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l 
plieiiylalanyl residue present in the histone HS indicate histone Hg (fig.2). This sequence which corresponds 
obviously tliat the sequence adjacent to  the phenyl- to about kalf of the protein molecule, contains al1 the 
alatiyl residue cstablished previously [2] cornes next aromatic residues and most of the hydrophobic 
to flic Iciicyl rcsiduc in position 70 (fig.1). residues but alanine prcscnt iii the histone f i5 .  

The identificatioii of peptide T-12 Leu-Ser- On the other hand, the highly basic character of 
Ile--Arg in tlic tryptic Iiydrolysate of the protein and the carboxy-terminal part of the protein appears in 
of pcptidc Th-5 Leu--Ser in tlie tlierniolysin Iiydrolysate tlie coniposition (in brackets, fig.2) where half of the 
of tlic pcl>tidc NI)-4 cotiliriii ilic ;tbovc assigniiiciit. amino acids wliicli reiiiain to be sequenced, are basic. 

I;roiii flic s;iiiic tlicrtiiolysiii Iiydrolysatc ;I Ijiglily This stroiigly suggcsts tliat al1 the globular structure 
b;isic pcplidc w;is isolatcd. This peptide Tli-x (17 of the wliole tiiolecule is located in the sequence 1-99. 
icil~~l~ics) Ii:is Ilic I'ollowiiig coiiipositioii: Asp, Sc1 2 .  

I'IO, (;IY,  AI;^,,, I.CII, 1 . y ~ ~ .  AIR. 
Tlic pci'titlc TIi-x I~as a Iciicyl rcsidirc in the Acknowledgemeiits 

aiiiino-tcriiiiti;i1 position. Its ciirboxy-tcrminal scquciice 
Lys Lys I .ys Na Lys was cstablislicd fioiii tlic WC wisli to ackiiowlctlgc wilii pieasure tlie skillful 
kitictic stiidy of the liydrolysis of the peptide witli technical assistance of Mrs M. J. Dupire and 
c:ii ho~ypcptid:iscs B and A. D. Belaiche. 

I t s  coiiiplcte sequence was deduced froni the The work was supported by grant 75.7.0187 from 
slriictiiral data provided by the derived peptides Th-x- the Délégation Générale à la Recherche Scientifique 
Ac- I and Th-x-Ac-2 obtained by cleavage of the et Technique. 
peptide Th-x witli 0.25 M acetic acid and by the 
tryptiç peptides Tni-3 and T-19 (fig. 1). The peptide 
Tiii-3 was itlciilificd in tlic tryptic Iiydrolysate of tlie 
iiialcylate<l pcptidc NB-4 whereas the peptide T-19 References 

was isolatcd frorii the tryptic Iiydrolysate of the [ I l  Gnrel, A. ,  Mazen, A., Champagne, M., Sautiere, P., 
~)rotciti. Kmiccik, D., Loy, 0. and Biscrte, G. (1975) FEBS Lett. 

'rlic aiiiiiio-tcriiiiimi scqlieiicc of the peptide Th-x 50,195-199. 

ovcilaps t l lc  car~)oxy-tcrlilinal sequelice of tlie peptide 121 S"ti~'", Kmiecik, D., L ~ Y ,  0.9 Briand, G-3 Biserte, C., 
Gürel, A. and Chümpiyrne. M. (1975) FEBS Lett. 50, 

AC-? ( lig. 1 ). 200--203. 
'I'llc~C i.C~lilts ICd LIS t0 pieScnt tlie SCqliCnCC Of tlic 131 Sauticrc, p.. ~ ( , ~ ~ t , ~ t t ( , ,  y., ~ ~ ~ t ~ ~ ~ ~ ~ ~ ,  M. and 

lir\l I 1 I aiiiino iicids of'tlie cliickcii crytlirocytc I3iscrtc, 4;. ( 1970) liiir. J .  Hiociiciii. 12, 222-226. 
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I N T R O D U C T I O N  

l 

Dam les cellules des organismes supérieurs, le maintien du 

matériel génétique et la régulation de llactivité des gènes à l'intérieur des 

chromo~omes , sont assurés par les protéines chromosomaies, histones et 

protéines non histones, associées au D  NA au sein d'un complexe appel6 

chromatine. 

Le rapport histones / DNA est genhralement voiain de 1, 

tandis que le rapport protéines non histones / DNA varie de 0,5 B 1,5 en 

fonotion de llespèce animale ou végetale, et de la nature du tissu. 

Lt6tude de l1organisation de la chromatine s e  limite B l'étude 

des interactions DNA - histone et histone - histone, car nos aainsiasanoes 

s u r  les protéines non histones, et en particulier sur leur structure primaire, 

sont encore très sommaires. 

La chromatine est form6e d'unités r6pétitives, composées ;5 la 

fois de DNA et d'histones, appelees " bodiesw (OUNS et OW[NS, 1973-1974) 

ou nucléosomes (OUDET et al. ) Q 974). 

Chaque nucléosome semble constitué d'un fragment de DNA, de 

200 paires de bases environ, et d'un ensemble de 8 molécules d'histones com- 

prenant 2 copies de chacune d'elles : HZA, H H et H4. L1hi.8tone Hl, 2B, 3 
mn neceesaire pour reconstituer un nucléosome, pourrait servir de lien entre 

nuclQosomes d'une mi3me chahie ou de chafnes voisines. 



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

de tissu ou d'espèce. Toutefois, l'histone H montre une certaine spécifi- 
1 

cité et une plus grande multiplicité que les autres histones. On trouve, 
O 

par exemple, une histone H dans les tissus à forte activité m4taboliqueY 
1 

tels que le foie et le  pancréas. 

Afin d'aborder le  probleme des interactions DNA - histone 

et histone - histone au sein de la chromatine, il est nécessaire de connaftre 

la structure primaire des histones. 

On connaît actuellement la séquence complète en acides a m i d s  

de 4 histones : H4 (DE LANGE et al., 1969 -a-b) , H 2 B  QWAI et al, 

IWO), H3 (DE UNGE et al., 1972), H 2 A  (SAUTIERE et al., 1972), 

(YEOMAN et al., lWS) ,  (SAUTIERE et al., 1974). 

Les séquences dlhistone H de Truite (DIXON et al. , commu- 

nication personnelle, 1976) et de Lapin R T L (COLE et al, , communication 
3 

personnelle, 1 97 6) sont également déterminées. 

La détermination de la séquence en acides aminés de l'histone H 
5 

spécifique de l'érythrocyte de Poulet a été entreprise dana notre laboratoire. 

Lthistone H g  s1appare@e B l'histone Hl riche en lysine, par 

ses caractères de solubilité, sa composition en acides aminés et sa taille mol& 

culai re. 

Cette histone, synthétisée durant la maturation des globules 

rouges, remplace progressivement et partiellement l'histone Hl . Absente de 

la moelle et de la rate, l'histone Hg est trouvée uniquement daas les réticulo- 
- 

cytes et les 6rythrocytes matures (MAZEN et al-, 1972)- 

La détermination de la structure primaire de l'histone H spéci- 
5 

fique des érythrocytes nuclé6s est doublement motivée, d'une part pour l'étude 

des interactions DNA -histone et histone-histone, d'autre part pour le 1-618 parti- 

culier qu'elle pourrait avoir dans la condensation de la chromatfllc. 







PREPARATION DE L'HISTONE H 

La préparation et la purification c'e l15ict-27 TT ~ o n t  r&?;sées 
a 

au Laboratoire de Mademoiselle CHAMPAGNE (Maître de Recherches au 

CNRS), à l'Institut de Biologie Moléculaire et Cellulaire de Strasbourg. 

L'histone est extraite de sang de poulets adultes, et s a  prépa- 

ration comporte 3 étapes, schématisées dans le tableau II. 

A - PREPARATION DE LA CHROMATINE A PARTIR DES ERYTHROCYTES ........................................................................................................................................ 
DE POULETS .......................... 

Après hémolyse des érythrocytes dans une solution de saponine, 

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

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

B - EXTRACTION DE L'HISTONE H A PARTIR DE LA CHROMATINE ................................................................................................................................ 

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

en 1968. Ces auteurs ont mis au point une méthode de préparation de l1his- 

tone H dont l a  simplicité et l'excellente résolution constituent une amélio- 
5 '  

ration sensible su r  les méthodes déjà décrites (MURRAY ,et al., 1968) 

(,lOlINS et DIGGIAE, 1 969). 

Les histones Hl et H 5  sont extraites ensemble, il partir de 

la chromatine, par l'acide perchlorique ou l'acide trichloracetique 5 %. 



TABLEAU II 

PREPARATION DE L'HISTONE H 

I Erythrocytes de Poulets I 
Hémolyse par une solution 
de saponine - NaCl 0,15 

Noyaux 

I Homogénéisation dans NaCl 0,15 

Centrifugation 
I 

Surnageant I, 
I CHROMATINE I 

CHAMPAGNE et al. (1 968) MURRAY et al. (l968) 

Extraction JOHNS et DIGGLE 
RCIOq 5 %, O c 69) 

ou TCA 5 % 

lavages 
répétés par 
NaCl 0,5 

1 
+ H 

5 ,me 
Chromato- HC1 O4 
graphie sur 
C M-cellulose 5 % 

v 

H5 
I 

Extraction 
& pH 2,15 

Extraction 
&pH 1,9 



Cependant, il faut noter que l'acide trichloracétique n'extrait 

qu'environ 80 % de l'histone H à partir du noyau d'érythrocyte, tandis que 
5 

l'acide perchlorique en extrait la  totalité. 

C - PURIFICATION DE L' HISTONE H5 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

L'histone H 5 est obtenue pure ii partir du mélange Hl - H5 , 

par chromatographie d16change d'ions sur  carboxym6thyI-cellulose (CMC Serva ; 

0,89 milli équivalents par gramme de poids sec). 

L'élution est réalisée selon la méthode préconisée par JOHNS 

et al. (1960), avec les tampons acétate 1 et 11, puis HC1 0,01 N et HC1 0,02 N. -- 

La fraction éluée par l e  tampon acétate II correspond à llhis- 

tone H très riche en lysine. 
1 

La fraction éluée par HC1 0,02 N est la  fraction spécifique des 

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

fraction F de NEELIN et al. (î964), ou encore le composant 5 des a-histones 
5 

de BELLAIR et MAURlTZEN (1964). 

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

électrophorèse en gel de polyacrylamide selon la  méthode de PANYIM et 

CI-IALKLEY (1 969) à pH 2,7 en milieu urée 2 ,5  Ivl, en utilisant une concen- 

tration de 17 % en acrylamide. 



II. COMPOGITION EN ACIDES AMINES 

La composition en acides aminés de l'histone HV établie 

sur des hydrolysats de 24 heures et 72 heures, est présentée dans le ta- 

bleau III. 

L'hydrolyse est réalisée à 110" C en tubes scellés sous vide, 

en milieu HC1 6 N (1 ml par mg de protéine), additionné d'une goutte d'une 

solution de phénol ii 1 % afin d'éviter une dégradation excessive de la tyrosine. 

L'analyse des acides aminés est effectuée sur un analyseur 

BECKMAN, type Multichrom, en utilisant un système monocolonne. 

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

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

- Tampon 1 : citrate de sodium 0,2 N pH 3,22 

- Tampon 2 : citrate de sodium 0,2 pH 4,25 

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

Les deux premiers tampons, 0,2 g en sodium, permettent 

l'élution des acides aminés acides et neutres. Le troisième, 1 , 2  M en sodium, 

assure l'élution des acides amin6s basiques. 

L'histone H s'apparente à l'histone Hl riche en lysine, par 

ses caractères de solubilité dans l'acide perchlorique ou l'acide trichloracétique 

ii 5 %, et par sa composition en acides aminés. Nous avons fait figurer dans 

le  tableau III la composition en acides aminés de l'histone Hl , en comparaison 

avec celle de l'histone H 5 . 



TABLEAU iiI 

Acide aspartique ....... 
Thréonine .............. 

ACIDES AMINES 

Serine ................. 
....... Acide glutamique 

Proline ................ 

HISTONE II 

Bloles d'acides 

Glycine ................ 
Alanine ................ 
1/2 Cystine ............ 
Valine ................. 
Méthionine ............. 
Isoleucine .............. 

................ Leucine 

Tyrosine .............. 
PhBnylalanine .......... 
Histidine ............... 
Lysine ................ 

............... A rgi nine 

..... Nombre de résidus 

Rapport Lysine / Arginine 

1 amines 
, 100 mo%Y 

.......... N - terminal 1 

.......... C - terminal 

Poids moléculaire calculé 

- 

1 

Nombre de résidus 

Thréonine 
partiellement acétylée 

l l 

Lysine 

20.300 

15,25 

AcBtyl - Serine 

Lysine 

21.000 

COMPOGITION EN ACIDES A M I N ~ S  DE L'HISTONE Il y, 

-- 

(O) Les valeurs entre parenthhses indiquent le  nombre arrondi de résidus. [ l,L:k) 
L-..' 

( " )  Ces valeurs témoignent du polymorphisme de l'histone I I 5  (Gln + Arg) en position 15 
dans la séquence en acides aminés, mis en Bvidence par GREENAWAY et MURRAY (1971) 
et  CHAMPAGNE et. (1 968). 

(""") Nombre arrondi de résidus déduit de l'étude des peptides obtenus par coupure de l'histone Hg 
par l'acide acétique 0 , 2 5  g. 

-" 



Comme l'histone H l  , l'histone H se  caractérise par sa  

richesse en lysine (42 résidus) et  en alanine (29 résidus). Mais elle s'en 

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

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

3 résidus de tyrosine. 

Elle renferme en outre un résidu de phénylalanine et 3 résidus 

d'acide aspartique. 

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

tryptophanne est une caractéristique générale de toutes les histones. 

Le poids moleculaire, calculé s u r  la base de 185 résidus, est 

de 20.300. 

Le rapport lysine / arginine est de 2,O . 

Un résidu de thréonine partiellement N-acétyle a 6th identifie 

ü l'extrémité NH2 - terminale, tandis qu'un résidu de lysine est placé il llextré- 

mit6 COOH -terminale de la protéine (CHAMPAGNE et al., 1968) et 

(GRE ENAWAY et MURRAY, 1971 ) . 



III. ETAPES DE LA DETERMINATION DE LA STRUCTURE PRIMAIRE 

DE L' HISTONE H g  

.................... 

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

mi6re étape de la  détermination de la  structure primaire a consisté, naturel- 

lement, à couper la protéine par le  bromnre de cyanogène qui libère 2 frag- 

ments : CN - 1 (fragment NH2 - terminal) et CN - 2 (fragment COOH - 
terminal). 

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

par GREENAWAY et MURRAY (1971) ; elle est présentée dans la  Figure 1. 

Ces auteurs ainsi que CHAMPAGNE et al. 0972)  ont mis en 6vidence une 

microhétérogénéité au niveau du résidu 15, qui s e  traduit par l'obtention de 

deux peptides dont l'un contient de llarginine et l'autre de la  glutamine en 

position 15. 

Pa r  ailleurs,GREENAWAY (1971) a soumis la  proteine ii l'hydro- 

lyse par l a  trypsine, la thermolysine et la  pepsine. Des résultats très partiels 

de ces travaux ont été publiés, puis GREENAWAY a cessé toute recherche su r  

la structure primaire de l'histone Hg . 
Nous avons alors repris les  travaux de détermination de séquence 

dans notre laboratoire, en collaboration étroite avec l'équipe de Madeleine CHAM- 

PAGNE de STRASBOURG. 

Au cours du fractionnement des produits de clivage de l'his- 

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

par la protéine non coupée. 





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

phorese préparative s u r  gel de polyacrylarnide. Malgr6 le rendement médiocw 

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

pour en établir la composition en acides aminés et pour être soumis Zi deux 

séries de dégradation automatique de Edman. 

Bien que le tampon ''Quadroll' utilisé soit inadapté pour la dégra- 

dation d'une protéine riche en lysine, nous avons pu établir la séquence des 

vingt premiers résidus du fragment CN - 2 (Figure 2).  

Pour tenter de réaliser un plus grand nombre de cycles de 

dégradation, en améliorant en particulier la solubilité du substrat dans le tam- 

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

& -P. T.C. par extraction dans les solvants organiques, la protéine a été 

succinylée puis coupée par le bromure de cyanog2ne. Le fragment COOH - 
terminal, CN - 2, seul porteur d'un groupe +aminé libre, n'a pas été séparé 

de la protéine non coupée. Le mélange a été directement soumis à la dégrada- 

tion automatique de Edman. 

Malgré les avantages de la succinylation, nous n'avons pu aller 

au-delà du 20ème cycle. 

Les ambiguïtés qui apparaissent aux positions 41, 43, 45, 46, 

48, 49, 50 et 52 de la séquence ainsi déterminée (Figure 2) ont été lev6es 

grâce à l'étude des peptides trypsiques et  chyrnotrypsiques de la  protéine. 

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

des différents hydrolysats enzymatiques obtenus à partir de la  protéine native 

ou maléylée. 

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

un nombre restreint de peptides (théoriquement 22 au lieu de 63), est en partie 

oblitéré par le fait 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 g  , 

nous avons également envisage llutilisation de la chymotrypsine et dlune 

protéase staphylococcique, dont les sites potentiels d'action dans la protéine 

sont respectivement au nombre de 12 (trois liaisons tyrosyle, une liaison 

phénylalanyle, huit liaisons leucyle) et de 8 (huit liaisons glutamyle). 

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

matique s'est trouvé fortement limité en raison des particularités de structure 

de la protéine. 

Tous les sites potentiels de clivage par la chymotrypsine ont 

6té identifiés dans la moitié NH2 -terminale de la protéine. En outre, 6 des 

8 résidus d'acide glutamique dosés dans llhistone H sont sous forme amide, 

et la protéase staphylococcique ne peut hydrolyser les liaisons GLN-X. 

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

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

sons tyrosyle et parvenaient ainsi & isoler le  fragment COOH-terminal NB-4 

(127 résidus) résultant de la coupure de la liaison tyrosyle en position 58. 

La détermination de la structure primaire de l'histone Hg 

s'est donc poursuivie à l'aide du fragment NB4  qui a été successivement 

hydrolysé par la trypsine apr&s maléylation, par la chymotrypsine, la thermo- 

lysine, la protéase staphylococcique et plus récemment par la pepsine. 

L'étude des peptides des différents hydrolysats (a l'exclusion 

des peptides pepsiques) nous a permis d'établir la séquence de8 111 premiers 

résidus de l'histone H5 . 
Il nous reste donc à déterminer la séquence de la partie 

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

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

très grand intérêt, puisqulelle libère à partir du fragment NB4 ou de la 



molécule entière d'histone H 5, un fragment peptidique de 92 résidus en 

position COOH-terminale dans la protéine. Ce peptide est obte3iu avec un 

excellent rendement (supérieur 80 %) par coupure de l'unique liaison 

phénylalanyle présente dans l'histone H 5 (Phe - 93). 

Nous conclurons l'historique de la détermination de la structure 

primaire de l'histone H5 en accordant une place parlicilirera B l'hydrolyse de 

l'histone avec l'acide acétique 0,25 N, qui LL.~.+ A~ p Y ~ * C j r C A ~ ~  mveau 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 primaire. 

Mais elle procure d'eux fragments d'un intérêt considérable pour dee Btudes 

conformationnelles : le  fragment A C-1-a (résidus 1 à 99) qui contient la  

plupart des résidus hydrophobes : Val, Ile et tous les résidus aromatiques 

de la protéine, le fragment A c-3 (résidus 100 à 185) où sont accumulés la 

plupart des résidus basiques de l'histone. 



Notre travail consiste en 116tude des peptides chymo- 

trypsiques et pepsiques de l'histone H et de son fr-agrnent N B  -4. 

Il s1ins6re dans un ensemble de travaux sur la 

détermination de la structure primaire de l'histone Hg , en colla- 

boration avec : 

Daniel KMIECIK : Etude des peptides trypsiques de la proteine 

native ou maléylée et de son fragment 

N B  - 4 maléyl6. 

Gilbert BRIAND : Etude des peptides obtenus par hydrolyse 

enzymatique (Protéase s taphylococcique et 

thermolysine) et par hydrolyse en milieu 

acide dilué, de la protéine. 







CHOIX DES METHODES 

La 'séquence de l'histone Hg est caracteriske y r  la prPsence 

d'une liaison phénylalanyle, de trois liaisons tyrosyle et de huit liaisons 

leucyle, qui constituent autant de sites potentiels de clivage par la chymo- 

trypsine ou la pepsine. Le nombre restreint de ces sites de clivage consti- 

tuait un des avantages de l'hydrolyse chyrnotrypsique, laquelle nous avons 

successivement soumis l'histone H et son fragment COOH-terminal N B  -4. 

Mais les résultats fort limités obtenus avec cet hydrolysat 

nous ont amenés ii utiliser la pepsine pour hydrolyser le fragment NB-4. 

L'acquisition essentielle de cette méthode d'hydrolyse est 

l'obtention du peptide COOH-terminal P x (92 résidus), qui peut 6galement 

être obtenu par hydrolyse pepsique de la protéine. 

L'étude des peptides chymotrypsiques et peps iques de 

l'histone H 5  ou de son fragment NB-4 a fourni un certain nombre de recou- 

pements avec les peptides trypsiques et thermolysiques, recoupements néces- 

saires pour la determination de la séquence en acides aminés de l'histone H 5 . 



II. PREPARATION DU FRAGMENT COOH - TERMINAL NB -4 

......................................................... 

Elle est réalisée au laboratoire de Mademoiselle CHAMPAGNE 

à Strasbourg. 

Le fragment NB-4 est obtenu par cowfiuie cle 1% protéine par 

la N -Bromosuccinimide. 

L'histone H g  ne renferme pas de tryptophanne. L'action de la 

N-Bromosuccinimide s'exerce donc sélectivement au niveau des trois liaisons 

tyrosyle présentes dans la molécule, selon le  schéma suivant : 

N BS 
( d'après MMACHANDRAN 

et WITKOP, 1967 ) 

Diénone spirolactone 



B - COUPURE DE L'HISTONE H5 PAR LA N-BROM(XUCC1NIMIDE (NBS) ................................................................................................................................ 

La coupure de l'histone H5 par la N-Bromosuccinimide (NBS) a été 

réalisée selon la méthode de RAMACHANDRAN et WITKOP (1967). 

La réaction est effectuée à température ambiante, en milieu acide 

acétique à 50 %, en utilisant un large excès de NBS (7 micromoles par micro- 

mole de tyrosine). Dans ces conditions, l'action de la N B  est limitée aux 

seules liaisons tyrosyle. 

Cependant, la méthionine est oxydée en méthionine-sulfone, et les 

résidus d'histidine sont bromes : nous verrons plus loin l'incidence de ces 

réactions secondaires sur l'étude structurale du fragment COOH-terminal de 

l'histone H5 . 

La NBS est ajoutée en 5 fois, avec une demi-heure d'agitation lente 

à l'obscurité entre chaque addition. La réaction est suivie spectrophotométri- 

quement par mesure de la densité optique à 260 nrn : à cette longueur d'onde, 

la diénone spirolactone (tyrosine modifiée) possède une absorption caracté- 

ristique. 

La solution, diluée dix fois, est ensuite lyophilis6e. 

C - SEPARATION DES PRODUITS DE CLIVAGE .................................................................................... 

La coupure par la NBS des 3 liaisons tyrosyle de l'histone Hg pro- 

duit 4 fragments peptidiques ( NB-1 ; NB-2 ; NB-3 et NB-4 ) qui sont 

séparés par chromatographie d'échange d'ions sur carboxyméthyl-cellulose 

(Whatman CM-52) équilibrée en tampon acétate de sodium 0,125 pH 4,3, 

et éluée avec un gradient linéaire en NaCl (O - 1 M) dans l e  même tampon. 

Les peptides sont ensuite dessalés par passage sur une colonne de 

Sephadex G-10, équilibrée et éluée avec une solution de HC1 0,01 N. 



