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1 NTRODUCTI ON 



L a  dé te rmina t ion  de l a  s t r u c t u r e  p r i m a i r e ,  ou enchalne- 

ment des  ac ides  aminés d ' u n e  p r o t é i n e  es t  une é t a p e  n é c e s s a i r e  

à l a  compréhension de son r ô l e  b io log ique .  

L e s  phénomènes du v i v a n t  se t r a d u i s e n t  t o u j o u r s  en termes 

d ' i n t e r a c t i o n s  mo lécu la i r e s .  D è s  l o r s  l a  b i o l o g i e  se prolonge 

p a r  l a  biochimie e t  c e l l e - c i  exp l ique  au niveau molécu la i r e  l e s  

phénomènes du monde v i v a n t  : e l l e  les exp l ique  p a r  l ' é t u d e  c h i -  

mique des  c o n s t i t u a n t s  c e l l u l a i r e s ,  s c r u t e  l e u r s  formes, ana- 

l y s e  l e s  i n t e r a c t i o n s  de l e u r s  a r c h i t e c t u r e s .  Les p r o t é i n e s ,  

macromolécules b io log iques  n 'échappent  p a s  à c e t t e  i n v e s t i -  

g a t i o n .  

Dans l a  v i e  c e l l u l a i r e ,  l e s  p r o t é i n e s  a s s u r e n t  l e s  fonc-  

t i o n s  les p l u s  d i v e r s e s  e t  l e s  p l u s  e s s e n t i e l l e s :  

- E l l e s  forment les s t r u c t u r e s  des  o r g a n i t e s  c e l l u l a i r e s  

(noyau, membranes, ribosomes, s q u e l e t t e  c e l l u l a i r e  ...) 

- E l l e s  r é a l i s e n t  les fonc t ions  métabol iques  (anabolisme, 

ca tabol i sme,  r e s p i r a t i o n  c e l l u l a i r e )  e t  e f f e c t u e n t  t o u s  

l e s  t r a n s p o r t s  mernbranaires (dans  l a  c e l l u l e  e t  de cel- 

l u l e  à c e l l u l e )  . 
- E l l e s  c o n t r i b u e n t  à 1 ' expres s ion  de 1 ' i n £  ormation géné- 

t i q u e  en  a s s u r a n t  l e  renouvellement des a c i d e s  n u c l é i -  

ques ,  l e u r s  l e c t u r e s  e t  t o u t e s  l e s  é t apes  de l a  syn- 

t h è s e  p r o t é i q u e .  



Un rap ide  i n v e n t a i r e  des  a c t i v i t é s  des  p r o t é i n e s  f a i t  

p r e s s e n t i r  qu 'une grande p a r t  de s  ques t ions  q u ' e l l e s  s u s c i -  

t e n t ,  r e c e v r a  un début  de réponse p a r  l ' é t u d e  de l e u r  s t r u c -  

t u r e  chimique. La connaissance de c e t t e  s t r u c t u r e  chimique 

appor te  un complément d ' i n fo rma t ion  n é c e s s a i r e  à l a  p l e i n e  

e x p l o i t a t i o n  des  données f o u r n i e s  p a r  l ' u t i l i s a t i o n  des  c a l -  

c u l s  de p r é d i c t i o n  de s t r u c t u r e  s econda i r e ,  e t  l ' a n a l y s e  des  

c r i s t a u x  de p r o t é i n e s  ( l o r s q u e  l ' o n  peu t  les o b t e n i r )  p a r  l a  

d i f f r a c t i o n  des  rayons X.  

Dans l a  pé r iode  q u i  a s u i v i  l a  seconde g u e r r e  mondiale, 

les techniques  de dé te rmina t ion  de l a  séquence des  p r o t é i n e s  

s e  s o n t  développées grâce  à l a  mise au p o i n t  du dosage des  

a c i d e s  aminés de MOORE e t  STEIN ( 3 2 ) ,  à l ' u t i l i s a t i o n  des  

nouveaux suppor t s  de chromatographie d 'échanges  i on iques  e t  

de phase l i q u i d e  s u r  p a p i e r  (MOORE e t  co11.) ( 4 6 )  . 
SANGER (53)  p a r  l a  t echnique  de l a  d i n i t r o p h é n y l a t i o n  

du r é s i d u  a-NH2 d 'une cha ine  p r o t é i q u e  ou d 'un p e p t i d e  r é a l i -  

se 1' i d e n t i f i c a t i o n  de 1' a c i d e  aminé NH2-terminal. C e t t e  t ech-  

nique permet a u s s i  de dé te rminer  l e  nombre de cha înes  poly- 

pep t id iques  d 'une molécule. Bien que longue e t  f a s t i d i e u s e  

c e t t e  t echnique  l u i  pe rme t t r a  de mener à b ien  l a  dé te rmina t io i '  

de l a  séquence de l ' i n s u l i n e ,  t r a v a i l  récompensé p a r  son pre-  

m i e r  p r i x  Nobel en 1950 .  Doué d 'une  p rod ig i euse  r i c h e s s e  i n -  

ven t ive  en  même temps que d ' un  sens  p r a t i q u e  h o r s  du commun 

pour l a  mise en  oeuvre de s e s  i d é e s ,  SANGER r e c e v r a  un second 

p r i x  Nobel pour l a  dé t e rmina t ion  de l a  séquence des  a c i d e s  nu- 

c l é i q u e s  e n  1 9 7 7 .  



Le p r i n c i p e  de l a  dégrada t ion  r é c u r r e n t e  des  a c i d e s  

aminés d 'une  p r o t é i n e  à p a r t i r  de l ' e x t r é m i t é  NHs-terminale 

a  é t é  i nven té  p a r  l e  suédois  Pehr V i c t o r  EDMAN (1916-1977) 

en 1 9 5 0  avec l ' e m p l o i  du phényl i so th iocyana te  e t  l a  format ion  

d 'une  a n i l i n o - t h i a z o l i n o n e  "composé chimique c l e f "  de  l a  dé- 

g rada t ion  en t r o i s  é t a p e s  : couplage,  c y c l i s a t i o n  e t  conver- 

s i o n .  C e t t e  découver te  g é n i a l e  s e  p r é t a i t  à l ' a u t o m a t i s a t i o n  

q u i  p e r f e c t i o n n a i t  l e  rendement de  chaque é t ape  de l a  dégra- 

d a t i o n  p a r  l a  p r é c i s i o n  des  o p é r a t i o n s  s t a n d a r d i s é e s  p a r  l a  

machine. Cela f u t  r é a l i s é  en  1 9 6 7  avec l a  na i ssance  du premier  

séquenceur Beckman en phase l i q u i d e  concep tua l i s é  p a r  EDMAN 

e t  BEGG. 

Depuis l o r s , l e  p r i n c i p e  de c e t t e  dég rada t ion  n ' a  pas  

é t é  fondamentalement changé. Cependant, de s  mod i f i ca t ions  

v i s a n t  à l a  f o i s  à augmenter l e  nombre de r é s i d u s  i d e n t i f i a -  

b l e s  e t  à diminuer  les q u a n t i t é s  de p r o t é i n e  (ou de p e p t i d e )  

e t  de r é a c t i f s  n é c e s s a i r e s  pour l a  séquence o n t  é t é  p rogres -  

sivement i n t r o d u i t e s .  C ' e s t  a i n s i  que l ' ensemble  des  opéra- 

t i o n s  de  l a  dégrada t ion  au tomat i sée  b é n é f i c i e  de l ' u t i l i s a -  

t i o n  de r é a c t i f s  d 'un h a u t  degré  de p u r e t é ,  permet tan t  d ' é v i -  

t e r  les oxydat ions  ou r é a c t i o n s  chimiques annexes p r é j u d i c i a -  

b l e s  au rendement d ' o b t e n t i o n  de 1 ' a n i l i n o - t h i a z o l i n o n e  . L ' u t i -  

l i s a t i o n  de "mainteneurs" a  permis une m e i l l e u r e  adhésion du 

f i l m  p ro t é ique  s u r  l a  p a r o i  de l a  coupe l l e .  

P a r  a i l l e u r s ,  l a  coupe l l e  q u i  c o n s t i t u e  l ' é l é m e n t  essen-  

t i e l  du séquenceur ,  a  é t é  r e d e s s i n é e  e t  son a r c h i t e c t u r e  adap- 

t é e  à l a  mécanique des  f l u i d e s  r é a c t i f s .  



La conversion automatique de l'anilino-thiazolinone en 

phénylthiohydantofne contribue à limiter la dégradation de 

ce dérivé instable en réalisant sa transformation dès son ex- 

traction. 

Une amélioration essentielle a également été apportée 

avec la quantification des PTH-AA qui permet le calcul du 

rendement de chaque étape et même la dégradation de deux pep- 

tides simultanément pourvu que leurs concentrations soient 

suffisamment différentes. C'est là que l'apport de la chroma- 

tographie en phase gazeuse et surtout de la chromatographie 

liquide haute performance s'est révélé décisif en permettant 

une identification certaine de tous les PTH-AA en même temps 

que leur dosage. Enfin, l'avènement des microprocesseurs a 

permis de réaliser une coordination et une reproductibilité 

parfaite des différentes étapes de l'automatisation. 

Un autre aspect des possibilités d'amélioration de la 

séquence des protéines est illustré par l'emploi du marquage 

avec des isotopes radioactifs de la protéine lors de sa bio- 

synthèse. Les possibilités de l'identification sont rendues 

plus sélectives et plus sensibles par le dosage des PTH-AA 

radioactives formées. 

Dans un premier chapitre, notre travail décrira les bases 

de la réaction chimique dlEDMAN et les principes des séquen- 

ceurs utilisés à ce jour. Nous aborderons cette question en 

insistant sur les particularités de la chimie de la réaction 



dgEDMAN, q u i  do iven t  r e t e n i r  t o u t e  n o t r e  a t t e n t i o n  pour 

o b t e n i r  un rendement d ' é t a p e  optimum de 96 à 99 p.100, fac-  

t e u r  c l e f  pour r é a l i s e r  un nombre de  c y c l e s  maximum. 

Dans l e  c h a p i t r e  II nous d é c r i r o n s  les mod i f i ca t ions  

que nous avons appor t ée s  au séquenceur dans n o t r e  l a b o r a t o i r e ,  

e n  p a r t i c u l i e r  l e  système de l a  convers ion automat ique des 

t h i a z o l i n o n e s  d ' a c i d e s  aminés. Une é tude  c r i t i q u e  de  c e t t e  

mod i f i ca t ion  majeure nous pe rme t t r a  de f a i r e  r e s s o r t i r  les 

avantages  e t  les inconvénien ts  de c e t t e  o p é r a t i o n .  

P u i s  nous examinerons dans l e  c h a p i t r e  III les méthodes 

d ' i d e n t i f i c a t i o n  des  PTH-AA en montrant  l ' a p p o r t  des  t echni -  

ques  r é c e n t e s  q u i  pe rme t t en t  a u s s i  l e  dosage des  PTH-AA. 

L e  c h a p i t r e  I V  t r a i t e r a  des  t r avaux  de  séquence que 

nous avons effectués s u r  des  s u b s t r a t s  p r o t é i q u e s  v a r i é s  e t  

nous pe rme t t r a  de f a i r e  r e s s o r t i r  l e s  a d a p t a t i o n s  n é c e s s a i r e s  

imposées p a r  l a  n a t u r e  chimique des  p r o t é i n e s  é t u d i é e s  afi .n 

d ' o b t e n i r  une e f f i c a c i t é  optimum de l ' a p p a r e i l  c o n c r é t i s é e  p a r  

un nombre de c y c l e s  de dég rada t ion  l e  p l u s  é l e v é  p o s s i b l e .  



CHAPITRE 1 

LA DEGRADATI ON D'EDMAN 
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Les protéines et les peptides sont constitués d'un en- 

chainement d'acides aminés reliés entre eux par une liaison 

particulière : la liaison peptidiqùe. La chaîne peptidique 

est représentée par le schéma suivant : 

N H 2 - C H - C - N H - C H - C - - - - - -  N H - C H - C - N H - C H - C - O H  
I l I I Il I I I  I I I  

R 1  O R2 O  Rn-1 O R n  O 

Acide aminé 
N-terminal 

Acide aminé 
C-terminal 

Il existe différentes méthodes qui permettent de déter- 

miner la séquence en acides aminés d'un peptide ou d'un poly- 

peptide à partir de son extrémité N-terminale à condition que 

la fonction a-aminée ne soit pas bloquée. 

Ces méthodes sont soit enzymatiques, soit chimiques. 

Nous rappellerons simplement que les méthodes enzymatiques font 

appel aux exopeptidases suivantes : 

- La leucine aminopeptidase et l'aminopeptidase M (isolées 

du rein de Porc) décrites par LIGHT (44) : ces deux enzymes 

libèrent des acides aminés. 

- La dipeptidyl aminopeptidase 1 (Cathepsin C) (isolée de 
la rate de Boeuf) décrite par Mc DONALD (45) qui libère des 

dipeptides. 

En ce qui concerne les méthodes chimiques, il n'existe 

véritablement qu'une seule méthode de base - c'est la méthode 



récurrente d'EDMAN (18,19) décrite en 1950 et qui a subi depuis 

un certain nombre de modifications ou d'adaptations - mais le 
principe et les réactions chimiques restent fondamentalement 

les mêmes. 

Cette méthode est dite récurrente car elle permet d'en- 

lever les acides aminés un par un à partir de l'extrémité N- 

terminale sans détruire les autres liaisons peptidiques. Le 

schéma des différentes réactions chimiques qui interviennent 

au cours d'un cycle de dégradation est présenté dans la 

figure 1. 

Cette méthode consiste à faire réagir, à 57OC, le phé- 

nylisothiocyanate avec la fonction a-aminée libre de la chaîne 

peptidique (réaction de couplaqe). Le composé obtenu est le 

phénylthiocarbamylpeptide qui en milieu acide fort anhydre 

donne la chaîne peptidique résiduelle amputée d'un acide aminé 

et un composé instable : la 2-anilino-5-thiazolinone d'acide 

aminé (réaction de clivage). Cette 2-anilino-5-thiazolinone 

d ' acide aminé est ensuite convertie à chaud en milieu 

acide dilué, en un dérivé plus stable : la phénylthiohydan- 

tolne d'acide aminé (réaction de conversion). A la fin d'un 

cycle de dégradation, le peptide résiduel peut réagir avec le 

phénylisothiocyanate tandis que la phénylthiohydantoïne de 

l'acide aminé est identifiée par différentes méthodes essen- 

tiellement chromatographiques qui seront exposées dans le 

troisième chapitre de cette thèse. 

La méthode de dégradation d'EDMAN peut être employée 

soit manuellement, soit automatiquement. 



I Couplage 

R 

Phénylthiocarbamyl- (PTC) pept ide  

II Clivaqe 

III Conversion 

mil i eu  anhydre 1 H+ 

mi l i eu  aqueux 

C6H5 - N- C - S  
I I 

I 
R 

FIGURE 1 SCHEMA DES REACTIONS INTERVENANT AU COURS DES 

DIFFERENTES ETAPES DE LA DEGRADATION D'EDMAN. 



1 - 1 LES DIFFERENTES METHODES MANUELLES 

L e  f a c t e u r  l i m i t a n t  de l a  méthode de dég rada t ion  

dlEDMAN est  l 'oxygène.  C ' e s t  un f a c t e u r  p a r t i c u l i è r e m e n t  

important  dans l e  déroulement d e s  o p é r a t i o n s  de dégrada- 

t i o n  manuelle.  En e f f e t ,  l a  p résence  d'oxygène provoque 

une d é s u l f u r a t i o n  oxydat ive  du groupe phénylthiocarbamyl- 

pep t ide  e t  il en  r é s u l t e  à p l u s  ou moins brève échéance 

un blocage de l a  r é a c t i o n .  C e t t e  méthode manuelle es t  m i s e  

en oeuvre  dans un tube  conique sous atmosphère d ' a z o t e  mais 

l e s  r i s q u e s  de  c o n t a c t  avec l 'oxygène de l ' a i r  n e  peuvent 

ê t r e  t o t a l emen t  é c a r t é s  au cou r s  des  manipula t ions .  La réac-  

t i o n  de couplage e s t  r é a l i s é e  pendant 40 minutes à 55OC en 

tampon d iméthyla l ly lamine  (DMAA) 0.8M a j u s t é  à p H  9 . 5  avec 

l ' a c i d e  a c é t i q u e .  En f i n  de couplage,  l ' e x c è s  de  phényl iso-  

t h iocyana te  (PITC) e t  les d é r i v é s  seconda i res  formés ( a n i -  

l i n e ,  phényl th iourée ,  d iphény l th iou rée )  s o n t  e x t r a i t s  p a r  l e  

benzène. La r é a c t i o n  de  c l i v a g e  es t  e n s u i t e  e f f e c t u é e  à 55OC 

pendant 7 minutes p a r  l ' a c i d e  t r i f l u o r o a c é t i q u e  anhydre.  La 

2-anilino-5-thiazolinone d ' a c i d e  aminé (ATZ-AA) formée e s t  

a l o r s  e x t r a i t e  pu i s  c o n v e r t i e  à 80°c pendant 10 minutes ,  en  

mi l i eu  a c i d e  ch lorhydr ique  I N ,  en  un d é r i v é  s t a b l e  : l a  

phényl thiohydantoïne d ' a c i d e  aminé (PTH-AA) . D i f f é r e n t e s  va- 

riantes de c e t t e  méthode de dég rada t ion  dlEDMAN p r é s e n t é e s  

dans l a  f i g u r e  2 s o n t  également. u t i l i s é e s .  



Identification directe 
/des PTH-AA 

Couplage avec la 
ansylation 

Dégradation dlEDMAN 

Utilisation du PITC en 
association avec le DABITC 

\ La methode dite 
soustractive 

FIGURE 2 LES VARIANTES DE LA DEGRADATION D'EDMAN 



1 - 1-1 Dégradat ion dfEDMAN couplée  à l a  d a n s y l a t i o n  ( 2 7 )  

C e t t e  méthode d o n t  les d i f f é r e n t e s  é t a p e s  s o n t  schéma- 

t i s é e s  dans  l a  f i g u r e  3 f a i t  r é a g i r  l e  c h l o r u r e  de  l ' a c i d e  

d iméthy l  amino-1-naphtalène-5-sulfonique ( c h l o r u r e  de  dan- 

s y l e )  avec l a  f o n c t i o n  a-aminée l i b r e  de  l ' a c i d e  aminé s i t u é  

en  p o s i t i o n  N-terminale.  L e  d a n s y l  p e p t i d e  obtenu l i b è r e  p a r  

hydro lyse  a c i d e  un dansy l  amino-acide q u i  e s t  f l u o r e s c e n t  en  

lumière  u l t r a v i o l e t t e .  

Simultanément,  l a  p r o t é i n e  es t  soumise à l a  d é g r a d a t i o n  

dlEDMAN. A l a  f i n  d e  chaque c y c l e ,  une f r a c t i o n  a l i q u o t e  de  

l a  p r o t é i n e  ou du p e p t i d e  r é s i d u e l  es t  p r é l e v é e  pour  l a  réac-  

t i o n  avec  l e  c h l o r u r e  de  dansy l e .  

L ' i n t é r ê t  de  cette t echn ique  r é s i d e  dans  l e  f a i t  qu 'une  

t r è s  f a i b l e  q u a n t i t é  de p r o t é i n e  ou de  p e p t i d e  ( 2 0  à 50 nano- 

moles) s u f f i t  pour dé t e rmine r  l a  séquence.  

