
5 

Cependant, nous n ' avons pu récupérer  .le peptide Ac-2 (résidus 66 à 99)  que 

dans l e  fractionnement su r  G .  5 0  F .  

L 'hydrolyse de 6 heures de I 'histone H par  I ' rlcide 
5 

acétique 0 ' 2 5  N nous donne tous les peptides malheureusement avec un faible 

rendement. 

Ce  rendement calculé pour le  peptide COOH-terminal 

(résidus 100 à 185) est de 2 0  %.  Nous avons pu remarquer que la  f ract ion 

1B étai t  principalement constituée de I 'histone H non coupée pa r  I 'acide 
5 

acétique 0 ' 2 5  N. Ceci prouve que I 'hydrolyse de 6 heures n '  est pas suffi- 

samment longue. Aussi ,  dans une troisième expérience, I ' hydrolyse de la 

protéine pa r  I 'ac ide acétique 0 ,25  N a été effectuée pendant 12 heures. 



II - HYDROLYSE DE 12 HEURES DE L'HISTONE Hg PAR L 'ACIDE 

ACETIQUE 0,251 N 

L ' hydrolysat de 12 heures de I 'histone H (2 '5  umoles) est déposé 
5 

sur une colonne de Biogel P. 69 ( 2 0 0  x 2 '5  cm) équil ibrée et gluée par 

l 'ac ide chlorhydrique 0 , 0 1  N. 

L e  diagramme d'élution obtenu est présenté dans la f igure \ g  
5 fractions peptidiques ont été obtenues : IB ,  2 B f  3 8 ,  4B, 5B. 

L 'analyse électrophorétique en gel de polyacrylamide de chaque fraction 

est présentée dans la f igure 18 . 

Fract ion 1 8  : Cette fract ion apparait hétérogène en électro- 

phorèse en gel de polyacrylamide. L e  peptide m j e u r  de cette fract ion est 

pur i f ié  par  chromatographie de gel-f i l trat ion sur  une colonne de Biogel P. 60 .  

L e  diagramme d'élution et I 'analyse électrophorétique sont présentés dc!nç. 

la f igure 19 . 

a) Composition en acides aminés ............................. 
L a  composition en acides aminés du peptide 1 E3 appui-a% 

dans le tableau XXV. Ce peptide renferme de nombreux résidus basiques ainsi 

qu ' un résidu d'acide aspartique et I 'unique résidu de phénylalanine présent 

dans la molécule d'histone H à I ' exclusion de tout autre résidcj aromatique. 
5 

b) Dansy lamino-acide NH -terminal -----------------------2--.------ 

DNÇ - Leu 

Ce peptide correspond au peptide Ac-2a isolé de 

la f ract ion 2 8  de I 'hydrolysat de 6 heures : les compositions en acides 

aminés, les donsylamino-acide NH2-terminaux et les migrations électro- 

phorétiques sont identiques. 



GELS (migration 3 heures) 

- L e  premier gel correspond à I 'hydrolysat total 

- L e  gel 1 correspond à la f rac t ion I B  

- L e  gel 2 Il 2 8  

- L e  gel 3 II 38 

- L e  gel 4 11 4 8  

- L e  gel 5 11 5B 



Figure 18 

.CHROMATOGRAPHIE DE GEL-FILTRATION SUR EIOGEL P .  6 0  
\ 

DES PEPTIDES OBTENUS PAR HYDROLYSE DE 12 HEURES 

DE L 'HIÇTONE H, AVEC L'ACIDE ACETIQUE 0 , 2 5  N --- 
J 



Fraction 1B 

- avant purification 

- après pur i f  i cation (courbe hachurée) 

pil : contamination de la fraction 1B par 

gel 3 

migration 4 h. 

migration 3 h. 
I 'histone H (c) et le peptide de la 

5 
fraction 2 8  ( c f )  



Figure 19 

RECHROMATOGRAPHIE DE L A  FRACTION 1B SUR BIOGEL P.  6 0  

D.O. 215 nm 



I TABLEAU XXV 

COMPOÇITIONS E N  ACIDES AMINES DES PEPTIDES OBTENUS PA-E 

FRACTIONNEMENT SUR BIOGEL P .  6 0  D'UN HYDHOLYSAT ACETIQUE 

DE 12 HEURES DE L'HISTONE Hg 

(exprimées en rappor ts  molai res)(x) 

Acides aminés 

Thréoni ne 

 érine 

Acide glutamique 

Pro1 ine 

Glycine 

Alanine 

Val ine 

METHIONINE 

Isoleucine 

Leucine 

TYROSINE 

PHENY LALANINE 

HISTIDINE 

Argin ine 

(x) Les  ch i f f res  entre parenthèses indiquent l e  nombre de résidus ar rond i  6 
l ' un i té .  