L) - DISCUSSION . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

Les 3 fragments peptidiques comportant une tyrosine modifiée 

(diénone spirolactone) absorbent intensément à 260 nrn, ce qui permet de 

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

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

ne permet pas une séparation satisfaisante de ces 3 fragments, ce qui est 

sans importance, puisque les 3 peptides correspondent à la partie NH2- 

terminale de la protéine, déjà connue. 

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

NB+), élu6 à force ionique élevée, et repéré par sa  faible absorbante à 

260 nm, puisqu'il ne contient pas de diénone spirolactone, est bien séparé, 

probablement en raison de son caractère trè s basique. 

La composition en acides aminés du fragment COOH-terminal NB-4, 

obtenu par coupure de la protéine avec la NBS, est donnée dans le tableau IV. 

La composition en acides aminés des fragments NB-1, NB-2 et NB-3, donnée 

par comparaison, a été déduite de la séquence de la partie NH2-terminale 

de la protéine, déjà connue. 

Le fragment NB-4 (127 résidus) se caractérise par s a  richesse en 

acides aminés basiques qui constituent 4 0  % de la totalité des résidus. 

Il renferme le seul résidu de phénylalanine et les 3 résidus d'acide 

aspartique présents dans la molécule d'histone H 5 . 
Il contient en outre 6 des 8 résidus de leucine présents dans la 

protéine. 

Enfin, le résidu d'histidine, bromé lors de l'action de la N B ,  

n'apparaft pas dans la composition en acides aminés du fragment NB-4. 

L'obtention du fragment NB4 présente un grand avantage : s a  

préparation est aisée, et il est obtenu avec un rendement de 50 %. 



TABLEAU IV 

- 

(O) Non déterminé, par suite de la bromation des reeidus d'histidine lors de l'action de la NBS. 

APRES ACTION DE LA N - BROMOGUCCINIMIDE SUR L' HISTONE H 5 

----- - - - - -  - - -  - - -- - - - - - - - -- 



Situé en position COOH-terminale de la protéine, il ne renferme 

plus que les 2/:1 des résidus de la molécule. 

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

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

materiel de base pour les différentes hydrolyses enzymatiques nécessaires 

& la détermination de la séquence COOH-terminale de la protéine. 



III. HYDROLYSES ENZYMATIQUES DE L'HISTONE H 

..................................................... 

OU DE SON FRAGMENT NB - 4  

A - HYDROLYSE PAR LA CHYMOTRYPSINE ............................................................................ 

1. Principe 

La spécificité primaire de la chymotrypsine est restreinte 

aux liaisons peptidiques dans lesquelles sont engagés les groupements 

O(- COOH d'acides aminés aromatiques : 

Phénylalanine 
Tyrosine 

T ryptophanne 

Cependant, il faut signaler une spécificité d'action plus large 

de l'enzyme, au niveau des liaisons leucyle. 

L'histone H renferme un résidu de phénylalanine, 3 résidus 

de tyrosine et 8 résidus de leucine. 

L'utilisation de la chymotrypsine devait donc nous permettre 

d'obtenir un nombre restreint de peptides (13 en théorie). A partir du frag- 

ment NB-4, ce nombre théorique n'est que de 8, puisque le résidu de 

phénylalanine et 6 résidus de leucine constituent dans ce fragment autant de 

sites potentiels de clivage par la chymotrypsine. 



2. Conditions d'hydrolyse 
-------------- 

L'hydrolyse par la chyrnotrypsine est réalisée à 37" C en 

milieu bicarbonate d'ammonium 0 , l  M pH 8,O , sous agitation constante. 

L'enzyme ( o( -chymotrypsine EC 3.4.4.5 , Worthington WCDS) 

est ajout6 en une seule fois. 

Nous avons utilisé des conditions de temps et de concentration 

en enzyme différentes pour l'histone native eL le fragmerrt NB-4. 

a) Hydrolyse chymotrypsique de l'histone native . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

L'histone H 5  (213,15 mg) est dissoute dans 20 ml d'eau distillée. 

20 ml de bicarbonate d'ammonium 0,2 M sont ensuite ajoutés, de 

façon à obtenir une concentration finale en bicarbonate de 0 , l  3. 

Le pH est ajusté à 8,O à l'aide de HC1 3 N, et la protéine est hydro- 

lys6e pendant une heure par la chyrnotrypsine. 

Le rapport enzyme / substrat est de 1/50 en poids. 

b) Hydrolyse chymotrypsique du fragment NB-4 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Etant donné l e  nombre important de petits peptides obtenus à partir 

de la proteine, dans les conditions précitées, nous avons volontairement 

limité l'action de la chymotrypsine sur le fragment NB-4. 

Notre but était d'obtenir un nombre restreint de peptides, plus longs, 

afin d'établir des recoupements avec les peptides chymotrypsiques de 

l'histone native. 

106,4 mg de fragment NB-4 (soit environ 7 , 5  micromoles) sont dis- 

sous dans 7,5 ml d'eau distillée. 

7,5 ml de bicarbonate d'ammonium 0,2 M sont ajoutés, pour obtenir 

une concentration finale en bicarbonate de 0 , l  M. 

Le pH est ajusté à 8,O à l'aide de HC1 N, et le  fragment NB-4 est 

hydrolysé pendant 2 0 minutes par la chymotrypsine . 



Le rapport enzyme / substrat est de 1 /250 en poids. 

Dans les 2 cas, l 'arrêt  de l'hydrolyse est obtenu en abaissant le pH 

à 3,5 à l'aide de HC1 3 N. 

Les hydrolysats , restés limpides, sont alors lyophilisés. 

B - HYDROLYSE PAR LA PEPSINE . . . . 1. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

1. Principe 
------ 

La pepsine est un enzyme protéolytique, qui hydrolyse du côté 

NH2- ou COOH-terminal, les liaisons peptidiques dans lesquelles sont impliqués 

des résidus de phénylalanine, tyrosine ou leucine, essentiellement. 

La coupure est facilitée par la présence de chafhes latérales 

hydrophobes de chaque côté de la liaison. 

Le résidu de phénylalanine, les 3 résidus de tyrosine et les 

8 résidus de leucine, présents dans l'histone Hg, constituent donc 12  sites 

potentiels majeurs de coupure par la pepsine. Ces sites sont au nombre de 8 

pour le fragment NB-4.  

2. Conditions d'hydrolyse 
-------------- 

Plusieurs essais d'hydrolyse, en utilisant des températures, 

des concentrations en enzyme et des temps différents, nous ont permis de 

déterminer les conditions optimales d'action de la pepsine sur  l'histone H5 

et sur  le fragment NB-4 .  

L'hydrolyse est effectuée pendant 2 heures, & 37" C, en milieu 

acide formique à 5 %. 



L'enzyme (Pepsine EC 3.4.4.1 SIGMA) est ajouté en une 

seule fois, et l e  rapport enzyme / substrat eet de 1 / 50 en poids. 

L'arrêt de llhydrolyse est obtenu par dilution du melange 

réactionnel avec de l'eau distillée, suivie d'une lyophilisation, ou par éléva- 

tion du pH Zi 6,5  avec de la pyridine. 

Nous avons hydrolysé, dans ces conditions, xspectivement 

200 mg d'histone H 5  , et 83,5 mg de fragmen" Ys- :, 



IV. FRACTIONNEMENT DES HYDROLYSATS 

............................................. 

A - CHROMATOGRAPHIE DE GEL -FILTRATION ........................................................................................ 

La chromatographie de gel-filtratio;; zi.7 ,1--, _ ar? Sep-mdex 

G-25 F ou G-50 F (195 x 2,5 cm), équilibrée et éluée avec une solution de 

HCl 0,01 N, a été utilisée pour le fractionnement des peptides chymotrypsiques 

et pepsiques de l'histone H 5 ou du fragment NB-4. 

L'hydrolysat lyophilisé est repris par 5 ml d'acide acétique 

à 10 %. Le matériel insoluble est éliminé par centrifugation et  le  surnageant 

limpide est déposé au sommet de la colonne. 

Un débit constant est maintenu 2t l'aide d'une pompe péristal- 

tique, et des fractions sont collectées automatiquement. 

Les peptides sont détectés dans l'éluat par lecture des densités 

optiques de chaque fraction, à 220 ou 230 nm. 

B - CHROMATOGRAPHIE D'ECHANGE D'IONS ................................................................................ 

Certaines fractions peptidiques obtenues en chromatographie de 

gel-filtration, sont très hétérogènes : elles correspondent généralement a 
des peptides de petite taille moléculaire. Ces fractions ont donc été soumises 

à une chromatographie d'échange d'ions, selon la méthode mise au point par 

SAUTIERE et al. (1970) . 

Cette technique utilise une résine cationique de type Dowex 

50 x 2 (résine Chromobeads P Technicon) avec une colonne de dimensions 

110 x 0,635 cm. 



Les fractions peptidiques sont évaporées à sec et dissoutes 

dans 3 ml d'acide formique à 10 %. 

La fraction insoluble est éliminée par centrifugation, et le 

surnageant limpide est déposé au sommet de la colonne de Chromobeads P, 

thermostatée à 60" C,  et équilibrée en tampon pyridine - acide formique 

0 , l  M pH 2,9. 

Un débit constant de 33 mlheure est r n a i ~ - + ~ ~ l ~  B l'aide d'une 

pompe MILTON-ROY, et des fractions de 5,5 ml sont collectées automatique- 

ment toutes les 10 minutes. 

Les peptides sont élués par un gradient continu, réalisé avec 

des tampons volatils B base de pyridine, de pH et de molarité croissants. 

Le pH croît de 2,9 il 5,0, tandis que la molarité en pyridine 

croit de 0 , l  M à 2 M. 

Ce gradient est réalisé B l'aide d'un appareil VARïGRAD il 

9 cellules. Le tableau V indique la composition de chacune de ces cellules. 

Pour le fract *onnement des peptides chymotrypsiques du frag- 

ment NB-4, nous avons utilisé une hauteur de résine moins importante 

(63 x 0,635 cm), avec un gradient moins long (1 00 ml dans chaque cellule). 

Après le  passage du gradient, les peptides fortement basiques 

sont élués de la colonne par un tampon pyridine 2 M - acide acetique, de 

pH 5,O , pendant 24 heures. 

Le repérage des peptides dans l'éluat, s'effectue par la 

réaction 2 la  ninhydrine et la réaction de SAKAGUCHI, à l'aide d'une chahie 

TECHNICON spécialement équipée. 



TABLEAU V 

Numéro de 

la cellule 

Tampon 1 Tampons pyridine - acide formique Tampon 

pyridine - acide acétique pyridine - acide formique 

o , l  A 5  p H 2 3  

PH 5,O 

0 , s  M 1 M  



DES FRACTIONS PEPTIDIQUES 

OBTENUES PAR CHROMATOGRAPHIE DE GEL-FILTRATION .................................................................................................................... 

Le contrôle dlhomogénéité des fractions obtenues par chroma- 

tographie de gel-filtration sur colonne de Sephadex, est réalisé en électro- 

chromatographie sur papier WHATMAN 3 MM, préalablement lavé & l'acide 

acétique à 10 % pendant 48 heures. 

Les fractions correspondant à chaque pic des diagrammes 

dlélution, sont rassemblées, évaporées à sec et reprises par 2 ml d'acide 

acétique à 10 %. Elles sont alors soumises à une chromatographie suivie 

dl une électrophorèse. 

1. Chromatographie 
---------- 

La chromatographie descendante est effectuée pendant 18 heures 

dans le solvant n-butmol-pyridine-acide acétique-eau 0.5 : 10 : 3 : 12) (v : v). 

Le rouge de phénol, qui migre avec le front du solvant, est 

utilisé comme témoin externe de migration. 

2. Electrophorèse 
--------- 

L1élect rophorèse est réalisée pendant 90 minutes dans le tampon 

pyridine - acide acétique - eau (1 : 1 0  : 2 89) (v : v), de pH 3,6, sous une tension 

de 2.200 volts. 



L'appareil utilisé est un Electrophorator GILSON (modèle D, 

5.000 volts). 

Un mélange d'acides aminés (acide aspartique, tyrosine, 

arginine) ser t  de témoin externe de migration électrophorétique. 

3. Révélation des électrochromatogrammes 
....................... 

Les peptides sont localis6s sur  l'6lectrochromatograrnrne par 

coloration avec le  réactif à l a  ninhydrine - cadmium (LIU et al., 1965). 

Des colorations spécifiques peuvent être utilisées : la réaction 

à la phénanthrène-quinone est spécifique des peptides contenant de l'arginine 

(YAMADA et al. , 1966), (EASLEY et al. , 1969). Sous lumière ultraviolette, 

a 366 nrn, les peptides contenant de l'arginine donnent une tache de fluores- 

cence bleutée s u r  un fond bleu foncé. Cette coloration a l'avantage d'être 

très sensible et très stable. 

Les peptides contenant de l'histidine ou de la tyrosine, sont 

révélés par la réaction de PAULY. 

4. Contrôle de pureté par électrophorèse en gel de polyacrylamide 
..................................... 

Certaines fractions peptidiques, obtenues par chromatographie 

de gel-filtration, ont été également soumises ii un contrôle de pureté, par 

électrophorèse en gel de polyacrylamide. 

Cette methode s'applique plus spécialement aux fractions pepti- 

diques éluées en premier des colonnes de Sephadex, et renfermant des peptides 

de taille moléculaire relativement élevée. 

La technique utilisée est celle de PANYIM et CHALKLEY (l969) 

sur gels il 17 % dlacrylamide (120 x 5 mm), en milieu urée 2,5 M il pH 2,7 . 
La migration est  conduite pendant 1 à 4 heures, sous une 

intensité de 1 ,5  mA par tube, en présence de témoins internes. 



Les gels sont colorés à 1'Amido schwarz 10 B , et décolorés 

par agitation douce dans le mélange acide acétique - éthanol - eau (1 : 2 : 7 )  

(v : v). 

5. Purification des fractions hétérogènes 
---------------------- 

a) Purification par chromatogr~shie c?:, a ~ :  - L ~ - I ~  LI I-AI 

Les fractions obtenues par chromatographie de gel-filtration des 

hydrolysats chymotrypsiques de l'hietone Hg et du fragment NB-4, sont 

très hétérogènes. 

Elles ont Bté soumises à un nouveau fractionnement par chromato- 

graphie de gel-filtration s u r  colonne de Sephadex G-25 F ou G-50 F 

(l95 x 2,5 cm), équilibrée et éluée avec HC1 0,01 3. 

b) Purification sur papier - - - - - - - - - - - - - -  

Les fractions rechromatographiées renfermant plusieurs peptides 

(visualis~s par plusieurs taches en 6lectrochromatographie) sont puri- 

fiées par chromatographie ou électrophorèse préparative, ou par les 

2 méthodes associées, s u r  papier WHATMAN 3 MM préalablement lavé 

à l'acide acétique à 10 % pendant 48 heures. 

Les conditions de migration sont les mêmes que pour 1161ectro- 

chromatographie. 

Les peptides repérés sont élués avec de l'acide acétique à 10 %, 

évaporés à sec et repris dans un volume déterminé d'acide acétique 

a 10 % (1 ou 2 ml). 



OBTENUES PAR CHROMATOGRAPHIE D'ECHANGE D'IONS ................................................................................................................ 

Les fractions correspondant à chaque pic du diagramme 

d'élution sont rassemblées, évaporées sec et reprises par 1 ou 2 ml 

d'acide acétique à 10  %. 

Le contrôle d'homogénéité est réalisé pour chaque fraction, 

en électrochromatographie sur papier WHATMAN 3 MM dans les mêmes condi - 
tions que celles précitées (voir paragr. V : A. 1 et 2). 

Les fractions hétérogènes sont purifiées par chromatographie 

ou électrophorèse préparative, ou les 2 méthodes associées, sur papier 

WHATMAN 3 MM, dans les mêmes conditions que celles précitées (voir 

paragr. V :  5-b et V : A. 1 et 2). 



VI. E T U D E  DES P E P T I D E S  

La composition en acides aminés des peptides es t  établie à 

l'aide d'un Autoanalyseur dlacides aminés Multichrom-Beckman, équipé d'un 

intégrateur Infotronics type CRS 21 0. 

Les peptides sont hydrolysés pendant 24 heures, et éverrhnelle- 

ment 72 heures, à 110" C en tubes scellés sous vide, en milieu HC1 6 N addi- 

tionné d'une goutte d'une solution de phénol à 1 % pour éviter une degradation 

excessive de la tyrosine. 

Chaque hydrolysat est ensuite dilue au demi avec de l'eau 

distillée, évaporé à sec et repris par 1 ml d'un tampon citrate de sodium 

de pH 2,2, contenant 100 nanomoles de norleucine par ml. 

0 ,8  ml sont déposés au sommet de la  colonne (0,9 x 54 cm) 

garnie de résine M-82 Beckman et thermostatée à 55" C . 

Les acides aminés sont élués selon un procédé adopté de 

MOORE et STEIN, à l'aide de 3 tampons citrate de sodium (0,2 N, 0,2 N et 

1 , 2  N en sodium) de pH croissant (pH 3,22 ; pH 4,25 et pH 6,28). 

B - DETERMINATION DE L'EXTREMITE NH2 -TERMINALE PAR DANSYLATlON ................................................................................................................................................ 

La dansylation des peptides es t  effectuée selon le protocole de 

GRAY et HARTLEY (1 963 - a). 

Les dansyl-peptides sont hydrolysés pendant 1 8  heures il 105" C 

en milieu HC1 6 N. 



Lorsque le peptide contient de la serine, l a  durée de l1hydro- 

lyse es t  limitée à 16 heures, pour éviter la  dégradation de cet acide aminé. 

Les dans ylamino-acides sont identifiés sur  couche mince de 

gel de silice, soit en chromatographie monodimensionnelle selon la technique 

de STEHELJN et DURANTON (1969), avec un seul système solvant, soit en 

chromatographie bidimensionnelle avec les solvants 1 et II préconisés par GR06 

et LABOUESSE (1969). 

La chromatographie bidimensionnelle est  particulierement indi- 

quée pour l'identification non ambigue de l'alanine et de la lysine. 

C - DETERMINATION DE L'EXTREMITE COOH-TERMINALE . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

La détermination de l'extrémité C OOH-terminale des peptides 

est effectuée par  hydrolyse avec les carboxypeptidases A, B ou C. 

La carboxypeptidase C présente le grand interet de libérer de 

façon récurrente, à. partir de l'extrémité COOH-terminale du peptide, tous les 

acides aminés, acides, basiques ou neutres, y compris la proline, qui constitue 

pour les carboxypeptidases A e t  B, un obstacle, et  limite donc leur action. 

Pour les carboxypeptidases A et B, l'hydrolyse est effectuée 

à. 40" C, en milieu N-éthyl-morpholine 0,2 M pH 8,5 ou bicarbonate d'ammo- 

nium 0 , l  M pH 8,0, avec un rapport enzyme / substrat d'environ 1 /20 en 

poids. 

L'hydrolyse par l a  carboxypeptidase C est réalisée à 30" C en 

milieu citrate de sodium trisodique 0,05 M pH 5,3 , avec une concentration 

en enzyme moins importante ( 1 /100 à. 1 / 500 ) . 
Le ou les acides aminés libérés sont identifiQs avec l'analyseur 

dr acides aminés. 



D - DEGRADATION DES PEPTIDES PAR LA METHODE DE EDMAN ............................................. .........................................................,...............,... 

Les peptides sont dégradés de façon récurrente, à partir de 

leur extrémité NH2 -terminale, par l a  méthode de Edman (1956). 

Après chaque cycle de dégradation, l'acide aminé libér4 peut 

être identifie directement sous forme de son dérivé PTi'I (,=.iiénylthiohydantoïne 

de l'acide aminé), pa r  chromatographie s u r  , ,i,;iiL -,.iiLve ut ,,l de srilce 

(JEPPSSON - et S J ~ U I S T ,  1967). 

L'association de la  dansylation la  dégradation de Edman, 

selon le protocole de GRAY et HARTLEY (1963 - b), permet d'identifier l'acide 

aminé en  position NH2 -terminale, dans l e  peptide résiduel apparaissant après 

chaque cycle de dégradation. 

L'acide aminé libéré après chaque cycle de dégradation, peut 

encore être identifié indirectement, en déterminant l a  composition en acides 

aminés du peptide résiduel (methode soustractive) (HIRS et  al., 1960). 

Cette méthode soustractive est employée généralement, lorsque la présence de 

résidus dlisoleucine, de leucine et de valine dans un même peptide, rend dif- 

ficile leur identification sous forme de dérivés dansylés, ces dérivés étant 

mal sépar6s. 

Les étapes de la  dégradation de Edman sont resurn6es dans 

le tableau VI. 



TABLEAU VI 

SCHEMA DES ETAPES DE LA DEGRADATION DE E D U N  

Réaction de couplage avec le P. 1. T . C . (phénylisotbiocyanate) 

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

C yclisation et coupure par 1 'acide trifluoro acétique (TFA) 

Formation de dérivés 2 -anilinothiazolinone 

J. HCl 80" C 10  mn 

Phénylthiohydantoïne de l'acide aminé 

Extraction par l'acétate d'éthyle 

Phase organique Phase aqueuse ................................ ............................ 

Séparation des phénylthiohydantoïne - 1 - Phénylthiohydantoïne - arginine 

acides - aminés par chromatographie 

s u r  couche mince de gel de silice a 
l'aide des eystèmes solvants D et E : 

- solvant E (EDMAN et S J ~ U I S T ,  
1956) 

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

- Phénylthiohydantoîiie - histidine 

Electrophorèse & pH 3,6 

Identification sur papier : - - - - - - - - - - - - - - - -  
a Réaction de SAKAGUCM ou réac- 

tion & la phénanthrène-quinone 
( détection de 1' ARGININE ) 

- Solvant D 

La plaque est trempée dans un mé- 
lange ac6tone - formamide - xylène. 

a Réaction de PAULY 
( détection de 1' HISTIDINE ) 



VI1 . IlYDROLYSE DE L'HISTONE H 5 ET DE SON FRAGMENT NB-4 

..................................................................... 

PAR LES CARBOXYPEPTIDASES 

.................................. 

La séquence COOH-terminale de l'histone Hg a été établie 

par une étude cinétique de l'hydrolyse de la  protéine par les carboxypeptidases 

A, B et C. 

Une étude identique a été effectuée parallèlement s u r  l e  

fragment NB-4. 

Les conditions d'hydrolyse sont rassemblées dans l e  

tableau VII. 

Le ou les acides aminés libérés, sont identifies s u r  l1auto- 

analyseur Beckman. 







C H O I X  DES METHODES 

......................................... 

GREENAWAY et al. ç1971) et ~ B l i ; i I . ~ ~ A t i ~ \ i ~  t : ~  al. (1968) 

ont identifié la lysine à l'extrémité COOH-terminale de l'histone H g  . 

Nous avons voulu aller au-delà de cette simple identification, 

en étudiant la cinétique de l'hydrolyse de l'histone H 5 et de son fragment 

NB-4, par les carboxypeptidases A, B et C. 

Cette étude cinétique avait donc pour but de déterminer la 

séquence COOH-terminale de l'histone H5 , de façon à pouvoir identifier 

dans les hydrolysats trypsiques et thermolysiques, ainsi que dans l1hydro- 

lysat trypsique du peptide P x  succinylé, le  peptide situé en position COOH- 

terminale dans la protéine. 

Les conditions d'hydrolyse de l'histone H 5 et du fragment 

NB-4 par les carboxypeptidases, sont présentées dans les tableaux Vm et 

IX. 

Le ou les acides aminés libérés sont identifiés sur  auto- 

analyseur Beckman. 



II. R E S U L T A T S  

............................ 

A. HYDROLYSE DU FRAGMENT NB-4 PAR LES CARBOXYPFPTIDASES .......................................................................................................................... 

La carboxypeptidase A a ét6 ajoutée apres 2 heures 

d'hydrolyse par la carboxypeptidase B. 

Les résultats de la  cinétique d'hydrolyse, effectuee pendant 

4 heures, sont présentes dans le tableau VIII. 

- Apr6s 1 0  minutes d'hydrolyse par la carboxypeptidase B, il ap- 

parail déja de la lysine. 