1 - 1 - 2  La méthode dlEDMAN s o u s t r a c t i v e  

Dans cet te  méthode p r é s e n t é e  dans  l a  f i g u r e  4 ,  l e  pep- 

t i d e  e s t  soumis à l a  dég rada t i on  d'EDMAN. A l a  f i n  d e  chaque 

c y c l e ,  une f r a c t i o n  a l i q u o t e  du  p e p t i d e  r é s i d u e l  e s t  p r é l e v é e  

e t  e s t  soumise à une hydro lyse  t o t a l e  ac ide .  
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Peptide (n r é s idus  AA) 

Peptide (n-1 ré s idus  AA) 

Hydrolyse t o t a l e  acide-Composition en ac ides  
aminés e t  i d e n t i f i c a -  
t i o n  de l ' a c i d e  aminé 
enlevé au cours  du l e r  

Dégradation cycle  de dégradat ion,  
par  comparaison avec 
l a  composition en ac ides  
aminés du pep t ide  i n i t i a l  

Peptide (n-2 r é s idus  AA) 

FIGURE 4 LA METHODE DE DEGRADATION SOUSTRACTIVE 



On détermine alors la composition en acides aminés du 

peptide résiduel et par comparaison avec la composition en 

acides aminés du peptide initial, on en déduit l'acide aminé 

qui a été enlevé au cours de la dégradation. 

Cette méthode est comme la précédente assez sensible, 

mais son inconvénient majeur est sa durée. En effet, l'hydro- 

lyse acide totale demande 24 heures et la détermination de la 

composition en acides aminés 3 heures. 

1 - 1-3 Méthode dlEDMAN modifiée utilisant le 4-NN-diméthyl- 

aminoazobenzène 4 ' -isothiocyanate (DABITC) (12) 

Les différentes étapes de la dégradation au DABITC sont 

présentées dans la figure 5. 

Afin d'éviter l'emploi d'une température très élevée 

(75°C) nécessaire à un couplage de 100 p.100 du résidu N-ter- 

minal du peptide, mais néfaste à la stabilité du DABITC, cette 

méthode comporte deux couplages à 50°C. L'un est réalisé avec 

le DABITC tandis que l'autre se fait avec le PITC. 

L'identification des DABTH-AA formés est effectuée soit 

en chromatographie bidimensionnelle sur couche mince sur pla- 

que de polyamide de 2,5x2,5cm (12), soit en chromatographie 

liquide à haute performance sur colonne RP8 (Kanuer) à 40°C 

équilibrée en tampon acétate de sodium 8 mM, pH 5.0avec un 

gradient linéaire de 60 à 85 p.100 de méthanol à 90 p.100 (13). 
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FIGURE 5 SCHEMA DES DIFFERENTES ETAPES DE 

LA DEGRADATION AU DABITC-PITC 



L ' i n t é r ê t  de c e t t e  méthode de  dégrada t ion  est q u ' e l l e  

augmente de  10 à 20 f o i s  l a  s e n s i b i l i t é  des  méthodes manuel les .  

E l l e  p r é s e n t e  t o u t e f o i s  un inconvénien t  non n é g l i g e a b l e  : les 

témoins DABTH-AA ne s o n t  pas  commercia l isés ,  il f a u t  de  ce  

f a i t  l e s  s y n t h é t i s e r  e t  l ' o n  a  a l o r s  des  problèmes de  s t a b i -  

l i t é  des  DABTH-AA en m i l i e u  a c i d e .  

Toutes ces méthodes manuelles de  dégrada t ion  d'EDWIN 

p r é s e n t e n t  incontes tab lement  d e s  avantages  q u i  s o n t  : 

- l a  f a i b l e  q u a n t i t é  de p r o t é i n e  ou de  pep t ide  n é c e s s a i r e .  

- l a  p o s s i b i l i t é  de  dégrader  p l u s i e u r s  p e p t i d e s  en même 

temps. 

- e n f i n ,  c ' e s t  une technique  i r r emplaçab le  pour dé te rminer  

l a  séquence en a c i d e s  aminés des  p e p t i d e s  c o u r t s .  

E l l e s  p r é s e n t e n t  a u s s i  quelques  inconvénien ts ,  q u i  ce- 

pendant ne f o n t  pas o u b l i e r  l e s  avantages ,  e t  que l ' o n  peu t  

é l imine r  en p a r t i e  : 

- l a  d i f f i c u l t é  de p r é s e r v e r  l e  m i l i e u  r é a c t i o n n e l  de  

t o u t  c o n t a c t  avec l 'oxygène de l ' a i r .  

- l a  longueur  de l a  méthodologie. On peu t  en e f f e t  e f f e c -  

t u e r  2 à 3 c y c l e s  de dég rada t ion  au maximum p a r  j ou r .  O n  

r i s q u e  a i n s i  de v o i r  s e  t r ans fo rmer  l a  g lutamine en a c i d e  

pyroglutamique,  ce  q u i  a pour e f f e t  de  b loque r  l a  dégra- 

d a t i o n  d'EDMAN. 

T o u t e f o i s ,  l e  manque de r a p i d i t é ,  p a r  r a p p o r t  aux métho- 

des  au toma t i s ées ,  e s t  compensé p a r  l a  p o s s i b i l i t é  de  dégrader  

p l u s i e u r s  p e p t i d e s  en même temps. 



1 - 2 LES METHODES AUTOMATISEES DE LA DEGRADATION D'EDMAN 

La d é g r a d a t i o n  automat ique  d'EDMAN est e f f e c t u é e  s o i t  

en  phase l i q u i d e ,  s o i t  s o l i d e ,  s o i t  gazeuse .  

L e s  avan t ages  de l ' a u t o m a t i s a t i o n  d e  l a  t e c h n i q u e  r é s i -  

d e n t  dans  l e  c o n t r ô l e  r i gou reux  d e s  c o n d i t i o n s  d e  l a  dégrada- 

t i o n  ( l a  d é g r a d a t i o n  est  e f f e c t u é e  constamment sous  atmosphère 

i n e r t e  d ' a z o t e ,  les r é a c t i f s  e t  les  s o l v a n t s  u t i l i s é s  s o n t  eux 

a u s s i  m i s  s ous  a z o t e  a v a n t  l e u r  e m p l o i ) .  D e  p l u s ,  l a  t e chn ique  

es t  r a p i d e  (un c y c l e  de  d é g r a d a t i o n  d u r e  e n  moyenne 7 5  m i n u t e s ) ,  

e t  l ' a p p a r e i l  t r a v a i l l e  24 h e u r e s  s u r  24. 

Nous nous a t t a r d e r o n s  t o u t  d ' a b o r d  s u r  l a  méthode de  

d é g r a d a t i o n  réalisée e n  phase  l i q u i d e .  

1 - 2-1 L e  séquenceur  e n  phase  l i q u i d e  

C e t  a p p a r e i l  q u i  es t  s chéma t i s é  dans  l a  f i g u r e  6 est 

composé d e  compart iments  p i l o t é s  p a r  un p u p i t r e  de  commande : 

- l a  c o u p e l l e  d e  r é a c t i o n  

- l e  sys tème de  v i d e  

- l e  compart iment  r é a c t i f s  e t  s o l v a n t s  

- l a  d i s t r i b u t i o n  d ' a z o t e  

- l e  c o l l e c t e u r  de  f r a c t i o n s .  

L ' a p p a r e i l  s u r  l e q u e l  nous avons e f f e c t u é  nos t r a v a u x  

es t  l e  séquenceur  Beckman 890  C q u i  est p r é s e n t é  dans  l a  f i g u r e  

7 ,  e t  q u i  es t  l e  s e u l  séquenceur  en  phase l i q u i d e  e x i s t a n t  s u r  

l e  marché. 



FIGURE 6 SCHEMA SIMPLIFIE DU SEQUENCEUR BECKMAN 890 C 

@ = électro-vanne à 2 voies  

@ = électro-vanne à 3 voies  

@ = manomètre 

= r égu la teu r  





FIGURE 7 LE SEQUENCEUR BECKMAN 890 C 





1 - 2-1-1.. Description de l'appareil 

La coupelle de réaction dans laquelle la protéine ou 

le peptide à dégrader est déposé sous forme d'un film mince 

et homogène constitue véritablement le "coeur" du séquenceur 

où vont se dérouler les différentes étapes d'un cycle de 

dégradation : 

- Dépôt dans la coupelle de protéine ou de peptide à 

dégrader 

- Couplage avec le phénylisothiocyanate (PITC) 
- Elimination de l'excès de réactifs et des sous-produits 

de la dégradation 

- Clivage avec l'acide heptafluorobutyrique (HFBA) 

- Extraction de la 2-anilino-5-thiazolinone d'acide aminé 

(ATZ-AA) 

La coupelle de réaction dont le schéma est présenté 

dans la figure 8 est un cylindre de verre épais, dont les pa- 

rois internes sont polies optiquement, le plus petit défaut 

de surface pouvant provoquer une irrégularité du film protéi- 

que. A l'intérieur du cylindre de verre, on remarque un léger 

décrochement qui est appelé "undercut". Ce surplomb a pour 

but d'éviter, de manière mécanique, l'élimination de la pro- 

t6ine ou du peptide lors des lavages par le benzène. 

Elle est animée d'un mouvement de rotation, et peut tour- 

ner soit a 1000 touss/minute, soit à 1500 tours/minute. 



V i d e  N 2  
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FIGURE 8 SCHEMA S I M P L I F I E  DE LA COUPELLE DU 
SEQUENCEUR BEEMAN 8 9 0  C 



La coupelle est située dans une enceinte chauffée à 

5 7 ' ~ .  Le chauffage et la régulation sont assurés par un ther- 

mocouple. On peut à l'intérieur de la coupelle réaliser trois 

vides différents. Le premier est un vide très faible de l'or- 

dre de 5 Torr, le second est de l'ordre de 1 Torr, enfin le 

troisième est un vide très poussé inférieur à 100 millitorr. 

On envoie également dans la coupelle de l'azote soit pour cas- 

ser le vide avant une délivrance de réactif ou de solvant, 

soit pour conserver une atmosphère inerte dans la coupelle, ou 

pour faire un pré-séchage après une délivrance de réactif. Cet 

azote de qualité " U n  (O2 < 5 ppm volume) arrive à l'intérieur 

de la coupelle par l'intermédiaire d'un diffuseur. 

Les réactifs et les solvants nécessaires à la dégrada- 

tion sont amenés dans la coupelle par 4 tubes fins en téflon. 

Le premier est commun à la délivrance du réactif 1 (PITC) et 

du solvant 1 (benzène), le second à la délivrance du réactif 2 

et du solvant 2 et ainsi de suite. Les liquides délivrés sont 

ensuite aspirés par l'intermédiaire d'un tube en téflon appelé 

"scoop" qui s'ouvre près de la gorge de la coupelle. 

1 - 2-1-1-2 Le système de vide ------------------ 

Le vide est assuré par deux pompes Welch 1402 M à double 

étage . Le vide très faible ( <  5 Torr) est réalisé par l'inter- 

médiaire d'une vanne électromagnétique de type Skinner à deux 

voies ; celui de 1 Torr est commandé par une seconde vanne 



électromagnétique du même type que la précédente ; enfin le 

vide poussé ( <  100 millitorr) est réalisé par l'intermédiaire 

d'une vanne électropneumatique de type Bimba. Ces trois diffé- 

rentes vannes de vide travaillent successivement et à l'inté- 

rieur de la coupelle les trois entrées de vide sont séparées. 

1 - 2-1-1-3 Les réservoirs de réactifs et de solvants --_____-____--__--_---------------------- 

Les huit bouteilles de réactifs et de solvants sont si- 

tuées à l'avant de l'appareil. Les bouteilles de solvants 

sont en verre brun. Lors d'une délivrance d'un réactif ou 

d'un solvant, la bouteille désirée est d'abord mise à la 

pression atmosphérique pendant 10 secondes par l'intermédiai- 

re d'une vanne électromagnétique à deux voies, puis sous 

pression d'azote pendant 30 secondes par l'intermédiaire d'un 

autre électro-aimant. 

Ces bouteilles contiennent : 

- Le phénylisothiocyanate en solution à 5 p.100 dans le 

n-heptane 

- Le tampon de couplage : 
- Tampon quadtrol N ,  N ,  N ' , N '  ;téXta [ 2 -hydttoxyptropyR) -é.thyLCne dhmine 

2uadttaR 1 M ,  O. 33M, 0. 7M danb t e  mélange n-ptropmaLl 
eau ( 3 : 4 ,  v / v )  ajunte à pfi 9.0 avec de L'acide 

&?u~h~d~éfi<i~G!. .  

- Tampon DMAA ( diméXhyP.&yL&ne 
DMAA/n-phopanoL/eau (2:50:34, v / v / v )  ajunzé à 
p f f  9 .4  avec de L'acide acétique. 

- Tampon DMBA (diméthyLbenzyLumi~1 
DMBAln-phopanoL/eau (lO:34:40, v / v / v )  ajunzé Ù 
pH 9 .4  avec de t 'ac ide  acWyue.  

- L '  acide heptaf luorobutyrique (HFBA) 



- Le benzène 

- L ' a c é t a t e  de b u t y l e  

- Le chlorobutane dans  l e q u e l  nous a j o u t o n s  d u  d i t h i o é r y -  

t h r i t o l  à 0.0005 p.100 (p/v) q u i  a pour b u t  de  p r é s e r v e r  

les ATZ-AA de l a  d e s t r u c t i o n .  

1 - 2-1-1-4 L e s  vannes de  d é l i v r a n c e  ........................ 

Ces vannes s o n t  r é a l i s é e s  en t i è r emen t  en  t é f l o n .  Un sché- 

ma de c e l l e s - c i  e s t  p r é s e n t é  dans l a  f i g u r e  9 .  C e s  vannes s o n t  

au nombre de  q u a t r e  e t  s o n t  à deux v o i e s  c ' e s t - à - d i r e  que cha- 

cune d ' e n t r e  e l l e s  e s t  commune pour un r é a c t i f  e t  l e  s o l v a n t  

correspondant  à c e l u i - c i .  E l l e s  o n t  deux e n t r é e s  indépendantes  

e t  une s o r t i e  commune. De chaque c ô t é  du corps  de vanne, une 

membrane e t  un po in teau  en t é f l o n  commandé p a r  l ' i n t e r m é d i a i r e  

d ' u n e  vanne é lec t romagnét ique  à t r o i s  v o i e s  permet l ' écoulement  

du r é a c t i f  ou du s o l v a n t  d é s i r é  v e r s  l a  coupe l l e  de r é a c t i o n .  

Comme les vannes de d é l i v r a n c e ,  e l l e  est r é a l i s é e  e n t i è -  

rement en t é f l o n .  E l l e  e s t  commandée p a r  d e s  vannes é l e c t r o -  

magnétiques e t  permet s o i t  d ' envoyer  les s o l v a n t s  de  lavage 

(benzène,  a c é t a t e  d ' é t h y l e )  v e r s  l e  f l a c o n  r é c e p t e u r  de  d é c h e t s ,  

s o i t  d ' envoyer  l a  t h i a z o l i n o n e ,  e x t r a i t e  p a r  l e  ch lorobutane ,  

dans l e  c o l l e c t e u r  de f r a c t i o n s .  

Un système de s é c u r i t é  empêche l ' o u v e r t u r e  s imul tanée  du  

c ô t é  "é l imina t ion"  e t  du c ô t é  " c o l l e c t i o n "  de  l a  vanne. 
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FIGURE: 9 SCHEMA D'UNE VANNE DE DELIVRANCE BECKMAN 



1 - 2-1-1-6 Le collecteur de fractions .......................... 

Le collecteur est situé dans une enceinte réfrigérée à 

+ 8 ' ~ .  Il contient 88 tubes. Il est facilement démontable et 

sa rotation est assurée automatiquement à la fin de chaque 

cycle de dégradation. Cette enceinte peut être placée sous 

vide partiel ou sous atmosphère d'azote. 

1 - 2-1-1-7 Le pupitre de commande ...................... 

Ce pupitre commande par l'intermédiaire d'une bande per- 

foréettoutes les opérations de la dégradation. La durée de 

chaque étape peut aller de 1 à 999 secondes. Le nombre d'étapes 

réalisables pour un cycle de dégradation est illimité. Le dé- 

roulement de chacune d'entre elles se fait automatiquement. De 

meme, lorsqu'un cycle de dégradation est terminé, un second 

recommence automatiquement. 

Le pupitre de commande comporte trois compteurs qui 

mémorisent : 

- le nombre de cycles à effectuer 

- le nombre de cycles déjà, réalisés 
- l'étape de dégradation 2 laquelle on se trouve. 
Quand le séquenceur est en fonctionnement, des voyants 

lumineux visualisent les fonctions qui sont en cours. En outre, 

il est possible, grâce à un interrupteur à deux positions, de 

faire revenir la bande programme à une étape déterminée de la 



séquence c e c i  a f i n  d ' e f f e c t u e r  s o i t  un double couplage,  s o i t  

un double c l i v a g e .  De p l u s ,  t ous  les i n t e r r u p t e u r s  de  com- 

mande de f o n c t i o n  de l ' a p p a r e i l  s o n t  à t r o i s  p o s i t i o n s  : 

- automatique 

- manuelle 

- a r r ê t  

Au cour s  d ' un  c y c l e ,  i l s  s o n t  tous  en p o s i t i o n  automa- 

t i q u e  mais l a  commande manuelle es t  p r i o r i t a i r e  c e  q u i  per-  

met d ' i n t e r v e n i r  rapidement en c a s  de mauvaise l e c t u r e  de l a  

bande programme p a s  exemple. 

L e  séquenceur comporte également un c e r t a i n  nombre de 

s é c u r i t é s  e t  d ' i m p o s s i b i l i t é s .  

- Les s é c u r i t é s  

E l l e s  jouent  pour : 

Le maMquc d'azoie : l ' a p p a r e i l  s ' a r r ê t e  a l o r s  à l ' é t a -  

pe où il s e  t r o u v e ,  f a i t  un t r è s  f a i b l e  v ide  dans 

l a  coupe l l e  e t  met l e  co l . l ec teur  de f r a c t i o n s  sous  

v ide .  

&a coupune de coutavtt : on r e t rouve  1 ' a p p a r e i l  dans les 

mêmes cond i t i ons  que précédemment s ' i l  y a eu une 

coupure de cou ran t  s u p é r i e u r e  à I minute.  

La défivhance de héactih :il e x i s t e  à ce  n iveau  une sé-  

c u r i t é  r é g l a b l e  manuellement de  O à 2 minutes .  S i  

pour une r a i s o n  quelconque (mauvaise l e c t u r e  de  l a  

bande programme ou encore  problème au n iveau  des  

compteurs de temps) l e  temps de d é l i v r a n c e  d 'un 

r é a c t i f  e s t  s u p é r i e u r  à l a  l i m i t e  qu 'on s ' e s t  i m -  

posée,  l ' a p p a r e i l  coupe l a  d é l i v r a n c e  de  ce  réac-  

t i f ,  r e s t e  à l ' é t a p e  où il se t rouve ,  f a i t  un f a i -  

b l e  v ide  dans l a  coupe l l e  e t  m e t  également sous 

v ide  l e  c o l l e c t e u r  de f r a c t i o n s .  



R 1 ~ Q R .  du veWLttewr-ex;f ; lLacteut~ : si celui-ci, qui 

est situé à l'arrière du séquenceur, et qui as- 

sure l'évacuation vers l'extérieur de tous les 

effluents gazeux, s'arrête, l'alimentation 

électrique de l'appareil est disjonctée : ceci 

a pour effet d'arrêter les pompes, le chauffage 

et la rotation de la coupelle afin d'éviter tou- 

te étincelle susceptible de provoquer une explo- 

sion due à l'accumulation de vapeurs de solvants. 

- Les impossibilités 

Elles interviennent au niveau de : 

Ra d é f i v m c e  de héac;tib, de ao l van t ,  de R'azoke. : il est 

en effet impossible de demander une délivrance 

de réactif ou de solvant dans la coupelle si cel- 

le-ci est sous vide. De même, on ne peut pas non 

plus faire un faible vide dans la coupelle et y 

envoyer de l'azote en même temps, par contre, on 

peut faire un vide poussé et un balayage d'azote 

simultanément. 

l a  c a L L e d o n  : si à cause d'une erreur de perfora- 

tion dans la bande programme, il est demandé à 

l'appareil d'envoyer 1'ATZ-aminoacide à la fois 

vers le flacon récepteur de déchets et vers le 

collecteur de fractions, l'appareil choisira et 

enverra automatiquement celle-ci vers le collec- 

teur de fractions. 