(xe) Valeurs retenues à p a r t i r  de la séquence. 



Ainsi  donc, malgré une hydrolyse de 12 heures par 

l 'ac ide acétique 0,255 N, le clivage n 'es t  que par t ie l  au niveau de l 'acide 

aspartique en position 99 dans I 'histone H puisque I ' on  retrouve le 
5 

peptide Ac-ilu (r-sid dus 06 à 185) dans 1 ' hydrolysat . 

Fract ion SB : E l  le  apparaa essentiel lement formée d '  un 

constituant de migration électrophorétique t rès cathodique. 

a) Composition en acides aminés ............................. 
L a  coinposition en acides amings de ce peptide est 

présentée dans le tableau XXV. L'absence de résidus aromatiques et la 

r ichesse en résidus basiques sont les principales caractér ist iques 

de ce peptide. 

b) Dansy l amino-acide NH -terminal ----------------------- 2-------- 

di DNS - L y s  

Tous ces résultats indiquent clairement que l e  peptide 2 8  

de I ' hydrolysat de 12 heures est le peptide COOH-terminal Ac-3 (résidus 1 0 0  

à 185) de la protéine. P a r  sa composition en acides aminés, son dansylamino - 
acide NH -terminal, sa migration électrophorétique en gel de polyacrylamide, 

2 
ce peptide est identique au peptide 38 de I ' hydrol ysat de 6 heures de 1 ' histone H 

5 ' 

Fract ion 38 : Cette f ract ion apparaît homogène en gel de polyacry- 

lamide, mais I ' intensité de coloration de la bande correspondante est faible. 

Sa migration t rès anodique est à comparer à ce1 le du peptide NH -terminal Ac- la  
2 

(résidus 1 à 99) isolé des fractionnements précédents. 

L a  composition en acides aminés donnée dans le tableau x X V \ i  

se distingue par  la présence de nombreux acides aminés hydrophobes et de 

tous les résidus aromatiques que contient 1 'histone H Cette composition est 
5 ' 

caractérist ique du fragment NH -terminal (résidus 1 à 99). 
2 



Mais clne contamination au niveau de la lysine ne permet 

pas d 'a f f i rmer  que la  f ract ion 3B obtenue en faible rendement corresponde 

uniquement Ù ce fragment. 

L e  faible rendement obtenu peut ê t re  expliqué par 

une coupure plus complète au bout de 12 heures que de 6 heures au-niveau 

du rés idu d'acide aspartique en position 65. De ce fa i t ,  l e  peptide NH - t e r m i r ~ ~ I  
2 

Ac- la  (résidus 1 à 99) disparaît au fur  et à mesure que I 'hydrolyse se prolonge. 

Fract ion 4 6  : Cette f ract ion apparaît ê t re  identique à la  f ract ion 5B. 

L e  contrôle électrophorétique montre que la quantité de peptide présent dans 

cette f ract ion est fa ib le.  

Fract ion 5 6  : Cette f ract ion est hétérogène en car te  peptidique. 

L e  constituant majeur de cette f ract ion a été obtenu pur  par  chromatographie 

prépurative sur papier dans le solvant ~ u t a n o l /  ~ y r i d i n e /  Acide acé t ique /~au.  

a) ~ o m p o s i t i o n  en acides aminés ............................. 
L a  composition en acides aminés du peptide 5 8  donnée 

dans le tableauXXVest caractérisée par  la présence de l 'unique rés idu de 

méthionine, des t ro is  résidus de tyrosine, des t r o i s  résidus d 'h ist id ine de 

la  molécule. 

b) Dansyl amino-acide NH -terminal -----------------------2-------- 

DNS - Thr  

L e s  caractérist iques de ce peptide, composition en 

acides aminés/ .dansylamino-acide NHÎ-terminal , migration 61  ectrophoré- 

tique, sont identiques à ceux du peptide NH -terminal Ac-1 (résidus 1 à 65) 
2 

déjà trouvé et défini dans I 'hydrolysat de 6 heures de I 'histone H par  l 'ac ide 
5 

acétique 0 ' 2 5  N. 

L 'hydro lyse de 12 heures par  I 'acide acétique 0 ' 2 5  N 

de I 'histone H permet d 'obtenir  les peptides : Ac-1 (résidus 1 à 65)' 
5 

Ac-2a (résidus 66 à 185) et Ac-3 (résidus 1 0 0  à 185). L e  rendement d'obten- 

t ion du peptide COOH-terminal Ac-3 est de 65 %. 