- Une hydrolyse de 2 heures par cette même carboxypeptidase, 

libère 1,82 p o l e  de lysine p a r p o l e  de fragment NB-4, ainsi 

que des traces d'arginine, d'alanine et de serine. 

- L'addition de carboxypeptidase A fait apparaftre des taux crois- 

sants de ces acides amines, notamment ceux de lysine et d'arginine. 

B. HYDROLYSE DE L'HISTONE 5 ET DU FRAGMENT NB-4 PAR LA CARBOXY- .................................................................................................................................................... 
PEPTIDASE B ............................ 

Les résultats preliminaires obtenus par hydrolyse du fragment 

NB-4 par  les carboxypeptidases A e t  B, suggèrent que la  séquence C-terminale 

est constituée par deux residus de lysine : - Lys - Lys (OH). 





Cette hypothèse peut être confirmée par l'utilisation de la  

carboxypeptidase B seule : 

Les résultats sont rassemblés dans le tableau IX. 

1" Une hydrolyse de 3 heures de l'histone H5 par la carboxypeptidase B 

libère 2,11 ymoles de lysine par p o l e  de protéine, et 0,69!mole 

dlarginine. 

2' Une hydrolyse de 6 heures de l'histone H5 par la  carboxypeptidase B 

libère 2,5 p o l e s  de lysine, et 1,84 mole d'arginine par p o l e  de r 
protéine, ainsi que des traces de sérine et d'alanine. 

3" Une hydrolyse de 6 heures du fragment NB-4 par la  carboxypeptidase B 

libère 2,63 moles de lysine et 1,47 mole dlarginine par Y Y p o l e  de NB-4, 

ainsi que des traces de sérine et d'alanine. 

C. HYDROLYSE DE L'HISTONE H 5 PAR LA CARBOXYPEPTIDASE C ................ . ............................................................................................................. 

La carboxypeptidase C libère tous les acides aminés : 

neutres, acides ou basiques, à partir de l'extrémité COOH-terminale d'une 

protéine ou d'un peptide. 

Les résultats des cinétiques d'hydrolyse, effectuées pendant 

6 heures, en utilisant deux rapports enzyme / substrat différents ( 1 / 100 

et 1 / 500 ), sont rassemblés dans le tableau IX. 

1. Rapport enzyme / substrat : 1 / 1 00 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Une hydrolyse de 30 minutes de l1histone Hg par la  carboxypeptidase C 

libère 1 , 7 7 p o l e  de lysine p a r p o l e  de protéine, ainsi Que des traces 

de sérine, proline, alanine et  arginine. 
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2. Rapport enzyme / subs t ra t  : 1 /500  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

- Après 30 minutes d'hydrolyse, il apparaît déjà des traces de 

lysine. 

- Après 2 heures d'hydrolyse, 1 ymole de lysine est libér6e par 

rmole de protéine, ainsi que des traces de sérine et dlarginine. 

- Après 6 heures d'hydrolyse, il y a libération de 2 ririoles de 

lysine, ainsi que des traces de sérine, proline, alanine et 

arginine . 



III. C O N C L U S I O N S  

Les résultats des cinétiques d'hydrolyse àe r i~istone H5 et 

de son fragment NB-4 par les carboxypeptidases A, B et C,  nous permettent 

d'affirmer sans ambigurté, que la séquence COOH-terminale de la protéine 

est : Lys - Lys (OH) . 

D'autre part, ces résultats suggèrent que le  voisinage immé- 

diat de cette séquence COOH-terminale est  constitué par les acides aminés 

suivants : arginine, alanine, lysine, sérine et proline , dont l'ordre 

reste a préciser. 

Toutefois, l'hydrolyse de l'histone H5 par la  carboxypeptidase C 

libère des taux croissants de ces 5 acides aminés, tandis que la proline nlappa- 

rail pas lors de l'hydrolyse de la protéine ou du fragment NB-4 par la carboxy- 

peptidase A. 

Ce résidu d'acide aminé constitue en effet un obstacle 2 l'action 

de cette exopeptidase. 

Nous proposons donc, pour l'histone H 5, la séquence COOH- 

terminale suivante : 

.. .. . . . . . . (Pro, Ser), (Lys, Ala, Arg) - Lys - Lys (OH) 

L'étude des peptides thermolysiques de la protéine ou du frag- 

ment NB-4, devrait nous permettre de confirmer cette séquence. 









1. HYDROLYSE CHYMOTRYPSIQUE DE L'HISTONE H 5 

....................................................... 

L'histone H 5 est hydrolysée par la chymotrypsine pendant 

une heure à 37" C et à pH 8,O. 

Le milieu réactionnel reste limpide pendant toute la durée 

de 1' hydrolyse . 

A - FRACTIONNEMENT DES PEPTIDES ...................................................................... 

1. Chromatographie de gel-filtration 
.................... 

Le diagramme d'élution de llhydrolysat chymotrypsique de 

l'histone H 5 ,  fractionné par chromatographie de gel-filtration sur  colonne de 

Sephadex G-25 (195 x 2,5 cm), équilibrée et éluée avec HC1 0,01 N, est 

présenté dans la Figure 4. 

Comme le montre cette figure, la chromatographie sur Sepha- 

dex G-25 ne permet pas d'obtenir un fractionnement satisfaisant de llhydrolysat 

chymotrypsique de la protéine. 

Toutefois, il apparafi une amorce de séparation. 4 fractions 

peptidiques sont ainsi obtenues. Elles sont désignées par un chiffre corres- 

pondant leur ordre dfélution de la colonne, suivi de la lettre S pour Sepha- 

dex : fractions 1 S, 2 S, 3 S et 4 S. 





Chacune de ces fractions, hétérogène, est soumise à un 

nouveau fractionnement par chromatographie de gel-filtration sur colonne de 

Sephadex G-25 (fractions 2 S, 3 S et 4 S) ou G-50 (fraction 1 S), équi- 

librée et éluée avec HC1 0,01 N. 

Les diagrammes dlélution sont présentés dans la Figure 5. 

Les différentes fractions obtenues par rech-o-qtographie des 

fractions 1 S, 2 S, 3 S et 4 S sur Sephadex, sont encore très hétérogènes, 

et nbcessitent une nouvelle purification par chromatographie préparative s u r  

papier WHATMAN 3 MM. 

Par souci de simplicité, nous avons résumé l'ensemble de ces 

opérations de purification, dans le  tableau XI. 

Nomenclature 

Les fractions obtenues par rechromatographie sur colonne 

Sephadex, sont désignées par un chiffre correspondant leur ordre d'élution 

de la colonne, suivant immédiatement le nom de la fraction rechromatographi6e. 

Un second chiffre éventuel indique que la fraction a été ultérieu- 

rement purifiée par chromatographie préparative sur papier. 

exemple : fraction 1 S-2-1 : fraction obtenue par purification en - - - - - -  
chromatographie préparative sur  papier de la fraction 1 S-2, 

elle-même obtenue par rechromatographie s u r  Sephadex de 

la fraction 1 S. 

Discussion 

Le fractionnement des peptides chymotrypsiques de l'histone H5 

par chromatographie de gel-filtration sur colonne de Sephadex G-25 ou G-50, 

s e  révt2le très insatisfaisant. 



56 bis 

Fig. 5 A Rechromatographie de la fraction 1 S sur colonne .................... 
de Sephadex G-50 (Eluant : HC1 0,01 3. 

Fig. 5 B Rechromatographie de la fraction 2 S sur colonne .................... 
de Sephadex G-25 (Eluant : HC1 0,01 N). 

Fig. 5 C Rechromatographie de la fraction 3 S sur colonne .................... 
de Sephadex G-25 (Eluant : HC1 0,01 N). 

Fig. 5 D Rechromatographie de la fraction 4 S sur colonne .................... 
de Sephadex G-25 (Eluant : HC1 0,01 N). 



RECHROMATOGRAPHIE DES FRACTiONS 1 S ,  2 S ,  3 S ET 4 S 57 

SUR COLONNE DE SEPHADEX G-25 OU G-50 

D.O. 230 nrn D . 0 .  230 nm 

D.O. 220 nm 



TABLEAU XI 

ETAPES DE FRACTIONNEMENT ET DE PURIFICATION 

DES PEPTIDES CHYMOTRYPSIQUES DE L' HISTONE H 

.---------> Chromobeads P 

I-) Chromobeads P 

\-> Chromobeads P 

fGy Lllli 

--> Chromobeads P 

-j Chrornobeads P 

'-> Chromobeads P 

,-> Chromobeads P 



Les différentes fractions obtenues sont hétérogènes, et l'obten- 

tion des peptides purs nécessite une longue série de séparations par rechro- 

matographie s u r  Sephadex, suivies de purifications par chromatographie pré- 

parative sur papier. 

En définitive, toutes ces opérations ne nous ont permis d'obte- 

nir que 3 fractions homogènes (fractions 1 S-2-3 ; 2 S-1-2 et 2 S-2-4) 

correspondant chacune à un peptide pur, dont nous avons d6terminé la  compo- 

sition en acides aminés et la séquence. Nous appellerons ce peptide : 

Ch-2 S-2-3. 

Ces résultats sont présentés respectivement dans les tableaux 

XII et XIII, et feront l'objet d'un paragraphe ultérieur. 

Les fractions 1 S-1 ; 2 S-1-1 ; 2 S-2-1 ; 2 S-2-2 et 2 S-2-3, 

trop complexes, n'ont pu être étudiées. 

Quant à toutes les autres fractions, étant donné leur extrême 

complexité et la difficulté de les séparer, nous avons préfére les rassembler 

et les fractionner par chromatographie d'échange d'ions sur  résine 

Chromobeads P selon la technique mise au point par SAUTIERE et al. (l97 0-a). 

2. Chromatographie d'échange d'ions 
.................... 

Le diagramme dlélution des peptides chymotrypsiques de 

l'histone H 5 , fractionnés par chromatographie d'échange d'ions sur  résine 

Chromobeads P, est présenté dans la figure 6, et montre la séparation des 

peptides en 29 fractions. 



Nomenclature 

Les fractions sont numérotées suivant leur ordre d'élution 

de la colonne : fractions 1 à 2 9. 

Etant donné que l a  séquence en acides amines de l'histone H g  

n'est pas totalement connue, nous n'avons pu replacer tous les peptides 

selon leur position dans la séquence de la pratAine, Nous .jC;eignerons donc 

les peptides chymotrypsiques par les lettres Ch- suivies d'un chiffre ou 

nombre correspondant à la fraction dans laquelle ils sont Qlués. 

Le mode de purification de ces peptides est désigné par une 

lettre (électrophorèse préparative) ou un chiffre (chromatographie préparative) 

ou les deux, si ces deux méthodes de purification sur  papier ont été successi- , 

vement utilisées. 

Exemple : 

Ch-13-B : peptide obtenu par purification de la fraction 13 par électro- 

phorèse préparative s u r  papier. 

Ch-3-2-A : peptide obtenu par purification de la fraction 3 par chromato- 

graphie préparative s u r  papier, suivie d'une électrophorèse 

préparative s u r  papier. 

La composition et la séquence en acides aminés de chaque 

peptide, sont respectivement présentées dans les tableaux XII et XIII. 









TABLEAU XII1 

SEQUENCES EN ACIDES AMINES DES PEPTIDES CHYMOTRYPSIQUES DE L'HISTOXE H f') 
0: 
x 

(") Les  méthodes util isées pour l a  détermination de  l a  séquence des  peptides sont indiquées de l a  façon ' 
suivante : 

Dansylation : - placé au-dessus du résidu d'acide aminé 
Dégradation de  Edman : 

Hydrolyse p a r  les carboxypeptidases : e- l 

rés idus  1 à 6 

residus 77 à 81 

rés idus  76 à 81 

Ch-1 S-2-3 
Ch-2 S-1-2 
Ch-2 S-2-4 

Ch-2 

rés idus  96 et  97 
rés idus  101 et 102 
rés idus  110  et 111 

-4 + + 
T h r  - Glu - S e r  - Leu - Val - Leu 

Résidus 59  à 70 

résidus 29 à 31 

- - + +  
Ala - Ala - Gly - Val - Leu 

! 
-i* 4 --4 ---, + --+ + 
Lys - Val - Gly - His - Asn - Ala - Asp - Leu - Gln -fie - Lys - t-- t--- f- t 

4 +  
S e r  - Glu - Met i j 

+ +  
Leu - Ala - Ala - Gly - Val - Leu 

4 --* 
S e r  - P r o  - Lys 

Ala - Lys 

--+ 4 4 + 
S e r  - Ile - Glu - Lys - T y r  

-+ 4 + 
S e r  - P r o  - Ala - Lys  

Ch-10-A-1 

Ch-10-A-2 

Ch-10-B 

rés idus  82 a 93 

rés idus  49 à 53 

+- -4  
Lys - Glu - T h r  - Lys  - Gly - Val - Gly - Ala - Gly - S e r  - S e r  - P h e  

l 

4 - + - - G 4  
S e r  - Ile - Gln - Lys - T y r  

- 
Ala - Arg 1 



l 
rés idus  52 et 53 

rés idus  82 à 93 

rés idus  94 e t  95 

rés idus  17  à 1 9  

rés idus  59  à 62 

rés idus  74 à 76 

rés idus  54 à 5 8  

rés idus  7  à 1 8  

rés idus  71 à 7 5  

rés idus  71 à 76 

- 
L y s  - T y r  

4 - 4  ! 
L y s  - Gln - T h r  - L y s  - Gly - Val - Gly - Ala - Gly - S e r  - S e r  - P h e  

-+ 
A r g  - Leu 

1 

+ +  l 

L y s  - Ala - S e r  l 

+ 4 -+ 
L y s  - Val - Gly - His 

--+ 
A r g  - Leu - Leu 

+ + A - - + +  
A r g  - S e r  - T h r  - S e r  - P r o  - Lys  

- - + + A  -+ 
S e r  - A r g  - Ala - S e r  - P r o  - Lys  

C- t- C- 

+ - - + - - + - +  
L y s  - Ala - A r g  - Ala - P r o  - S e r  

+ 4 
Ala - Ala - A r g  - P r o  - A r g  

4 - j  
L y s  - Ala - Val - A r g  

-$-44- 
Ile - Lys  - S e r  - His - T y r  

-+3 --3 
L y s  - Ala - A r g  

- - +  
Ala - A r g  - P r o  - A r g  

- +  
S e r  - P r o  - Ala - P r o  - Ala - (Lys, P r o ,  Lys ,  Arg ,  Val,  Lys ,  Ala)  

i 

A + - + +  
S e r  - I l e  - A r g  - A r g  - Leu ! 

+ + - + - +  1 

S e r  - I l e  - A r g  - A r g  - Leu - Leu 



B - ETUDE DES PEPTIDES CHYMOTRYPSIQUES DE L'HISTONE H g  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

La séquence en acides aminés de l'histone Hg est connue 

jusqulau résidu de lysine en position 111. 

Dans un souci de clarté, nous commencerons par l'étude des 

peptides chymotrypsiques situés dans cette partie de la protéine, dans l'ordre 

de leur position dans la séquence. 

Les peptides appartenant & la séquence COOH-terminale de 

l'histone , seront ensuite étudiés, selon leur ordre dtélution der la colonne de 

Chromobeads P, ne pouvant pas encore être replacés les uns par rapport aux 

autres. 

Peptide Ch-3-2-A (résidus 1 à 6) 

- .  - 
Thr - Glu - Ser - Leu - Val - Leu 

Le peptide Ch-3-2-A est localisé dans la fraction 3 avec llammoniaque 

et avec les peptides Ch-3-1, Ch-3-2-B et Ch-3-3, dont il est séparé par 

chromatographie préparative sur  papier, suivie d'une électrophorèse préparative 

s u r  papier à pH 2,4 . 
Composition 
-------- 

Thr , Ser , Glu , Val , Leu 

Dansylamino-acide NH2 -terminal 
.................... 

DNS - Thr 



3 cycles de dégradation de Edman avec identification directe des 

dérivés PTH-libérés , ont permis d'établir la séquence NH2-terminale du 

peptide Ch-3-2-A : Thr-Glu-Ser. 

Un résidu de leucine occupe la position COOH-terminale, en raison 

de la spécificité de la chymotrypsine. 

La séquence complète de ce peptide, situé en position NH2-terminale 

de l'histone Hg , a été déduite des travaux de GREENAWAY et M U W Y  (1971), 

ainsi que de la séquence du peptide Tm-1 obtenu par hydrolyse trypsique de la 

protéine maléylée : 

Peptide Ch-28 (résidus 7 à 18) 

Ser-Pro-Ala-Pro-Ala-(Lys, Pro, Lys, Arg, Val, Lys, Ala) 

Le peptide Ch-28, élu6 dans la  fraction 28, est purifié par chromato- 

graphie préparative sur papier. 

Composition 
---- ---- 

Ser , Pro , Ala , Val , Lys , Arg 

DNS - Ser 



Dégradation de Edman 

4 cycles de dégradation de Edrnan, en couplage avec la méthode de 

dansylation, ont permis d'établir la  séquence NH2 - terminale du peptide 

Ch-28 : Ser - Pro - Ala - Pro  - Ala. 

Le peptide Ch-28 (résidus 7 à 18) est  situé immédiatement après 

le peptide Ch-3-2-A NH2 - terminal de la  protéine (résidus 1 à 6). Sa 

séquence compl6te a été déduite de l'étude des peptides trypsiques Tm-1 et  

Tm-2 de la protéine maléylée, dont il recouvre respectivement les parties 

COOH- et  NH2 - terminales +m-1 

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

L'obtention du peptide Ch-28 implique la  coupure par la chymotrypsine 

d'une liaison alanyle : Ala - Ser , que nous ne pouvons expliquer. 
18 1 9  

La composition en acides aminés du peptide Ch-28 fait apparaître un 

rdsidu dtarginine et l'absence de tout résidu d'acide glutamique. 

Ce résidu d'arginine, non identifié directement, est  situé en  position 15, 

dtapr&s la séquence du peptide Tm-1. 

Toutefois, en cette position 15, GREENAWAY et MURRAY 0971) et 

CHAMPAGNE et al. (l968), ont mis en évidence une microhétérogénéité, l e  

résidu d'arginine pouvant être remplacé par un residu de glutamine. 

Nous n'avons pas identifié, dans llhydrolysat chymotrypsique de l'his- 

tone H 5, le peptide correspondant, avec un residu de glutamine en position 15. 

L'obtention d'un tel peptide aurait pu resulter de la coupure de la liaison 

Gln - Val par la  chymotrypsine. 
15 1 G  



Peptide Ch-2 (résidus 29 à 31) 

Ser - Glu-Met 

Le peptide Ch-2 est obtenu pur dans la  fraction 2. 

Composition 
-------- 

Ser  , Glu , Met 

1 ,oo  1 , o o  0,33 

Dansylamino-acide NH2 - terminal 
--------------------- 

DNS - Ser 

Dégradation de Edman 
-------------- 

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

résiduel, a permis d'établir l a  séquence du peptide Ch-2 : Ser  - Glu - Met, 

le résidu de méthionine étant placé par différence en position COOH-terminale. 

Le peptide Ch-2 renferme l'unique résidu de méthionine présent dans 

la molécule d'histone Hg . 
Il est  situé en position COOH-terminale du fragment CN - 1, obtenu par 

action du bromure de cyanogène sur  la  protéine, et son obtention résulte de 

la  coupure d'une liaison méthionyle ( Met - Ile ) par l a  chymotrypsine. 
3 1 32 

Peptide Ch-10-A-2 (résidus 49 à 53) 

Ser - Ile - Gln - Lys - Tyr 

Peptide Ch-7 (résidus 49 à 53) 

Ser - Ile - Glu - Lys - Tyr 

Peptide Ch-11 (résidus 52 et 53) 

Lys - Tyr 

Le peptide Ch-10-A-2 est  localisé dans la fraction 10 avec les peptides 



Ch-10-A-1 et Ch-10-B, dont il est séparé par électrophorèse préparative 

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

Composition 
- - - - - - - 

Ser , Glu , Ile , Tyr , Lys 

Dégradation de Edman 
-------------- 

4 cycles de dégradation de Edman, avec identification directe des 

dérivés PTH- libérés, ont suffi pour déterminer la séquence du peptide 

Ch-10-A-2 : Ser - Ile - Gln - Lys - Tyr. Le résidu de tyrosine est placé 

en position COOH-terminale, selon la spécificité de la chymotrypsine. 

Le peptide Ch-7, élu6 dans la fraction 7, est purifié par électrophorèse 

préparative sur papier à pH 3,6. 

Compos ition 
- - - - - - - - 

Ser , Glu , Ile , Tyr , Lys 

Dégradation de Edman 
-------------- 

4 cycles de dégradation de Edman, avec identification directe des déri- 

vés PTH- libérés, ont permis d'établir la séquence du peptide Ch-7 : 

Ser - Ile - Glu - Lys - Tyr, le résidu de tyrosine s e  plaçant en position 

COOH-terminale, selon la spécificité de la chymotrypsine. 

IP Discussion 

L'obtention du peptide Ch-7 s'explique par la désamidation 

partielle du résidu de glutamine en position 51, dans le peptide Ch-10-A-2. 

Cette désamidation confère au peptide Ch-7 un caractère plus acide. Ce 

peptide est donc élué plus tôt que le peptide Ch-10-A-2, de la colonne de 

C hromobeads P. 

L'obtention des peptides Ch-7 et Ch-10-A-2 résulte de la 

coupure de la liaison Gln - Ser par la chymotrypsine. 

48 49 



Le peptide Ch-11 es t  obtenu pur dans la  fraction 11. 

Dans ylamino-acide NH2 - terminal 
..................... 

di - DNS - Lys 

La séquence du peptide Ch-11 es t  donc Lys - Tyr. 

L'obtention de ce peptide résulte de l'hydrolyse partielle de la 

liaison Gln - Lys par la chymotrypsine. 
51 52 

L'ensemble des résultats fournis par  l'étude des peptides 

Ch-10-A-2 , Ch-7 et  Ch-11 , nous permettent d'établir la séquence 

partielle suivante : 

Ser - Ile - Gln - Lys - Tyr 

Peptide Ch-24 (résidus 54 à 58) 

Ile - Lys - Ser - His - Tyr 

Le peptide Ch-24 es t  obtenu pur dans l a  fraction 24. 

Composition 
- - - - - - - - 

Ser  , Ile , Tyr , His , Lys 



Dégradation de Edman 
-------------- 

4 cycles de dégradation de Edman, avec identification directe des 

dérives PTH- libérés, ont permis d'établir la  séquence du peptide Ch-24, 

le résidu de tyrosine s e  plaçant par différence en position COOH-terminale, 

selon la spécificité de la chymotrypsine. 

Le peptide Ch-24 contient le troisième résidu de tyrosine de l'his- 

tone II5 . Sa position, adjacente au peptide Ch-10-A-2, a été déduite par 

comparaison des compositions en acides aminés des fragments CN -2 et 

Peptides Ch-lS-2-3 ; Ch-2S-1-2 et  Ch-2S-2-4 (résidus 59 à 70) 

Peptide Ch-15-2 (résidus 59 à 62) 

Lys - Val - Gly - His 

Les fractions 1 S-2-3 , 2 S-1-2 et  2 S-2-4 sont les seules 

à avoir été obtenues pures par chromatographie de gel-filtration sur  Sephadex, 

de l'hydrolysat chymotrypsique de l'histone H 5 (voir tableau Xi, page 58). 

Elles correspondent à un seul et  même peptide que nous appel- 

lerons Ch-1 S-2-3, dont la séquence est  indiquée ci-dessus. 

Composition 
- - - - - - - - 

Asp , Glu , Gly , Ala , Val , Ile , Leu , His , Lys 

Dansylamino-acide NH2 - terminal 
..................... 

di - DNS - Lys 



Dégradation de Edman 
------ 

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

de dansylation, ont permis d'établir la séquence NH2 - terminale de ce 

peptide : Lys - Val - Gly - His. 