1 - 2-1-2 Fonctionnement de  l ' a p p a r e i l  

Nous venons de d é c r i r e  l ' a p p a r e i l  e t  s e s  "organes  v i t a u x " .  

Voyons maintenant  l e s  d i f f é r e n t e s  o p é r a t i o n s  q u i  i n t e r v i e n n e n t  

au cours  de l a  dégrada t ion  au tomat i sée  d 'une  p r o t é i n e  ou d 'un  

pep t ide .  

La p r o t e i n e  (10 mg au maximum) es t  d i s s o u t e  dans 500 p l  

d ' e a u  b i d i s t i l l é e  ou d ' a c i d e  formique à 10 p.100. La s o l u t i o n  

e s t  a l o r s  i n t r o d u i t e  dans l a  coupe l l e  en  r o t a t i o n .  Le f i l m  

l i q u i d e  q u i  s ' e s t  déposé s u r  l a  p a r o i  de  l a  c o u p e l l e  e s t  séché .  

Le P I T C  en s o l u t i o n  dans l e  n-heptane (5:100, v/v) es t  d é l i v r é  

dans l a  coupe l l e  pendant 2 secondes a f i n  de pe rme t t r e  l e  re- 

couvrement du f i l m  p ro t é ique .  On passe  e n s u i t e  à l a  d é l i v r a n c e  

du tampon de  couplage pendant 7 à 1 6  secondes s e l o n  l e  tampon 

c h o i s i .  La r é a c t i o n  de couplage s ' e f f e c t u e  à 5 7 O ~  pendant 20 

minutes.  Après séchage,  l ' e x c è s  de P I T C  e t  l e s  d é r i v é s  secon- 

d a i r e s  formés ( a n i l i n e  , phényl th iourée  , d iphény l th iou rée )  

s o n t  é l i m i n é s  p a r  lavage a u  benzène e t  p a r  des  é t a p e s  de v ide  

c r o i s s a n t  ( 5  Tor r ,  1 Tor r )  s u i v i e s  d ' un  balayage d ' a z o t e  sous  

v ide  poussé (500 m i l l i t o r r ) .  L e  benzène a pour b u t  d ' é l i m i n e r  

tous  l e s  c o n s t i t u a n t s  organiques  t a n d i s  que l e  v i d e  c r o i s s a n t  

( 5  Tor r ,  1 Tor r ,  500 m i l l i t o r r )  s u i v i  du balayage d ' a z o t e  per-  

met une évapora t ion  p a r t i e l l e  d e s  c o n s t i t u a n t s  du tampon de 

couplage à base  de DMAA (n-propanol,  d iméthyla l ly lamine ,  eau)  . 
Un second lavage  p a r  l ' a c é t a t e  d ' é t h y l e  s e r a  n é c e s s a i r e  s i  l e  

tampon de couplage u t i l i s é  e s t  à base de  quadro l  car c e l u i - c i  

n ' é t a n t  pas  v o l a t i l ,  il ne sera pas é l iminé  l o r s  d e s  é t a p e s  de 

v ide .  



Après élimination de l'excès de PITC et des produits 

secondaires formés au cours de la réaction de couplage, le 

film est à nouveau séché par un vide croissant de 5 à 3 Torr 

suivi d'un balayage d'azote sous vide partiel (500 millitorr) , 

afin d'éliminer le solvant résiduel présent dans la coupelle, 

et en vue de la préparation de l'étape suivante qui est le 

clivage. 

Le dérivé phénylthiocarbamyl-protéine (ou peptide) est 

traité par l'acide heptafluorobutyrique anhydre. Le clivage 

et la cyclisation en 2-anilino-5-thiazolinone (ATZ) d'acide 

aminé s'effectue à 57OC pendant 7 minutes. Le film est ensuite 

séché en vue de l'extraction de la 2-anilino-5-thiazolinone 

d'acide aminé ainsi formée. A la fin d'un cycle, 1'ATZ-AA est 

extraite par le chlorobutane. L'extrait "chlorobutane" est 

collecté dans la gorge de la coupelle à l'aide du "scoop" et 

recueilli dans le collecteur de fractions. L'ATZ-AA en solu- 

tion dans le chlorobutane est recueillie dans un tube conique 

contenant 0.2 ml d'HC1 1N-éthylmercaptan 1 p. 1000 (v/v) . Le 
tube est placé dans un collecteur de fractions maintenu en 

atmosphère d'azote et à + 8OC. L'ATZ-AA collectée est ensuite 

convertie en un dérivé plus stable : la phénylthiohydantoine 

d'acide aminé (PTH-AA) . 
Dans la coupelle, le film protéique est alors séché : 

la protéine (ou le peptide) amputée d'un résidu d'acide aminé 

est ainsi préte pour subir un nouveau cycle de dégradation. 



La conversion de 1'ATZ-AA se fait manuellement. Après 

évaporation de l'extrait "chlorobutane" sous azote, 1'ATZ-AA 

est convertie à 8 0 ° C  en PTH-AA par traitement avec l'HC1 1N - 

éthylmercaptan 1 p.1000 (v/v) pendant 10 minutes. Ce temps de 

conversion est un temps moyen. Il peut être réduit à 7 minutes 

si on suspecte la présence d'un dérivé d'acide aminé hydroxylé 

(sérine ou thréonine). En effet, la PTH-sérine se décompose 

lors de la conversion en PTH-déhydrosérine qui est instable. 

Quant à la PTH-thréonine elle donne un produit de B-élimina- 

tion : la PTH-déhydrothréonine qui est stable mais dont le 

spectre présente un maximum d'absorption à 313 nm alors que 

celui des PTH-AA "normales" a un maximum d'absorption à 269 nm 

Par ailleurs, le temps de conversion est porté à 15 mi- 

nutes afin d'avoir une conversion totale dlATZ-valine, dlATZ- 

leucine, dlATZ-is~leucine, d'ATZ-phénylalanine ou dlATZ-lysine 

en PTH-AA correspondantes. 

Ces différentes opérations que nous venons de décrire 

et qui interviennent au cours de la dégradation automatisée 

d'une protéine ou d'un peptide ne sont pas illimitées. En 

effet, les performances de l'appareil, c'est-à-dire le nombre 

de cycles de dégradation possibles, sont directement liées aux 

problèmes de la chimie de la dégradation d'EDMAN. 

Ces différents problèmes sont (64 )  : 

- La présence d'oxygène qui produit une désulfuration 

oxydative du groupe phénylthiocarbamyl et bloque la formation 

de thiazolinone. Il est donc très important d'opérer en atmos- 

phère inerte d'azote très pur, d'avoir des vannes étanches et 



d ' a t t e i n d r e  un bon v i d e ,  c e s  deux d e r n i è r e s  cond i t i ons  é t a n t  

n e c e s s a i r e s  a u s s i  pour é v i t e r  l e  mélange de  r é a c t i f s  q u i  favo- 

r i s e r a i t  l a  formation de  sels. 

- Les r é a c t i o n s  incomplètes  au n iveau  des é t a p e s  de  

couplage ou de c l i v a g e ,  q u i  peuvent ê t r e  dues  à c e r t a i n s  a c i -  

des  aminés à cha îne  l a t é r a l e  encombrante ou encore  à l a  pro- 

l i n e  dont  l ' a n i l i n o - t h i a z o l i n o n e  ne se c l i v e  que p a r t i e l l e -  

ment, e t  q u i  donneront de  ce  f a i t  des  "ove r l aps"  aux  cyc l e s  

s u i v a n t s .  

- L'augmentation du b r u i t  de  fond due à l a  p résence  

d ' e a u  dans l ' a c i d e  nep ta f luorobutyr ique  ( agen t  de  c l i v a g e  de  

l a  r é a c t i o n ) ,  q u i  provoque des  r é a c t i o n s  s econda i r e s  d 'hydro- 

l y s e  de l a  chaîne po lypept id ique .  Ce r é a c t i f  d o i t  donc ê t r e  

pa r f a i t emen t  anhydre. 

- La formation d ' a n i l i n e  due à l ' e a u  q u i  contamine l e  

PITC, a i n s i  que l a  format ion de d é r i v é s  t h i o u r é e  e t  d i t h i o u r é e .  

- La p u r e t é  des  r é a c t i f s  e t  des  s o l v a n t s  q u i  i n f l u e n c e  

également l e  rendement de  l a  dég rada t ion .  Ceux-ci do iven t  

ê t r e  dépourvus de  t o u t e s  t r a c e s  d ' a ldéhydes  e t  de  peroxydes.  

- La s é p a r a t i o n  de  l a  p r o t é i n e  (ou du pep t ide )  des  sous-  

p r o d u i t s  e t  de s  r é a c t i f s  r é s i d u e l s  au cou r s  de l a  dég rada t ion .  

En p lus  de tous  ces problèmes, il e x i s t e  des  d i f f i c u l t é s  

q u i  s o n t  s p é c i f i q u e s  à l a  p r o t é i n e  (ou au p e p t i d e )  e t  qu i  pro-  

voquent également une diminut ion des  rendements. C e  s o n t  : 



- Les r ég ions  comportant des  séquences r é p é t i t i v e s  avec 

en l ' occu rence  des  r é s i d u s  encombrants (ex:  l y s i n e ,  a r g i n i n e )  

q u i  i n f l u e n t  for tement  s u r  l e  rendement de  l a  dégrada t ion .  L e s  

séquences Pro-Pro ou P ro - I l e  ou encore  Pro-Val diminuent e l l e s  

a u s s i  t r è s  for tement  ce  rendement ( 7 ) . 

- L e s  rég ions  dans l e s q u e l l e s  un r é s i d u  d ' a r q i n i n e  pré- 

cède une séquence P ro - I l e  ou Pro-Pro : l e  rendement de  l a  dé- 

g rada t ion  e s t  a l o r s  encore  p lus  médiocre. 

- L e s  rég ions  contenant  beaucoup de r é s i d u s  bas iques  e t  

q u i  donnent un t a u x  é l e v é  d ' "over1aps" .  

- Les groupes de r é s i d u s  a c i d e s  e t  e n  p a r t i c u l i e r  l a  sé -  

quence Glu-Glu-Asp a f f e c t e n t  l e  rendement de  l a  dégrada t ion .  

Cependant dans c e  d e r n i e r  c a s ,  une r é p é t i t i o n  du couplage per -  

m e t  de surmonter c e t t e  d i f f i c u l t é .  

Malgré c e s  d i f f é r e n t s  problèmes que nous venons de dé- 

c r i r e ,  l a  dégrada t ion  dtEDMAN automat isée  r e s t e  techniquement 

s u p é r i e u r e  à l a  dégrada t ion  manuelle,  d ' a u t a n t  p l u s  que depu i s  

quelques  années les p o s s i b i l i t é s  du séquenceur on t  é t é  é l a r g i e s  

à l a  f o i s  g râce  à des  mod i f i ca t ions  techniques  de l ' a p p a r e i l  

e t  g râce  à des  mod i f i ca t ions  d ' o r d r e  chimique. 



1 - 2-1-3 Les mod i f i ca t ions  

1 - 2-1-3-1 L e s  mod i f i ca t ions  techniques  _-_--___-__________--------- 

C e s  modi f ica t ions  o n t  é t é  pour l a  p l u p a r t  d ' e n t r e  e l l e s  

e f f e c t u é e s  p a r  WITTMANN-LIEBOLD e t  son groupe ( 6 5 ) .  En e f f e t ,  

l e  séquenceur Beckman 890 C vendu ac tue l l emen t  p r é s e n t e  quel-  

ques p o i n t s  f a i b l e s  au n iveau  : 

- des  vannes de  d é l i v r a n c e  

- du système de  v ide  e t  du p iège  à f r o i d  

- de l a  coupe l l e  

- de l a  convers ion q u i  s e  f a i t  manuellement 

La v m n u  de défivhance : ces  vannes q u i  s o n t  vendues t r è s  

chè re s  p a r  l a  S o c i é t é  Beckman, o n t  un volume mort t r è s  impor- 

t a n t .  D e  p l u s ,  e l l e s  amènent l e s  r é a c t i f s  e t  les s o l v a n t s  

dans l a  coupe l l e  p a r  q u a t r e  l i g n e s  d i f f é r e n t e s  ce  q u i  peu t  

r e p r é s e n t e r  une source  de  f u i t e s  p o s s i b l e s .  A l ' i n t é r i e u r  de 

c e s  vannes, l e s  cônes de t é f l o n  s i t u é s  de p a r t  e t  d ' a u t r e  du 

corps  de t é f l o n  de l a  vanne peuvent s u b i r  des  déformat ions .  

En o u t r e ,  l e  v ide  à l ' i n t é r i e u r  d e s  vannes n ' e s t  pas  e x c e l l e n t ,  

e t  e l l e s  do iven t  donc être e n t r e t e n u e s  régul iè rement  pour con- 

s e r v e r  une bonne e f f i c a c i t é .  

Tout c e c i  a  pour conséquence que : 

- l ' i n t é r i e u r  des vannes n ' e s t  pas t o t a l emen t  v ide  ap rè s  

l e  v ide  r e s t r e i n t  



- l e s  vannes ne s o n t  pas  é t anches  t r è s  longtemps 

- l e s  volumes de s o l v a n t s  de  lavage s o n t  i n u t i l e m e n t  

é l e v é s  à cause de l a  c o n s t r u c t i o n  m ê m e  de c e s  vannes 

- l a  vidange des  l i g n e s  de d é l i v r a n c e  p a s  l e  v i d e  ap rè s  

r é a c t i o n  p e r t u r b e  l e  f i l m  p r o t é i q u e  : c e l u i - c i  a  en e f f e t  

tendance à monter le  long de l a  p a r o i  de  l a  coupe l l e  à cause 

de  l ' a d d i t i o n  s o i t  de tampon de couplage,  s o i t  d ' a c i d e  hepta-  

f l uo robu ty r ique  provenant de l a  vidange des  l i g n e s  p a r  l e  

v ide  r e s t r e i n t .  

Le ay~tème de v i d e  e.X l e  piège Ù @aici : Dans l e  système de 

v ide  du séquenceur Beckman 8 9 0  C ,  il e x i s t e  t r o i s  s o r t i e s  sépa- 

r é e s  pour les d i f f é r e n t s  v ides  e f f e c t u é s  à l ' i n t é r i e u r  de  l a  

coupe l l e ,  e t  q u i  s o n t  o p é r a t i o n n e l l e s  l ' u n e  ap rè s  l ' a u t r e  ce  

q u i  provoque de l a  condensat ion dans les l i g n e s  de v i d e  e t  d i -  

minue l e s  performances de 1' a p p a r e i l .  En o u t r e ,  les d i £  f é r e n t s  

v ides  s o n t  r é a l i s é s  g râce  à deux pompes. Nous avons également 

remarqué que l a  vanne pneumatique de type  Birnba a i n s i  que l a  

coupe l l e  ne s o n t  pas  pa r f a i t emen t  é tanches .  Les f u i t e s  s o n t  

causées  p a r  un t r o p  grand nombre de  connect ions  e t  p a r  l e  man- 

que d ' é t a n c h é i t é  des  j o i n t s  en v i t o n .  

Quant au p iège  à f r o i d  commercial isé p a r  Beckman, il 

n ' é q u i p a i t  pas n o t r e  séquenceur à l ' o r i g i n e .  Depuis son i n s t a l -  

l a t i o n ,  nous avons observé une amé l io ra t ion  du v ide  s u r  n o t r e  

a p p a r e i l ,  mais il n ' e s t  quand même pas  p a r f a i t .  En e f f e t ,  l e s  

vapeurs de r é a c t i f s  e t  de s o l v a n t s  q u i  se condensent dans  l e  

p iège ,  s o n t  r e c u e i l l i e s  dans un b a l l o n  p l acé  à l a  t empéra ture  



ambiante. Dans c e s  c o n d i t i o n s ,  les s o l v a n t s  s ' é v a p o r e n t  e t  

l e s  vapeurs a i n s i  formées vont  contaminer l ' h u i l e  de  pompe. 

Tout c e c i  condui t  à : 

- une diminut ion de l ' e f f i c a c i t é  des  pompes q u i  o n t  

une durée  de v i e  r accourc i e  

- une condensat ion de l i q u i d e  e t  une format ion de dépôts  

s o l i d e s  dans l e s  l i g n e s  de  v ide  

- une d e s t r u c t i o n  ou une contaminat ion d e s  ATZ-AA. 

La coupfie : l e  changement b r u t a l  de  l a  v i t e s s e  de 

r o t a t i o n  de  c e l l e - c i ,  q u i  es t  e£ fec tué  au cours  des  d i f f é r e n t e s  

é t a p e s  de l a  dégrada t ion ,  fragmente l e  f i l m  p r o t é i q u e .  De p l u s ,  

l a  coupe l l e  du séquenceur Beckman 8 9 0  C comporte beaucoup t r o p  

de s o r t i e s  ( l i g n e s  de d é l i v r a n c e ,  "scoop", t he rmis t ance )  q u i  

s o n t  sou rces  de problèmes ( p e r t e  de v ide ,  p é n é t r a t i o n  d'oxygène 

dans l a  c o u p e l l e ) .  

D i f f é r e n t e s  amé l io ra t ions  o n t  donc é t é  e f f e c t u é e s  s u r  

l e  séquenceur Beckman 890 C notamment au n iveau  : 

- des  vannes de d é l i v r a n c e  

- du système de v ide  e t  du p iège  à f r o i d  

- de l a  coupe l l e  

- de l a  convers ion.  

E l l e s  f e r o n t  l ' o b j e t  du second c h a p i t r e .  



I - 2-1-3-2 Les modifications chimiques ........................... 

Les performances du séquenceur peuvent également Btre 

améliorées grâce à des modifications d'ordre chimique : 

- Utilisation de mainteneurs 
- Greffe de radicaux hydrophiles 
- Utilisation de tampons de couplage autres que 
le quadrol 1M 

- Emploi du PITC marqué 
- Purification des réactifs et des solvants 

U U d o n  de maiuttcnem . Les peptides ou les protéines 
relativement courts ou en trop faible quantité, sont très fa- 

cilement extraits par les solvants de lavage au cours de la 

dégradation automatique. Différents auteurs ont donc eu l'idée 

d'utiliser un mainteneur afin de stabiliser mécaniquement la 

protéine (ou le peptide) dans la coupelle. Cependant, ce main- 

teneur doit être inerte vis-à-vis de la dégradation dlEDMAN. 

Différents mainteneurs ont été utilisés. Il s'agit d'abord : 

- de protéines bloquées naturellement à leur extrémité N- 

terminale : la parvalbumine (51) , 1' apocytochrome C (49) , 

- de protéines bloquées artificiellement : l'apomyoglobine 

succinylée (38) , le lysozyme modifié (24) , 

- de polymères artificiels : polyornithine succinylée (55), 

copolymère norleucine-arginine ( 4 8 ) ,  polyornithine su,-lonyl6e 

( 6 0 )  . 



Cependant,  les p r o t é i n e s  b loquées  ne s o n t  p l u s  employées 

c a r  on a remarqué qu ' au  cou r s  de  l a  dég rada t i on  e l les  sub i s -  

s e n t  de s  coupures dans l e u r  c h a î n e  pep t i d ique .  C e s  coupures 

s o n t  dues à l ' e x p o s i t i o n  de  l a  p r o t é i n e  aux c l i v a g e s  r é p é t é s  

en  m i l i e u  a c i d e  hep t a f l uo robu ty r ique .  D e  ce f a i t ,  a p r è s  un 

c e r t a i n  nombre de  c y c l e s  de  dég rada t i on ,  on v o i t  a p p a r a î t r e  

un " b r u i t  de fond" impor tan t  q u i  p r o v i e n t  de  l a  dég rada t i on  

du mainteneur .  