F inalement, I ' hydrolyse de I ' histone H pa r  I ' acide 
5 

acétique 0 ' 2 5  N permet d '  obtenir les fragments d '  histone suivant : 

- Peptide Ac-1 (résidus 1 à 65) 

- Peptide Ac- la  (résidus 1 à 99) 

- Peptide Ac-2 (résidus 66 à 99) 

- Peptide Ac-2a (résidus 66 à 185) 

- Peptide Ac-3 (résidus 1 0 0  à 185) 

L ' obtention et la composition en acides aminés 

des peptides obtenus pa r  hydrolyse de I 'histone H avec I 'ac ide acétique 0 ' 2 5  N 
5 

sont présentés respectivement dans les tableaux X X V I  et XXVI I .  

L e  peptide Ac-2 (résidus 66 à 99) a permis de 

local iser avec cert i tude,  dans la séquence, la posit ion du peptide 

(résidus 71 à 99) renfermant I 'unique rés idu  de phénylalanine de I 'histone H 
5 

(SAUTIERE et a l .  , 1975). 

L.'obtention du peptide Ac-3 présente un double 

intérêt  : 

- i l  permet de contr ibuer à la  détermination de la 

s t ruc ture  p r ima i re  de i a  protéine, 

- i l s 'avère ê t re  un out i l  t rès  intéressant pour les 

biophysiciens c a r  i l  constitue la moitié COOH-terminale de l 'h istone H 
5 ' 



TABLEAU X X V I  

SCHEMA D'OBTENTION DES PEPTIDES ACETIQUES DE L'HISTONE H 
5 

/-, AcOH 6 O, h .  25 N ,-- A C O ~ ~ O ~ ? ~  N 

Sephadex G .  5 0  F Biogel P. 6 0  Biogel P. 6 0  
(200  x 2,5 cm) ( 2 0 0  x 2,5 cm) ( 2 0 0  x 2,5 cm) 

Hcl 0,01 N Hcl 0 , O l  N Hcl 0 , 0 1  N 

I 
Ac-1 a rf'--l Ac-2a 

Ac-1 , Ac-2 Ac-1 h Ac-3 

V d 3 V 
, Ac-1 Ac- la Ac-2a Ac-3 

Thr  ASP ASP LYS 
l 1 1 

I I 
1 6 5 99 185 

+ i \ 
Ac- la 

c 9 
Ac-2u 



TABLEAU XXVII 

COMPOSITIONS E N  ACIDES AMINES DES PEPTIDES OBTENUS PAR HYDROLYSE DE L'HISTONE Hg , 

AVEC L 'ACIDE ACETIQUE 0 , 2 5  hi 



III - ETUDE E N  RESONANCE MAGNETIQUE NUCLEAIRE E T  RESULTATS 

PARTIEL  5 - 

L'his tone H d 'éry throcyte  de Poulet à une compo- 
5 

s i t ion en acides aminés caractér is6e : 

- pa r  le caractère  hydrophobe de la  par t ie  NH -termi- 
2 

nale (résidus 1 à 99) où sont local isés tous !es résidus d '  i s o l e u c i t ~ e ~  de 

leucine et c inq des hu i t  résidus de val ine de la molécu'le. 

- par  I ' accumulation des rési'dus basiques dans la 

région COOH-terminale (residus 1 0 0  à 185) qui contient 31 résidus de 

lysine et 12 résidus d 'arg in ine.  

De nombreuses tentatives qui ont été faites pour 

étudier la cor ré la t ion séquence - conformation ont montré que les segments 

apolaires favorisaient la  formation en hél ice 4 .  

Les  caractér ist iques de I 'histone H suggèrent 
5 

t r ès  fortement que la s t ruc ture  globulai re est localisée dans la par t ie  

NH -terminale, a l o r s  que la par t ie  basique serai t  sous forme de pelote 
2 

stat ist ique, l i b re  d '  in terven i r  dans les l iaisons électrostatiques avec 

le DNA.  

Les  f r ~ g m e n t s  d'histone obtenus à p a r t i r  de 

I 'histone H après coupure pa r  I 'ac ide acétique 0 ' 2 5  N sont donc part icu-  
5 

l ièrerrient intéressants pour étudier les structures secondaire et t e r t i a i r e  

de la molécule. E n  effet,  le peptide NH -terminal Ac - la  ( résidus 1 à 99) 
2 

correspond exactement au fragment hydrophobe et le peptide COOH-terminal Ac-3 

(résidus100 à 185) au fragment basique de I ' histone. 