Ces résultats nous ont permis de placer sans ambiguïté le  

peptide Ch-1 S-2-3 (ou Ch-2 S-1-2 ou Ch-2 S-2-4) en position NH2 - 
terminale du fragment NB-4 obtenu par coupure de l'histone Hg avec la 

N -bromosuccinimide. 

En effet, la séquence NH2 - terminale du fragment NB -4 

a été déterminée comme étant : Lys - Val - Gly - His. ---- 

Rappelons que la dégradation automatique de Edrnan sur  

séquenceur, du fragment NB-4, n'avait pu être poursuivie au-dela du residu 

de glycine en position 61. 

Ce blocage est dû il la bromation du résidu d'histidine placé 

immédiatement après ce résidu de glycine, sous l'action de la N-bromo- 

succinimide. 

Cependant, en chauffant l e  fragment NB - 4 à 100" C pendant 

une heure, il s e  produit une coupure partielle de la liaison histidinyle 

( His - Asn ). 

62 6 3 

3 cycles de dégradation manuelle de Edman, realises sur  ce 

fragment NB-4 chauffé, ont permis d'identifier les dérivés PTH- suivants : 

1 er cycle PTH - Lys + 
O 

PTH - Asn 

zème cycle PTH - Val + PTH - Ala 

QBme cycle PTH - Gly + PTH - Asp 

La séquence NH2 - terminale de notre peptide peut donc 

s'écrire : 





TABLEAU X V  

ETUDE CINETIQUE DE L'HYDROLYSE DU PEPTIDE Ch-1 S-2-3 PAR LES CARBOXYPEPTIDASES A ET B (O) 

(O) 
Les  résultats sont exprimés en nanomoles d'acides aminés libérégs. 

, -- Les  chiffres entre parenthGses indiquent le nombre de moles d'acides amines libérées par mole de peptide. 



CINETIQUE D'HYDROLYSE DU PEPTIDE Ch-1 S-2-3 

Nombre de 
nanomoles 

PAR LES CARBOXYPEPTIDASES A ET B 
----- 

LEU 

LYS 

ILE 

GLN 

Ci, A/ Cr, B 

ALA 

90 120 150 210 Temps en 
Figure 7 minutes 



L'ensemble des données fournies par la dégradation de Edman et par 

l'hydrolyse avec les carboxypeptidases A et B, nous a donc permis d'établir 12 

séquence compléte du peptide Ch-1 S-2-3 : 

Dégradation de Edrnan 

- + - - 9 -  
Lys - Val - Gly - His - Asn - Ala - Asp - Leu - Gln - Ile - Lys - Leu 

t-- t-- f - t - t - t - f -  
Hydrolyse par les carboxypeptidases A et B 

Le peptide Ch-15-2 (résidus 59 à 62) 

es t  localisé dans la fraction 15 avec le  peptide Ch-15-1, dont il est séparé 

par chromatographie préparative s u r  papier. 

Composition 
- - - - - - - - 

Gly , Val , His , Lys 

Dansylamino-acide NH2 - terminal 
--------------------- 

di - DNS - Lys 

Dégradation de Edman 
----- -------- 

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

dansylation, ont permis d'établir la séquence du peptide Ch-15-2, le résidu 

d'histidine s e  plaçant par différence en position COOH-terminale : 

Lys - Val - Gly - His 

Le peptide Ch-15-2 recouvre la séquence NH2 - terminale du peptide 

Ch-1 S-2-3 (résidus 59 à 70) : 

59 70 

Tyr - Lys - Val - Gly - His - Asn - Ala - Asp - Leu - Gln - Ile - Lys - Leu 



L'obtention du peptide Ch-15-2 implique la coupure d'une liaison 

histidinyle : His - Asn par la chyrnotrypsine. Une telle liaison 
62 63 

est  plutôt un site mineur pour l'hydrolyse chymotrypsique. 

Peptide Ch-29-2 (résidus 71  à 76) 

Ser - Ile - Arg - Arg - Leu - Leu 

Peptide Ch-29-1 (résidus 71 à 75) 

Ser - Ile - Arg - Arg - Leu 

Peptide Ch-16 (résidus 74 à 76) 

Arg - Leu - Leu 

Le peptide Ch-29-2 est  localisé dans la fraction 29 avec le peptide 

C h-2 9-1 dont il est séparé en chromatographie préparative sur  papier. 

Composition 
-------- 

Ser , Ile , Leu y Arg 

Dégradation de Edman 
-------------- 

4 cycles de degradation de Edman, avec identification directe des 

dérivés PTH- libérés, ont permis d'établir la séquence NH2 - terminale du 

peptide Ch-29-2 : Ser - Ile - Arg - Arg. 

Les 2 résidus de leucine s e  placent de façon évidente en position 

C OOH-terminale du peptide. 



Le peptide Ch-29-1 est localisé dans la fraction 29 avec le  peptide 

Ch-29-2, dont il est séparé par chromatographie préparative sur  papier. 

Composition 
------- 

Ser , Ile , Leu , Arg 

Dégradation de Edman 
------------- 

4 cycles de dégradation de Edman, avec identification directe des 

dérivés PTH- libérés, ont suffi pour déterminer la séquence complète du 

peptide Ch-29-1 : Ser - Ile - Arg - Arg - Leu , 
le résidu de leucine etant placé par différence. 

Les peptides Ch-29-1 et Ch-29-2, élués dans la même fraction 

(fraction 29), ne diffèrent donc que par un résidu de leucine. 

L'obtention du peptide Ch-29-1 résulte d'une hydrolyse partielle de la 

liaison Leu - Leu par la chyrnotrypsine. 

75  7 6 

Le peptide Ch-16 , élu6 dans la fraction 16, est purifié par électro- 

phorèse préparative sur  papier il pH 3,6. 

Composition 
-------- 

Leu , Arg 

Dégradation de Edman 
-------------- 

Un seul cycle de dégradation de Edman, avec identification directe du 

dérivé PTH- libéré, a permis d'identifier le  residu dlarginine en position 

NH2 - terminale. 

La séquence du peptide Ch-16 est donc évidente : 

Arg - Leu - Leu. 



L'obtention de ce peptide implique la coupure partielle de la liaison 

Arg - Arg par la chymotrypsine. 

7 3 7 4 

L'étude du peptide Ch-29-2 , et de ses  dérivés Ch-29-1 

et  Ch-16, nous permet d'établir la séquence partielle suivante : 

( ri 76 ' 
- Ser - Ile - Arg - Arg - Leu - Leu - 

Peptide Ch-3-2-B (résidus 77 à 81) 

Ala - Ala - Gly - Val - Leu 

Peptide Ch-3-3 (résidus 76 à 81) 

Leu - Ala - Ala - Gly - Val - Leu 

Le peptide Ch-3-2-B est localisé dans la fraction 3 avec llammoniaque 

et les peptides Ch-3-1, Ch-3-2-A et Ch-3-3, dont il est séparé par 

chromatographie préparative sur papier, suivie d'une électrophor&ee prépa- 

rative sur papier à pH 2,4  . 

Composition 
- - - - - - - - 

Gly , Ala , Val , Leu 

Dansylamino-acide NH2 - terminal 
-------------------- 

DNS - Ala 



Dégradation de Edman 
-------------- 

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

de dansylation, ont permis d'établir la séquence complète du peptide 

Ch-3-2-B : Ala - Ala - Gly - Val - Leu. 

Le résidu de leucine, ainsi identifié en position COOH-terminale, 

confirme la spécificité de la chymotrypsine. 

Le peptide Ch-3-3 est localisé dans la fraction 3 avec l'ammo- 

niaque et les peptides Ch-3-1, Ch-3-2-A et Ch-3-2-B , dont i l  est 

séparé par chromatographie préparative sur  papier. 

Composition 
- - - - - - - - 

Gly , Ala , Val , Leu 

Dansylamino-acide NH2 - terminal 

DNS - Leu 

Llégradation de Edman 
-------------- 

3 cycles de dégradation de Edman, avec identification directe des 

dérivés PTH- libérés, ont permis d'établir la séquence NH2 - terminale du 

peptide Ch-3-3 : Leu - Ala - Ala. 

La séquence du peptide Ch-3-3 se  déduit de celle du peptide Ch-3-2-B. 

L'obtention de ce peptide résulte d'une hydrolyse incomplète de la 

liaison Leu - Ala par la chymotrypsine. 

76 7 7 



Peptide Ch-12 (résidus 82 à 93) 

Lys - Gln - Thr - Lys - Gly - Val - Gly - Ala - Gly - Ser - Ser - Phe 

Peptide Ch-10-A-1 (résidus 82 à 93) 

Lys - Glu - Thr - Lys - Gly - Val - Gly - Ala - Gly - Ser  - Ser - Phe 

Le peptide Ch-12 , élu6 dans la fraction 12, est purifié par chromato- 

graphie préparative sur papier. 

C ompos ition 
-------- 

Thr , Ser , Glu , Gly , Ala , Val , Phe , Lys 

Dansylamino-acide NH2 - terminal 
--------------------- 

di - DNS - Lys 

Dégradation de Edman 
-------------- 

4 cycles de dégradation de Edrnan, avec identification directe des 

PTH- amino-acides, ont permis d'établir la séquence NH2 - terminale du 

peptide Ch-12 : Lys - Gln - Thr - Lys. - 
Le résidu de phénylalanine est placé en position COOH-terminale en 

raison de la spécificité de la chymotrypsine. 

La séquence compl5te du peptide Ch-12 a été déduite de celles du 

peptide Tm-14-A obtenu par hydrolyse trypsique de la protéine maléylée, 

et des peptides Pr-1 et Pr-2 obtenus par hydrolyse de la protéine par l a  

protéase staphylococcique. 



Le peptide Ch-10-A-1 est localisé dans la fraction 10 avec les 

peptides Ch-10-A-2 et  Ch-10-B , dont il est séparé par électrophorèse 

préparative su r  papier à pH 3 ,6  , suivie d'une chromatographie préparative 

sur  papier. 

Composition 
-------- 

Thr , Ser , Glu , Gly y Ala , Val , Phe y Lys 

0,82 1,75 1 , l O  2,93 1,05 0,88 0,75 1,64 

Dansylamino-acide NH2 - terminal 
...................... 

di - DNS - Lys 

Dégradation de Edman 
-------------- 

2 cycles de dégradation de Edman, avec identification directe des 

dérivés PTH- libérés, ont permis d'établir la séquence NH2 - terminale du 

peptide Ch-10-A-1 : Lys - Glu. 

Le résidu de phénylalanine est placé en position COOH-terminale en 

raison de la spécificité de la chymotrypsine. 

L'obtention du peptide Ch-1 0-A-1 résulte d'une désamidation partielle 

du résidu de glutamine identifié en position 83 dans le peptide Ch-12. 

Peptide Ch-13 (résidus 94 et 95) 

Arg - Leu 

Le peptide Ch-13, élu6 dans la fraction 13, est purifié par  électro- 

phorèse préparative su r  papier à pH 3,6 . 



Leu , Arg 

1,06 O, 94 

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

Un seul cycle de dégradation de Edrnan, avec identification directe 

du dérivé PTH- libéré, a suffi pour établir la  séquence du peptide Ch-13 : 

Arg - Leu. 

Les résultats fournis par l'étude du peptide Pr-2, obtenu par hydro- 

lyse de la protéine par la protéase staphylococcique, nous ont permis de 

placer le peptide Ch-13 immédiatement après l e  résidu de phénylalanine en 

position 93 (résidus 94 et 95). 

L'obtention du peptide Ch-13 résulte de l'hydrolyse de la liaison 

Phe - Arg par la chymotrypsine. 

93 94 

Peptide Ch-5 (résidus 96 et  97 ; 101 et 102, et 110 et 111) 

- 

Ala - Lys 

Le peptide Ch-5, élu6 dans la fraction 5, est purifie par électro- 

phorèse préparative s u r  papier à pH 3,6 . 

Ala , Lys 

0, 97 1,03 

Dansylamino-acide NH2 - terminal 
---------------------- 

DNS - Ala 



La séquence du peptide Ch-5 est donc : Ala - Lys. 

Son obtention témoigne de 1 'activité "trypsin-Eiike" de la 

chyrnotrypsine que nous avons utilisée. 

3 séquences Ala - Lys ont été identifiées dans la partie 

NH2 - terminale de la protéine, par étude des peptides trypsiques et  thermo- 

lysiques de la protéine ou de son fragment NB-4 (résidus 96 et 97 ; 101 

et 102 ; 110 et 111). 

Parmi ces 3 séquences, seule la séquence Ala - Lys 

résulte de l'hydrolyse d'une liaison leucyle par la 96 97 

chymotrypsine : Leu - Ala. 
95 96 

D'autres séquences Ala - Lys ont 6té identifiées dans la 

partie COOH - terminale de la protéine. 



PEPTIDES SITUES DANS LA PARTIE COOH-TERMINALE DE LA PROTEINE 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

La structure primaire de la partie COOH-terminale de l'his- 

tone I l 5  n'étant pas encore complètement élucidée, nous présenterons les 

peptides chymotrypsiques situés dans cette région, dans l'ordre de leur 

élution de la  colonne. Nous ne pouvons pas encore, en effet, les replacer 

de façon certaine selon leur position dans la séquence de la protéine. 

Peptide Ch-4 

Ser - Pro - Lys 

Le peptide Ch-4 est isolé pur dans la fraction 4. 

C ompos ition 
- - - - - - - - 

Ser , Pro , Lys 

O, 99 O, 87 1,13 

Dansylamino-acide NH2 - terminal 

DNS - Ser 

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

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

résiduel, a permis d'établir la  séquence du peptide Ch-4 : Ser - Pro - Lys, 

le résidu de lysine 6tant placé par différence. 

Ce résultat a été confirmé par un cycle de dégradation de Edman, 

utilisée en méthode soustractive. 



Peptide Ch-8 

Ser - Pro - Ala - Lys 

Le peptide Ch-8 est obtenu pur dans la fraction 8. 

Composition 
- - - y - - - -  

Ser , Pro , Ala , Lys 

Dansylamino-acide NH2 - terminal 
--------------------- 

DNS - Ser 

Dégradation de Edman 
-------------- 

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

dansylation, ont suffi pour déterminer la séquence du peptide Ch-8 : 

Ser - Pro - Ala - Lys , l e  résidu de lysine 

étant placé par différence en position COOH-terminale. 

Un peptide identique a d'ailleurs été isolé de llhydrolysat trypsique 

de l'histone native (peptide T-g) . 

Peptide Ch-10-B 

Ala - Arg 

Le peptide Ch-10-B est  localisé dans la fraction 10  avec les 

peptides Ch-1 0-A-1 et Ch-1 0-A-2 dont i l  est séparé par électrophor&se 

préparative s u r  papier à pH 3 , 6  . 

Composition 
-------- 

Ala , Arg 



Ilansylamino-acide NI12 - terminal 
- - - - - - -- - - - - - - - - - - - - - - 

DNS - Ala 

La séquence du peptide Ch-10-B est  donc Ala - Arg . 

Peptide Ch-15-1 

Lys - Ala - Ser 

Le peptide Ch-15-1 est localisé dans la fraction 15 avec le 

peptide Ch-15-2 , dont i l  est  séparé par chromatographie préparative sur  

papier. 

Ser , Ala , Lys 

0,61 1,04 O, 96 

2 cycles de dégradation de Edman, avec identification directe des 

dérivés PTH- libérés, ont permis d'établir la séquence du peptide Ch-15-1 : 

Lys - Ala - Ser , l e  résidu de serine étant placé par différence en 

position COOH - terminale. 

Une autre séquence Lys - Ala - Ser a été déterminée dans l1hydro- 

lysat trypsique de l'histone H . 11 s'agit du peptide T 36 : 

Lys - Ala - Ser - Lys , situé également dans 

la partie COOH-terminale de la protéine. 

L'obtention du peptide Ch-15-1 pourrait donc résulter de la coupure 

d'une liaison séryle par la  chymotrypsine. Une telle liaison est  cependant un 

site mineur d'action pour l a  chymotrypsine. 



Dans la  partie NH2 - terminale de la  protéine, il existe aussi une 

séquence Lys - Ala - Ser (résidus 17 à 19). 

Mais nous ne pouvons lui faire correspondre notre peptide Ch-15-1, 

car  cela impliquerait, outre la coupure de la  liaison Ser - Arg , par 

la chymotrypsine, la  coupure d'une liaison valyle 
19  20 

(Val - Lys) tout à fait inhabituelle pour cet enzyme. 
16 17 

Peptide Ch-17 

Arg - Ser - Thr - Ser - Pro - Lys 

Le peptide Ch-17, élu6 dans la  fraction 17, est purifié par électro- 

phorèse préparative s u r  papier à pH 3 , 6  . 

Composition 

Thr , Ser , Pro , Lys , Arg 

0,98 1,80 1 ,09  1 ,08  0,84 

DBgradation de Edman 
------------- 

4 cycles de dégradation de Edman, avec identification directe des 

dérivés PTH- libérés, ont permis d'établir la séquence NH2 - terminale du 

peptide Ch-17 : Arg - Ser - Thr - Ser. 

1 cycle supplémentaire de dégradation de Edman,utilisée en méthode 

soustractive, a permis de placer le résidu de proline juste après le  résidu de 

serine. 

Le résidu de lysine est donc placé par différence en position COOH- 

terminale. 



Le peptide Ch-17 correspond au peptide T 3 8-A de l'hydrolysat 

trypsique de l'histone H g  . 

Peptide Ch-1 8 

Ser  - Arg - Ala - Ser  - Pro - Lys 

Le peptide Ch-18, élu6 dans la fraction 18, est purifié par électro- 

phorèse préparative s u r  papier à pH 3,6 . 
Composition 
-------- 

Ser , Pro , Ala , Lys , Arg 

Dégradation de Edman 
------------- 

3 cycles de dégradation de Edman, avec identification directe des 

dérivés PTH- libérés, ont permis d'établir la séquence NH2 - terminale du 

peptide Ch-18 : Ser - Arg - Ala . 
2 cycles supplémentaires de dégradation de Edman, utilisée en méthode 

soustractive, ont permis d'identifier le résidu de proline en cinquième position : 

Pro , Lys 

4ème cycle : 2 9,265 15,6 85 ( Les résultats sont exprimés en 

5ème cycle : 20,859 14,392 nombre de nanomoles d'acides 

aminés ) 

2 séquences COOH-terminales sont donc possibles pour le  peptide Ch-18 : 

Ser - Pro  - Lys ou Lys - Pro - Ser . 



Hydrolyse par la  carboxypeptidase C 

L'hydrolyse du peptide Ch-1 8 par la  carboxypeptidase C pendant 

une heure à 30" C , libère 0,35 micromole de lysine et seulement 0,17 micro- 

mole de proline, par micromole de peptide, ainsi que des traces de serine. 

La libération plus rapide de la  lysine nous permet de déduire sans 

équivoque la  séquence COOH -terminale : Pro - Lys . 
L'ensemble des données fournies par la  dégradation de Edrnan et 

par l'hydrolyse par la  carboxypeptidase C, permet d'établir la séquence 

complète du peptide Ch-1 8 : 

Ser  - Arg - Ala - Ser - Pro - Lys , 

l e  second résidu de sérine étant placé par différence. 

Peptide Ch-20 

Lys - Ala - Arg - Ala - Pro - Ser 

Le peptide Ch-20, élué dans la fraction 20, est purifié par chromato- 

graphie préparative sur  papier, pendant 16 heures, dans le système solvant 

Butanol / acide acétique / eau ( 70 : 60 : 75 ) (v : v). 

Composition 
-------- 

Ser , Pro  , Ala , Lys , Arg 

1 ,07  0,82 1,96 0,96 1,19 

Dégradation de Edman 
-------------- 

4 cycles de dégradation de Edman, avec identification directe des 

dérivés PTH- libérés, ont permis d'établir la  séquence NH2 - terminale 



du peptide Ch-20 : Lys - Ala - Arg - Ala. 

Le résidu de sérine est placé en position COOH-terminale, en raison 

de llimpossibilité pour la chymotrypsine d'hydrolyser une liaison prolyle. 

Peptide Ch-22 

Ala - Ala - Arg - Pro - Arg 

Peptide Ch-26 

Ala - Arg - Pro - Arg 

Le peptide Ch-22 , élue dans la fraction 22, est purifié par chromato- 

graphie préparative sur papier. 

Composition 
-------- 

Pro , Ala , Arg 

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

Dégradation de Edman 

1 cycle de dégradation de Edman, en couplage avec la méthode de 

dansylation, a permis d'établir la séquence NH2 - terminale du peptide Ch-22 : 

Ala - Ala. 

La séquence du peptide Ch-22 a été déduite de la séquence du peptide 

trypsique T de l'histone H , auquel il est identique : 

Ala - Ala - Arg - Pro - Arg . 



Le peptide Ch-26 , élu6 dans l a  fraction 26, est purifié par 

chromatographie préparative sur  papier. 

Composition 
-------- 

Pro , Ala , Arg 

1,02 0,98 2,35 

Dégradation de Edman 
------------- 

2 cycles de dégradation de Edman, avec identification directe des 

dérivés PTH- libérés, ont permis d'établir la séquence NH2 - terminale du 

peptide Ch-26 : Ala - Arg . 
Le second résidu d'arginine est placé en position COOH-terminale, 

en raison de l'incapacité de la  chyrnotrypsine d'hydrolyser une liaison prolyle. 

La séquence du peptide Ch-26 est  donc : 

Ala - Arg - Pro - Arg . 
Le peptide Ch-26 recouvre la  partie COOH-terminale du peptide Ch-22, 

et son obtention implique la coupure par  la chymotrypsine d'une liaison 

Ala - Ala , 

que nous ne pouvons expliquer : 

Ch-26 
< 3 

Ala - Ala - Arg - Pro - Arg 



Peptide Ch-23 

Lys - Ala - Val - Arg 

Le peptide Ch-23, élu6 dans la fraction 23, est  purifié par électro- 

phorèse préparative su r  papier à pH 3 , 6  . 

Ala , Val , Lys , Arg 

1,12 O, 95 O, 98 O, 96 

Dégradation de Edman 
------- .+. ----- 

4 cycles de dégradation de Edman, avec identification directe des 

dérivés PTH- libérés, ont permis d'établir la séquence compléte du peptide 

Ch-23 : Lys - Ala - Val - Arg . 
Le peptide Ch-23 est identique au peptide Tm-47-2 de llhydrolysat 

trypsique de llhistone maléylée. 

Peptide Ch-25 

Lys - Ala - Arg 

Le peptide Ch-25, élu6 dans la  fraction 25, est purifié par chromato- 

graphie préparative sur  papier. 

Composition 
-------- 

Ala , Lys , Arg 

1,02 0,90 1,09 



Dégradation de Edman 
------------- 

2 cycles de dégradation de Edman, avec identification directe des 

dérives PTH- libérés, ont suffi pour établir la séquence compl5te du peptide 

Ch-25 : Lys - Ala - Arg , le résidu d'arginine étant placé par 

différence en position COOII-terminale. 

Un peptide identique a été identifié dans l'hydrolysat trypsique du 

peptide pepsique P x  succinylé (voir Chapitre V). 

Peptide Ch-27 

Le peptide Ch-27 est obtenu par purification de la fraction 27 en 

électrophorèse préparative sur  papier à pH 3 , 6  . 

La composition en acides aminés du peptide Ch-27 fait apparaître unique- 

ment de la lysine. 

La zone d'élution de ce peptide, de la colonne de Chromobeads P 

(fraction 27), est en faveur d'une séquence constituée d'au moins 2 résidus de 

lysine. 



II. HYDROLYSE CHYMOTRYPSIQUE DU FRAGMENT NB - 4 

......................................................... 

Comme pour l'histone Hg , l'hydrolyse chymotrypsique 

du fragment NB-4 est  réalisée à 37" C en milieu tamponné à, pH 8,O . 
Les seuls changements résident dans la  durée de l'hydrolyse 

et la concentration en enzyme (20 minutes ; rapport enzyrne/substrat : 1 / % O ) .  

Notre but était, en évitant les coupures secondaires par la  

chymotrypsine, d'obtenir un nombre restreint de longs peptides. 