L e  mainteneur  q u i  est  l e  p l u s  employé ac tue l l emen t  es t  

le  polybrène ( 2 4 , 5 5 , 5 7 ) .  C ' e s t  un ammonium q u a t e r n a i r e  de  

formule : 

Son mécanisme d ' a c t i o n  n ' e s t  pas  t r 5 s  b i en  connu mais 

l a  q u a n t i t é  minimale à u t i l i s e r  es t  de 2 à 3  mg ( 3 7 ) .  L ' incon-  

v é n i e n t  de  ce mainteneur  es t  q u ' i l  provoque des  a r t e f a c t s  q u i  

genent  l a  d é t e c t i o n  des  PTH-AA e n  chromatographie l i q u i d e  à 

hau te  performance.  HUNKAPILLER e t  HOOD ( 3 3 )  o n t  remédié à ce 

problème en  dégradan t  dans un p remier  temps un d i p e p t i d e  Gly- 

Gly en  p résence  de  ce  mainteneus .  On e f f e c t u e  t r o i s  c y c l e s  d e  

dég rada t i on  au cou r s  de sque l s  les a r t e f a c t s ,  dûs au  polybrène 

r é a g i s s e n t  avec  l e  d i p e p t i d e  e t  sont  é l i m i n é s .  Une f o i s  ce t te  

o p é r a t i o n  t e rminée ,  l a  p r o t é i n e  (ou l e  p e p t i d e )  e s t  déposée 

dans l a  c o u p e l l e  p u i s  dégradée .  



Gkedde de. ha&.caux hy&opUen . C e r t a i n s  c h e r c h e u r s  o n t  

remarqué que  l es  p e p t i d e s  r i c h e s  e n  l y s i n e  p o s a i e n t  un pro-  

blème a u  c o u r s  de  l a  d é g r a d a t i o n .  En e f f e t ,  les p e p t i d e s  con- 

t e n a n t  beaucoup de  l y s i n e ,  s o n t  p l u s  e x t r a c t i b l e s  p a r  l e  ben- 

zène e t  l ' a c é t a t e  d ' é t h y l e  du f a i t  de  l a  f o r m a t i o n  du  groupe- 

ment phény l th ioca rbamylé  s u r  l a  f o n c t i o n  E-NH2. D e  ce f a i t ,  

l e  p e p t i d e  a t endance  à être  e x t r a i t  au  c o u r s  d e s  é t a p e s  d e  

l a v a g e ,  l e  rendement d e  l a  d é g r a d a t i o n  d e v i e n t  a l o r s  f a i b l e  

e t  on remonte beaucoup moins l o i n  dans l a  séquence p e p t i d i q u e .  

C e r t a i n s  a u t e u r s  o n t  remédié à c e  problème p a r  g r e f f e  de  ra- 

d i c a u x  h y d r o p h i l e s .  L e s  r é a c t i f s  les  p l u s  u t i l i s é s  s o n t  ceux  

d é c r i t s  p a r  BRAUNITZER (10~11) .  C e  s o n t  d e s  d é r i v é s  i s o t h i o -  

cyana te .  Leur formule  est  p r é s e n t é e  dans  l a  f i g u r e  10. S e l o n  

BRAUNITZER, les  d é r i v é s  s u l f o n é s  du n a p h t a l è n e  i s o t h i o c y a n a t e  

donnentun bon film c e  q u i  es t  une c o n d i t i o n  e s s e n t i e l l e  pour  

r é a l i s e r  une bonne d é g r a d a t i o n .  C e t t e  m o d i f i c a t i o n  chimique 

p r é s e n t e  cependan t  un i n c o n v é n i e n t  : les r é s i d u s  d e  l y s i n e  

a i n s i  m o d i f i é s  ne  s o n t  p l u s  s o l u b l e s  dans  les s o l v a n t s  u t i l i -  

s é s  h a b i t u e l l e m e n t  pour  l ' e x t r a c t i o n  d e s  ATZ-AA, e t  donc ne 

s o n t  p a s  i d e n t i f i a b l e s  d i r e c t e m e n t .  On p e u t  p o u r t a n t  r emédie r  

à c e  problème e n  u t i l i s a n t  moins d e  r é a c t i f  a f i n  d e  n ' a v o i r  

qu 'une  m o d i f i c a t i o n  p a r t i e l l e .  Dans ce c a s ,  les r é s i d u s  d e  

l y s i n e  r e s t e n t  i d e n t i f i a b l e s .  E n f i n ,  l e  4-sulfo-PITC possède  

un rendement d e  c y c l i s a t i o n  dans  l ' a c i d e  h e p t a f l u o r o b u t y r i q u e  

q u i  e s t  a s s e z  b a s .  I l  e n  r é s u l t e  une coupure  incomplè te  du  

p remie r  r é s i d u  de  l a  p r o t é i n e  e t  d e  c e  f a i t  l a  p r o d u c t i o n  

d ' u n  " o v e r l a p "  q u i  gêne l ' i d e n t i f i c a t i o n  d e s  r é s i d u s  s u i v a n t s .  



Réactif 1 : 1 isothiocyano-4 benzène 

sulfonate 

Réactif II : 5 isothiocyano-1-3-benzène 

disulfonate 

Réactif III : 3 isothiocyano-1,5- 

naphtalène disulfonate 

Réactif IV : 7 isothiocyano-1,3,5- 

naphtalène trisulfonate 

FIGURk:  1 0  LES DERIVES ISOTHIOCYANATE DE BRAUNITZER (10,ll) 



DWULET et coll. (17) utilisent pour leur part le 3-sulfo- 

PITC dont le rendement de cyclisation est légèrement supérieur 

(5 p.100) à celui du 4-sulfo-PITC. Quant à FOSTER et coll. (221 ,  

ils greffent un composé hydrophile sur le groupe a-carboxylique 

du résidu C-terminal. Il s'agit de l'acide S-amino-naphtalène- 

1,5-disulfonique qui est fixé par l'intermédiaire d'une carbo- 

diimide. Si on effectue la réaction à pH 4.0, il n'est pas 

nécessaire de bloquer au préalable les groupements a-aminés 

libres de la chaîne peptidique dont le pK est environ de 9.5. 

Le groupement carboxylique des chaînes latérales des acides 

dicarboxyliques réagit de la même façon que celui du résidu 

C-terminal du peptide. Les acides dicarboxyliques sont identi- 

fiés après hydrolyse totale acide de la phase aqueuse. L'avan- 

tage de l'addition de ce composé naphtalénique est qu'il aug- 

mente la quantité du film protéique. 

Enfin, GARRICK et SLOAN (26) proposent de brancher un 

peptide par son résidu en position C-terminale, à un poly- 

peptide tel que le cytochrome C par l'intermédiaire d'une 

carbodiimide. 

U U a Z L a n  de itampo~n de couplage &u que l e  quadtwl IM . 
Une autre façon de rendre la dégradation plus performante est 

d'utiliser un tampon différent de celui préconisé par EDMAN. 

En effet, le tampon d'EDMAN qui est le quadrol N,N,N',N', 

tétra (2-hydroxypropyl) -éthylène diamine]) 1M a un excellent 

pouvoir tampon mais comme il n'est pas volatil, il faut beau- 

coup de benzène puis d'acétate d'éthyle pour l'extraire. Ces 



lavages prolongés risquent d'extraire les peptides et à un 

degré moindre, les protéines. De ce fait, B R A U E R  et coll. ( 8  ) 

utilisent le quadrol 0 . 1 M  qui demande moins de solvant de 

lavage. Cependant, le quadrol n'étant soluble que dans l'acé- 

tate d'éthyle, il est nécessaire de maintenir le lavage avec 

ce solvant. 

B E G G  et MORGAN ( 2  ) emploient pour leur part un tampon: 

le T H E E D  (tétrahydroxyéthyl/éthylène diamine) analogue au 

quadrol et qui contient moins d'aldéhydes que celui-ci. 

H E R M O D S O N  et coll. ( 3 0 )  recommandent l'utilisation de 

la diméthylbenzylamine (DMBA) 0 . 8 M .  Ce tampon est soluble dans 

le benzène ce qui évite l'utilisation de l'acétate d'éthyle 

et de plus il est beaucoup moins coûteux que le quadrol 1 M .  

Son utilisation sera donc très intéressante pour les protéi- , 

nes et les peptides hydrophobes. Ce tampon a toutefois pour 

inconvénient de salir fortement toute l'enceinte de la cou- 

pelle. 

NIALL et coll. (47) ainsi que T H O M S E N  et coll. (58)  

utilisent pour leur part la diméthylallylamine (DMAA) 0 . 8 M .  

Ce tampon est très volatil. Il est donc éliminé par une sim- 

ple évaporation sous vide ce qui diminue la quantité de ben- 

zGne nécessaire au lavage du film. Cependant, les auteurs 

ont remarqué une dégradation anormale de l'histidine en pré- 

sence de diméthylallylamine. En effet, à la fin de l'étape 

de couplage, le pH du milieu réactionnel peut descendre jus- 

qu'à 6 pendant l'évaporation du tampon, ce qui est suffisant 



pour o b t e n i r  un c l i v a g e  p a r t i e l  du phénylthiocarbamyl-nis-  

t i d i n e  pep t ide  ( P T C - H i s ) .  I l  en r é s u l t e  un "over lap"  au cy- 

c l e  s u i v a n t  qu i  s ' e x p l i q u e  p a r  l e  f a i t  que l e  groupe a-aminé 

du r é s i d u  p l acé  immédiatement a p r è s  l ' h i s t i d i n e  r é a g i t  avec 

l e  P I T C .  De p l u s ,  l a  PTH-nistidine s e r a  mal q u a n t i f i é e  c a r  

une p a r t i e  de l a  PTC-hist idine e s t  e x t r a i t e  à l a  f i n  du cou- 

p lage ,  p a r  l e s  s o l v a n t s  de  lavage .  Ce t t e  r é a c t i o n  de  c l i v a g e  

p a r t i e l  s e  f e r a  d ' a u t a n t  p l u s  fac i lement  s i  l e  r é s i d u  d ' h i s -  

t i d i n e  es t  s u i v i  d ' un  r é s i d u  de p r o l i n e  ou de g l y c i n e .  

Enf in ,  BRANDT e t  VON HOLT ( 6 )  l o r s  de  l a  détermina- 

t i o n  de  l a  séquence de c e r t a i n e s  h i s t o n e s  a i n s i  que 

BRAUNITZER e t  SCHRANK ( 9 )  o n t  u t i l i s é  l a  diméthylaminopro- 

pyne (DMAP) . Ceux-ci t rouven t  que l e s  rendements obtenus en 

dégrada t ion  s o n t  m e i l l e u r s  avec c e  tampon q u i  es t  absolument 

dépourvu d 'a ldéhydes ,  les p e p t i d e s  séquencés dans ce s  condi- 

t i o n s  s o n t  moins e x t r a c t i b l e s  e t  l e s  diagrammes d ' i d e n t i f i c a -  

t i o n  d e s  PTH-AA s o n t  p l u s  fac i lement  i n t e r p r é t a b l e s .  

ErnpL0.i du PTTC maqué. . L'emploi de r é a c t i f s  marqués, per-  

met également d ' a t t e i n d r e  une t r è s  bonne s e n s i b i l i t é  q u i  es t  

de l ' o r d r e  de  l a  femtomole ( 1 0 - ~ ~ m o l e )  . Le r é a c t i f  l e  p l u s  

u t i l i s é  es t  l e  P I T C  marqué au s o u f r e  35 ( 3 5 ~ - ~ 1 ~ ~ )  q u i  a  une 

a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  beaucoup p l u s  é l evée  que c e l l e  du 14c- 

P I T C  ou du 'H-PITC ce  q u i  permet une ana lyse  q u a l i t a t i v e  e t  

q u a n t i t a t i v e  des  PTH r a d i o a c t i v e s .  On e f f e c t u e  donc un premier  

couplage avec un mélange de 3 5 ~ - ~ ~ ~ ~  e t  de  P ITC non marqué, 



p u i s  on f a i t  un deuxième couplage  avec  du PITC f r o i d  a f i n  

d '  é v i t e r  une asynchron ie  d e  l a  d é g r a d a t i o n .  Cependant,  l ' u t i -  

3 5  l i s a t i o n  du S-PITC reste t r è s  l i m i t é e  c a r  c ' e s t  un p r o d u i t  

f o r t  c h e r  q u i  d e  s u r c r o î t  n ' e s t  p a s  t r è s  p u r  d ' o ù  l a  n é c e s s i -  

t é  de  l e  p u r i f i e r .  A ces i n c o n v é n i e n t s  v i e n n e n t  s ' a j o u t e r  les 

problèmes l i é s  à l a  c o n t a m i n a t i o n  d e  t o u t  l e  séquenceur .  

Putti&ca;tion d u  kZaotitjb ct d u  bolvantb. La p u r i f i c a t i o n  

d e s  r é a c t i f s  e t  d e s  s o l v a n t s  permet  également  d 'augmenter  les 

performances  du séquenceur .  WITTMANN-LIEBOLD (65 )  p r é c o n i s e  

les p rocédés  de  p u r i f i c a t i o n  s u i v a n t s  : 

- PITC e t  HFBA p u r i f i é s  p a r  p a s s a g e  s u r  colonne c o n t e n a n t  

de l ' a l u m i n e  a c i d e  e t  d e  l a  s i l i c e .  

- Q u a d r o l  0 . 1 M  p u r i f i é  p a r  p a s s a g e  s u r  colonne d ' a l u m i n e  

n e u t r e  e t  d e  s i l i c e .  

- Benzène e t  a c é t a t e  d ' é t h y l e  d i s t i l l é s  s o u s  a z o t e  p u i s  

p u r i f i é s  s u r  colonne d ' a l u m i n e  n e u t r e  e t  de  s i l i c e .  

- Polybrène  p u r i f i é  p a r  p a s s a g e  s u r  colonne de  Dowex 1x4 

p u i s  s u r  colonne d ' a l u m i n e  a c i d e .  

Grâce à t o u t e s  ces p u r i f i c a t i o n s ,  les PTH-AA o b t e n u e s  

s o n t  t r è s  p u r e s  e t  les con taminan t s  les p l u s  i m p o r t a n t s  que 

l ' o n  remarque l o r s  d e  l ' i d e n t i f i c a t i o n  e n  chromatographie  li- 

q u i d e  h a u t e  performance ,  notamment au  n i v e a u  d e  l ' a l a n i n e ,  d i s -  

p a r a î s s e n t .  



D'autres procédés de purification ont été décrits par 

FRANK (25) : ils concernent les solvants et le quadrol. 

Les solvants (benzène/acétate d'éthyle) sont conservés 

sur de l'alumine neutre à raison de 20 g/litre. auant au qua- 

drol, il est conservé sur aminoéthylcellulose, pour fixer les 

aldéhydes contaminants habituels du quadrol. L'aminoéthyl- 

cellulose est régénérée toutes les dix séquences. Afin d'évi- 

ter que des particules d'alumine et d'aminoéthylcellulose ne 

bouchent les lignes de délivrance, FRANK place un verre fritté 

de porosité 2 à l'intérieur des flacons de réactifs et de sol- 

vants. 

L'accumulat.ion d"'over1aps" au fur et à mesure de la 

dégradation, les coupures qui se produisent dans la chaîne 

polypeptidique au cours des clivages répétés par l'acide hepta- 

fluorobutyrique ainsi que les impuretés contenues dans les 

réactifs et les solvants, donnent des pics parasites lors de 

l'identification des PTH-AA en chromatographie liquide à hau- 

te performance. Ce "bruit de fond" qui s'accumule tout au long 

de la dégradation représente un facteur limitant pour la dé- 

termination de la séquence. BHOWN et coll. (5 ) ont donc in- 

troduit un "nettoyeur" de "bruit de fond". 

Le "nettoyeur" employé est la fluorescamine. Les auteurs 

l'utilisent pour masquer le "bruit de fond" lors de la déter- 

mination de la séquence de protéines riches en proline. En 

effet, les résidus de proline sont très difficilement clivés 

et de ce fait, créent beaucoup dl"overlaps". Le traitement à 

la fluorescamine est très facilement réalisable. 



Dans un p r e m i e r  temps, les a u t e u r s  d é t e r m i n e n t  l a  sé -  

quence d e  l a  p r o t é i n e  a f i n  d e  l o c a l i s e r  les r é s i d u s  de  pro-  

l i n e .  La p r o t é i n e  est  e n s u i t e  p a s s é e  une seconde f o i s  au 

séquenceur .  Avant chaque r é s i d u  de  p r o l i n e ,  l a  c o u p e l l e  e s t  

m i s e  à t e m p é r a t u r e  ambian te ,  p u i s  l e  programme es t  démarré 

normalement mais s a n s  d é l i v r a n c e  d e  PITC. Immédiatement 

a p r è s  l a  d é l i v r a n c e  du tampon d e  coup lage ,  les a u t e u r s  s t o p -  

p e n t  l e  programme de  d é g r a d a t i o n .  La c o u p e l l e  es t  a l o r s  ou- 

v e r t e  pour  a j o u t e r  l a  f l u o r e s c a m i n e  ( 3  à 4 mg/ml) . L e  c o u r s  

d e  l a  d é g r a d a t i o n  es t  a l o r s  r e p r i s  normalement mais  l ' e x t r a i t  

" c h l o r o b u t a n e "  e s t  envoyé au f l a c o n  r é c e p t e u r  d e  d é c h e t s .  Un 

c y c l e  normal  de  d é g r a d a t i o n  e s t  a l o r s  e f f e c t u é  avec  un dou- 

b l e  c l i v a g e .  C e  t r a i t e m e n t  à l a  f l u o r e s c a m i n e  e s t  e n s u i t e  ré- 

p é t é  a v a n t  chaque r é s i d u  de  p r o l i n e .  Il a p o u r  e f f e t  d e  b lo -  

q u e r  les nouveaux N-terminaux formés au c o u r s  d e  l a  dégrada-  

t i o n  (N-terminaux dus  aux  coupures  dans  l a  c h a î n e  p o l y p e p t i -  

d i q u e ,  ou e n c o r e  " o v e r l a p s "  p rovenan t  d e s  a c i d e s  aminés p ré -  

c é d e n t s )  , il n ' i n t e r f è r e  p a s  dans  l a  ch imie  dlEDMAN pu i sque  

le  groupement imine  de  l a  p r o l i n e  ne  r é a g i t  p a s  avec  l a  f l u o -  

rescamine  e t  permet  une i d e n t i f i c a t i o n  normale d e s  PTH-AA e n  

chromatographie  l i q u i d e  à h a u t e  performance (HPLC) . 

La méthode d e  d é g r a d a t i o n  a u t o m a t i s é e  d é c r i t e  p a r  EDMAN 

e t  BEGG, e t  d o n t  nous venons d e  p r é s e n t e r  les p r i n c i p e s ,  ha 

m i s e  en  oeuvre  e t  les p e r f e c t i o n n e m e n t s ,  s ' e f f e c t u e  s u r  un 

f i l m  d e  p r o t é i n e  ou d e  p e p t i d e  c o l l é  s u r  une p a r o i  d e  verre : 

c ' e s t  l a  méthode e n  phase  l i q u i d e .  



La dégrada t ion  d'EDMAN automat i sée  p e u t  également 

s ' e f f e c t u e r  en  phase s o l i d e  s e l o n  un procédé m i s  au p o i n t  
\r 8 8 

p a r  LAURSEN ( 4 2 , 4 3 )  ou en phase gazeuse s e l o n  un procédé 

m i s  au p o i n t  p a r  HEWICK e t  c o l l .  ( 3 1 ) .  

1 - 2-2 L e  séquenceur en  phase s o l i d e  

Dans l e  séquenceur en phase s o l i d e ,  les p e p t i d e s  s o n t  

a t t a c h é s  p a r  l e u r  ex t r émi t é  C-terminale à un suppor t  i n so lu -  

b l e .  La dég rada t ion  dlEDMAN se f a i t  e n s u i t e  c lass iquement .  

L'excès de r é a c t i f  es t  é l iminé  e t  1'ATZ-AA e x t r a i t e  p a r  l a -  

vage du suppor t  avec les s o l v a n t s  app rop r i é s .  