Des études t r ès  récentes ont été fa i tes en spectros- 

copie de RMN à PORTSMOUTH en col laboration avec les Professeurs BRADBURY 

et CRANE-ROBINSON. L e s  résul tats ne sont encore que par t ie l s  ca r  i l s  

doivent ê t r e  confirmés et complétés pa r  des études en dichroikme c i rcu la i re  

et en spectroscopie inf ru-rouge. 

i 



Les prerxivrs resul tats r r io~ i re i i t  que lu . :~art ie N t i  -terminale 
2 

hydrophobe de ia rriolécuie a une  structur-e globulaire a lo rs  que lu par t ie  

COOH-terminale a une structure en "random coi l " .  En effet, I '&l6vation 

de la force ionique induit des changements i tnportants de conformat ion 

dans les peptides Ac- l  ( rés idus 1 à 65) et Ac- la  ( rés i  dus 4 à 99). 

Les  peptides Ac-2a (résidus 66 à 185) et Ac-3 (résidus 100 à 185), dans 

les memes conditions, restent en structure désordcnn6e. 



DISCUSSION E T  CONCLUSION 
. . 

L J  ensemble des résul tats obtenus par  hydrolyse de I 'histone H 
5 

ou de son fragment NB-4 pa r  la chymotrypsine , la  t ryps ine,  la  thermol ysine , 
la protéase staphylococcique et la pepsine nous permet d '  une par t ,  de recouv r i r  

la par t ie  NP -terminale (résidus 1 à I I  1) de la  protéine (tableauXX~111) et dJau t re  
2 

pa r t ,  de déterminer I 'ensemble des peptides constituant la  par t ie  COOH-terminale 

(résidus 112 à 185) de la molécule (tableau XXIX). 

Les  7 0  premiers  résidus ont été déterminés par  les études struc- 

tura l  es réa l  isées sur  les peptides trypsiques et ctiymotrypsiques ainsi que s u r  les 

peptides obtenus par  hydrolyse de la  protéine avec la protéase staphylococcique. 

E n  outre,  la séquence NH -terminale (21 résidus) du fragment CN-2 obtenu p a r  
2 

coupure de I histone H pa r  le bromure de cyanogène, ci été établ ie par  la dégra- 
5 

dation de EDMAN automatique en phase liquide à l ' a ide  didn séquenceur SCCOSI. 

Les  peptides trypsiques 5-2 Tm, S-4.Tm14-A, S-4 Tm3, 5-5 Tm11 , 
5 - 5  Tm5-A , le peptide chymotrypsique Ch-1 O-A-2, le  peptide P r  (5s  + 6s)-7 obte- 

nu pa r  hydrolyse de I 'histone H pa r  l a  protéase staphylococcique, la dégradation 
5 

automatique de EDMAN permettent de por te r  la connaissance de la  séquence au 

rés idu 53. L a  séquence NH -terminale de 12 résidus du fragment NB-4 a été 
2 

déterminée pa r  la  dégradction de EDMAN. L e  peptide ChlS-2-3 recouvre par fa i -  

tement cette séquence. 

L e  peptide Ch-24, I le-Lys-Ser-His-Tyr , contient le  troisième 

rés idu de ty ros ine de la molécule d'histone. Sa posi t ion adjacente au peptide 

Ch-IO-A-2 est déduite par  comparaison entre la  composition en acides aminés 

des fragments G'N-2 et NB-4, et des données structurales fournies par  les 

peptides trypsiques T-32-A et T-50-2. 

Les  peptides Ac-2 ,T%Y-9 f i l r ~ ç 3 e t  Ch-29-2 ont permis de f a i r e  , 

la  jonction entre le  fragment peptidique correspondant au 7 0  premiers r és i  dus 

et la séquence contenant I 'uoique rés idu de phénylalanine et le dernier  rés idu  

d 'acide aspartique. Enf in ,  l a  séquence de la  protéine a été pr;olongée jusqu'au 



rés idu 11 1 p a r  le peptide Th-1s dont la séquence est parfaitement recouverte 

pa r  les peptides Ch-13, Ç-4 Tm8-A, .T-33, T-14-D; 

Outre la  séquence des 111 premiers résidus nous avons déter- 

miné des séquences peptidiques importantes appartenant à la par t ie  COOH-ter- 

minale (résidus 112 à 185) (tableau XXIX ) parmi lesquel les deux séquences de 

6 rés idus,  deux séquences de 9 résidus,  une séquence de 14 résidus et enfin, 

une séquence de 21 rés i  dus. 