A - FRACTIONNEMENT DES PEPTIDES . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

1 . Chromatographie de gel-filtration 
- -  -- ----- 

I,e diagramme de fractionnement de l'hydrolysat chymotrypsique 

du fragment N B-4, fractionné par chromatographie de gel-filtration su r  colonne 

de Sephadex G-50 F ,  est présenté dans la Figure 8. 

3 fractions ont été obteniles : fractions 1 S, 2 S et 3 S. 

Le contrôle dlhornogénéité de chacune de ces fractions est 

réalisé en électrochromatographie sur  papier WHATMAN 3 MM. 

Les fractions 1 Se t  2 S, trop complexes, n'ont pu être étudi6es. 

La fraction 3 S, constituée par un mélange de petits peptides, 

est fractionnée par chromatographie d'échange d'ions su r  rgsine Chromo- 

beads P. 





2. Chromatographie d'échange d'ions 
- -- - - - - -- - - - - - - - - - - - - 

Le diagramme d'élution des peptides chymotrypsiques du 

fragment NB-4 (fraction 3 S) , fractionnés par chromatographie d'échange 

d'ions su r  colonne de Chromobeads P, est  présenté dans la Figure 9, et  

montre la  séparation des peptides en 6 fractions. 

La fraction 3 correspond à l'ammoniaque. 

Nomenclature - -  - - - - -  - -  

Les fractions indiquées par des traits pleins sont numérotées 

suivant leur ordre dlélution de la  colonne. 

La séquence complète de l'histone H g  n'étant pas encore totalement 

élucidée, nous désignerons les peptides chymotrypsiques du fragment NB-4 

par l e  terme N B 4  -Ch- suivi du numéro de la fraction dans laquelle ils 

sont élués. 

La composition et la  séquence en acides aminés de ces peptides 

sont respectivement présentées dans les tableaux XV et XVI. 



DIAGRAMI\.IE D'ELCTION DES PEPTIDES CHYMOTRY PSIQLES DU FRAGMENT NB-4 (FRACTION 3 S) 

- - ----- 

FRACTIONNES SUR COLONNE DE CHROi\IOBEADS P 

---- 
D. O. 570 nm 



TABLEAU XV 

COMPOÉSITIONS EN ACIDES AMINES DES PEPTIDES CHYMOTRYPSIQUES DU FRAGMENT NB-4, 

FRACTIONNES SUR COLONNE DE CKROMOBEADS P 
(O) 

(") Lee valeurs sont exprimées en rapports molaires. Les chiffres entre parenthèses indiquent l e  nombre arrondi de résidus. 

ACIDES AIvIINES 

Acide aspartique 

Thrkonine 

Sérine 

Acide glutamique 

Proline 

Glycine 

Alanine 

V aline 

Isoleucine 

Leucine 

Phénylalanine 

Histidine 

Lysine 

Arginine 

Nombre de résidus 

NB-4 - Ch-1 

1 ,05  (1) 

1,87 (2) 

O, 95 (1) 

0 ,99  (1) 

5 

NB-4- Ch-2 

1,Os (1) 

1 ,91  (2) 

O, 91 0) 

1,138 (2) 

6 

I 
NB-4 - Ch-6 

l 

i 

l 

NB-4- C h 4  

O,% (1) 

1 , 7 8  (2) 

1 , l l  (1) 

3,04 (3) 

1 ,12  (1) 

1 , 0 8  (1) 

0,92 (1) 

2,17 (2) 

12 

1 ,41  (1) 

0,85 (1) 

Non déterminé 

0,74 (1) 

4  

KB-4 - Ch-5 

0,94 (1) 

1 ,84  (2) 

1,Ol (i) 

2 ,88  (3) 

1 , lO  (1) 

1,02  (1) 

0,87 0) 

2,OO (2) 

12 

l 





B - ETUDE: DES PEPTIDES CHYMOTRYPSIQUES DU FRAGMENT NB-4 ................................................................................................ . ............................... 

Peptide N B 4  -Ch-1 (résidus 77 à 81) 

Ala - Ala - Gly - Val - Leu 

Peptide NB-4 -Ch-2 (résidus 76 à 81) 

Leu - Ala - Ala - Gly - Val - Leu 

Le peptide NB-4 -Ch-1 est obtenu pur dans la fraction 1. 

Composition 
-------- 

Gly , Ala , Val , Leu 

1,05 1,87 0,95 0,99 

Dégradation de Edman 
-------------- 

3 cycles de dégradation de Edman, avec identification directe des 

dérivés PTH- libérés, ont permis d'établir la séquence NH2-terminale du 

peptide NB-4-Ch-1 : Ala - Ala - Gly, 

La position COOH-terminale du résidu de leucine découle de la 

spécificité de la chymotrypsine, et le résidu de valine est  placé par diffé- 

rente : 

Ala - Ala - Gly - Val - Leu. 

Le peptide NB-4-Ch-1 est identique au peptide Ch-3-2-B obtenu par 

hydrolyse chymotrypsique de l'histone native. 



I ,e peptide N 13-4 -Ch-2 (résidus 76 à 81 ) est obtenu pur dans 

la fraction 2. 

Composition 
--A----- 

Gly , Ala , Val , Leu 

1,08 1,91 0,91 1,88 

Dégradation de Edman 
-------------- 

3 cycles de dégradation de Edman, avec identification directe des 

dérivés PTH- libérés, ont permis d'établir la séquence NH2-terminale du 

peptide NB-4 -Ch-2 : Leu - Ala - Ala. 

La séquence du peptide NB-4-Ch-2 s e  déduit de celle du peptide 

N 13-4 -Ch-1 . 
Le peptide NB-4-Ch-2 est identique au peptide Ch-3-3 de lfhydrolysat 

chymotrypsique de l'histone native, et son obtention résulte dfune hydrolyse 

incomplète de la liaison Leu - Leu par la chymotrypsine. 
7 6 77 

Peptide NB-4-Ch-5 (résidus 82 à 93) 

--- 

Lys - Gln - Thr - Lys - Gly - Val - Gly - Ala - Gly - Ser - Ser - Phe - 

Peptide NB-4 -Ch-4 (résidus 82 à 93) 

Lys - Glu - Thr - Lys - Gly - Val - Gly - Ala - Gly - Ser - Ser - Phe 

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



Thr , Ser , Glu , Gly , Ala , Val , Phe , Lys 

0,94 1,84 1,Ol 2,88 1, lO 1,02 0,87 2,OO 

Dégradation de Edman 

5 cycles de dégradation de Edman, avec identification directe des 

dérivés PTH- libérés, ont permis d'établir la séquence NH2-terminale du 

peptide NB-4-Ch-5 : 

Lys - Gln - Thr - Lys - Gly. 

Le résidu de phénylalanine est placé en position COOH-terminale en 

raison de la spécificité de la  chymotrypsine. 

Le peptide NB-4-Ch-5 est identique au peptide Ch-12 de llhydrolysat 

chymotrypsique de la protéine. 

Comme pour ce peptide, sa  séquence complète a été déduite de la 

séquence du peptide trypsiyue Tm-14-A de la protéine maléylée, et des 

peptides Pr-1 et Pr-2 obtenus par hydrolyse de la protéine avec la protéase 

staphylococcique. 

Le peptide NB-4-Ch-4 , élué dans la fraction 4, est purifié par 

électrophorèse préparative s u r  papier à pH 3 , 6  . 

Thr , Ser , Glu , Gly , Ala , Val , Phe , Lys 

0,94 1,78 1,11 3,04 1,12 1,08 0,92 2,17 

Dans ylamino -aci de NH2 -terminal 
-------------------- 

di - DNS - Lys 

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

2 cycles de dégradation de Edman, avec identification directe des 



dérivés PTH- libérés, ont permis d'établir la séquence NHZ-terminale 

du peptide NB-4-Ch-4 : 

Lys - Glu . 
Le peptide NB+-Ch-4 possède la même composition en acides aminés 

et l e  même résidu en position NH2-terminale (lysine) que le  peptide 

Son obtention résulte d'une désamidation partielle du résidu de gluta- 

mine identifié en position 83 dans le peptide NB-4-Ch-5 . 

La différence d'élution de ces 2 peptides s'explique de la  

même manière que pour les peptides chymotrypsiques Ch-12 et Ch-10-A-1 

de la protéine : la désamidation du résidu de glutamine confère au peptide 

NB-4-Ch4 un caractère plus acide et provoque son élution plus precoce 

de la colonne de Chromobeads P. 

Peptide NB-4 -Ch-6 (résidus 59 à 62) 

Lys - Val - Gly - His . 

Le peptide NB-4-Ch-6, élu6 dans la fraction 6, est purifié par 

électrophorèse pr6parative su r  papier à pH 3,6 . 

Composition 
-- ---- -- 

Gly , Val , Lys 

1,41 O, 85 0,74 

Dansylamino-acide NH2 - terminal 
-------------------- 

di - DNS - Lys 



1 04 

Le volume d'élution du peptide NB-4-Ch-6 suggere qu'il 

s'agit du peptide : Lys - Val - Gly - His , le résidu d'histidine 

n'apparaissant pas dans la composition en acides amines par suite de sa  

bromation lors de l'action de l a  N-bromosuccinimide s u r  l'histone H g  . 
En effet, le peptide NB-4-Ch-6, qui renferme un résidu de lysine, est élu6 

dans la fraction 6, alors que l e  peptide NB-4-Ch-5, qui renferme 2 résidus 

de lysine (2 charges positives) est  élu6 dans la fraction 5, Le peptide 

NB-4-Ch-6 renferme donc nécessairement une seconde charge positive, que 

lui confère un résidu d'histidine. 

Cette hypothèse est  confirmée par comparaison avec le dia- 

gramme d'élution des peptides chymotrypsiques de l'histone native. 

Le peptide Ch-12, identique au peptide NB-4-Ch-5, est élu6 

dans la fraction 12 ,  tandis que l e  peptide Ch-15-2 ( Lys - Val  - Gly - His ) 

est  élue dans l a  fraction 15. 

La comparaison des électrochromatogrammes des peptides 

Ch-15-2 et  NB-4-Ch-6 fournit l a  preuve définitive de leur identité : ces 

2 peptides sont situés au même endroit su r  la  carte peptidique et  possèdent, 

tous deux, en électrophorèse à pH 3 , 6  , la  même migration cathodique. 



DI. D I S C U S S I O N  

------------------------------ 

Les 3 résidus de tyrosine, le r6sidu de phénylalanine et les 

8 résidus de leucine, présents dans l'histone Hg , constituent 1 2  sites ma- 

jeurs potentiels pour l'action de la chymotrypsine. 

Théoriquement, l'hydrolyse de la protéine par la chymo- 

trypsine devrait fournir 13 peptides. 

En fa i t ,  l'hydrolyse de l'histone native par la  chyrnotrypsine, 

pendant une heure, conduit à l'obtention de 28 peptides, malgré la résistance 

à l'hydrolyse de 2 liaisons leucyle : Leu - Val et Leu - Gln . 
4 5 66 67 

Ce nombre important de peptides résulte de nombreuses hydro- 

lyses partielles ou secondaires, voire même inhabituelles, qui témoignent du 

manque de spécificité de l'enzyme. 

L'obtention des peptides Ch-2 et  Ch-15-2 implique la  coupure 

par la chymotrypsine, 

d'une liaison méthionyle : Met - Ile (peptide Ch-2) 
31 32 

et d'une liaison histidinyle : His - Asn (peptide Ch-15-2) . 
62 63 

L'obtention des peptides Ch-15-1 et Ch-20, situés dans la 

partie C OOH-terminale de la protéine, implique la coupure d'une liaison seryle. 

Ces 3 liaisons (methionyle, histidinyle et séryle) sont plutôt 

des sites mineurs pour l'hydrolyse chymotrypsique. 



Un fait marquant est l'hydrolyse par la chymotrypsine, de 

nombreuses liaisons lysyle et arginyle, ce  qui a contribue à multiplier 

l e  nombre de peptides. La plupart des peptides ainsi obtenus sont situes 

dans la  partie COOH-terminale de l'histone, après le résidu de leucine en 

position 95, qui constitue dans la protéine, l e  dernier site majeur d'action 

de la chymotrypsine. 

La coupure de telles liaisons est surprenante, en raison de 

l'emploi d'une chymotrypsine hautement purifiee ( a -chymotrypsine 

Worthington W.C.D.S.). 

Ces resultats témoignent donc d'une forte activité "trypsin- 

like", inhérente à l a  chymotrypsine utilisée. Cette action, que nous ne 

pouvions prévoir, nous a fortement gênée dans l'étude de l'hydrolysat chyrno- 

trypsique de l a  protéine. 

Plus surprenante encore, l'obtention des peptides Ch-26 et  

Ch-28 implique la  coupure par la chyrnotrypsine, d'une liaison alanyle : 

Ala - Ala (peptide Ch-26, partie COOH-terminale de la  protéine) et 

Ala - Ser (peptide Ch-28, résidus 7 à 18), que nous ne pouvons expliquer. 
1 8  19  

De nombreux peptides chymotrypsiques, t rès  basiques, ont été 

adsorbés irréversiblement sur  l a  résine cationique utilisée pour le fractionne- 

ment chromatographique de l'hydrolysat. 

De longues séquences de la protéine ont ainsi échappé à nos 

investigations, en particulier les s6quences 19  - 2 8 et  32 -48 , situées dans 

la  partie NH2 -terminale de l'histone. 

Les peptides chymotrypsiques que nous n'avons pu replacer 

selon leur position dans la  séquence, sont situes dans la  partie COOH-terminale 

de la protéine, et nous ont permis d'établir des recoupements avec les peptides 

trypsiques et  thermolysiques de l'histone ou du fragment NB-4, ainsi qu'avec 

les  peptides trypsiques du peptide pepsique P x  succinylé (voir Chapitre V). 





1. CHOIX DE L A  METHODE 

............................................. 

La pepsine catalyse l'hydrolyse des liaisons peptidiques où 

sont engagés les  groupes a-aminés ou cy -carboxyliques de la  phénylalanine, 

de la tyrosine, de la leucine, essentiellement, de l'acide glutamique et, à un 

degré moindre, de l'alanine. 

Elle possède une spécificité plus large que celle de la chyrno- 

trypsine, tout en n'ayant pas cette activité "trypsin-like" qui nous a tant gênée 

dans l'étude de l'hydrolysat chymot~ypsique. 

Le choix de la  pepsine peut donc paraare, au premier abord, 

d'un intérêt limité, si l'on considère sa spécificité primaire, comparable à 

celle de la  chymotrypsine. 

En fait, l e  résultat majeur de l'hydrolyse de l'histone H 5  ou 

de son fragment NB-4 par  la pepsine, a été l'obtention d'un peptide de 92 rési- 

dus, correspondant exactement à la  moitié COOH-terminale de la protéine, 

dont il nous reste déterminer la séquence en acides aminés. 

Quelques essais préliminaires d'hydrolyse, réalisés en utilisant 

des températures, des concentrations en enzyme et  des temps differents, nous 

ont permis de déterminer les conditions optimales d'action de la  pepsine s u r  

l'histone H 5  e t  son fragment NB-4. 

L'hydrolyse est effectuée pendant 2 heures à 37" C, en milieu 

acide formique à 5 %, en  utilisant un rapport enzyme / substrat de 1 / 50 

en poids. 



II. ETUDE COMPARATIVE DES HYDROLYSATS TOTAUX 

DE L'HISTONE H 5  ET DU FRAGMENT NB-4 (Etude qualitative) 

......................................... ---------------- 

L'étude comparative des hydrolysats pepsiques totaux de 

l'histone H5 et du fragment NB-4, a été réalisée par électrochromatographie 

et par électrophorèse en gel de polyacrylamide. 

A - ELECTROCHROMATOGRAPHIE .......................................................... 

Après lyophilisation, les hydrolysats totaux de l'histone H g  et 

du fragment NB-4 sont repris par 2 ml d'acide acétique il 1 0  %. 50 p l  de 

chacune des 2 solutions sont déposés sur papier Whatman 3 MM et soumis à 

une chromatographie suivie d'une électrophorèse. 

Les électrochromatogrammes, révélés avec le &actif ninhydrine- 

cadmium, sont présentés à la Figure 10. 

Dans les 2 cas, il apparaft une importante t r a M e  électrophoré- 

tique au niveau du dépôt. Nous pouvons supposer que cette trah6e correspond 

respectivement a l'histone H 5  et au fragment NB4 non hydrolysés. A moins 

qu'il ne s'agisse d'un peptide de poids moléculaire élevé, qui n'aurait donc pas 

migré en chromatographie. 

La carte peptidique de llhydrolysat total de l'histone H 5 , plus 

complexe que celle du fragment NB-4 (résidus 59 à 185), fait apparaltre 



Figure 10 

11 0 

ETUDE COMPARATIVE, EN ELECTROCHROMATOGRAPHIE, DES WDROLYSATS 

PEPSIQUES TOPAUX DE L'HISTONE H g  ET DE SON FRAGMENT N B 4  

HYDROLYSAT PEPSIQUE TOTAL 
................................................................ 

DU FRAGMENT NB-4 
.......................................... 

HYDROLYSAT PE PSIQUE .................................................. 
DE L'HISTONE H 5 
.................................... 

TOTAL .............. 



plusieurs taches supplémentaires. Celles -ci correspondent donc nécessaire- 

ment à des peptides situés dans la partie 1-58 de la protéine. 

B - GELS DE POLYACRYLAMIDE . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . , . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

La technique utilisée est celle de PANYIM et CHALKLEY (1969), 

ii pH 2,7 en milieu urée 2,5 At,  en utilisant une concentration de 1 7  % en 

acrylamide. 

La migration est effectuée pendant 2 heures sous une intensité 

de 1 , s  mA/tube et en présence de témoins internes (histone H 5 et fragment 

NB-4). 

Les gels, colorés à 1'Amido schwarz 1 0  B, puis décolorés, 

sont présentés à la Figure 11. 

L'étude en gel de polyacrylamide montre que l'hydrolyse de 

l'histone H g  et du fragment NB-4 par la pepsine, a été totale, puisqu'aucune 

bande n'apparaît au niveau des témoins internes. 

Par contre, dans chacun des 2 hydrolysats, apparaît une bande 

intense de même mobilité électrophorétique, plus rapide que l'histone II5 et 

le fragment N B-4. 

Cette bande correspond donc à un peptide de haut poids molé- 

culaire, localisé en carte peptidique par la traînée observée. 

Le mélange des 2 hydrolysats (gel no 6) donne exactement la 

même bande, d'intensité sensiblement double : il s'agit donc d'un seul et 

même peptide, identique pour les 2 hydrolysats. 
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ETUDE COMPARATIVE DES HYDROLYSATS PEPSIQUES TOTAUX DE L'HISTONE H5 
- - - -- - 

ET Dl4 SON FRAGMENT NB-4, E N  E1,ECTROPHORESE EN GEL DE POLYACRYLAMIDE 
------ - - - _ -  -- - - - - -  ---- - - -  - __---- 

O - Histone H 5 

0 -0 0 Fragment NB-4 

. ) I ) & - @  P e p t i d e P x  

1.  Hydrolysat total de l'histone H 5 

2. Hydrolysat total de. l'histone H + témoins Hg et NB-4 

3.  Hydrolysat total du fragment N B-4 

4. Hydrolysat total du fragment NB-4 + témoins Hg et  NB-4 

5. Hydrolysat total du fragment N B 4  + témoin NB-4 

(i . IIydrolysats totaux de l'histone H 5 et du fragment NB-4 

7. Hydrolysats totaux de l'histone H et  du fragment NB-4 + témoin NB-4 

Figure 11 



III. HYDROLYSE DE L'HISTONE H 5  ET DE SON FRAGMENT NB-4 

PAR LA PEPSINE (Etude quantitative) 

.................... ------------------ 

200 mg d'histone H  et 83,5 mg de fragment NB-4 ont été 

respectivement hydrolysés par la pepsine, pendant 2 heures, 37" C, en milieu 

acide formique à 5 %. Cette méthode d'hydrolyse enzymatique par la pepsine 

a été abordée récemment dans notre laboratoire, et les d o d e s  structurales 

fournies par l'étude des peptides des deux hydrolysats ne sont encore que par- 

tielles. Nous poursuivons actuellement l'étude des peptides pepsiques de l'his- 

tone native. 

Nous présenterons donc ici l'étude détaillée de l'hydrolysat 

pepsique du fragment NB-4 et nous décrirons les résultats partiels de l'hydro- 

lyse pepsique de l'histone totale, dont nous envisageons d'achever rapidement 

l'étude. 

A - FRACTIONNEMENT DES HYDROLYSATS . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

Les diagrammes dlélution des peptides pepsiques de l'histone H 5  

et du fragment NB-4, fractionnés par chromatographie de gel-filtration sur 

colonne de Sephadex G-50 F, sont respectivement présentés dans les Figures 

1 2  et 13. 

6 fractions peptidiques ont été obtenues à partir de l'hydrolysat 

pepsique de l'histone H 5 : fractions H 5-1 S H 5 -6 S . 
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C H R O M A T O G W H I E  DE GEL-FILTRATION DE L'HYDROLYSAT 
1_1_ 

PEPSIQUE- DE L'HISTONE H 5 SUR 
COLONNE D I  SEPHADEX G - 5 0  F. 

FIGURE 12 
9 : Fraction H g - 1 s  

10 : Fraction H -1s + Témoin H 
5 5 



-- - M O M A T O G R A P H I  E D E  GEL: FILTRATION DE L'HYDROLYSAT 
PEPSIQUE DU F R A G M E W  N13-4 SUR 

COLONNE DE S E P H A D E X  G - 5 0 F  
D O  220nm 

-- 



Seule la fraction Hg-1 S a été étudiée. Les cinq autres frac- 

tions, très hétérogènes , seront prochainement fractionnées par chromatogra- 

phie d'échange d'ions s u r  colonne de Chromobeads P. 

2 fractions peptidiques ont été obtenues à partir de lthydro- 

lysat pepsique du fragment NB-4. Cependant, le premier pic n'étant pas 

parfaitement symétrique, nous avons préféré le diviser en deux parties, afin 

d'en contrôler l'homogénéité. 

L1hydrolysat pepsique du fragment NB-4 fournit donc 3 frac- 

tions peptidiques : fractions NB-4-1 S, NB-4-2 S et NB-4-3 S. 

Le contrôle d1homogén6ité des fractions peptidiques des hydro- 

lysats pepsiques de l'histone H (fraction H 5-1 S) et du fragment NB-4 

(fractions NB-4-1 S, 2 S et 3 S) est effectué par électrochromatographie sur 

papier et par électrophorèse en gel de polyacrylamide selon la technique de 

PANYIM et CHALKLEY (1969). 

1. Electrochromatographie 
-------------- 

Les électrochromatogrammes des différentes fractions pepti- 

diques, révélés avec le réactif a la ninhydrine-cadmium, sont présentés dans 

la Figure 14. 

Les fractions NB-4-1 S, NB-4-2 S et H 5-1 S donnent la m6me 

traînée électrophorétique et n'ont pas migré en chromatographie. 

La fraction NB-4-3 S, par contre, est constituée par un m6lange 

complexe de petits peptides, qui ont été ultérieurement fractionnés par chroma- 

tographie d'échange d'ions s u r  résine Chromobeads P. Les résultats de cette 

étude sont présentés au paragraphe V de ce Chapitre. 



Figure 14 
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CONTRÔLE DIHOMOGENEITE DES FRACTIONS NB-4-1 S,  NB-4-2 S, NB-4-3 S ET H -1 S.  

EN ELECTROCHROMA%OGRAPHIE 



2. Electrophorèse en gel de polyacrylamide 

Les résultats sont respectivement présentés dans les 

Figures 12 et 13. 

LTélectrophor&se en présence d'un témoin interne (fragment 

NB-4 ou histone H 5) , montre que les fractions NB-4-1 S, NB-4-2 S et H 5-1 S 

sont homogènes et possèdent la même mobilité électrophorétique (gels no 3, 

5 et 9). 