L 'avantage de  c e t t e  méthode r é s i d e  dans l e  f a i t  que 

l e s  l avages  e t  les e x t r a c t i o n s  s o n t  p r a t i q u é s  s a n s  p e r t e  de  

pep t ide  c e l u i - c i  é t a n t  l i é  de manière cova len te  à l a  r é s i n e .  

Ce t t e  méthode p o u r r a i t  p a r a î t r e  i d é a l e ,  mais l e  p o i n t  cru- 

c i a l  est  c e l u i  de l a  f i x a t i o n  du pep t ide  au suppor t .  En e£- 

f e t ,  l a  bonne marche de l a  dég rada t ion  dépend e s s e n t i e l l e -  

ment du rendement de f i x a t i o n  du pep t ide  au suppor t .  

Les d i f f é r e n t s  suppor t s  u t i l i s é s  s o n t  : 

- les r é s i n e s  à base de  po lys ty rène  (aminopolystyrène,  

t r i é t h y l è n e t é  tramine po lys ty rène )  

- les b i l l e s  de  v e r r e  s u r  l e s q u e l l e s  s o n t  g r e f f é s  des  

groupes aminopropyles ou 6-aminoéthylarninopropyles. 



La f i x a t i o n  du p e p t i d e  au s u p p o r t  r e s t a n t  d é l i c a t e ,  

l a  méthode de dég rada t i on  en phase  s o l i d e  reste beaucoup 

moins employée que  c e l l e  en  phase l i q u i d e .  D e  p l u s ,  cet te  

méthode se t r o u v e  également l i m i t é e  p a r  l a  n a t u r e  d e s  pro- 

t é i n e s .  A ins i ,  d e s  p r o t é i n e s  b a s i q u e s  comme les h i s t o n e s ,  

ou les HMG-protéines, ne  peuvent  ê t re  séquencées p a r  cet te  

techn ique .  

1 - 2-3  L e  séquenceur  en  phase s o l i d e ,  l i q u i d e ,  gazeuse  

Dans l e  séquenceur  en  phaseagazeuse'; l a  p r o t é i n e  (ou 

l e  p e p t i d e )  e n  s o l u t i o n  aqueuse es t  déposée s u r  un p e t i t  

d i sque  en f i b r e  de v e r r e  monté dans  l a  c e l l u l e  de  r é a c t i o n .  

C e t t e  c e l l u l e  e s t  en v e r r e  u l t r a s o n i q u e  e t  e l l e  es t  minia-  

t u r e  ( 2 5  mm de  d iamèt re  x 25 mm de  long)  . L ' a r r i v é e  d e s  

r é a c t i f s  e t  d e s  s o l v a n t s  se f a i t  p a r  un t ube  c a p i l l a i r e  de  

0.5 mm de  d i amè t r e .  L e s  vannes d e  d é l i v r a n c e  e t  l e  système 

de convers ion s o n t  également m i n i a t u r i s é s .  L e  tampon de  

couplage employé es t  l a  triméthylamine-H20 sous forme va- 

peur ,  e t  le  r é a c t i f  de  c l i v a g e  est  l ' a c i d e  t r i f l u o r o a c é t i -  

que vapeur au l i e u  de  l ' a c i d e  h e p t a f l u o r o b u t y r i q u e  l i q u i d e .  

L e s  a u t r e s  réact ifs  e t  s o l v a n t s  u t i l i s é s  s o n t  i d e n t i q u e s  à 

ceux employés e n  phase l i q u i d e .  

Les c a r a c t é r i s t i q u e s  e s s e n t i e l l e s  du programme u t i l i s é  

s u r  l e  séquenceur  en  phase3gazeusen s o n t  les s u i v a n t e s  : 



- Délivrance d'une quantité de P I T C a  15 p.100 dans le 

n-heptane juste suffisante pour mouiller complètement le 

disque en fibre de verre (20 pl environ). 

- L'heptane est ensuite évaporé par un courant d'argon 
à l'intérieur de la chambre de réaction. 

- Le couplage est effectué grâce à un écoulement faible 

de triéthylamine-H20 vapeur à travers la chambre de réaction. 

- Le clivage par le TFA se fait de la même façon. 

- Les ATZ-AA sont ensuite extraites du disque de fibre 
de verre par de nombreuses aliquotes de chlorobutane et sont 

converties automatiquement. 

Les avantages de cette méthode par rapport aux deux pré- 

cédentes sont les suivants : 

- Immobilisation de l'échantillon pendant le couplage 

et le clivage : l'échantillon est enrobé dans une matrice de 

polybrène à l'intérieur de laquelle la combinaison des réac- 

tifs liquides et la diffusion des réactifs gazeux mènent à 

bien la dégradation dlEDMAN. 

- L'échantillon n'est jamais exposé aux liquides dans 

lesquels il est soluble. 

- La miniaturisation des différents éléments qui compo- 

sent le séquenceur permet de séquencer de très faibles quan- 

tités de protéine ou de peptide (10 nanomoles à 5 picomoles 

pour la myoglobine), d'avoir une consommation très faible de 

réactifs et de solvants, ainsi qu'une maintenance assez faible. 



Cet te  méthode semble donc ê t r e  p a r f a i t e  pour l a  dégra- 

da t ion  des p ro té ines  e t  des pep t ides  e t  l e  séquenceur e n  

phase ugazeuse*qui v i e n t  d ' ê t r e  récemment commercialisé pour- 

r a i t  dans un aveni r  proche supplanter  l e s  séquenceurs en 

phase l i q u i d e  e t  en phase s o l i d e .  
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II - 1 MODIFICATIONS TECHNIQUES DU SEQUENCEUR BECKMAN 890C 

II - 1-1 L e s  vannes de d é l i v r a n c e  

D e s  nouve l l e s  vannes commercial isées p a r  l a  S o c i é t é  

W.K.G.(WITTMANN-LIEBOLD, KHOLS, GRAF'FUNDER) à B e r l i n  équipent  

dé j à  p l u s i e u r s  séquenceurs.  E l l e s  o n t  l ' a v a n t a g e  d ' a v o i r  un 

volume mort t r è s  r e s t r e i n t .  E l l e s  s o n t  en t i è r emen t  en t é f l o n  

e t  son t  montées en  s é r i e .  A l ' i n t é r i e u r  de c e l l e s - c i ,  l e  li- 

quide chemine en zig-zag.  L 'ouve r tu re  e t  l a  fe rmeture  des  

e n t r é e s  e t  des s o r t i e s  i n d i v i d u e l l e s  se f a i t  p a r  une membrane 

e n  t é f l o n .  Leur ouve r tu re  e s t  commandée p a r  l e  v i d e  t a n d i s  

que l a  fe rmeture  se f a i t  p a r  l ' e n v o i  d ' a z o t e  sous  p r e s s i o n  de 

5 b a r s .  Enf in ,  les l i g n e s  s o n t  to ta lement  v idées  a p r è s  chaque 

dé l iv rance  de s o l v a n t  ou de  r é a c t i f  g râce  à un couran t  d ' a z o t e  

q u i  pousse l e  l i q u i d e .  

Nous avons remplacé les g ros ses  vannes de  d é l i v r a n c e  

équipant  le  séquenceur Beckman 890C p a r  deux b l o c s  de  vannes 

W . K . G .  comportant chacun neuf u n i t é s .  Un schéma s i m p l i f i é  de  

ce s  vannes e s t  p r é sen té  dans  l a  f i g u r e  11. 

C e t t e  modi f ica t ion  s ' e s t  t r a d u i t e  p a r  une économie t r è s  

app réc i ab l e  (de  l ' o r d r e  de 50 p .  100) pour l e s  s o l v a n t s  de la- 

vage,  benzène ou a c é t a t e  d ' é t h y l e ,  u t i l i s é s  a p r è s  l e  couplage.  

La diminut ion du volume du s o l v a n t  n é c e s s a i r e  pour l ' é l i -  

mination de l ' e x c è s  de r é a c t i f  de  couplage e t  des  p r o d u i t s  
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seconda i res  de  l a  r é a c t i o n  a un e f f e t  bénéf ique s u r  l a  q u a l i t é  

e t  l ' adhé rence  du f i l m  p ro t é ique  s u r  l a  p a r o i  de l a  coupe l l e .  

La dégrada t ion  automat isée  de l a  p r o t é i n e  s ' e n  t rouve  a i n s i  

amél iorée  e t  peu t  ê t r e  e f f e c t u é e  s u r  un p l u s  grand nombre de 

cyc l e s .  

II - 1-2  Le système de v i d e  

I l  e s t  p o s s i b l e  de résoudre  l e  problème des p e r t e s  de 

v ide  en remplaçant l a  vanne pneumatique Bimba p a r  une grosse  

vanne é lect romagnét ique comme l ' o n t  f a i t  BHOWN e t  c o l l .  ( 3 ) .  

Une s o l u t i o n  p l u s  r a d i c a l e  a é t é  c h o i s i e  p a r  WITTMANN-LIEBOLD 

q u i  a complètement r e c o n s t r u i t  le  système de v ide  ( 6 5 ) .  Son 

système es t  r é a l i s é  en t iè rement  en  aluminium avec une s e u l e  

e n t r é e  d i r e c t e  q u i  est  c e l l e  du v i d e  poussé. Deux vannes s o l é -  

noïdes  (Leybold-Heraeus) branchées  en  p a r a l l è l e  commandent l e  

vide r e s t r e i n t  e t  l e  v ide  poussé q u i  s o n t  r é a l i s é s  à l ' a i d e  

d 'une pompe unique de type  A l c a t e l  2033 C. 

II - 1-3 L e  p iège  à f r o i d  

L e  montage d 'un p i ège  à f r o i d  s u r  l a  l i g n e  de v i d e ,  p ré -  

s e n t e  les avantages  s u i v a n t s  : 

- Condensation des vapeurs  de s o l v a n t  e t  é l i m i n a t i o n  des  

r e t o u r s  de vapeurs d ' h u i l e  dans l a  coupe l l e .  



- P r o t e c t i o n  de l a  pompe à v ide  e t  absence de condensat ion 

des  sous-produi ts  de l a  dégrada t ion  dlEdrnan dans l e s  li- 

gnes de v i d e ,  ce  q u i  diminue considérablement l a  contami- 

n a t i o n  des  ATZ-AA p a r  les sous-produi t s .  

- Réduction des  p e r t e s  p a r  oxydat ion.  

Nous avons i n s t a l l é  s u r  n o t r e  séquenceur,  un p i è g e  à 

f r o i d  Beckman dont  l e  schéma e s t  p r é s e n t é  dans  l a  f i g u r e  1 2 .  

Ce piège se compose de deux p a r t i e s .  

La première p a r t i e  es t  c o n s t i t u é e  d ' un  vase  de t ype  

"Dewar" en  v e r r e  q u i  comporte des ch icanes  a f i n  de mieux con- 

denser  l e s  vapeurs  de s o l v a n t  e x t r a i t e s  de l a  coupe l l e  de 

r é a c t i o n .  Ce vase  e s t  emprisonné à l ' i n t é r i e u r  d 'un b â t i  métal -  

l i q u e  e t  il es t  i s o l é  p a r  de l a  mousse de po lyuré thane .  A 

l ' e x t é r i e u r  du système r é f r i g é r é  e s t  branché un b a l l o n  amovible 

dans l e q u e l  s o n t  r e c u e i l l i s  l e s  p r o d u i t s  de condensat ion.  L e  

vase  Dewar e s t  rempli  d ' a l c o o l  abso lu  (600 m l )  à l ' i n t é r i e u r  

duquel es t  immergé un "do ig t "  m é t a l l i q u e  q u i  e s t  r e l i é  à l a  

seconde p a r t i e  de l ' a p p a r e i l l a g e  c ' e s t - à - d i r e  le  groupe de 

f r o i d .  

Ce groupe de f r o i d  e s t  c o n s t i t u é  d 'un  c r y o s t a t  de l a  

marque NESLAB q u i  peu t  descendre jusqu 'à  -80°C, -lOO°C. Ce 

système a deux é t a g e s .  L e  premier é t a g e  de f r o i d  e s t  un c i r -  

c u i t  fermé de pentane e t  l e  second un c i r c u i t  fermé de  f r éon .  

Le f r o i d  e s t  t ransmis  au "do ig t "  m é t a l l i q u e  p a r  l ' i n t e r m é d i a i -  

r e  d ' un  f l e x i b l e  q u i  e s t  t r è s  f r a g i l e  l o r s q u ' i l  e s t  à - 8 0 ' ~ .  

Ce piège à f r o i d  d o i t  ê t r e  décongelé t o u t e s  les semaines c a r  

on s ' a p e r ç o i t  qu ' en  f i n  de  dég rada t ion ,  l e  v i d e  à l ' i n t é r i e u r  

de l a  coupe l l e  dev ien t  moins bon à cause du colmatage du vase  
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FIGURE 1 2  SCHEMA S I M P L I F I E  DU P I E G E  A F R O I D  BECKMAN 



Dewar. C e t t e  o p é r a t i o n  de décongélat ion r e p r é s e n t e  un inconvé- 

n i e n t  c a r  pour a v o i r  de nouveau un p iège  e f f i c a c e ,  on e s t  

o b l i g é  de couper l a  r é f r i g é r a t i o n  pendant 24 heures  c e  q u i  re- 

p ré sen te  une p e r t e  d ' u t i l i s a t i o n  du temps machine. 

Par  a i l l e u r s ,  l e  b a l l o n  où s o n t  c o l l e c t é s  les p r o d u i t s  

de condensat ion d o i t  ê t r e  v idé  t o u s  l e s  25  c y c l e s  de dégrada- 

t i o n  envi ron .  En o u t r e ,  comme il s e  t rouve  à l ' e x t é r i e u r  du 

système r é f r i g é r é ,  les p r o d u i t s  de condensat ion o n t  tendance 

à s ' é v a p o r e r  e t  les vapeurs a i n s i  formées s o n t  en t r a snées  

dans l a  pompe, ce  q u i  e s t  un inconvénien t .  

Dans un a v e n i r  proche,  nous espérons  remplacer ce  p i ège  

p a r  un a u t r e  système q u i  p e r m e t t r a i t  de r e c u e i l l i r  l e s  vapeurs 

condensées à l ' i n t é r i e u r  d ' un  b a l l o n  q u i  s e r a i t  r é f r i g é r é  a f i n  

d ' é v i t e r  l a  r éévapora t ion  des  s o l v a n t s  e t  d ' a v o i r  un piège 

t r è s  e f f i c a c e .  Cependant, en  d é p i t  de cet inconvénien t ,  l ' i n s -  

t a l l a t i o n  du p iège  à f r o i d  Beckman s u r  n o t r e  séquenceur a ap- 

p o r t é  une amé l io ra t ion  s e n s i b l e  de  l a  dégrada t ion  ~ ' E D L N A N  au- 

tomat i sée .  

En e f f e t ,  a f i n  d ' e s t i m e r  l ' e f f i c a c i t é  de ce  p i ège ,  nous 

avons soumis l a  myoglobine de coeur  de Cheval à l a  dégrada t ion  

d'EDMAN, avant  e t  a p r è s  l a  m i s e  en  p l a c e  du piège à f r o i d .  

Une même q u a n t i t é  de  p r o t é i n e  (200 nanomoles) a é t é  s é -  

quencée avec un programme quadro l  0 . 1 M .  L a  comparaison des  

rendements des  d i f f é r e n t e s  PTH-AA déterminées  a é t é  e f f e c t u é e  

s u r  l e s  2 0  premiers  r é s i d u s  de l a  p r o t é i n e  ( t a b l e a u  1). 

C e t t e  comparaison nous montre que l e  rendement des  PTH-AA 

e s t  b i e n  m e i l l e u r  ap rè s  l a  mise en  p l a c e  du piège à f r o i d ;  nous 



TABLEAU 1 

COMPARAISON DES RENDEMENTS OBTENUS LORS DE LA DETERMINATION DE LA SEQUENCE DE LA MYOGLOBINE DE COEUR DE CHEVAL 

AVANT ET APRES INSTALLATION DU PIEGE A FROID 

PTH-AA 
déterminée 

Gly Leu Se r  Asp GLy Glu Trp Gln Gln Val Leu Asn Val Trp Gly Lys V a l  Glu Ala Asp 

P o s i t i o n  dans 
l a  séquence 

Rendement obtenu 
avant  i n s t a l l a t i o n  15.7 41.7 6.6 40.5 11,5 22 30,4 16.5 12 11.8 24,4 20.1 15,l 11.5 6 15.1 13 n.d 11.2 11, i î  

(en pourcentage) 

Rendement obtenu 
ap rès  i n s t a l l a t i o n  26.9 82,8 12.1 47.3 19,l 44.4 37,5 34.7 37,3 31,6 42.4 28.1 23.7 22.3 11,2 ze,i 17,~ 18,g 22.1 20.9 
(en pourcentage) 



avons notamment une q u a n t i t é  de  PTH-sérine q u i  es t  doublée ,  ce  

q u i  est t r è s  i n t é r e s s a n t  c a r  l a  PTH-sérine pose souvent  des  

problèmes d ' i d e n t i f i c a t i o n .  L a  PTH-sérine en e f f e t  n ' e s t  pas 

s t a b l e  (80 p.100 de PTH-sérine s o n t  d é t r u i t e s )  e t  donne un 

p r o d u i t  de  6-él iminat ion ( f i g u r e  1 3 ) .  De p l u s ,  e l l e  donne en 

HPLC des  p i c s  de décomposition q u i  l u i  s o n t  c a r a c t é r i s t i q u e s .  

Des expé r i ences  u l t é r i e u r e s  nous o n t  montré que l a  PTH- 

t h r éon ine ,  dont  65  p.100 s e  décompose en déhydrothréonine ( f i -  

gure  1 4 )  é t a i t  e l l e  a u s s i  beaucoup mieux préservée .  

II - 1 - 4  La coupe l l e  de r é a c t i o n  

D i f f é r e n t s  t ypes  de coupe l l e  o n t  é t é  proposés .  Tout d ' a -  

bord,  FAIRWELL e t  BREWER ( 2 0 )  o n t  adapté  s u r  l e u r  séquenceur 

une c o u p e l l e  q u i  tourne  à 1800 e t  3600 tours /minute  c ' e s t - a -  

d i r e  deux f o i s  p l u s  v i t e  que l a  coupe l l e  d ' o r i g i n e .  C e l l e - c i  

a  un d iamèt re  s u p é r i e u r  à l a  coupe l l e  Beckman e t  son "under- 

c u t "  est  s i t u é  j u s t e  sous l a  gorge.  Du f a i t  de  l a  r o t a t i o n  

p l u s  r a p i d e ,  l a  s u r f a c e  du f i l m  augmente de 7 5  p.100, l e s  é- 

changes avec  les r é a c t i f s  s o n t  m e i l l e u r s  e t  à p a r t i r  de 600 

nmoles d'apomyoglobine de sperme de Bale ine ,  les a u t e u r s  o n t  

pu dé te rminer  sans  ambiguïté les 85 premiers  r é s i d u s  de l a  

p r o t é i n e .  

INGLIS e t  c o l l .  (35 )  o n t  pour l e u r  p a r t  remplacé l a  

coupe l le  t r a d i t i o n n e l l e  en v e r r e  p a r  une coupe l l e  en méta l .  



FIGURE 13 DECOMPOSITION DE LA PTH-SERINE 
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Celle-ci est réalisée en aluminium. Deux lignes différentes 

arrivent dans cette coupelle. Dans un premier temps, le sol- 

vant ou le réactif arrive dans la coupelle puis les auteurs 

ferment l'arrivée de liquide. Les échanges entre le film et 

les réactifs s'effectuent. Dans un second temps, la rotation 

de la coupelle est arrêtée, le liquide descend dans le fond 

de celle-ci et monte dans la deuxième ligne grâce à une pous- 

sée d'azote. Les auteurs ont réussi grâce à ce nouveau sys- 

tème, à diminuer leur consommation de solvant par un facteur 

dix. Enfin, WITTMANN-LIEBOLD (65) a équipé son séquenceur 

d'une coupelle en verre à double paroi. La température est 

maintenue constamment à 55OC à l'intérieur de celle-ci grâce 

à une circulation d'eau. Cette coupelle comporte 3 sorties : 

- une pour l'unique ligne de délivrance 
- une pour l'azote 
- une pour le scoop qui est en or. Le positionnement de 
ce scoop dans la gorge de la coupelle a également été 

rendu plus aisé. 