L a  par t ie  NH2-terminale de la molécule (résidus 1 à 99) est de 

caractère hydrophobe a lo r s  que la par t ie  COOH-terminale a un caractèré basi- 

que t r ès  marqué l ié à l a  présence de 43 résidus sur  Ln  total de 86 résidus 

d'acides aminés. 

Les  peptides acétiques Ac- la  (résidus 1 à 99) et Ac-3 (résidus 100 

à 185) obtenus par  hydrolyse de I 'histone H par  I 'ac ide acétique 0 ' 2 5  N cor -  
5 

respondent respectivement à la  par t ie  hydrophobe et à la  par t ie  basique de 

I 'histone H Les études en RMN réal isées sur  ces peptides montrent que la  
5 ' 

par t ie  N i i  -terminale hydrophobe a une structure globulai re a lo rs  que la  pa r t i e  
2 

COOH-terminale a une s t ruc tu re  en "Random coi 1 " .  

L a  séquenc-e par t ie l  l e  de I 'histone H (tableau XXX ) fa i t  res -  
5 

s o r t i r  la  présence de nombreux doublets , Lys-Lys , Arg -Arg  , Arg-Lys , 
Lys -A rg  et des t r ip le ts ,  Lys-Lys-Lys et Arg-Lys-Lys,  si tes potentiels d1 in-  

teract ions électrostat iques avec le DNA.  

L 'analogie observée entre les histones H et H sur le p lan de 
1 5 

leur solubi l i té dans l ' ac ide  perchlor ique ou t r ichloracét ique à 5 %, de leur  

composition en acides aminés - r ichesse en lysine, alanine, sér ine et p ro l ine  - 
et de la répar t i t ion des rés idus basiques et hydrophobes dans la  chaine pepti- 

dique, se préc ise au niveau de la région COOH-terminale de ces protéines. 

On y trouve en effet, des homologies nombreuses de séquence te l  les que ce1 l e  

si tuée au voisinage du r é s i  du de phénylalanine respect ivement en position 106  

dans I 'histone H R T L  (JONES et al . , 1974) et 93 dans I 'histone H5 
' 

1 3 
(SAUTIERE et a l .  , 1975) et ce1 les situées dans la  pa r t i e  basique où apparais- 

sent des séquences répét i t ives de type Ser-Pro-Lys-Lys et Ala-Lys-Lys-Pro.  

(tableau XXXI) et  (tableau XXX) .  



Ceci suggère un r ô l e  par t i cu l ie r  de l 'h is tone H dans la  
5 

condensation de la chromatine et de son maint ien dans cet état condensé. 

E n  ce qui concerne notre t rava i  l , le peptide Px (résidus 94 

à 185) consti tuera désormais not re  matériel de base pour la détermination 

de la  séquence complète de la molécule. 

S i  la t ryps ine et la thermolysine possèdent souvent l e  même 

si te de coupure, I 'hydrolyçe,par contre en temps l imité, du peptide Px  pa r  

la thermol ysine devrai t  permettre I 'obtention de longs peptides. 

Enf in,  I 'u t i l i sa t ion de la thrombine qui pourra i t  couper les 

l iaisons Lys -Pro  ainsi que I 'ont signalé CHAPMAN et a l . ,  (1976) et de 

I 'élastase spécifique des l iaisons hydrophobes, devrai t  nous donner les 

peptides nécessaires aux recouvrements des séquences par t ie l  les déjà 

connues, (tub l eau XXX)  . 
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TABLEAU XXXI  \ 

,HOMOLOGIES DE SEQUENCE AU VOISINAGE DE RESIDUS AROMATIQUES ENTRE L 'HISTONE H 

DE L A P I N  E T  L 'H ISTONE H5 D'ERYTHROCYTE DE POULET - 

Tyr-Asp-Val-Gl y-Lys-Asn-Asn- - s ~ ~ - A ~ ~ - I I  e-L~S- eu-GI y - ~ e u - ~ y s - ~ e r - ~ e u - ~ a ~ - ~ e r - ~ y s -  
75 80 90 

* .  

Tyr-Lys-Va 1-GI y-H i s-Asn-AIa-Asp-Leu-GIn-II e-Lys-Leu-Ser-II e-Arg-Arg-Leu-Leu-AI a-AIa- 
58 60 7 0  

H1 Asp-Lys-Lys-Ala 
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