Par contre, les petits peptides de la fraction NB-4-3s ont 

migré beaucoup plus rapidement et ne sont pas détectables sur le  gel après 

coloration (gel no 7). 

C - COMPOGITION EN ACIDES AMINES DES FRACTIONS PEPTIDIQUES .................................................................................................................................... 
HOMOGENES ........................ 

La composition en acides aminés des fractions N B-4 -1 S,  

NB-4-2s et Hg-1 S, établie sur des hydrolysats de 24 heures et de 72 heures, 

est présentée dans le tableau XVII, en comparaison avec la composition en 

acides aminés du fragment NB-4. 

L1identit6 des fractions NB-4-1 S et NB-4-2 S, que laissaient 

présager les résultats obtenus en électrochromatographie et en gel de poly- 

acrylamide (Figures 14 et 1 3 ) ,  est ainsi confirmée. 

Cette identité s'étend à la fraction H g - l S ,  de composition en 

acides aminés identique. 

Ces 3 fractions représentent un seul et même peptide de 

92 résidus. 

Par souci de simplification, pour la suite de notre exposé, 

nous appellerons ce peptide : P x. 



TABLEAU XVII 

c )  Les valeurs sont exprimées en rapports molaires. 
Les chiffres entre parenthèses indiquent le nombre arrondi de résidus. 

COMPOSITIONS EN ACIDES AMINES DES FRACTIONS NB-4-1 S, NB-4-2 S ET H 5-1 S (PEPTIDE PX) ,  
-- 

OBTENUES PAR CHROMATOGRAPHIE DE GEL-FILTRATION DES HYDROLYSATS PEPSIQUES 

DE L'HISTONE H g  E T  DU FRAGMENT NB-4 SUR COLONNE DE SEPHADEX G-50 F U i l  - 
- L i  L G  C 



Le peptide P x  se  caractérise par sa richesse en r6sidus 

basiques, qui représentent 50 % du nombre total d'acides amida.  

Il ne contient pas de résidus aromatiques, et renferme un 

résidu d'acide aspartique, un résidu de leucine, deux résidus de glycine, et 

trois résidus de thréonine et de valine. 

Ces acides aminés, en nombre restreint, constituent autant 

de marqueurs qui présentent un grand intérêt pour le recouvrement et l1aligne- 

me$ des peptides dans la séquence. 

L'isolement du peptide Px, avec un rendement sup6rieur & 

80 %, Ci partir de l'histone H g  ou de son fragment NB-4, constitue une étape 

déterminante dans l'étude de la partie COOH-terminale de la protéine, dont 

la séquence reste à élucider. 



IV. ETUDE DU PEPTIDE P x  

............................... 

La méthodologie que nous avons employée est celle utilisée 

pour l'étude des protéines. 

A - CRITERES DE PURETE ................................................ 

Ils sont fondés su r  llélectrochromatographie et l'électrophorèse 

en gel de polyacrylamide. 

Les résultats ont été présentés dans les Figures 12, 13 et 14. 

B - DETERMlNATION DE L'ACIDE AMINE EN PCBITION NH2-TERMINALE ...................................................................................................................................... 

La dansylation du peptide Px ,  selon le protocole de GRAY et 

HARTLEY (1963), a permis d'identifier un résidu d'arginine en position NH2- 

terminale 

C - DETERININATION DE LA SEQUENCE NH2-TERMINALE PAR DEGRCI- ...................................................................................................................................... 
DATION DE EDMAN ........................................ 

7 cycles de dégradation de Edman, avec identification directe 

des dérivés PTH- libérés, ont permis d'établir la séquence NH2-terminale du 

peptide P x  : 

Arg - Leu - Ala - Lys - Ser - Asp - Lys . 



Ces r6sultats confirment la séquence de cette partie de la 

protéine, aqlacente au résidu de phenylalanine, établie par l'étude des peptides 

obtenus par hydrolyse de la protéine avec'la trypsine, la chymotrypeine, la 

thermolysine et la protéase staphylococcique : 

... - - - - - - - - - - - - - Ala Gly Ser Ser Phe Arg Leu Ala Lys Ser Asp Lys Ala Lys 

Le peptide P x  est donc situé imm6diatsment après le résidu de 

phénylalanine en position 93, et, par ses 92 résidus, il recouvre la séquence 

COOH-terminale de l'histone H 5 . 
Son obtention r6sulte de l'hydrolyse de la liaison Phe - Arg 

par la pepsine. 93 94 

D - DETERMINATION DE L'ACIDE AMINE EN POGITION COOH- ........................................................................................................................ 
TERMINALE .......................... 

Une hydrolyse du peptide P x  par la carboxypepticiase C, pendant 

3 heures, à 30" C à pH 5,3, libère 1,33 mole de lysine par pmole de 

peptide (Tableau XVIII) . 

E - DETERMINATION DE LA SEQUENCE COOH-TERMINALE .............................................................................................................. 

La séquence COOH-terminale du peptide P x  a 6tB Btablie par 

une étude cinetique de l'hydrolyse par les carboxypeptidases A, B et C. 



Les résultats sont rassembles dans le tableau XVIII. 

B Une hydrolyse de 2 heures par la carboxypeptidase B libère 2,15 pmoles 

de lysine et 0,49 prnole d'arginine, par pmole de peptide, 

m Une cinétique d'hydrolyse du peptide Px ,  réalisée pendant 9 heures par la 

carboxypeptidase C , avec une concentration en enzyme supérieure ii celle 

utilisée precédernment, donne les résultats suivants : 

- après 3 heures d'hydrolyse, il y a libération de 2,18 y moles de lysine 

par p mole de peptide, ainsi que des traces de serine, proline, alanine 

et arginine. 

- après 6 heures d'hydrolyse, il y a libération de 3 pmoles de lysine et 

environ 1 pmole de chacun des 4 acides aminés précités, par pmole 

de peptide. 

- après 9 heures d'hydrolyse, une lysine supplémentaire apparan 

(4,26 cc moles). Les taux de sérine, proline et arginine restent sensi- 

blement voisins de 1, avec toutefois une augmentation pr6pond6rante de 

1 ' alanine (l ,51 pmole) . 

IO Une cinétique d'hydrolyse du peptide P x  par les carboxypeptidases B et A, 

a été r6alisée pendant 7 heures à 40" C ii pH 8,O . 
- une hydrolyse de 4 heures par la carboxypeptidase B libère 2,57 molea 

de lysine et 1,17 pmole d'arginine par pmole de peptide. 

- après 4 heures d'hydrolyse par la carboxypeptidase B, le peptide Px est 

hydrolysé pendant 3 heures par la carboxypeptidase A. L'analyse des 

acides aminés fait apparaître la libération d'alanine et des traces de 

serine. 

La proline n'apparaît pas en raison de l'obstacle qu'elle constitue pour 

les carboxypeptidases A et  B. 





L'ensemble des r6sultats obtenus par hydrolyee du peptide P x  

par les carboxypeptidases A, B et C nous permet de proposer la shuence 

C OOH-terminale suivante : 

- (Pro, Ser, Lys, Ala) - A r g  - Lys - Lys 

Discussion 
------- 

Ces résultats sont en parfait accord avec les résultats obtenus 

par hydrolyse de l'histone H ou de son fragment NB-4 par les carboqypepti- 

dases A, B et C (voir Chapitre ïïï). Ils témoignent donc de la  position 

COOH-terminale du peptide P x  dans la séquence de la protéine. 

L'hydrolyse par les carboxypepticiases B et A des peptides 

Ac-3 (résidus 100 à 185) et Ac-Ba (résidus 66 à 185), obtenus par coupure 

de la protéine en milieu acide acétique 0,25 FI, confirme la séquence COOH- 

terminale que nous proposons. 

L'ensemble de ces résultats est présenté dans l e  tableau XIX 

F - ETUDE DE LA SEQUENCE EN ACIDES AMINES DU PEPTIDE PX ......................................................... 0 ................................................ ......................... 

1. Choix des méthodes 
------------ 

Le peptide P x  renfermant 92 résidus d'acides aminés, il 6tait 

nécessaire de le couper en plusieurs peptides, afin d'en déterminer la séquence 

en acides aminés. 

La grande richesse du peptide en résidus de lysine (32 sur  

92 résidus) nous a incitée à bloquer les groupements t -aminés de la lysine 

par succinylation, avant de, soumettre le  peptide ?i l'hydrolyse trypsique. 

Cette méthode de blocage avait pour but de limiter l'action de 

la trypsine aux seules liaisons arginyle, et de permettre l'obtention de peptides 





de caractère acide, facilement separables sur colonne de resine Chromo- 

beads P. 

Le peptide P x renferme 13 residus dl arginine. Théoriquement, 

l'hydrolyse trypsique du peptide succinyle devrait fournir 14 peptides. 

En fait, ce nombre theorique n'est que de 13, en raison du residu d'arginine 

identifie en position NH2-terminale. 

2. Principe de la succinylatlon 
----------------- 

L'anhydride succinique reagit spécifiquement avec les groupes 

CY- et c-  amines libres des protéines (HABEEB et al., 1958). 

Le schéma de la réaction est le suivant : 

Contrairement à la maleylation, la réaction est irreversible, 

et le blocage est définitif. 

Comme la maleylation, la succinylation accroR la solubilite 

des protéines en milieu alcalin. 

Par les modifications de charges electriques qu'elle introduit 

dans la proteine, la succinylation provoque un déroulement de la structure 

spatiale de la proteine, et rend ainsi plus accessibles à la trypsine certains 

sites de coupure. 

3. Succinylation du peptide P x ----------------- 

Nous avons utilisé la technique de HABEEB et al. (1 958). 

5 micromoles de peptide sont dissous dans 10 mi de tampon 

phosphate di~obssique K ~ H P O ~  0 , l  - M pH 9.0. 



24 mic romoles d'anhydride succinique par micromole de 

groupements NH2 libres sont ajoutées lentement,& 25" C et soue agitation 

constante, en maintenant l e  pH a 9,O à. l'aide de soude 1 M. 

Après stabilisation du pH à 9,0, la  solution de peptide 

succinylé est dessalée par passage sur  une colonne de Sephadex G-25 F 

(l95 x 2,5 cm) équilibrée et élu6e avec NH40H 5 e. 
Le diagramme d'élution, obtenu par lecture de la densite 

optique à 230 nm, est présent6 dans la  Figure 15. 

Seule, la fraction 1 S donne une r6action de Sslr;aguchi positive : 

elle correspond au peptide P x  succinyl6. Elle est alors rassemH6e et 

évapor6e à sec. 

4. Hydrolyse trypsique du peptide P x  succinyl6 
.......................... 

Le peptide P x  succinyl6 est hydrolysé à 37" C pendant 4 h 30 

en milieu bicarbonate d'ammonium 0 , l  M pH 8,O , avec la trypsine traitée 

par le  TPCK (le TPC K ou L-1 -tosylarnido-2 -phényl-éthyl-chlodthyl-k6tone 

est un inhibiteur de la chymotrypsine) . 
La TPCK-trypsine est ajoutée au temps O (0,5 mg) et a p d s  

2 heures d'hydrolyse (0,5 mg). Le rapport final enzyme / substrat est de 

1 /50 en poids. 

L'arrêt de l'hydrolyse est obtenu en abaissant le pH à 3,5 à 

l'aide d'acide formique, et le  mélange réactionnel est alors lyopbilîs6. 

Nous avons soumis llhydrolysat lyophilisé B. une 6lectrochrome- 

tographie sur papier. 

Les élect rochromatogrammes , color& à la  ninhydrins-cadmium 

et a la phénanthrènequinone, sont présentés dans la Figure 16 et montrent 

l'apparition de 12 taches. 

La tache 6, rév6lBe à la ninhydrine, nlapparaft pas sur 

l1électrophort3gramme r6v61é à la phénanthrène-quinone, tandis que les 
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DESSALAGE DU PEPTIDE Px SUCCINYLE PAR CHROMATOGRAPHIE 

Doo. DE GEL-FILTRATION SUR COLONNE DE SEPHADEXG-25F 
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Figure 16 
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taches a, b, c et 8 n'apparaissent qu'après coloration avec ce dernier 

réactif (la tache 8 donne une très faible coloration à la ninhydrine). 

5. Séparation des peptides trypsiques du peptide P x  succinylé 
-A--------------------------------- 

Les peptides trypsiques du peptide P x  succinylé ont été 

fractionnés par chromatographie d'échange d'ions sur résine Chromobeads P. 

2 fractionnements ont airisi été réalises : 

- un fractionnement des peptides trypsiques du peptide P x  succinyl6, 

préparé à partir du fragment NB-4. 

- un fractionnement des peptides trypsiques du peptide P x  succinylé, 

préparé $ partir de l'histone H 5 totale. 

La separation et l'étude de ces differents peptides ne sont pas 

rigoureusement identiques, et font apparaltre quelques différences, 

Nous présenterons donc séparément ces 2 études en les diffé- 

renciant l'une de l'autre, l'aide de la nomenclature suivante : 

- nous appellerons P xl , le peptide P x  (92 résidus) obtenu par hydrolyse 

pepsique du fragment NB-4, 

- nous appellerons P x2 , le peptide P x  (92 résidus) obtenu par hydrolyse 

pepsique de l'histone H 5  . 

6. Quelques problèmes liés à l'étude structurale des peptides obtenus par 
___-_------------------------------------ 

hydrolyse trypsique, après succinylation, des peptides P xl et P x  
i----ii-------L----i----iii------i----- 

Entreprise très récemment , l'étude des hydrolyeats trypsiques 

des peptides P xl (préparé à partir du fragment NB-4) et P x2 (préparé à 

partir de l'histone H 5) succinylés, est encore incomplète actuellement. 

Nous présenterons donc les résultats partiels de cette étude, 

que nous envisageons d'achever rapidement. 
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Cependant, la détermination de la séquence de ces peptides 

trypsiques nous a fait rencontrer de nombreuses difficultés, que nous ne 

pouvions prévoir. 

Avant d'aborder l'étude de ces peptides, il est donc nécessaire 

de préciser certains points acquis au cours de cette étude. 

a) Analyses d'acides aminés 
- - - - - - - - - - - -  

Le peptide P x  (Pxl ou Px2 )  renferme 3 résidus de valine, qui 

devaient théoriquement nous servir d'acides aminés marqueurs pour l'étude 

de la séquence de la  partie COOH-terminale de la protéine, comme les 

2 résidus de glycine et les 3 résidus de thréonine. 

La plupart des diagrammes de composition en acides aminés des 

peptides trypsiques du peptide P xl ou P x 2  succinyl6, font apparaftre un pic 

dédoublé plus ou moins important, au temps dlélution de la valine. 

Ce pic, dont nous ne pouvons expliquer le dédoublement, nous a 

fortement gênée pour l'étude de nos peptides, ne sachant pas toujours s'il 

correspondait effectivement a de la valine. 

b) Dansylation des peptides 
- - - - - - - - - - -  

La dansylation des peptides, selon le protocole de GRAY et HARTLEY 

(1963), fait apparaître, pour certains d'entre eux, une tache au niveau du 

témoin DNS-Gly, après migration de 90 minutes dans le  système solvant 

Benzène - Pyridine - Acide acétique ( 80 : 20 : 5 ; v : v : v ). 

La comparaison des compositions en acides aminés de ces peptides, 

dont la  plupart ne renferment pas de glycine, ainsi que la  connaissance des 

séquences situées au voisinage des deux derniers résidus de glycine de 

l'histone H g  ( Ser - Pro - Gly - Lys - Lys - Lys - Ala - Lys et 

Ala - Lys - Ser - Gly - Ala - Arg ) nous ont conduite B admettre que le  

dérivé dansylé identifié au niveau du témoin DNS - Gly , correspond au 

dérivé dansylé de la  lysine succinylée : a-DNS- -succinyl-Lysine. 



c) Dégradation de Edman 
- - - - - - - - - -  

L'identification des dérivés PTH- de nos peptides fait apparafire, 

dans de nombreux cas, une tache de migration nulle dans le  système solvant 

E : acétate de butyle - eau-formamide - acide propionique (97 : 3 : 4 : 3 ; 

v / v ) .  

La composition en acides aminés des peptides correspondants, et la 

comparaison avec les séquences des peptides chymotrypsiques , trypsiques 

et  thermolysiques de la  partie COOH-terminale de la protéine, nous ont 

amenée a identifier ce dérivé PTH-, localisé au niveau du dépôt, au dérivé 

PTH- de la lysine succinylée : a -PTH- c -succinyl-lysine. 

d) Hydrolyse des peptides par les carboxypeptidases A, B et C 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Des études cinétiques de l'hydrolyse des peptides trypsiques du 

peptide P x  (P x l  ou P x  2) succinylé montrent que l'action de ces trois 

exopeptidases est bloquée par la présence d'un residu de lysine succinylé. 

G - SEPARATION ET ETUDE DES PEPTIDES TRYPSIQUES DU ................................................................................................................ 
PEPTIDE Px l  SUCCINYLE (PREPARE A PARTIR DU FRAGMENT NB4) ............................................................................................................................................ 

Le diagramme d'élution des peptides trypsiques du peptide P x l  

succinylé, fractionnés par chromatographie d'échange d'ions sur r6sine Chromo- 

beads P, est présente dans la Figure 17 et montre la séparation des peptides 

en 13 fractions. 

Nomenclature 

Les fractions peptidiques sont numérotées suivant leur ordre 

d'élution de la colonne : fractions 1 a 13. 

La séquence de la partie COOH-terminale de l'histone Hg n'étant 

pas totalement connue, nous désignerons les peptides trypsiques du peptide P x 

succinylé par les lettres P x l  - T S  - , suivies d'un chiffre au nombre corres- 





pondant la fraction dans laquelle ils sont élues. 

Le mode de purification est Aventuellement indiqu6 par une 

lettre (électrophorèse préparative s u r  papier) ou un chiffre (chromatographie 

préparative sur papier). 

Exemple : peptide P xl - T S-2-A : peptide obtenu par ------- 
purification en électrophorèse préparative sur papier, de la fraction 2 de 

llhydrolysat trypsique du peptide Px l  succinylA. 

La fraction 5 correspond l'ammoniaque. 

Toutes les autres fractions donnent une reaction de SAKAGUCHI 

positive. 

Les fractions 3, 6 et 13 ne sont pas révélées avec la 

ninhyd rine. 

La composition et la séquence partielle en acides aminés des 

peptides trypsiques du peptide Px l  succinylé sont present6es dans les 

tableaux ML: et XXï. 





TABLEAU XXI 

Les methodes utilisées pour l a  détermination de la  séquence des peptides sont indiquees de 1. usgwi auivs& : 

. Danaylation : - placé au-dessus du résidu d'acide amine 

. Dégradation de Edrnan : -+ 

. Hydrolyse par  les  carboxypeptidases : t-- I 

- 
Ala - (Thr, SerZ, Prog,  Alag, Val, Lys5, Arg) 

- + - +  
Lys - Ser - P m  - Lys - Lys - (Thr, Ser2, Pro2, Gly, Ala4, Val, Lys5, Am2) 

4 + -4 
Lys - Ser - Pro - Lys - Lys 

- 
Lys - (Ser, Pro,  Lys, Arg) 

- + + +  
Ala - Ser  - Pro  - Lys - Lys - Ala - Lys - (Thr, Ser ,  P r o ,  Ala. V d ,  Lys3, Arg) 

CI - succinyl -Arg 

- - * + - + * +  
Lys - Ala - Ser - Lys - Ala - Lys - Lys - Ala - yal - A-- 

t 

+ + + + + j  
Leu - Ala - Lys - Ser  - Asp - Lys - Ala - Lys - Arg 

C 

+ + 
Lys - Lys - Ser - Arg 

- + j +  
Ala - Lys - Ser  - Gly - Ala - Arg 

- 
Lys - (Ser, Ala, Lys, Arg) 

Px 1 - TS-12 1 Lys - Ala - Arg 

PX 1 - TS-13 P r o  - Arg l -  

SEQUENCES PARTIELLES EN ACIDES AMINES DES PEPTIDES TRYPSIQUES DU PEPTIDE Px 1 SUCCINYLE 

PREPARE A PARTIR DU FRAGMENT NB-4 



Peptide P x  -Te -1 

Ala - (Thr, Sera, Pro3, Ala3, Val, Lys5, Arg) 

Le peptide P x  1 -Tg-1 est obtenu pur dans la  fraction 1. 

Composition 

Thr , Ser , Pro , Ala , Val , Lys , Arg 

i , 2 3  1,87 2,97 3,93 non dé- 4,89 1 , 1 2  
terminée 

DNS - Ala 

Peptide P x -Ta-2 -A 

Lys-Ser-Pro-Lys-Lys- (Thr, Ser2, Pro2, Gly, Ala4, Val, Lys5, A s 2 )  

Le peptide Pxl-Ta-2-A est localisé dans la fraction 2 avec le  peptide 

P xl -Ts-2-B, dont il est sépare par électrophorèse préparative sur papier 

pH 1 , 9  , pendant 60 minutes, sous une tension de 3 000 volts. 

Thr , Ser , Pro , Gly , Ala , Val , Lys , Arg 

1,Ol 2,70 3,39 1 , l O  3,83 1,17 8,06 2,OO 

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

4 cycles de dégradation de Edman, en couplage avec la methode de 

dansylation, ont permis d'établir la séquence NH2-terminale du peptide 



Lys - Ser - Pro - Lys - Lys 

La présence de 2 résidus de proline et de 2 r6sidus dlarginine 

dans la partie COOH-terminale du peptide Pxl-Ta-2-A, suggère l'existence 

d'au moins une liaison Arg - Pro inaccessible à l'action de la trypsine. 

Peptide Pxl-Ts-2-B 

Lys - Ser - Pro - Lys - Lys 

Le peptide P xl -Ts-2-B est localise dans la  fraction 2 avec le peptide 

Px1-TB-2-A, dont il est sépare par électrophorèse préparative sur papier à 

pH 1 , 9  , pendant 60 minutes, sous une tension de 3000 volts. 

Ser , Pro , Lys 

1,02 1,oo 3,04 

Dansylamino-acide NH2 -terminal 
.................... 

Eu - DNS - e - succinyl- Lys 

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

3 cycles de dégradation de Edman, utilisée en méthode soustractive, 

ont permis d'établir la séquence NH2-terminale du peptide Pxl-Te-2-B : 

Lys - Ser - Pro 

Composition Ser , Pro , Lys 

1,02 1 , O O  3,04 



(Composition) Ser , Pro , Lys 

1 er cycle 0,93 1 , O O  2,66 

2ème cycle 0,55 1 , O O  2,61 

3ème cycle 0,44 0,44 2,OO 

Les deux derniers résidus de lysine sont places par clifference en 

position COOH-terminale. La séquence du peptide Pxl-Ts-2-B est donc : 

Lys - Ser - Pro - Lys - Lys 

Hydrolyse par les carboxypeptidases B et A 
-------------------------- 

Une hydrolyse de 4 heures a 40" C par la carboxypeptidase B ne libère 

aucun residu d'acide aminé. 

Il en est de même pour une hydrolyse de 4 heures a 40" C par la 

carboxypeptidase A. 

Le résidu de lysine succinylé en position COOH-terminale est donc 

un obstacle a l'action des carboxypeptidases B et A. 

Le peptide Pxl-Ts-2-B ne renferme pas d'arginine. Son obtention 

laisse supposer que la réadion de succinylation du peptide Pxl a 6t6 incom- 

plète, permettant ainsi l'hydrolyse d'une liaison lysyle par la trypsine. 

Le peptide P x -Ts-2 -B recouvre la  séquence NH2 -terminale du peptide 

L'étude des peptides trypsiques de l'histone maléylée et ders peptides 

thermolysiques nous permet dtAtablir les recoupements suivants : 

T h 2 S - C M C - 2  
< > 

4 
A - 5 Tm-6-B 

Lys - Ser - Pro - Lys - Lys - Lys ' 



Peptide Pxl-Ts-3 

Lys - ( Ser , Pro , Lys , Arg ) 

Le peptide P x l  -Ts-3 est obtenu pur dans la fraction 3. 