Enfin, le système de chauffage Beckman du compartiment 

coupelle est utilisé comme chauffage additionnel. 

II - 1-5 La conversion automatique 

Outre les modifications des vannes de délivrance et du 

système de vide, WITTMANN-LIEBOLD et co11.(63) ont également 

proposé un système de conversion automatique pour l'équipe- 

ment du séquenceur Beckman 890C. En effet, jusqu'à présent, 



la conversion devait être réalisée manuellement. Or, Les 

ATZ-AA sont très sensibles à l'oxydation, ainsi qu'à l'expo- 

sition aux acides forts et aux acides dilués, conditions dans 

lesquelles elles se trouvent au moment du clivage par l'acide 

heptafluorobutyrique anhydre, et de la conversion par l'acide 

chlorhydrique 1N. Ceci conduit soit à une désamidation, soit 

à une destruction des ATZ-AA. Il est donc nécessaire que la 

conversion se fasse immediatement après le clivage, Le système 

de conversion automatique proposé par WITTMANN-LIEBOLD et coll. 

est piloté par les fonctions 36 à 42 qui étaient inoccupées sur 

leprogrmteur Beckman. La conversion se fait dans une ampoule 

thermostatée à 55'~. Le réactif de conversion est l'acide tri- 

fluoroacétique à 20 p.100 dans l'eau et les PTH-AA formées sont 

extraites par un mélange 1,2 dichloroéthane/méthanol (7:3,v/v). 

Ce réactif et ce solvant sont délivrés par une vanne en téflon 

du même type que celles décrites précédemment. Grâce à cette 

conversion automatique, les auteurs ont constaté qu'il n'y 

avait plus de désamidation des PTH-asparagine et PTH-glutamine 

et que le rendement des autres PTH-acides aminés était accru. 

Le système de conversion automatique que nous avons mis 

en place sur notre séquenceur est dérivé de celui décrit par 

WITTMANN-LIEBOLD et co11.(63). Son installation a nécessité 

la mise en place des pompes à vide à l'extérieur du séquenceur 

car le système de conversion est placé dans le compartiment 

initialement prévu pour les pompes. 

Ce système de conversion est présenté dans la figure 15. 



FIGURE 15 LE SYSTEME DE CONVERSION AUTOMATIQUE 





La convers ion se dé rou le  dans une ampoule en v e r r e  thermosta-  

t é e  à 5 5 O ~ .  C e t t e  ampoule comporte deux e n t r é e s  e t  une s o r t i e  

p l acées  en  p é r i p h é r i e  e t  une s o r t i e  c e n t r a l e :  

- une e n t r é e  pour l a  t h i a z o l i n o n e  

- une e n t r é e  commune au r é a c t i f  de  convers ion  (TFA à 2 0  p.100 

dans l ' e a u  d i s t i l l é e ) ,  au s o l v a n t  d ' e x t r a c t i o n  des  PTH-AA 

(dichloroéthane/méthanol, 7:3 ,v /v) ,  e t  l ' a z o t e  ( l i g n e  

N 2 1 1 1 )  

- une s o r t i e  commune pour l e  v ide  ou l ' é v a c u a t i o n  v e r s  l e  

f l a c o n  r écep teu r  de déche t s  ( l i g n e  W 2 )  

La s o r t i e  c e n t r a l e  plonge jusqu 'au fond de l 'ampoule e t  

es t  commune à l ' e x t r a c t i o n  de l a  PTH-AA formée v e r s  l e  co l l ec -  

t e u r  de f r a c t i o n s ,  à 1' a z o t e  ( l i g n e  N 2 1 V )  e t  à 1' évacuat ion v e r s  

l e  f l a c o n  r é c e p t e u r  de déche t s  ( l i g n e  W3). 

Une r e p r é s e n t a t i o n  schématique de c e t t e  ampoule es t  pré- 

s e n t é e  dans l a  f i g u r e  1 6 .  Les é t apes  de convers ion e t  de dégra- 

d a t i o n  o n t  l i e u  simultanément ( f i g u r e  1 7 ) .  A l a  f i n  d ' un  cyc l e  

de dégrada t ion ,  l a  t h i a z o l i n o n e  e x t r a i t e  pa r  l e  chlorobutane,  

es t  envoyée dans l 'ampoule  de convers ion.  E l l e  e s t  a l o r s  sé- 

chée complètement p a r  un couran t  d ' a z o t e  ( l i g n e s  N21V e t  N 2 1 1 1 ) .  

Le r é a c t i f  de convers ion es t  a l o r s  envoyé pendant 9 se- 

condes,  p u i s  l a  convers ion s ' e f f e c t u e  sous b u l l a g e  d ' a z o t e  Pen- 

d a n t  30 minutes.  A l a  f i n  de ce  temps, l e  TFA est  presque éva- 

poré  en t iè rement .  Le séchage de l 'ampoule e s t  a l o r s  pou r su iv i  

sous  v ide .  



FIGURE 16 SCHEMA S I M P L I F I E  DE L'AMPOULE DE CONVERSION 
AUTOMATIQUE ( 6 3 ) 
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Une fois l'ampoule parfaitement sèche, on la remet à 

la pression atmosphérique par un jet d'azote avant d'envoyer 

le solvant d'extraction. Le solvant d'extraction est projeté 

sur les parois de l'ampoule grâce à l'azote (ligne N2111) . 
Après un léger bullage d'azote, la PTH-AA est envoyée vers le 

collecteur de fractions par une poussée d'azote (ligne N2111). 

Cette opération de récupération de la PTH-AA est effectuée 

quatre fois. Les trois premières extractions sont envoyées 

dans le collecteur de fractions, et la dernière, qui sert à 

nettoyer l'ampoule de réaction, est dirigée vers le flacon 

récepteur de déchets. Le réactif de conversion et les solvants 

d'extraction sont délivrés par des vannes en téflon à faible 

volume "mort" (vannes W.K.G.) dont une description a été fai- 

te précédemment. La commande du système de conversion automa- 

tique est assurée par les sept fonctions (36 à 42) qui res- 

taient libres sur le programmateur, et une alimentation électri- 

que* indépendante de celle du séquenceur Beckman. 

II - 1-6 Autres modifications 

Il s'agit d'une part de la p o 6 e  d ' u n  p i E g e  à o x q g ê n e  

réalisée par BHOWN et co11. (4). Ce piège (Oxyclear) est placé 

sur la ligne d'alimentation d'azote. Il a pour but d'éliminer 

les traces d'oxygéne et d'eau contenues dans l'azote et qui 

n Cette alimentation électrique a été installée avec l'aide 
de Gérard LECOCQ (Ingénieur INSERM, Unité 124 INSERM) que 
nous remercions vivement. 



diminuent l e  rendement de  l a  dégrada t ion .  De ce  f a i t ,  l e  p iège  

e s t  p l acé  l e  p l u s  p r è s  p o s s i b l e  de l a  coupe l l e  de r é a c t i o n  a f i n  

que l e  gaz q u i  a r r i v e  dans c e l l e - c i  ne s e  recontamine pas en 

cours  de r o u t e .  

D ' au t r e  p a r t ,  HUNKAPILLER e t  HOOD (33 )  remplacent l ' a z o t e  

pa r  un gaz p l u s  l ou rd  e t  d 'une  t r è s  grande p u r e t é  : 1' afigan. 

II - 1-7 Détermination de l a  séquence N-terminale de l a  myo- 

g lob ine  de Cheval ap rè s  modi f ica t ion  du séquenceur 
- - 

Beckman 890C 

La séquence N-terminale de l a  myoglobine de coeur  de Che- 

v a l  (200 nanomoles) a é t é  déterminée ap rè s  t r ans fo rma t ion  du 

séquenceur Beckman, avec un programme quadro l  1 M .  

La comparaison des  rendements des  d i £  f é r e n t e s  PTH-AA 

i d e n t i f i é s  avant  e t  ap rè s  t r ans fo rma t ion  du séquenceur e s t  pré-  

s e n t é e  dans l e  t a b l e a u  II. On p e u t  remarquer que les rendements 

i n d i v i d u e l s  des  d i f f é r e n t e s  PTH-AA s o n t  a s sez  net tement  supé- 

r i e u r s  ap rè s  les mod i f i ca t ions  techniques  appor tées  au séquen- 

ceur .  En p a r t i c u l i e r ,  on n ' obse rve  aucune désamidat ion de l a  

PTH-glutamine e t  de l a  PTH-asparagine, a l o r s  qu ' avan t  l a  t r a n s -  

formation de l ' a p p a r e i l ,  nous av ions  envi ron  50 p. 100 de désa- 

midation de l a  PTH-glutamine e t  25  p.100 de désamidat ion de l a  

PTH-asparagine. Cependant, un problème s ' es t  posé au  niveau de 

l ' i d e n t i f i c a t i o n  en  HPLC de l a  PTH-serine e t  de l a  PTH-thréonine. 



TABLEAU 11 

COMPARAISON DES RENDEMENTS OBTENUS LORS DE LA DETERMINATION DES 15 PREMIERS RESIDUS DE LA MYOGLOBINE DE COEUR DE CHEVAL 

AVANT ET APRE S TRANSFORMATION DU SEQUENCEUR BECKMAN 

PTH- AA 
déterminée 

Gly Leu Ser Asp Gly Glu Trp Gln Gln Val Leu Asn Val Trp Gly 

P o s i t i o n  dans 
l a  séquence 

Rendements ob tenus 8 , 9  10,8 13,2 
avant t ransformation 48 59 ,7  18,6 23 34,8 16,2 2 2 , 4  5:4 4: 5  

32 ,6  30,7 
3: l 

26,6  15,9 15,8 
(en pourcentage) (Glu) (Glu) ( A ~ P )  

Rendements obtenus 
après  t ransformation 25 65,8 n.d. 5 4 , 4  22,6 63,8 43,2 43,2 44,2 33 ,4  3 4 , 4  33 ,4  31 ,8  20,2 23,6  
(en pourcentage) 



En effet, nous avons observé une destruction pratique- 

ment totale de ces deux dérivés d'acides aminés, destruction 

due à l'utilisation de la conversion automatique. 

La destruction de la PTH-serine a pu etre partiellement 

évitée en ajoutant à tous nos solvants ainsi qu'aux réactifs 

de clivage et de conversion, du dithiothréitol (DTT) à raison 

de 10 mg/litre ( 5 4 ) .  De ce fait, la PTH-sérine est identifiée 

à 254 nm sous la forme de deux pics de "PTH-sérine-DTT" comme 

le montre la figure 18. Cette PTH-AA modifiée n'étant pas 

présente dans notre standard, sa quantification ne peut $tre 

effectuée et ne figure donc pas dans notre tableau de compa- 

raison. 

L'effet de la conversion automatique sur la PTH-thréonine 

résulte en une transformation totale de la PTH-thréonine en 

PTH-déhydrothréonine dont l'identification n'est possible qu'à 

313 nm (figure 19). 

On peut enfin remarquer dans le tableau II que le rende- 

ment de la PTH-glycine est beaucoup plus faible aprés transfor- 

mation du séquenceur. Ceci est dO à une modification partielle 

de la PTH-glycine, liée à la fois à l'addition de dithiothréi- 

tol aux solvants et aux réactifs de clivage et de conversion, 

et à la conversion automatique. La PTH-glycine ainsi modifiée 

est identifiée sous la forme d'un pic supplémentaire, non quan- 

tifié, élué entre PTH-tyrosine et PTH-glutamique méthylester 

comme le montre la figure 20. 
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II - 2 TRAITEMENT DES REACTIFS ET DES SOLVANTS 

Ce traitement est réalisé selon la méthode de FRANK (25). 

La purification du quadrol est réalisée par absorption des im- 

puretés sur aminoéthyl-cellulose. 1,5 g d'aminoéthyl-cellulose 

Serva sont lavés deux fois avec 25 ml d'une solution 2M de tri- 

fluoroacétate de sodium dans l'acide trifluoroacétique 0.1M. 

L'aminoéthyl-cellulose est ensuite chauffée pendant 15 minutes 

à 50°C dans 25 ml de solution de lavage, puis elle est filtrée 

sur un verre fritté de porosité 1. Le filtrat obtenu est brun. 

La procédure est répétée trois fois pour que l'aminoéthyl-cellu- 

lose devienne blanche, puis on lave à l'eau distillée jusqu'à 

pH neutre. L'aminoéthyl-cellulose est alors séchée par aspira- 

tion à la trompe à eau puis introduite dans 100 ml de tampon 

de couplage (quadrol 0.33M dans un mélange n-propanol/eau, 

3:4, v/v, ajusté à pH 9). L'ensemble est alors mis en place 

dans le séquenceur, la ligne de délivrance du tampon de coupla- 

ge étant emprisonnée dans un filtre de porosité 1. Quant aux 

solvants (benzène et acétate d'éthyle), ils sont purifiés par 

conservation sur alumine Woelm W 200 neutre super 1 (20 g d'alu- 

mine/litre de solvant). Les lignes de délivrance des solvants 

sont emprisonnées dans des verres frittés de porosité 2. Une 

comparaison de la séquence d'un hexadécapeptide (résidus 69-84) 

de l'histone H4 de thymus de Veau, obtenu par coupure de la 

protéine* au niveau des résidus d' acide aspartique, a été 

x Ce peptide nous a été aimablement donné par Maurice COUPPEZ. 



e f f e c t u é e  avant  e t  ap rè s  t r a i t e m e n t  du quadro l  e t  des  s o l v a n t s  

de lavage.  Une q u a n t i t é  de  pep t ide  v o i s i n e  de  50 nanomoles a  

é t é  séquencée en programme quadro l  en  présence de polybrène.  L a  

comparaison des  rendements des  d i f f é r e n t e s  PTH-AA déterminées 

est p ré sen tée  dans l e  t a b l e a u  III. 

On peut  remarquer que l e s  rendements obtenus  avec l e  

programme quadrol  t r a i t é  s o n t  s u p é r i e u r s  à ceux obtenus avec 

l e  quadro l  non t r a i t é ,  notamment à p a r t i r  du 6ème c y c l e  ail l e  

rendement es t  deux f o i s  p l u s  impor tan t  a l o r s  qu 'au d é p a r t  l e s  

rendements s o n t  v o i s i n s .  D e  p l u s ,  en  u t i l i s a n t  l e  quadro l  t ra i -  

t é ,  nous avons determiné l a  séquence complète du pep t ide  a l o r s  

que précédemment nous n '  avions pu dé te rminer  que l e s  13  premiers  

r é s i d u s .  

II - 3 MICROSEQUENCE EN PHASE SOLIDE, L I Q U I D E ,  GAZEUSE 

C e t t e  technique d ' a p p l i c a t i o n  r écen te  e t  dont l e  p r i n c i p e  

a é t é  exposé dans l e  c h a p i t r e  1, a é t é  expérimentée grâce  à 

1' aimable c o l l a b o r a t i o n  du Docteur J.Van BEEUMEN de l ' u n i v e r s i t é  

de Gand. 

Pour c e t t e  expér imentat ion nous avons u t i l i s é  s i x  nano- 

moles d ' un  hexadécapeptide (pep t ide  69-84) de  l ' h i s t o n e  H 4  de 

thymus de Veau obtenu p a r  coupure de l a  p r o t é i n e  au niveau des  

r é s i d u s  d ' a c i d e  a s p a r t i q u e .  L ' a p p a r e i l  u t i l i s é  est  f a b r i q u é  aux 

Etats-Unis  p a r  l a  f i rme Applied Biosystem e t  commercial isé en  
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France p a r  l a  S o c i é t é  SEMSA. L a  méthodologie employée pour l a  

séquence en  phasengazeuse"a é t é  t ransposée  de l a  méthodologie 

employée pour l a  séquence en  phase l i q u i d e .  

Le pep t ide  a é t é  soumis à l a  dégrada t ion  d'EDMAN automa- 

t i s é e  en présence  de polybrène avec un programme dont  l e  tam- 

pon de couplage est une s o l u t i o n  aqueuse de t r iméthylamine à 

25 p.100. Avant l ' i n t r o d u c t i o n  du pep t ide  dans l e  séquenceur,  

t r o i s  c y c l e s  de dégrada t ion  s u r  l e  d i p e p t i d e  g lyc ine-g lyc ine  

o n t  é t é  r é a l i s é s  dans l e  b u t  de n e t t o y e r  l e  mainteneur .  

L e s  PTH-AA obtenues a p r è s  convers ion automatique o n t  été 

i d e n t i f i é e s  s u r  colonne CN avec une double d é t e c t i o n  r é a l i s é e  

simultanément à 269  e t  313 nm. Les q u a n t i t é s  de PTH-AA i n j e c -  

t é e s  é t a i e n t  comprises e n t r e  0 , 3  e t  2 nanomoles c a l c u l é e s  p a r  

r a p p o r t  à l a  q u a n t i t é  de p e p t i d e  soumise à l a  dég rada t ion .  

La q u a n t i f i c a t i o n  de ces PTH-AA a é t é  e f f e c t u é e  p a r  rap- 

p o r t  à un mélange s t anda rd  de PTH-AA de 6 2  picomoles à une sen- 

s i b i l i t é  de 0.01 AUE'S. 

L e s  rendements que nous avons obtenu s o n t  p r é s e n t é s  dans 

l e  t a b l e a u  I V .  

Le rendement r é p é t i t i f  c a l c u l é  à p a r t i r  des  r é s i d u s  d ' a l a -  

n ine  en p o s i t i o n  1 e t  8 es t  de  87 p.100. Bien que ce  rendement 

ne s o i t  pas  t rès é l e v é ,  l e  p e p t i d e  a pu ê t r e  séquencé e n t i è r e -  

ment e t  les diagrammes d ' i d e n t i f i c a t i o n  des  PTH-AA en  HPLC ne 

p r é s e n t a i e n t  aucune ambiguï té .  

C e t t e  technique de dégrada t ion  automatique en  phaseuga- 

z e u s e A r e q u i e r t  env i ron  10 f o i s  moins de pep t ide  que l a  dégrada- 

t i o n  en phase l i q u i d e .  Nous rappe lons  en e f f e t  q u ' a u  cours  d 'un 



TABLEAU I V  

RENDEMENTS OBTENUS LORS DE LA D E G R A D A T I O N  D '  EDMAN AUTOMATISEE D U  

PEPTIDE 69-84 ( 6  NANOMOLES) D E  L'HISTONE H4 DE THYMUS DE VEAU 

PAR LA TECHNIQUE DE MICROSEQUENCE EN PHASE *GAZEUSEu 

Rendements en nanomoles 
N O  Résidu Résidu R-l(1) R(2) R+1 (3) 

1 Ala 3,2 

2 Val 

3 Thr  192 

5 Thr 

6 Glu 

7 His 

8 Ala 

12 Thr o y 2  0,05 

14 Thr 

15 Ala 

( 2 )  R = rendement en nanomoles de l a  PTH-AA obtenue au cours du cyc le  de 
dégradat ion.  

(1 ) R- 1 = rendement de c e t t e  PTH-AA au cyc le  précédent .  

(3) R + l  = rendement de c e t t e  PTH-AA au cyc le  su ivan t .  

(4) n.d = i d e n t i f i é e  mais non dosée. 



e s s a i  p récédent  (paragraphe II - 2 ,  p . 7 8 ) ,  l a  séquence com- 

p l é t e  de l ' hexadécapept ide  a v a i t  é t é  déterminée p a r  dégrada- 

t i o n  d'EDMAN automat isée  en  phase l i q u i d e  à p a r t i r  de  50 nano- 

moles de pep t ide .  D e  p l u s ,  l e s  q u a n t i t é s  de r é a c t i f s  e t  de s o l -  

v a n t s  n é c e s s a i r e s ,  s o n t  de  beaucoup i n f é r i e u r e s  à c e l l e s  u t i l i -  

s é e s  en phase l i q u i d e .  L e  t a b l e a u  V nous montre une comparaison 

de consommation de r é a c t i f s  e t  de s o l v a n t s  pour un c y c l e  de dé- 

g r a d a t i o n ,  e f f e c t u é e  p a r  HEWICK e t  co11 . (31 ) .  

C e t t e  microméthode de dé te rmina t ion  de  l a  s t r u c t u r e  p r i -  

maire des  p r o t é i n e s  (ou p e p t i d e s )  semble donc t r è s  i n t é r e s -  

s a n t e  e t  s u p p l a n t e r a ,  s a n s  doute ,  dans un a v e n i r  proche,  l e s  

méthodes en  phase l i q u i d e  e t  s o l i d e  q u i  demandent beaucoup 

p l u s  de m a t é r i e l  de  d é p a r t .  



TABLEAU V 

COMPARAISON DES VOLUMES DE REACTIFS ET DE SOLVANTS CONSOMMES POUR UN CYCLE DE DEGRADATION D'EDMAN 

AVEC LE SEQUENCEUR EN PHASE LIQUIDE ET LE SEQUENCEUR EN P H A S E ~ G A Z E U S E ~ ( ~ I )  

R1 : PITC à 5 p.  100 dans  l e  n-heptane O.  4 

Volume e n  m l  de  r é a c t i f s  e t  de  s o l v a n t s  u t i l i s é s  

R2 : Tampon q u a d r o l  1 M  pH 9.0  

SEQUENCEUR EN PHASE LIQUIDE 

R3 : HFBA, 0 .01 p .100 de  DTT 

SEQUENCEUR EN PHASE GAZEUSE 

R4 : TFA à 25 p. 100 dans  l ' e a u ,  
0.01 p. 100 de  DTf 

S1 : Benzène 

PITC à 15 p. I O 0  dans l e  n-heptane 0 . 0 5  

Tampon t r imé thy lamine  à 25 p .  100 5 ml/min. de  
dans  l ' e a u  d é b i t  d '  argon 

TFA, 0.01 p.100 de  DTT 5 ml/min. de  
d é b i t  d '  a rgon  

TFA à 25 p. 100 dans  l ' e a u ,  O. 05 
0.01 p.100 de DTT 

Benzène 1 . 1  

52 : A c é t a t e  d 1 é t h y l e , 0 . 0 5  p. 100 d ' a c i d e  16 
a c é t i q u e ,  0.002 p. 100 de  DTT 

A c é t a t e  d l é t h y l e , O .  05 p. 100 d '  a c i d e  2.7 
a c é t i q u e ,  0.002 p.100 de  DTT 

S4 : A c é t o n i t r i l e ,  0.001 p.100 de  DTT 4 1 A c é t o n i t r i l e ,  0.001 p. 100 de  DTT O. 3 

S3 : Chlorobu tane ,  0.001 p.100 de DTT 7 Chlorobu tane ,  0.001 p.100 de  DTT 1.2 
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III - 1 LA CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE 

La chromatographie sur couche mince fut une méthode 

d'identification très populaire jusqu'à l'avènement de la 

chromatographie liquide à haute performance. 

Les supports utilisés étaient le gel de silice ou le 

polyamide. 

COHEN-SOLAL et BERNARD (14) ont décrit une méthode 

d'identification sur plaques de gel de silice, de 6,3cm x 

6,3cm, amidonnées. Une première identification est réalisée 

par chromatographie ascendante jusqu'aux 2/3 de la hauteur 

de la plaque, avec le solvant 1 (chloroforme-méthanol, 1:1, 

v/v), suivie d'une migration jusqu'en haut de la plaque 

avec le solvant II (chloroforme pur). La révélation des PTH- 

AA s'effectue à l'aide d'un réactif iode-azide de sodium : 

dans ce cas les PTH-AA apparaissent en blanc sur fond ocre, 

ou d'un réactif à la ninhydrine-collidine (52) et dans ce 

cas les PTH-AA apparaissent sous forme de taches diversement 

colorées. 

Les PTH-AA insuffisamment ou non séparées dans ce sys-  

tème-solvant, peuvent être séparées dans d'autres systèmes- 

solvants. 



KULBE (39)  utilise pour sa part, une méthode de 

chromatographie bidimensionnelle sur plaque de polyamide 

de 5cm x 5cm. La première dimension est réalisée dans un 

mélange toluène/n-pentane/acide acétique (60:30:16, v /v ) ,  

et la seconde dans l'acide acétique à 25 p.100. La détec- 

tion des PTH-AA se fait en lumière ultraviolette à 254 nm. 

Ces techniques d'identification en couche mince ont 

l'avantage d'etre très rapides, peu coûteuses, mais elles 

restent limitées par l'absence de dosage des PTH-AA détec- 

tées. 



III - 2 LA CHROMATOGRAPHIE E N  PHASE GAZEUSE 

C e t t e  technique est  appl iquée  pour l a  s é p a r a t i o n  de  

p r o d u i t s  v o l a t i l i s a b l e s .  L e s  PTH-AA n ' o n t  pas  t o u t e s  le 

même pouvoir  de v o l a t i l i t é .  On peu t  les c l a s s e r  en  t r o i s  

c a t é g o r i e s  : 

- Lu PTff -AA ayant une bonne v o L U é  : 

a l a n i n e ,  g lyc ine ,  v a l i n e ,  p r o l i n e ,  i s o l e u c i n e ,  

l e u c i n e ,  méthionine,  phényla lan ine  e t  t y r o s i n e .  

- La PTH-AA ayant une v a l u <  moyenne : 

t ryptophane,  asparag ine ,  g lutamine,  h i s t i d i n e ,  

t h r éon ine ,  s é r i n e ,  S-carboxyméthylcystéine, 

l y s i n e .  

- Lu PTH-AA à v o l U 2  nul le  : 

ac ide  a s p a r t i q u e ,  a c i d e  glutamique,  a c i d e  cys- 

t é i q u e  e t  a r g i n i n e .  

Pour i d e n t i f i e r  les PTH-AA des  deux d e r n i è r e s  catégo- 

ries, il e s t  n é c e s s a i r e  de les t ransformer  en d é r i v é s  vola-  

t i l s  p a r  couplage avec l e  N . O . B i s  t r i m é t h y l s i l y l a c é t a m i d e  

(BSA). Cependant, malgré c e t t e  t r ans fo rma t ion  les PTH-ly- 

s i n e  e t  a r g i n i n e  s o n t  t r è s  d i f f i c i l e m e n t  d é t e c t a b l e s .  



L e s  suppor t s  e t  les phases s t a t i o n n a i r e s  les p l u s  

u t i l i s é s  pour c e t t e  chromatographie en phase gazeuse,  s o n t  

ceux d é c r i t s  p a r  PISANO e t  BRONZERT ( 5 0 ) .  La m e i l l e u r e  sé- 

p a r a t i o n  est obtenue s u r  chromosorb WHP 100/120 mesh i m -  

prégné de ch lo rophény l s i l i cone  (SP 4 0 0  à 10 p .  100) . Les 

colonnes s o n t  en  v e r r e  car les PTH-AA s o n t  p a r t i e l l e m e n t  

d é t r u i t e s  à chaud au c o n t a c t  des  colonnes  m é t a l l i q u e s .  

Cependant, b i en  que c e t t e  méthode s o i t  r e l a t i vemen t  

rap ide  e t  a s sez  s e n s i b l e ,  e l l e  p r é s e n t e  quelques  inconvé- 

n i e n t s  : 

- Transformation incomplète d e s  PTH-AA en  d é r i v é s  

v o l a t i l s .  

- Décomposition thermique de PTH-thréonine, PTH- 

s é r i n e ,  PTH-tryptophane e t  PTH-tyrosine. 

- Désamidation p a r t i e l l e  de  PTH-glutamine e t  PTH- 

a spa rag ine .  

D e  ce  f a i t ,  l a  q u a n t i f i c a t i o n  des  PTH-RA ne p e u t  ê t r e  

rée l lement  f a i t e  que s u r  les PTH-AA v o l a t i l e s  c l a s s é e s  dans 

l a  première  c a t é g o r i e .  



III - 3 LA REGENERATION DES ACIDES AMINES A PARTIR DES PTH-AA 

La r égéné ra t ion  des  a c i d e s  aminés à p a r t i r  de s  PTH-AA 

se f a i t  généralement p a r  hydrolyse  a c i d e  s o i t  p a r  H C 1  5.6N 

à 130-150°c pendant 16 à 24 heures  (59) , s o i t  p a r  H I  5N à 

140°C pendant 2 4  heu re s  (56) . 
C e t t e  r égéné ra t ion  p a r  hydrolyse  a c i d e  t ransforme l e s  

PTH-sérine e t  PTH-S-carboxyméthylcystéine e n  a l a n i n e ,  l a  PTH- 

th réon ine  en a c i d e  a-aminobutyrique, e t  les PTH-tryptophane 

e t  méthionine s o n t  d é t r u i t e s .  AFRICA e t  CARPENTER ( 1 ) pré- 

f è r e n t  u t i l i s e r  l ' h y d r o l y s e  a l c a l i n e  p a r  l a  soude 0.1N à 

120°C pendant 12 heures .  C e t t e  méthode de r é g é n é r a t i o n  t r ans -  

forme l a  PTH-thréonine en  g l y c i n e  e t  l a  PTH-arginine e n  or-  

n i t h i n e .  La PTH-tryptophane est p a r t i e l l e m e n t  d é t r u i t e .  Quant  

aux PTH-sérine e t  PTH-acide c y s t é i q u e ,  e l les  s o n t  t o t a l emen t  

d é t r u i t e s .  

On remarque donc que cette méthode n ' e s t  pas  i d é a l e  

pour i d e n t i f i e r  les PTH-AA. D e  p l u s ,  b i en  que cette méthode 

s o i t  q u a n t i f i a b l e ,  e l l e  n ' e s t  jamais u t i l i s é e  comme technique  

p r i n c i p a l e  d 'une p a r t  à cause  de son manque de  r a p i d i t é  e t  

d ' a u t r e  p a r t  à cause du f a i t  que l a  r égené ra t ion  ne se f a i t  

jamais à 100 p.100 e t  que les rendements ob tenus  v a r i e n t  

d 'une  méthode d 'hydro lyse  à l ' a u t r e .  



La spectrométrie de masse est souvent utilisée pour dé- 

terminer les phénylthiohydantoïnes d'acides aminés particuliers. 

Elle est employée soit couplée à la chromatographie en phase 

gazeuse, soit seule. 

Dans le cas dela spectrcsnétrie de masse couplée à la chro- 

matographie en phase gazeuse, les échantillons sont introduits 

dans le chromatographe après avoir été modifiés chimiquement de 

manière à étre volatils. Le diagramme des PTH-AA apparaît sur 

l'enregistreur et lorsqu'on est au sommet d'un pic, une simple 

pression sur une touche du tiroir de commande du spectromètre 

de masse, déclenche le balayage des masses et l'inscription du 

spectre de masse sur un enregistreur. Cette technique, qui ne 

peut être utilisée que si les PTH-AA sont modifiées de manière 

à être volatils, est trop longue. 

Certains auteurs (61) préfèrent aujourd'hui utiliser di- 

rectement le spectromètre de masse. Ils pratiquent pour cela un 

bombardement ionique rapide. Dans ce cas, il n'est plus néces- 

saire de modifier chimiquement les échantillons au préalable. 

Cependant, comme la spectrométrie de masse nécessite un 

investissement très élevé, elle n'est utilisée que pour résou- 

dre des problèmes structuraux bien précis, qui ne peuvent être 

résolus par des méthodes chimiques ou des méthodes physiques 

(spectroscopie de RMN, spectroscopie infrarouge). 



III - 5 LA CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE A HAUTE PERFORMANCE (HPLC) 

Il y a deux types de chromatographie liquide à haute 

performance qui sont adaptés à la séparation des PTH-AA. 

Ce sont : - la chromatographie solide-liquide 
- la chromatographie liquide-liquide 

III - 5-1 La chromatographie solide-liquide 

Dans ce type de chromatographie, la phase stationnaire 

est constituée de silice ou encore d'alumine. Deux types de 

colonnes de silice commercialisées sous les noms de Spheri- 

sorb S 5W (Phase Separations Ltd), et de Lichrosorb Si 60 

5 Pm (Merck) sont généralement utilisés pour séparer les PTH- 

AA (23). 

La colonne de Spherisorb S 5W est éluée par un mélange 

dichlorométhane contenant 4 p.100 d'éthanol, 4 p.100 de di- 

méthylsulfoxide et 0.35 p.100 d'acide formique à 20 p.100. 

Elle sépare les PTH-AA polaires qui sont : PTH-acide 

aspartique, PTH-asparagine, PTH-glycine, PTH-acide glutamique, 

PTH-glutamine, PTH-sérine, PTH-thréonine et PTH-tyrosine. 

La colonne de Lichrosorb Si 60 est éluée par un mélange 

de dichlorométhane contenant 0.8 p.100 dfisopropanol et 175 

ppm de diméthyle sulfoxyde. 



Elle sépark les PTH-AA apolaires qui sont : PTH-phényl- 

alanine, PTH-leucine, PTH-isoleucine, PTH-valine, PTH-proline, 

PTH-alanine et PTH-tryptophane. 

Les résultats obtenus de cette façon sont bons mais la mé- 

thode est longue car il est nécessaire d'avoir systématiquement 

recours à deux chromatographies pour séparer tous les PTH-AA. 

III - 5-2 La chromatographie liquide-liquide 

Cette méthode est beaucoup plus employée que la précé- 

dente. Les colonnes sont constituées d'un support de silice sur 

lequel sont greffés des groupements de polarité différente. Ils 

sont soit peu polaires : groupe octadé~yle-(CH~)~~-CH~ et grou- 

pe phényle, soit de polarité intermédiaire : groupe cyano -CN. 

La phase mobile utilisée étant une phase polaire, on 

réalise de cette façon une chromatographie de phase inverse. 

Cette phase mobile est souvent constituée d'acétate d'ammonium 

ou de sodium, et de méthanol ou d'acétonitrile. Certains au- 

teurs préconisent l'utilisation de mélanges ternaires avec une 

association de deux solvants organiques : 

- acétonitrile-méthanol 

- acétonitrile-tétrahydrofurane. 
Cependant, vu le coQt élevé et la toxicité de l'acéto- 

nitrile, beaucoup d'entre eux utilisent le méthanol. 



De nombreuses méthodes de s é p a r a t i o n  des  PTH-AA p a r  

chromatographie l i q u i d e - l i q u i d e  o n t  é t é  d é c r i t e s  dans l a  

l i t t é r a t u r e .  

ZIMERMAN e t  c o l l .  ( 6 6 )  s é p a r e n t  l e s  PTH-AA s u r  une 

colonne Zorbax ODS ( type  C18) à 5 0 ' ~  avec un g r a d i e n t  li- 

n é a i r e  d ' a c é t a t e  de sodium ( 0 . 0 1 N )  e t  d ' a c é t o n i t r i l e .  

BHOWN e t  c o l l .  ( 4  ) p r é f è r e n t  employer une colonne 

Al tex  Ul t r a sphè re  ODS ( t y p e  C18) à température  ambiante 

avec un g r a d i e n t  l i n é a i r e  d ' a c é t a t e  de  sodium 0.04M pH 3.72 

e t  de méthanol. 

D ' au t r e s  a u t e u r s  comme FOHLMAN e t  c o l l .  ( 2 1 )  s é p a r e n t  

les PTH-AA s u r  colonne micro-Bondapak C18 (Waters) à 3T0C 

avec un g r a d i e n t  concave d ' a c é t a t e  d'ammonium pH 5.1 e t  

d ' é t h a n o l .  

Ci tons  encore  l a  méthode proposée p a r  HENDERSON e t  

c o l l .  (28) q u i  u t i l i s e n t  une colonne micro-Bondapak phényle 

(Waters) avec un g r a d i e n t  l i n é a i r e  d ' a c i d e  propionique à 

0.85 p.100 pH 3.80 e t  de méthanol à 90 p.100 ; a i n s i  que les 

t ravaux  de JOHNSON e t  c o l l .  ( 3 6 )  q u i  employent une colonne 

micro-Bondapak cyano (Dupont Zorbax) à 31°C avec un g r a d i e n t  

l i n é a i r e  d ' a c é t a t e  de sodium 0 . 0 2 4 M  pH 5.40 e t  de méthanol/ 

a c é t o n i t r i l e  (17: 3 ,  v/v) . 
Nous c i t e r o n s  e n f i n  l a  t echnique  u t i l i s é e  p a r  

HUNKAPILLER e t  HOOD (34) q u i  s é p a r e n t  l e s  PTH-AA s u r  une 

colonne cyano (HPLC a n a l y t i c a l  g r ade ,  IBM Ins t rument )  avec 

un g r a d i e n t  l i n é a i r e  d ' a c é t a t e  de sodium 0.015M à pH 5.8 

e t  de m é t h a n o l / a c é t o n i t r i l e  (1 : 4 ,  V/V) . 



Cependant, aucune de ces méthodes ne permet de s é p a r e r  

t o u t e s  les PTH-AA. C ' e s t  pourquoi ,  nous avons é t é  amenée à 

u t i l i s e r  en r o u t i n e  deux types  de suppor t s  : une colonne de 

micro-Bondapak C18 (Waters)  e t  une colonne de micro-Bondapak 

phényle (Waters) . Ains i ,  les PTH-AA q u i  ne s o n t  pas  s épa rées  

s u r  le  premier  suppor t ,  s o n t  pa r f a i t emen t  r é s o l u e s  s u r  l e  

second. 

Dans un premier  temps, les PTH-AA s o n t  donc i d e n t i f i é e s  

s u r  l a  colonne micro-Bondapak C18 (Waters) en  m i l i e u  a c é t a t e  

de sodium 10 rnM pH 4.27 avec un g r a d i e n t  l i n é a i r e  de 10 à 

48 p.100 de méthanol, d é r i v é  de c e l u i  d é c r i t  p a r  HERMANN e t  

c o l l .  (29). C e t t e  s é p a r a t i o n  q u i  e s t  p r é s e n t é e  dans l a  f i g u r e  

21 es t  r é a l i s é e  à t empéra ture  ambiante en 2 5  minutes .  L a  PTH- 

homoc i t ru l l i ne  est  u t i l i s é e  comme témoin i n t e r n e  pour l a  

q u a n t i f i c a t i o n .  La PTH-valine e t  l a  PTH-méthionine, de  même  

que l a  PTH-phénylalanine e t  l a  PTH-isoleucine ne s o n t  pas  

s épa rées  dans ce  système. 

Dans un second temps, l e s  PTH-AA s o n t  s épa rées  s u r  une 

colonne micro-Bondapak phényle (Waters ) .  L a  s é p a r a t i o n  que 

nous obtenons e s t  p r é s e n t é e  dans l a  f i g u r e 2 2  . E l l e  est réa-  

l i s é e  en 4 2  minutes en m i l i e u  a c é t a t e  de sodium 10 mM pH 4.27 

avec un g r a d i e n t  l i n é a i r e  de 10 à 55 p.100 de méthanol. Grâce 

à c e t t e  colonne,  les PTH-méthionine e t  PTH-valine a i n s i  que 

les PTH-phénylalanine e t  PTH-isoleucine s o n t  pa r f a i t emen t  sé -  

pa rées  a l o r s  q u ' e l l e s  ne l e  s o n t  pas  s u r  l a  colonne de C l 8 -  







Pour l ' i d e n t i f i c a t i o n  de l a  PTH-hist idine,  nous avons 

é t é  amenée à u t i l i s e r  un t ro i s i ème  type  de  suppor t .  I l  

s ' a g i t  de l a  colonne micro-Bondapak cyano (Waters) . La sépa- 

r a t i o n  que nous obtenons e s t  p r é s e n t é e  dans  l a  f i g u r e  2 3 .  