Composition 
-------- 

Ser , Pro , Lys , Arg 

Dansylamino-acide NH2 -terminal 
- - - - - - - - - - - - - - y - - - - -  

a - DNS - c - succinyl - Lys 

Peptide Pxl-Ts-4 

Ala-Ser-Pro-Lys-Lys-Ala-Lys- (Thr, Ser, Pro, Ala, Val, Lys3, Arg) 

Le peptide Pxl-Ts-4 est obtenu pur dans la fraction 4. 

Composition 
-------- 

Thr , Ser , Pro , Ala , Val , Lys , Arg 

DNS - Ala 

Dégradation de Edman 
-------------- 

6 cycles de dégradation de Edman, en couplage avec la m6thode de 

dansylation, ont permis d'établir la séquence NH2-terminale du peptide Pxl-Ts-4 : 

Ala - Ser - Pro - Lys - Lys - Ala - Lys 



Fraction P x -6 

d- succinyl - Arg 

La fraction Px1-6 , faiblement révélée B la ninhydrine, donne une 

réaction de SAKAGUCHI fortement positive. 

Composition 
-------- 

L'hydrolyse de la fraction P Z1 -6 , pendant 24 heures, & 11 0" C , en 

milieu HC1 6 N, ne libère que de l'arginine. 

L'analyse directe de cette fraction, sans hydrolyse préalable, ne fait 

apparaître aucun acide aminé. 

Ces résultats nous ont amenée à conclure que la fraction Px1-6 corres- 

pond à de l'arginine libre 4-succinylée : la réaction à la ninhydrine est 

négative en raison du groupement succinyl fixé sur le groupe a--6 du 

résidu d'arginine. Cet acide aminé d-NH2-substitué n'est donc pas détectable 

sur auto analyseur sans hydrolyse préalable. 

Cette hypothèse a été confirmée par une électrophorèse sur papier & 

pH 3,6 pendant 90 minutes, en déposant une aliquote de la fraction P xl  -6 avant 

et après hydrolyse. 

Les électrophorégrammes, révélés à la ninhydrine-cadmium et B la 

phénanthrène-quinone, sont présentés dans la Figure 18. 

La révélation à la ninhydrine-cadmium fait apparailre une tache de très 

faible intensité, tandis que la révélation à la phénanthrène-quimne donne une 

tache très intense de fluorescence bleutée, et de migration légèrement supé- 

rieure à celle de l'acide aminé témoin tyrosine. 

La fraction Px1-6 hydrolysée, par contre, migre au niveau du témoin 

arginine : l'hydrolyse acide a coupé le groupement succinyle et libéré de 

l'arginine libre. 
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L1arginine c(-succinylée provient du résidu dlarginine en position 94, 

situé en position NH2-terminale du peptide P xl  . 
Son obtention résulte de l'hydrolyse de la liaison Arg - Leu par la 

trypsine. 94 95 

Peptide P xl  -Ts-7 

Lys - Ala - Ser - Lys - Ala - Lys - Lys - Ala - Val - Arg 

Le peptide Pxl-Ts-7 est obtenu pur dans la fraction 7. 

Composition 
-------- 

Ser , Ala , Val , Lys , Arg 

4- DNS - f - succinyl - Lys 

Dégradation de Edman 
-- ----------- 

7 cycles de dégradation de Edrnan, avec identification directe des 

dérivés PTH- libérés, ont permis d'établir la séquence NH2-terminale du 

peptide Pxl-Ts-7 : 

Lys - Ala - Ser - Lys - Ala - Lys - Lys. 

Le résidu dlarginine est placé en position COOH-terminale en raison 

de la spécificia limitee de la trypsine. 

Hydrolyse par les carboxypeptidases B et A 

Une hydrolyse de 4 heures par la carboxypeptidase B libère 0,89 pmole  

dfarginine par mole de peptide. Après 4 heures d'hydrolyse par la carboxy- P 



peptidase B, le peptide Pxl-Ts-7 est hydrolyse pendant 4 heures par la 

carboxypeptidase A. 

L'analyse des acides amines fait apparaftre la libération de 1,02 p o l e  

dlarginine, O, 11 pmole de valine et 0,19 pmole d'alanine par pmole de 

peptide, sous l'action conjuguée des deux carboxypeptidases. 

La séquence complète du peptide Pxl-Ts-7 a Bté déduite des données 

structurales fournies par l'étude du peptide chymotrypsique Ch-23, des peptides 

thennolysiques Th-3 S-4 et Th-4 S-20 et des peptides trypsiques T-36, T-40 et 

Lys - Ala - Ser - Lys - Ala - Lys - Lys - Ala - Val - Arg 

Peptide Px l  -TB-8 (résidus 95 à 103) 

Leu - Ala - Lys - Ser - Asp - Lys - Ala - Lys - Arg 

Le peptide Px l  -Ts-8 est obtenu pur dans la fraction 8. 

Composition 
-------- 

Asp , Ser , Ala , Leu , Lys , Arg 

0,93 1,21 2,Ol 0,77 2,63 1,06 

DNS - Leu 



Dégradation de Edman 
-------------- 

6 cycles de dégradation de Edman, avec identification directe des 

dérivés PTH- libérés, ont permis d'établir la séquence NH2-terminale du 

peptide Pxl-Ts-8 : 

Leu - Ala - Lys - Ser - Asp - Lys. 

Le résidu d'arginine est placé en position COOH-terminale en raison 

de la spécificité limitée de la trypsine. 

Hydrolyse par les carboxypeptidases B et A 
.......................... 

Une hydrolyse de 2 heures à 40" C par la carboxypeptidase B libère 

0,94 pmole d'arginine par pmole  de peptide. 

Une hydrolyse de 4 heures par la carboxypeptidase B, dam les mêmes 

conditions, libère également 0,94 mole d'arginine par ,umole de peptide. 

Après 4 heures d'hydrolyse par la carboxypeptidase B, l'addition de 

carboxypeptidase A ne libère aucun acide aminé neutre ou acide. 

L'action des carboxypeptidases B et A est limitée par la pr6sence 

d'un résidu de lysine E-succinylée immédiatement avant l e  résidu dlarginine 

en position C OOH-terminale. 

La séquence complète du peptide Pxl-Ts-8 a été déduite de la séquence 

des 111 premiers résidus d'acides aminés, établie par étude des peptides 

chymotrypsiques , trypsiques et thermolysiques de la protéine. 

Le peptide Pxl-Ts-8 renferme le  dernier résidu de leucine et le dernier 

résidu d'acide aspartique présents dans la molécule d'histone. 

Il est donc situé immédiatement après le résidu d'arginine en position 9Q, 

et recouvre la séquence NH2 -terminale du peptide themolysique Th-1 S : 



Phe - Arg - Leu - Ala - Lys - Ser - Asp - Lys - Ala - Lys - Arg - Ser - 

< 
111 Th-1 S 

Pro - Gly - Lys - Lys - Lys - Ala - Lys - 

Peptide Px l  -Ts-9-A 

Lys - Lys - Ser - Arg 

Le peptide Pxl-Ts-9-A est localisé dans la fraction 9 avec le peptide 

Pxl-Ts-9-B, dont il est séparé par électrophor8se préparative sur papier 

pH 3,6 pendant 90 minutes sous une tension de 3000 volts. 

Composition 
-------  

Ser , Lys , Arg 

0,99 1,90 1,lO 

d- DNS - E- succinyl - Lys 

Dégradation de Edman 
------------- 

2 cycles de degradation de Edman, avec identification directe des 

dérivés PTH- libérés, ont permis d'établir la séquence NH2-terminale du 

peptide Pxl-Ts-9-A : 

Lys - Lys. 

Le résidu dlarginine est placé en position COOH-terminale en raison 

de la spécificité limitée de la trypsine, et le résidu de sérine est placé par 

différence : 
Lys - Lys - Ser - Arg. 



Le peptide P xl -Ts-9-A est identique au peptide Ag-Tm-6-A. 

Peptide P x  -Ta-9-B 

Ala - Lys - Ser - Gly - Ala - Arg. 

Le peptide Pxl-Ts-9-B est localisé dans la fraction 9 avec le  peptide 

Pxl-Ts-9-A, dont il est séparé par électrophorèse préparative sur papier 

à pH 3,6, pendant 90 minutes, sous une tension de 3000 volts. 

C omposition 
-------- 

Ser , Gly , Ala , Lys , Arg 

1,08 1,26 1,97 1,09 0,95 

Dans ylarnino-acide NHZ -terminal 
-------------------- 

DNS - Ala 

Dégradation de Edman 
-------------- 

4 cycles de dégradation de Edman, avec identification directe des 

dérivés PTH- libérés, ont permis dlbtablir la séquence NH2-terminale du 

peptide Pxl-Ts-9-B : 

Ala - Lys - Ser - Gly. 

Le résidu dlarginine est situé en position COOH-terminale en raison 

de la spécificité limitée de la trypsine, et le  second résidu dlalanins est place 

par différence : 

Ala - Lys - Ser - Gly - Ala - Arg. 

Le peptide P x -Ts -9-B est identique au peptide trypsique S-4 -Tm-4, 

et il recouvre la séquence du peptide thermolysique Th-4s-5-B : 



f > 
Ala - Lys - Ser - Gly - Ala - Arg 

Peptide Pxl-Ts-10 

Lys - (Ser, Ala, Lys, Arg) 

Le peptide P xl -Te-10 est obtenu pur dam la fraction 10. 

Composition -------- 
Ser , Ala , Lys , Arg 

1,12 O, 73 2,24 1 , O O  

d - DNS - & - succinyl - Lys 

Fraction P x l  -11 

Arg libre 

La fraction Pxl-11 donne une réaction fortement positive avec la 

ninhydrine et la phénanthrène-quinone. 

Composition 
-------- 

L'analyse d'acides aminés, effectuée avant et après hydrolyse de la 

fraction P xl-11 en milieu HC1 6 E, ne fait apparahre que de i'arginiae. 

La fraction Pxl-11 correspond donc de l'arginine libre. 



En électrophorèse s u r  papier pH 3,6, la fraction Pxl-11 possède 

la même mobilité électrophorétique que le  témoin arginine (Figure 16, 

tache 9). 

L'obtention d' arginine libre résulte de l'hydrolyse de la liaison 

Arg - Ser du peptide Th-4s-20 (Ala - Val - Arg - Arg - Ser) par la 

trypsine 

Peptide P x -Ts -12 

Lys - Ala - Arg 

Le peptide Pxl-Ts-12 est obtenu pur dans la fraction 12. 

Ala , Lys , Arg 

1,02 1,14 1,00 

O(- DNS - - succinyl - Lys 

La séquence du peptide Pxl-Ts-12 est donc évidente : Lys - Ala - Arg. 

Dégradation de Edman 
-------------- 

2 cycles de dégradation de Edman, avec identification directe des 

derivés PTH- libérés, ont confirme la séquence du peptide Pxl-Ts-12 : 

Lys - Ala - Arg, le  résidu d'arginine étant place par différence en position 

C OOH-terminale. 



Peptide Pxl-Ts-13 

Pro - Arg 

Le peptide P xl-Ts-13 est obtenu pur dans la fraction 13. 

Composition 
-------- 

Pro , Arg 

O, 90 1,00 

Dansylamino-acide NH2 -terminal 
- y - - - - - - - - - - - - - - - - - -  

DNS - Pro 

La séquence du peptide P xl-Ts-13 est donc : Pro - Arg. 

L'obtention de ce peptide est surprenante, en raison de 11incapacit6 

pour la trypsine d'hydrolyser une liaison Lys-Pro ou Arg-Pro. 

Ce résultat est cependant confirmé par la reaction spécifique à l'isatine 

(isatine à 0,2 % dans l'acétone) : après électrophorèse sur papier WHATMAN 

3 MM à pH 3,6 , en utilisant la proline comme témoin, ltélectrophorégramme 

est trempé dans le réactif à l'isatine. Le peptide Pxl-Ts-13 est localisé sur  

la feuille par l'apparition, à 70" C ,  d'une tache bleu fonce sur fond jaune, ce 

qui confirme la position NH2-terminale du résidu de proline. 

L'obtention du peptide Pxl-Ts-13 nous permet donc de penser qu'il 

existe dans l'environnement d'une liaison Arg - Pro ou Lys - Pro, une confor- 

mation spatiale particuli6re permettant l'hydrolyse de la liaison par la trypsine. 

Le peptide P xl -Ts-13 n'a pu être repéré dans lléluat de la colonne de 

Chromobeads P que par la réaction de SAKAGUCHI spécifique de l'arginine. 

Le résidu de proline, en position NH2-terminale, absorbe B 440 nm, et 

n'est donc pas détectable à 570 nm par la  réaction à la  ninhydrine specifique 

des groupements &-NHZ libres. 



DU PEPTIDE P x 2  SUCCINYLÉ (PRÉPARÉ A PARTIR DE L'HISTONE Hg) .............................................................................................................................................. 

Le diagramme d'élution des peptides trypsiques du peptide P x 2  

succinylé, fractionnés par chromatographie d'échange d'ions sur résine Chromo- 

beads P,  est présenté dans la Figure 19, et montre la séparation des peptides 

en 15  fractions. 

Nomenclature 

Les fractions peptidiques sont numérotées suivant leur ordre 

d'élution de la colonne : fractions 1 à 15. Les peptides trypsiques du 

peptide P x 2  succinylé seront désignés par le terne  Px2-Ts- suivi d'un chiffre 

ou nombre correspondant la fraction dans laquelle ils sont Qlués. 

Le mode de purification est éventuellement indique par une lettre 

(électrophor&se préparative sur papier) ou par un chiffre (chromatographie pré- 

parative s u r  papier). 

La fraction 5 correspond à l'ammoniaque. Les fractions 3 et 

14, non détectées dans lléluat par la réaction à la ninhydrine, sont revelées 

par la réaction de SAKAGUCHI. 

La composition en acides aminés et les séquences partielles 

des peptides trypsiques du peptide P x succinylé, sont respectivement présen- 

tées dans les tableaux XXïI et XXIII. 

La plupart de ces peptides sont identiques ii ceux isolés de 

llhydrolysat trypsique du peptide Px l  obtenu à partir du fragment NB-4. Par 







TABLEAU X X I i  155 

1 Les méthodes utilisées pour la determination de la  s6queme des peptides sont indiqu6u de la hpa .@vbff% : I  . Dansylation : - place au-dessus du résidu d'acide a m i d  
. Dégradation de Edman : + . Hydrolyse par les carboxypeptidases : C- 

Ala - (Thr, Ser2, Prog,  Ala3, Val, Lys5, AG) 

+ + - +  
Lys - Ser  - Pro  - Lys - (Thr, Ser2, Pro3, Gly, Ala4, Val, Lys8, Aw2) 

(Ser, Pro, LYS, Arg) 

+ - + +  
Ala - Ser  - Pro  - Lys - Lys - (Thr, Ser ,  Pro ,  Al%, Val, L p 4 ,  Arg) 

I a - succinyl - Arg 

- 
Lys - (Ala, Ser, Lys, Ala, Lys, Lys, Ala, Val) - Arg 

- (Lys, Ser, Gly, Ala) - Arg 

Lys - (Lys, Ser) - Arg I - 

SEQUENCES PARTIELLES EN ACIDES AMINES DES PEPnDES TRYmQUES DU PEPTIDE Wt 2 RJCCXNYLE 

PREPARE A PARTIR DE L'HISTONE Hg 



conséquent, l'étude structurale de ces peptides a At6 limitée, en g6néra1, 

a la composition en acides aminés et llidentiBcation du r6sidu NH2-terminal. 

Peptide P x  2-Ts-l 

Ala - (Thr, Ser2, Pro3, Al%, Val, Lys5, Arg) 

Le peptide P x  2-Ts-l est obtenu pur dans la fraction 1. 

Composition 
-------- 

Thr , Ser , Pro , Ala , Val , Lys , Arg 

1,16 1,75 2,80 4,14 non 5,19 O, 96 
déterminée 

Dansylamino-acide NH2 -terminal -_------------------ 
DNS - Ala 

Le peptide Px2-Ts-1 est identique au peptide P x l  -Ts-1 : tous deux 

possèdent la même composition en acides aminés et le  même acide amin6 en 

position NH2-terminale, ainsi que la  même zone d161ution de l a  colonne de 

Chromobeads P. 

Peptide P x -Ts -2 

Lys - Ser - Pro - Lys -(Thr, Ser2, Pro3, Gly, Ala4, Val, Lysw Arg2) 

Le peptide Px2-Ts-2 est obtenu pur dans la fraction 2. 



Composition 
- - - y - - - -  

Thr , Ser , Pro , Gly , Ala , Val , Lys , Arg 

1 , O l  3,24 3,95 1,03 3,93 non 10,51 2,OO 
déterminée 

d- DNS - E - succinyl - Lys 

Dégradation de Edman 
-------------- 

4 cycles de dégradation de Edman, utilisée en mbthode soustractive, 

ont permis dlbtablir la séquence NH2-terminale du peptide P x2-Ts-2 : 

Lys - Ser - Pro - Lys. 

Thr , Ser , Pro , Gly , Ala , Val , Lys , Arg 

Composition 1,Ol 3,24 3,95 1,03 3,93 1,00 10,51 2,OO 
-------- 
l e r  cycle : 0,95 3,09 3,65 0,91 3,88 1 , O O  9.06 2,OO 

2ème cycle : 1,05 2,59 3,56 1,13 3,87 1,00 8,94 2,OO 

3ème cycle : 1,03 2,56 3,16 1,11 3,90 1,00 9,03 2,OO 

46mecycle : 1,03 2,35 2,92 1,13 3,86 1,00 7.99 2,OO 

Le peptide Px2-Ts-2 possède la même zone dlélution de la colonne de 

Chromobeads P, et la même séquence NH2-terminale que le peptide Pxl-Ts-2-A. 

Mais il s'en distingue par le nombre de résidus de proline (4 au lieu de 

3) et de lysine 0 0  au lieu de 8). 

Peptide P x  2-Ts-3 

( Ser , Pro , Lys , Arg) 

Le peptide Px2-Ts-3 est obtenu pur dans la fraction 3. Il n'est détecte 

dans lTéluat de la colonne de Chromobeads P ,  que par la r6action de SAKAGUCHI. 



Composition 
-------- 

Ser , Pro , Lys , Arg 

1,04 1,05 1,08 1,00 

Peptide P x  2-Ts-4 

Ala - Ser - Pro  - Lys - Lys - (Thr, Ser, Pro, Al%, Val, Lys4, Arg) 

Le peptide P x 2  -Ts-4 est obtenu pur dans la  fraction 4. 

Composition 
-------- 

Thr y Ser , Pro , Ala , Val , Lys , Arg 

0,98 2,OO 2,03 3,Ol non 5,91 1 ,08  
déterminée 

Dansylamino-acide NH2 -terminal 
-------------------- 

DNS - Ala 

Degradation de Edman 
-------------- 

5 cycles de dégradation de Edman, utilisée en méthode soustractive, 

ont permis d'établir la séquence NH2-terminale du peptide Px2-Ts-4 : 

Ala - Ser - Pro - Lys - Lys. 

Thr , Ser , Pro  , Ala , Val , Lys , Arg 

Composition O, 98 2,OO 2,03 3,Ol 1,00 5,91 1,08 
-------- 
ler  cycle O, 93 1,92 1,75 1, 1,OO 5,79 1,00 

26me cycle : OY96 1.52 1,93 2,18 1 , O O  6,03 1,00 

3ème cycle : OY93 1,35 1,34 2,08 1,00 5,82 1,00 

4ème cycle : 0,87 1,28 1,23 2,03 1,00 5,20 1,00 

56me cycle : 0,89 1,29 1,34 2,OO 1,00 4.50 1 , O O  



Le peptide Px2-Ts-4 correspond au peptide Pxl-Ts-4. Tous deux 

possèdent la même composition en acides aminés, la  même séquence NH2- 

terminale (Ala - Ser - Pro - Lys - Lys) et la même zone dtélution de la 

colonne de Chromobeads P. 

Fraction P x 2  - 6 

@ - succinyl - Arg 

La fraction Px2-6, faiblement détectée avec la ninhydrine, donne une 

réaction de SAKAGUCHI fortement positive. 

Cette fraction est identique & la fraction P xl  - 6 : en 6lectrophorèse 

s u r  papier a pH 3 , 6  , elle possède la même mobilité électrophorétique. 

L'hydrolyse de la fraction Px2-6, pendant 24 heures 110" C en milieu 

HCl 6 5, libère de l'arginine, alors que l'analyse directe, sans hydrolyse 

préalable, ne fait apparafire aucun acide aminé. 

La fraction P x 2-6 correspond au résidu dlarginine en position 94, obtenu 

par hydrolyse de la liaison Arg - Leu par la trypsine. 
94 95 

Peptide P x  2-Ts-7 

LYS - (Ala, Ser, Lys, Ala, Lys, Lys, Ala, Val) - Arg 

Le peptide Px2-Ts-7 est obtenu pur dans la fraction 7. 

Composition 
-------- Ser , Ala , Val , Lys , Arg 



4 - DNS - E - succinyl - Lys 

Le résidu d'arginine est placé en position COOH-terminale en raison 

de la spécificité limitée de la trypsine. 

Le peptide P x2-Ts-7 est identique au peptide P xl -Ta-7. 

Peptide P x2-Ts-8 

Leu - ( Ala , Lys , Ser , Asp , Lys , Ala , Lys ) - Arg 

Le peptide Px2-Ts-8 est obtenu pur dans la  fraction 8. 

Composition 
---- ---- 

Asp , Ser , Ala , Leu , Lys , Arg 

Dans ylamino -ac ide NH2 -terminal 
A------------------- 

DNS - Leu 

Hydrolyse par les carboxypeptidases B et A 
-------------------------- 

Une hydrolyse de 4 heures à 40" C par la carboxypeptidase B, libère 

1,17 pmole dlarginine par pmole de peptide. 

L'addition de carboxypeptidase A, après 4 heures d'hydrolyse par la 

carboxypeptidase B, ne libère aucun acide aminé. 

L'action de ces deux carboxypeptidases est bloquée par la présence 

d'un résidu de lysine E-succinylé , situé immédiatement avant le résidu 

d'arginine. 

Le peptide Px2-Ts-8 est identique au peptide Pxl-Ts-8. 



Peptides Px2-Ts-9 et Px2-Ts-lO-B 

Ala - ( Lys , Ser , Gly , Ala ) - Arg 

Le peptide Px9-Ts-9 est obtenu pur dans la fraction 9. 

Composition 
-------- 

Ser , Gly , Ala , Lys , Arg 

1,04 1,09 1,88 1,20 1,00 

Dansylamino-acide NH2 -terminal 
-------------------- 

DNS - Ala 

Le résidu d'arginine est placé en position COOH-terminale en raison 

de la spécificité limitée de la trypsine. 

Le peptide P x  y-Ts-1 O-B est localisé dans la fraction 10 avec le 

peptide Pxg-Ts-lO-A, dont il est sépare par électrophor&ee prhparative sur 

papier à pH 3,6. 

Composition 
-------- 

Ser , Gly , Ala , Lys y Arg 

1,02 1,12 1,96 O, 99 l ,oo 

Dansylamino-acide NH2 -terminal 
-----A-------------- 

DNS - Ala 

Le résidu d'arginine est placé en position COOH-terminale en raison de 

la spécificité limithe de la trypsine. 



Les peptides P x  2-Ts-9 et P x  2-Ts-l O-B possèdent la meme composition 

en acides aminés et le  même residu d'alanine en position NH2-terminale. 

Ils sont identiques au peptide Pxl-Ts-9-B. 

Les peptides P x -Ts -9 et P x 2 -Ts-1 O-B, identiques, sont 61116s dans 

deux fractions voisines, les fractions 9 et 10. Le peptide Px2-Ts-10-B est 

un contaminant de la fraction 10. 

Peptide Px2-Ts-10-A 
-- - 

Lys - ( Lys , Ser ) - Arg 

Le peptide Px2-Ts-10-A est localisé dans la fraction 10 avec le peptide 

P x  Z - T ~ - l  O-B, dont il est séparé par électrophorBse préparative sur  papier 

à pH 3,6 . 
Composition 
-------- 

Ser , Lys , Arg 

4- DNS - E - succinyl - Lys 

Le résidu dlarginine est placé en position COOH-terminale en raison de 

la spécificité limitée de la trypsine. 

Le peptide P x2-Ts-l O-A est identique au peptide P xl -Ts-9-A. 



Fraction P x 2  - 11 

La fraction P x 2  -11 donne une réaction ?i la ninhydrine et une à la 

phénanthrène-quinone fortement positives. 

Composition 
------ -- 

L'analyse d'acides aminés, effectuée avant et après hydrolyse de la 

fraction P x 2  - 11 en milieu HC1 6 N, fait apparaître de l'arginine dans les 

deux cas, En électrophorèse sur  papier à pH 3,6 , la fraction P x 2  - 11 

possède la même mobilité électrophorétique que le  témoin arginine. 

La fraction Px2-11 est identique à la fraction P x 1  -11. 

Fraction Ts-12 

La fraction Ts-12, hétérogène, n'a pu encore être étudiée. 

Peptide Pxg-Ta-13 
--- - - --- --- 

Lys - Ala - Arg 

Le peptide P x2-Ts-13 est obtenu pur dans la fraction 13. 

Composition 
- ------- 

Ala , Lys , Arg 

1,Ol 1,12 l ,oo  



4- DNS - - succinyl - Lys 

La séquence du peptide Px2-Ts-13 est donc : Lys - Ala - Arg. 

C e peptide est identique a u  peptide P x 1 -Ts -12. 

Peptide P x -Ts -14 

Pro - Arg 

Le peptide P x 2  -Ts-14 est obtenu pur dans la fraction 14. 

Non détecté par la réaction à la ninhydrine, ce peptide n'a pu être reperé 

dans lféluat de la colonne de Chromobeads P que par la réaction de SAKAGUCHI. 

Composition 
-------- 

Pro , Arg 

Degradation de Edman 
-------------- 

Un cycle de dégradation de Edman, utilisée en methode soustractive, a 

permis d'identifier le résidu de proline en position NH2-terminale : 

Pro , Arg 

Composition O, 80 1,00 
- - - - - - - y -  

1 er cycle O, 15 1,00 

Le peptide P x  2-Ts-14 est identique au peptide P xl -Ts-13. 



Peptide P x  -Ts-15 
------------- - 

Ala - Lys - Arg 

Le peptide Px2-Ts-15 est obtenu pur dans l a  fraction 15. 

Composition 
-A------ 

Ala , Lys , Arg 

Dansylamino -acide NH2 -terminal 
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  

DNS - Ala 

La séquence du peptide P x2-Ts-15 est donc : Ala - Lys - Arg , 

l e  résidu dlarginine étant placé en position COOH-terminale en raison de la  

spécificité limitée de la trypsine. 



V .  SEPARATION E'F ETUDE DES PEPTIDES PEPSIQUES 

_----________-_-___---------------------------------- 

DE LA FRACTION NB-4-3s 

---------------------------- 

Rappel 
--- --- 

IAe fractionnement de llhydrolysat pepsique du fra,pent NB-4, 

s u r  colonne de Sephadex G-50 F, conduit à l'obtention de 3 fractions peptidiques : 

les fractions NB-4-1 S, NB-4-2 S et NB-4-3 S (voir Figure 13). 

Nous avons montré que les fractiom NB-4-1s et NB-4-2s cor- 

respondaient à un seul et même peptide de 92 résidus : le peptide Px1 . 
L'étude de ce peptide a été présentée dans le paragraphe IV de ce chapitre. 

La fraction NB-4-3s est constituée par un melange complexe de 

petits peptides, que nous avons séparés par chromatographie d'échange d'ions 

sur colonne de Chromobeads P. 

Le diagramme d'élution des peptides pepsiques de la fraction 

N B-4 -3 S ,  fractionnés sur r6sine Chromobeads P, est présenté dans la Figure 20 

et montre la séparation des peptides en 12 fractions. 

Nomenclature 

Les fractions peptidiquea sont num6rotées suivant leur ordre 

d161ution de la colonne : fractions 1 à 12. 

Etant donné que la séquence en acides amines de l'histone H g  

n'est que partiellement connue, nous désignerons les peptides pepsiques de la 

fraction NB-4-3s par la lettre P, suivie d'un chiffre ou nombre correspondant 

à la fraction dans laquelle ils sont élués. 





Une lettre suivant immédiatement ce chiffre ou ce nombre, 

indique que le  peptide a été purifié par électrophor%so préparative sur papier. 

Exemple : peptide P-5-A : peptide pepsique de la fraction - - - - - -  
NB-4-3S, obtenu par purification de la fraction 5 en 6lectrophorèse préparative 

sur  papier. 

La composition et la séquence en acides aminés de chaque 

peptide sont présentées respectivement dans les tableaux XXIV et XXV. 

Peptide 1'-5-B (résidus 59 à (56) 

- -- - - - - - - - --- 

Lys - Val - Gly - His - Asn - Ala - Asp - Leu 

Peptide P-7 (résidus 59 à 61) 

--- ----- 

Lys - Val - Gly 

Peptide P-10 (résidus 59 A 62) 

Lys - V a l  - Gly - IIis 

Peptide P-1 (résidus 63 2 66) 

--- 

Asn - Ala - Asp - Leu 

Le peptide P-5-B est localisé dans la fraction 5 avec l e  peptide P-5-A, 

dont il est séparé en électrophorèse préparative sur  papier à pH 3 , 6  . 





TABLEAU XXV 

-- 

Les méthodes utilisBes pour l a  détermination de l a  séquence des peptides sont indiquees de la façon auivante : 

. Dansylation : - place au-dessus du résidu d'acide amine . DBgradation de Edman : -3 

. Hydrolyse pa r  les carboxypeptidases : C- 
-- 

P -  2 1 r é s i d u s 6 7 1 7 0  Glu - I l e  - Lys - Leu I - 
P - 1 1 résidus 63 à 66 

--+ - A,,/ - Ala - Asp - Leu 

P - 3 1 résidus 78 à 
+ -3 
Ala - Gly - Val - Leu 

P - 5-A 

P -  6 1 résidus 67 à 70 

P - 5-B 

résidus 85 à 88 

résidus 59 à 66 - Hia - Asn - Ala - Asp - Leu 

s-t$-i~?-~l~ 

P -  8 résidus 82 à 93 Lys - Glu - T h r  - Lys - Gly - Val - Gly - Ala - Gly - S e r  - S e r  - Phe i - 
P -  9 résidus 82 B 93 Lys - Gln - T h r  - Lys-- Gly - Val - Gly - Ala - Gly - S e r  - S e r  - Phe I - 
P - 11 1 résidus 71 à 78  

--A 3 4 * 
S e r  - I l e  - Arg - Arg  - Leu - Leu - Ala - Ala 

P - 11 1 résidua 71 1 77 

Prog,  G1y2, Ahl4, Val3, ArglO) - Ala - Lys - Arg - Lys - Lys - OH 
c t - e + - e -  

+ + A + + +  
S e r  - Ile - Arg - Arg - Leu - Leu - Ala 

Px I résidus 9.4 1 185 
+ + - 9 - - - + + + ~ - - - + - - + - +  
Arg - Leu - Ala - Lys - S e r  - Asp - Lys - Ala - Lys -  AI^ - p h r 3 ,  SerlO, i 

1 



Composition 
- - - - - - - -  

Asp , Gly , Ala , Val , Leu , Lys 

2,OO 1,27 1,Ol O, 95 O, 93 O, 89 

L'absence d'histidine dans la composition en acides aminés du 

peptide P-5-B s'explique par une destruction de ce résidu. L'hydrolyse 

pepsique a été réalisée sur le fragment NB-4 obtenu par coupure de 

l'histone H par la N-bromosuccinimide. Dans les conditions utilisées 

(large excès de N-bromosuccinimide), les résidus d'histidine sont bromes, 

et donc partiellement détruits. 

di - DNS - Lys 

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

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

dansylation, ont permis d'établir la séquence NH2-terminale du peptide P-5-B : 

Lys - Va1 - Gly. 

La position COOH-terminale du résidu de leucine découle de la  spécificité 

de la pepsine. 

Le peptide P-7 est obtenu pur dans la fraction 7. 

Composition 
- - - - - - - -  

Gly , Val , Lys 

1,16 O, 86 O, 98 

Dansylamino-acide NH2 terminal 
-------------------- 

di - DNS - Lys 

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

2 cycles de dégradation de Edman, avec identification directe des 



dérivés PTH- libéres, ont suffi pour déterminer la séquence du peptide P-7 : 

Lys - Val - Gly. 

Le peptide P-7 recouvre la séquence NH2-terminale du peptide P-5-B, 

et par conséquent celle du fragment NB-4. 

Le peptide P-10 est obtenu pur dans la fraction 10. 

Composition 
- - O - - - - -  

Gly , Val , Lys 

1,14 0,84 1,02 

Dansylamino-acide NH2 -terminal 
--a----------------- 

di - DNS - Lys 

Dégradation de Edman 
-------------- 

2 cycles de dégradation de Edman, en coaplage avec la methode de 

dansylation, ont permis d'établir la séquence NH2-terminale du peptide P-10 : 

Lys - Val - Gly . 

Le peptide P-10 possède la même composition en acides amines que 

le peptide P-7. Cependant il s'en distingue par sa  migration électrophorétique 

plus cathodique. 

Cette différence de comportement en électrophorèse ne peut s'expliquer 

que par la présence d'un résidu d'histidine (résid.3 62) en position COOH- 

terminale du peptide P-10. 

Ce résidu d'histidine, brome lors de la coupure de l'histone H par 

la N-bromosuccinimide, n'apparaît pas dans la composition en acides aminés 

du peptide P-10. 

Le peptide P-1 est obtenu pur dans la fraction 1. 

Composition 
--------  Aap , Ala , Leu 

1,80 1,09 1,11 



3 cycles de dégradation de Edman, avec identification des PTH - amino- 

acides, ont suffi pour déterminer la séquence complète du peptide P-1 : 

Asn - Ala - Asp - Leu. 

Le peptide P-1 recouvre la séquence COOH-terminale du peptide P-5-B. 

L'étude du peptide P-5-B et de ses peptides derives P-7, P-10 et P-1 

nous permet d'établir la séquence partielle suivante : 

Lys - Val - Gly - His - Asn - Ala - Asp - Leu 

La composition en acides aminés et la séquence NH2-terminale du 

peptide P-5-B nous permettent d'affirmer qu'il recouvre la séquence NII2- 

terminale du fragment NB-4, ainsi que les peptides Ch-1 S-2-3 (ou 2 S-1-2 ou 

2 8-2-4) et Ch-15-2 obtenus par hydrolyse chymotrypsique de la  protéine : 

- Lys - Val - Gly - His - Asn - Ala - Asp - Leu - Gln - Ile - Lys - Leu - 



Peptide P-G (résidus 67 à 7 0 )  

Gln - Ile - Lys - Leu 

Peptide P-2 (résidus 67 à 70) 

Glu - Ile - Lys - Leu 

Le peptide P-6 est obtenu pur dans la fraction 6. 

Composition 
- - - - - - - - 

Glu , Ile , Leu , Lys 

Dansylamino-acide NH2 -terminal 
-------------------- 

DNS - Glu 

Dégradation de Edman 

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

dansylation, ont suffi pour établir la  séquence du peptide P-6. 

Le peptide P-2 est obtenu pur dans la fraction 2. 

Composition 
- - - - - - - - 

Glu , Ile , Leu , Lys 

Dansylamino-acide NI12 -terminal 
-------------------- 

DNS - Glu 

Discussion 

Les peptides P-2 et P-6, élués respectivement dans les fractions 2 et 

G ,  possèdent la même composition en acides aminés, et le  même dansylamino- 

acide NH2-terminal : DNS - Glu. 

L'obtention du peptide P-2 résulte d'une désamidation partielle du 

résidu de glutamine en position 67, au cours de l'hydrolyse pepsique du frag- 

ment NB-4. Cette désamidation fait apparaître un résidu d'acide glutamique 

en position 67, ce qui confère au peptide P-2 un caractère plus acide et 



explique ainsi son élution plus précoce de la colonne de Chromobeads P. 

Le peptide P-6 recouvre la séquence COOH-terminale du peptide 

C h-1 S-2 -3 obtenu par hydrolyse chymotryps ique de l'histone H . 

Peptide P-11 (résidus 71 à 78) 

- 

Ser - Ile - Arg - Arg - Leu - Leu - Ala - Ala 

Peptide P-12 (résidus 71 77) 

Ser - Ile - Arg - Arg - Leu - Leu - Ala 

Le peptide P-11 est obtenu pur dans la fraction 11. 

Composition 
- - - - - - - - 

Ser , Ala , Ile , Leu , Arg 

DNS - Ser 

Dégradation de Edman 
-------------- 

5 cycles de dégradation de Edman, avec identification directe des 

dérivés PTH- libérés, ont permis d'établir la séquence NH2-terminale du 

peptide P-11 : Ser - Ile - Arg - Arg - Leu . 
La séquence complète du peptide P-11 a été déduite de l'étude des 

peptides chymotrypsiques Ch-29-2 et Ch-3-3 dont il recouvre respectivement 

les séquences totale et NH2-terminale : 

Ch-3 -3 
Ch-2 9-2 +-- C 

< ? 
Ser - Ile - Arg - Arg - Leu - Leu - Ala - Ala - Gly - Val - Leu 



I,e peptide P-12 est obtenu pur dans la fraction 12 .  

Composition 
-- ------ 

Ser , Ala , Ile , Leu , Arg 

Dans ylamino-acide NH2 -terminal 
-------------------- 

DNS - Ser 

Dégradation de Edman 

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

dansylation, ont permis d'établir la s6quence compl2te du peptide P-12 : 

Ser - Ile - Arg - Arg - Leu - Leu - Ala , le résidu d'alanine étant placé 

par différence. 

Le peptide P-12 recouvre la séquence NH2-terminale du peptide P-11, 

et son obtention implique la coupure d'une liaison alanyle par la pepsine : 

Ala - Ala (résidus 77 et 7 8). 

P-11 
f-- 

Ser - Ile - Arg - Arg - Leu - Leu - Ala - Ala> 

Peptide P-:3 (résidus 7 8 à 81) 

----- Ala - Gly - Val - Leu 

Peptide P-4 (résidus 79 ii 81) 

Gly - Val - Leu 

Le peptide P-3 est obtenu par purification de la fraction 3 par éleetro- 

phor6se préparative s u r  papier à pH 3,6 . 
Composition 
-------- 

Gly , Ala , Val , Leu 

1,05 0,93 0,99 1,02 

Dansylamino-acide NH2 -terminal 
-------------------- DNS - Ala 



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

2 cycles de dégradation de Edman, avec identification directe des dérivés 

PTH- libérés, ont permis d'établir la  séquence NH2-terminale du peptide P-3 : 

Ala - Gly. La position COOH-terminale du résidu de leucine découle de la 

spécificité majeure de la pepsine. 

Le peptide P-3 recouvre les séquences COOH-terminales des peptides 

chymotrypsiques Ch-3-2-B et  Ch-3-3 : 

Ch-3-3 < Ch-3-2 -B ______) 

< 
- Leu - Ala - Ala - Gly - Val - Leu'- 

Le peptide P-4 est obtenu pur dans la fraction 4. 

Composition 
-------- 

Gly , Val , Leu 

Dansylamino-acide NH2 -terminal 
---  ----------- 

DNS - Gly 

Un seul cycle de dégradation de Edman, suivi de la dansylation du 

peptide résiduel, a permis d'établir la séquence du peptide P-4 : Gly - Val - Leu. 

Le peptide P-4 recouvre la séquence COOH-terminale du peptide P-3. 

L'ensemble des données fournies par  l'étude des peptides 

P-11 et P-3, et de leurs dérivés P-12 et  P-4, nous permet d'établir les 

recoupements suivants : 

Ser - Ile - Arg - Arg - Leu - Leu - Ala - Ala - Gly - Val - Leu 
71 > < 81 ) 

P-11 P -4 



l'epli de 1'- 9 (résidus 82 à. 93) 

Lys - Gln - Thr - Lys - Gly - Val - Gly - Ala - Gly - Ser - Ser - Phe - 
Peptide P-8 (résidus 82 il 93) 

Lys - Glu - Thr - Lys - Gly - Val - Gly - Ala - Gly - Ser - Ser - Phe - 

Peptide P-5-A (résidus 85 à 88) 

Lys - Gly - Val - Gly 

Le peptide P-9, élu6 dans la fraction 9, est purifié par  électrophorèse 

préparative sur papier à pH 3,6 . 
Composition 
---- --- 

Thr , Ser , Glu , Gly , Ala , Val , Phe , Lys 

0,67 1,58 1,39 3,42 1,15 1,lO 0,91 1 ,88  

di - DNS - Lys 

Le peptide P-8 est obtenu pur dans la fraction 8. 

Composition 
-------- 

Thr , Ser , Glu , Gly , Ala , Val , Phe , Lys 

Dans ylamino -acide NH2 -terminal 
-------------------- 

di - DNS - Lys 

Les peptides P-8 et P-9 renferment l'unique résidu de 

phénylalanine présent dans la molécule d'histone H 5 . 
Ils ont la même composition en acides aminés, et un résidu 

de lysine en poBition hX2 -terminale. 

Leur séquence en acides aminés a éte déduite de la séquence 

des peptides chymotrypsiques Ch-10-A-1 et Ch-12, auxquels ils correspondent. 



Leur différence d'élution de la colonne de Chromobeads Y 

(fractions 8 et 9) s'explique de la même façon que pour les peptides Ch-10-A-1 

L'obtention du peptide P-8 resulte d'une désamidation partielle 

du résidu de glutamine en position 83. 

Cette désamidation, en faisant apparaître un r6sidu d'acide 

glutamique, confEre au peptide P-8 un caractère plus acide que le peptide P-9 

et explique ainsi son élution plus précoce de la colonne. 

Le peptide P-5-A est localisé dans la fraction 5 avec le peptide P-5-B, 

dont il est séparé en électrophorèse préparative sur papier à pH 3,6 . 

Gly , Val , Lys 

1,84 1,14 1,02 

di - DNS - Lys 

Dégradation de Edman 
-------------- 

2 cycles de dégradation de Edrnan, en couplage avec la methode de 

dansylation, ont suffi pour 6tablir la séquence du peptide P-5-A : 

Lys - Gly - Val - Gly. 

Le peptide P-5-A recouvre partiellement la séquence du peptide P-9 

et son obtention résulte de la coupure d'une liaison Thréonyle (Thr - Lys) 

par la pepsine : 
84 85 

O 

Lys - Gln - Thr - Lys - Gly - Val - Gly - Ala - Gly - Ser - Ser - Phe 
82 93 

< 
P-5-A 

> 



VI. D I S C U S S I O N  

Le résidu de phénylalanine, les trois résidus de tyrosine et 

les huit résidus de leucine, présents dans l'histone H5, constituent autant de 

sites potentiels majeurs pour l'action de la pepsine. La spécificitb de cette 

endopeptidase s'est révélée beaucoup plus étroite que celle de la  chymotrypsine. 

L'étude des peptides pepsiques du fragment NB-4 (résidus 

59 à 185) nous a permis d'en recouvrir totalement la séquence (Tableau 

WI). La plupart des sites majeurs de clivage par la pepsine ont bté identi- 

fiés. Cependant, les liaisons Leu-Leu, Leu-Ala et Leu-Ala ont résiste 

l'action de l'enzyme. 75 76  76 77 95 96 

L'obtention des peptides P-5-B, P-6 et P-4 reeulte de l'hydro- 

lyse par la pepsine d'une liaison leucyle : Leu-Gln, Leu-Ser et Leu-Lys. 
66 67 70 71 81 82 

L'obtention des peptides P-12 et P-11 résulte de, l'hydrolyse 

par la pepsine des liaisons Ala-Ala et Alla-Gly. 
77 78 7 8  7 9  

Quatre autres liaisons ont été coupées : les liaisons Gly-His, 

IIis-Asn, Thr-Lys et Gly-Ala. 
62 63 84 85 88 89 

Ces liaisons sont plutôt des sites mineurs pour l'action de 

la pepsine. 

Mais, le résultat essentiel de la méthode d'hydrolyse par la 

pepsine, est l'obtention du peptide - P x de 92 résidus (résidus 94 à 185), qui 





recouvre la partie COOH-terminale de la proteine. 

Ce peptide est obtenu avec un rendement supérieur à 80 %, 

5 partir de l'histone native ou de son fragment NB-4. Son isolement constitue 

une étape déterminante dans l'étude de la partie COOH-terminale de 

l'histone Hg . 

L'hydrolyse trypsique du peptide P x, après blocage des 

résidus de lysine par succinylation, a fourni un certain nombre de longs pep- 

tides qui ont permis d'établir des recoupements avec les peptides trypsiques 

et thermolysiques de la protéine. 

L'avantage de la succinylation résidait dans l'obtention d'un 

nombre restreint de peptides, de caractère acide, facilement séparables sur  

résine Chromobeads P. 

Toutefois, cette methode possède quelques inconv6nients, qui 

nous ont fortement gênée dans l'étude des peptides. 

Les trois résidus de valine, présents dans le peptide Px, 

n'ont pu être identifiés avec certitude. 

L'action des carboxypeptidases A, B et C est limitée par la 

présence d'un résidu de lysine &-succinylé. 

Par  contre, nous avons mis en évidence le  dérivé dansylé et 

le dérivé PTH- de 1' .€ -succinyl-lysine, ainsi que 1' O(-succinyl-arginine. 

Les deux fractionnements par chromatographie d' échange d'ions, 

réalisés sur l'hydrolysat trypsique du peptide Px succinylé, préparé à partir 

du fragment NB-4 ou de l'histone H , ne sont pas rigoureusement identiques. 

L'étude des peptides témoigne d'une succinylation incomplète, qui se  traduit 

par la coupure de liaisons lysyle par la trypsine. 



Très surprenante, enfin, est l'obtention du peptide Pro-Arg 

(peptides P xl -Ts-13 et P x2-Ts-14), après hydrolyse trypsique. Un peptide 

identique a également été identifié dans l'hydrolysat trypsique de la protéine 

maléylee. Ce résultat suggère l'existence d'une conformation spatiale parti- 

culière dans cette région, qui faciliterait l'action de l'enzyme. 

En conclusion, l'hydrolyse pepsique se révèle d'un très grand 

intérêt pour la détermination de la séquence de la partie COOH-terminale de 

l'histone H g  (résidus 112 à 185). La coupure de l'unique liaison phénylalanyle 

présente dans la molécule (Phe - Ar ) , libère un peptide de 92 résidus, 
93 2 

le peptide Px,  situé en position COOH-terminale de la proteine, qui constituera 

désormais notre matériel de base. 

Les résultats partiels fournis par l'hydrolyse trypsique de ce 

peptide, après succinylation, confirment ceux obtenus par hydrolyse trypsique 

de la protéine maléylée. Certains de ces résultats n'ont pas encore pu être 

exploit6s totalement. Citons en particulier, les longs peptides P x -Ts-2 -A, 

Pxl-Ts-4 et Px2-Ts-2, qui renferment des résidus d'alanine, de thréonine et 

de valine, accessibles à l'action de la thermolysine. 

Cependant, ces résultats ne peuvent être que très limies, en 

raison de la présence de résidus d' E-succinyl-lysine, et de la succinylation 

incomplète du peptide Px. 

Si la trypsine et la thermolysine possèdent souvent le même site 

de coupure (Lys-Ala ; Arg-Ala), une hydrolyse très courte du peptide P x  

par la thermolysine devrait nous permettre d'obtenir de longs peptides et d'éta- 

blir ainsi les recoupements nécessaires à la détermination de la séquence com- 

plète de l'histone H g .  C'est dans ce but, que nous envisageons également 

d'utiliser la thrombine, qui pourrait couper les liaisons Lys-Pro (CHAPMAN 

et al 197 6), et l'élastase, spécifique des liaisons hydrophobes. - 7  
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