E l l e  es t  e f f e c t u é e  en 25 minutes ,  en  m i l i e u  a c é t a t e  de so- 

dium 3 mM pH 5.20 avec un g r a d i e n t  l i n é a i r e  de 2 à 6 5  p.100 

de méthanol. Comme nous l e  remarquerons, c e t t e  colonne q u i  

donne une t r è s  bonne &solution de la  PTH-his t i d i n e  , permet 

également de s é p a r e r  les PTH-méthionine e t  PTH-valine a i n s i  

que les PTH-phénylalanine e t  PTH-isoleucine. 

Cependant, l o r sque  l e  tampon de couplage u t i l i s é  pour 

l a  dégrada t ion  c o n t i e n t  de  l a  d iméthyla l ly lamine  l e  r ecour s  

à l a  chromatographie en phase gazeuse est  n é c e s s a i r e  pour  (BùS*\ puJ 
i d e n t i f i e r  de façon c e r t a i n e  l a  PTH-valine c a r  l a  DMAA donne 

un a r t e f a c t  q u i ,  en HPLC, e s t  é l u é  avec l a  PTH-valine. 

Au cours  d e s  d i f f é r e n t s  e s s a i s  de  s é p a r a t i o n  des PTH- 

AA, nous avons é t é  amenée à u t i l i s e r  une colonne Altex 

Ul t r a sphè re  ODS commercial isée p a r  l a  S o c i é t é  Beckinan. Un 

diagramme de s é p a r a t i o n  des  PTH-AA obtenu s u r  c e t t e  colonne 

es t  p ré sen té  dans l a  f i g u r e  2 4 .  L ' ana lyse  e s t  e f f e c t u é e  en  60  

minutes en m i l i e u  a c é t a t e  de sodium 10 mM, pH 4.27 avec un 

g r a d i e n t  l i n é a i r e  de 1 4  à 50 p.100 de méthanol. Comme nous 

pouvons le  remarquer, c e t t e  colonne donne une t r è s  bonne 

r é s o l u t i o n  pour les PTH-AA e t  2otamment pour PTH-méthionine 
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et PTH-valine ainsi que pour PTH-phénylalanine et PTH-iso- 

leucine (PTH-isoleucine étant sous ses deux formes PTH-allo- 

isoleucine et PTH-isoleucine) mais, les PTH-arginine et PTH- 

histidine sont très mal résolues. 

Ces PTH-arginine et PTH-histidine ont en plus un com- 

portement assez particulier et ceci sur n'importe quelle 

colonne. Elles sont en effet très sensibles au pH et à la 

molarité des tampons. Il est possible par exemple, en modi- 

fiant un de ces paramètres de les éluer très rapidement ou 

très tardivement. De plus, le vieillissement des colonnes 

entraîne des modifications sur le temps de rétention de ces 

PTH-AA. En effet, au cours du temps, les radicaux C18, cyano 

et phényl greffés sur la silice sont partiellement libérés, 

et de ce fait, au phénomène de séparation par hydrophobicité, 

se superpose un phénomène d'échange d'ions avec le support 

de silice. On pallie cependant à cet inconvénient en augmen- 

tant ou en diminuant la molarité du tampon. 

Au cours de toutes les déterminations de séquence que 

nous avons effectuées grZice au séquenceur, nous avons égale- 

ment été confrontée aux problèmes de l'identification des 

phénylthiohydantoïnes d'acides aminés modifiées, ces acides 

aminés pouvant Etre modifiés par des réactifs chimiques. Les 

résidus de cystéine par exemple sont alkylés après réduction 



ou transformés en résidus d'acide cystéique. Cette modifica- 

tion a pour but de cliver les ponts disulfures et de dérouler 

la chaîne polypeptidique afin de faciliter la détermination 

de la séquence. 

Les principales PTH des dérivés de la cystéine qui sont 

présentées dans la figure 25 sont obtenues : 

- par oxydation performique qui modifie la cystéine en 

acide cystéique mais également la méthionine en méthionine 

sulfone. 

- par l'acide iodoacétique qui donne la S-carboxyméthyl- 

cys téine . 

- par l'iodoacétamide qui transforme la cystéine en 
S-carboxyarnidocystéine. 

- par l'éthylène imine : on obtient alors l'aminoéthyl- 
cystéine . 

- par le méthylparanitrobenzène sulfonate qui donne la 
méthylcystéine. 

- par la 4-vinyl-pyridine qui donne la pyridyléthyl- 

cys téine . 

Sur cette figure 25, nous avons également fait appa- 

raître les PTH des dérivés méthylesters des acides aminés 

dicarboxyliques. Ceux-ci sont obtenus au cours de la con- 

version des ATZ-AA si le milieu de conversion est llHCl/mé- 

thanol, ou encore au cours du temps si les PTH-AA ont été 

reprises par le méthanol après une conversion à llHCl/eau. 



FIGURE 25 
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Ces PTH des dérivés d'acides dicarboxyliques sont : 

- PTH-aspartique méthylester 
- PTH-glutamique méthylester 
- PTH-carboxyméthylcystéine méthylester 

Une autre modification que nous avons également ren- 

contrée est celle de la lysine transformée en E-N-succinyl- 

lysine. Cette modification irréversible est effectuée dans 

le but de bloquer le résidu N-terminal ou de limiter les 

coupures par la trypsine dans la chaîne polypeptidique, aux 

seules liaisons arginyles. Cette modification s'effectue 

par traitement de la protéine ou du peptide avec l'anhydride 

succinique. La PTH-E-N-succinyllysine, dont l'identification 

en HPLC sur colonne micro-Bondapak C18 (Waters) est présen- 

tée dans la figure 26, apparaît sous la forme de trois pics 

caractéristiques. 

Nous avons également été amenée à séparer un certain 

nombre de PTH-AA modifiées résultant de la modification 

post-synthétique des protéines étudiées. 

C'est le cas notamment de certains résidus de lysine 

que l'on rencontre en particulier dans les histones H3 et 

H4 sous forme de E-N-méthyllysine, E-N-diméthyllysine et 

s-N-acétyllysine . 
Un diagramme de séparation des PTH-AA correspondantes 

est présenté dans la figure 27. 
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Les résidus de sérine, thréonine et tyrosine peuvent 

quant à eux être phosphorylés sur leur groupe -OH. Une sépa- 

ration des PTH-phosphosérine, PTH-phosphothréonine et PTH- 

phosphotyrosine est présentée dans la figure 28. 

Enfin, nous avons également rencontré un résidu de 

tyrosine modifié en tyrosine sulfate lors de la détermina- 

tion de la séquence de la protamine 2 3  de Roussette. 

L'identification de la PTH-AA correspondante n'a pu 

être réalisée que grace à la spectrométrie de masse et à 

l'analyse en spectroscopie infrarouge. 
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CHAPITRE IV 

CONTRIBUTION A LA DETERMINATION DE LA STRUCTURE P R I M A I  RE 
DE DIFFERENTES PROTEINES 



PLAN DU CHAPITRE I V  

CONTRIBUTION A LA DETERMINATION DE LA STRUCTURE PRIMAIRE DE 
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I V  - 2 DETERMINATION DE LA STRUCTURE PRIMAIRE D 'HISTONES H2A 

I S O L E E S  D'INVERTEBRES MARINS 

I V  - 3 DETERMINATION DE LA STRUCTURE PRIMAIRE DE PROTAMINES 
-- - -- - 

DE MAMMIFERES ET DE POISSONS 

I V  - 3-1 P r o t a m i n e s  de Mammifères 

I V  - 3-2 P r o t a m i n e s  de P o i s s o n s .  S t r u c t u r e  p r i m a i r e  

de la S c y l l i o r h i n i n e  4 de s p e r m e  de R o u s s e t t e  

(ScyZZiorhinus caniculus) 



L e s  t r avaux  concernant  l a  dé t e rmina t ion  de l a  s t r u c t u r e  

p r ima i r e  de l a  p r o t é i n e  HRm de R h i z o b i u m  me Z i Z o t i  o n t  f a i t  

l ' o b j e t  des  p u b l i c a t i o n s  s u i v a n t e s  : 

C h a r a c t e r i z a t i o n  and s t r u c t u r a l  s tudy  of  t h e  DNA-binding p r o t e i n  

HRm from Rhizobium m e Z i Z o t i .  

LAINE B., BELAÏCHE D., SAUTIERE P. and BISERTE G .  

Biochem.Biophys.Res.Commun.(l982) - 106, 101-107. 

Primary s t r u c t u r e  of t h e  DNA-binding p r o t e i n  HRm £rom R h i z o b i u m  

m e  Zi l o t i .  

LAINE B., BELAÏCHE D . ,  KHANAKA H. and SAUTIERE P.  



Primary Structure of the DNA-Binding Protein HRm from Rhizobium mfïloti 

Berndrd LAINE. Denisr BÉLAICHE. Hussain KHANAKA, and Pierre SAUTIERE 

L'nite 124 de I'lnstiiut National de la Santé et de la Recherche Médicale, Lille; and 
Laboratoire de Microbiologie Université des Sciences et Techniques de Lille, Villeneuve d'Ascq 

{Qeceived Oclober 5. 1982) - EJB 6072 

The amino acid sequence of protein HRm, a ~ ~ ~ L b i n d i n ~  HU-type protein of 90 residues (M, 9303), isolated 
from Rltizohilr~n meliloti, has been established from automated sequence analysis of the protein and from structural 
data provided by peptides derived from cleavage of the protein at arginine and aspartic acid residues. 

The cornparison of the primary structure of protein HRm with that of other HU-type proteins shows that two 
short sequences, of 7 and 6 residues respectively, located in the median part of the molecule, appear highly 
conserved and may be important in the function of the protein. 

d aspartic 
basic DNA-bindiiig protriris isolated from Ess<~lic~ricltin roli acid residues. 

, [l -41 could play a role in the condensation of the chromo- 
soma1 DNA which is packaged in a compact structure [5] and 
has heen visualized by electron microscopy to be condensed 
in a repeating beaded structure [6]. The most extensively MATERIALS AND METHODS 
studied of these proteins. the protein HU [ l ] ,  is a hetero- Materials complev constituted of two polypeptide chains termed HU-1 
and HI;'-?, of 90 residues each 17-91. Closely related proteins Rhizobium meliloti, strain 2011 Str 3 (streptomycin- 
have been isolated from different species widely remote in the resistant mutant) was provided by J. Denarie (Institut Na- 
hdctenal kingdom including Eubacteria (Salmotiella typhi- tional de la Recherche Agronomique, Versailles, France) and 
mununr ( 1  O ] .  Prnrdontoïm aeruginosa [ I l ] ,  Bacillus suhtilis was grown as described in [23]. The protein HRm was isolated 
( 1  71 and Bncilfu~ elohrgii (1 31). Cyanobacteria (Anabnena and and purified as in [22]. 
Sirte~ko~?stis [11]\ and an Archaebacteria (Thermoplasma Carboxypeptidase A (treated with PhMeS02F) was ob- 
ucidoplii/~un [ l  5.1). In support of the hypothesis of a role of the tained from Worthington. The protease from submaxillary 
HU-type proteins in the condensation of DNA are the gland of mouse (endoproteinase Arg-C) was from Boehringer. 
findings obtained essentiall? H ith the protein HU from Trifluoroacetic acid, dimethyl aliylamine, propan-1 -01 and 
E. t uli a d  the protein HTa from T. ocidophilum. The pro- dithioerythritol were sequanal grade from Pierce. Benzene and 
teinc. HU and HTa hake b e n  shown to be associated with the chloro-1-butane for sequential analysis were purchased from 
chromoromal DNA [2. II). t 51 and to stabilize DNA against S.D.S. (Peypin, France). Phenylisothiocyanate, heptane and 
themial dmaturatton [16.171. Protein HU can form nucleo- heptafluorobutyric acid were sequanal grade from Beckman. 
some-itke structures with circular double-stranded DNA Polybrene was purchased from Aldrich and the dipeptide 
whicb is c~>mierhscd by a ratio of 2.4 relative to naked DNA Gly-Gly from Sigma. Arztonitrile For HPLC was from Carlo 
1 i 8!. Prilrm HTa condenses linear double-stranded DNA into Erba. Al1 other reagenu were of the highest purity availabk, 
gi&uiar pmkks {19]. The proteins HU-1 and WU-2 [8,9] and 
t h  protein HTa [BI have beeri campletcrly sequenced. The Structural Studies piekt se$wmes d the WU-type proteins from P. aevuginosa 
[ l  f )  and from the CyanobaoterSiun Spnechocystis [Sl] have Carboxy-Terminal dnalysis. Protein HRm (80 nmol) dfs- 
also been report&. solved in 0.8 ml of 0.2 M N-methyl-morpholine acetate, pH 8.0 

A DNA-binding HU-type protein has been recently was digested at 37°C with carboxypeptidase A (15 pg, 
characterized in RltiAiunr mliloti [22]. This protein termed 0.7 unit). At 10 min and 30 min, aliquots were taken off, 
HRm is a single polypeptide chah  and exhibits lower acidified with glacial acetic acid and freezedried. The released 
aflinity for double-stranded DNA tfian does E. roli protein amino acids were analysed on the arnino acid analyser. 
HU. Cleavage ut Arginyl Rrsidues. Protein HRm (650 nmol) 

In this paper v.e present the complete amiao acid sequence was digested with the protease from submaxillary gland of 
of protein HRmestablished from automated sequence analysis mouse in 0.1 M sodium bicarbonate (2 ml) pH 8.0 at 37 "C 
of tbe protcin and from structural data provided by peptides for 4 h, using an enzyme-to-substrate ratio of 1 : 50 (w/w). 
-- The digestion was stopped by lowering the pH at 3.0 with 

A D h r U I t i ~ s .  HRm, DNA-hinding HU-type protein isolated from glacial acid. 
Rbcdumt d i l o r i :  PhMeSaF, phenylmethyisulfonyl Hwnde. Cleavage at Aspartyl Residues. Protein HRm (650 nmal) 

&-S. Garbo-vidas ic (El: 3.4.17.1); etidoprdaihase ,4rg-c was hydrolysed with 1 ml of 0.25 M acetic acid in an evac- 
i EC 3.4.-.-). uated seaJed tube for 15 h at 105 O C .  



Fig. 1. Strafrgy u.~ed,for the determimrinn of the amino acid sequrmre ojprotein H h i .  (----) Automated Edman degradation of protein M b  

Table 1. Aortmred Ednsan degxaQation ofpro:ot~ûî HRm 
In this table and in Tables 3-6, HPLC = identification and quantifi- 
cation of phenyithiottyd&ntoins of amino acids by high-pressure liquid 
chrnmatography [22,25]; GC = identitication by gas chromatograghy 
[26]; - = not quant i f i  

Cycle Residue Residue Yield Identification 
number nurnber 

Met 
Asn 
LYS 
Asn 
Glu 
Leu 
Val 
Ala 
Ala 
Val 
Ala 
A ~ P  
LYS 
Ala 
G ~ Y  
Leu 
Ser 
LYS 
Ala 
ASP 
Ala 
Scr 
Ser 
AL 
Val 
AsP 
Ala 
Val 
Phe 
Glu 
Thr 
Ile 
Gln 
GIY 
Glu 
teu 
Llys 
Asn 
aly 
Gly 
h P  

HPLC, GC 
HPLC 
MPLÇ 
HPLC 
HPLC . 
HPLC 
HPLC, GC 
HPLC 
HPLC 
HPLC, OC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 
HPLC, GC 
HPLC 
HPLC 
HPLC, FC 
HPLC, GC 
HPLC, GC 
HPLC 
HPLC, GC 
HPLC 
HPLC, GC 
HPLC, GC 
HPLC, GC 
HPLC 
HPLC', UC 
H m  
I IPLC' 
ttP#.L, LH' 

Table 1 (çontinued) 

Cycle Enidue Residue Yield IJzn:&aton 
number number 

42 42 Ile 19 HPLC. G î  
43 43 Ar? - 1- - m c .  GC 
44 44 Leu 8 HPLC. GC 
45 45 Val - lfPLC. CC 
46 46 Gly 18 HPLC. GC' 

47 phe 
48 Gb 
49 Asn 
56 Pbe 
5 1 Str 
52 Val 
53 Ser 
44 Ar.!? 

HPLC. GC 
HPLC, GC 
HPLC, GC 
HPrC 
HPLC 
HPLC. GC 
HPLC 
HPLC 

Fractiûriaatiot? of Fepriries. The cnzjmatic d&zst a d  the 
wid hydrolysate were freeze-dried and submitted ta Imdc~~l- 
tion by reverse-phase hi&-pressure liquid c h r o m ~ l t c ~ g t s > .  
The separation of peptides was perfomed with a Waters 
Associata ALC/<SPC 244 apparatus equipped with a U 6 K 
sample injector and a Cecil 212 variable-wavelength ultra- 
violet monitor. The samples were dissolved in 0.05% (vlii) 
trifluoroacetic acid in distilled water. centrifuged at 4Wû x g 
for 5 min and loaded on a Cis ~Eondapak column (9 pm, 
0.39 x 30 cm) (Waters Associates) equilibrated with 10>g 
(v/v) acetonitrile in 0.05 "0 trifluoroacetic a&. Peptides wete 
eluted with a linear gradient of acetonitrile in 0.05% tri- 
fluoroacetic acid as indicated in Fig. 2 and 3. All nins were 
carrieci out at room temperature at a constant flow rate of 
2 ml/min.Thc solvents were degsssed for 20 min by sonication 
and f ~ r  1 min under vacuum with stimng. 

Sepence Deremht ion .  Automated Edman degradation 
of the protein HRm and of large peptides was perfomed as 
indicated in [22]. Manual Edman degradation of peptides was 
carried out as in [24]. The phenylthiohydantoin derivatives of 
amino acids were identified by high-pressure liquid chromatog- 
raphy as indicatd in 122 j. 

N ~ k r t u t P  qf Pe-ptkh. Peptides obajzled bq cieitvap 
of the ~mtein at argiiiyl refiiiidiws csvith the proteclse from sub- 
innxillitry gland of m a w  arc Jçwigni~L~uf hy KP-. Peptides 
&rivai from clctlira@ at apart.tyt rwiducs itre dwignuM hy 
Ac-, '1%~ peflidcbo are ntt ltthd nr.c.odiag tcr thrir pt'isiti~ti - in the wqucnc- of ihc proldn. 
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Fis. 2 I-lutron Ilurttrn of peptr~ies ~c~tteratetl by < Ieavage at nrgrir~ 1 residum N rrh ?lie protc'cise froni suhmaxillary gland cq nzousc and fructionuted by rever.w- 
plioie HPLC The digest ( 1  30 ninol) was loaded on a column of Cis microBondapak (0.39 x 30 cm) equilibrated with 10 'jo (v/v) acetonitrile in O OS",, 
trifluoroacetic acid The column was eluted with a linear gradient (----) from 10% to 50 O/, acetonitrile in 0.05 'x trifluoroacetic acid. Fractions oT0.8 ml 
\terecollected üt a How rate of 2 ml, min. The elution of peptides was monitored at 210 nm. The fractions used for sequence determination were numhered 
by order of elution from 1 to 5 

Table 2 .  Amino crcrd compositi«n of  peptides used for fhe sequencr determination 
Values are expressed as number of residues per mole of peptide. Values in parentheses are the nearest integers. No corrections were made for de- 
gradative losses of threonine and serme. The last column shows the amino acid composition of protein HRm determined in [22] 

Amino acids RP- 1 RP-2 RP-3 RP-4 Ac-4 Ac-5 Ac-6 Protein HRm 
residues residues residues residues residues residues residues 
1 to 43 44 to 54 56 to 74 75 to 90 27 to 40 42 to 69 71 to 86 

Aspartic acid 7.08 (7) 1.15 ( 1 )  2.03 (2) 3.05 (3) 1.14 (11 1.83 (2) 1.29 (1) 13 
Threonine O.W (1) 0.99 (1) 0.99 (1) 0.8i (1) 0.88 (1) 0.9s (1) 3 
krim 1.30 (3) 1 42 (2) 1.38 (2) 3.14 (4) 7 
Ckrtamic acid 4.47 (4) 2.1 1 (1) 2.67 (3) 2.13 (2) 6 
Proline 1.96 (2) 1.03 (1) 0.81 (1) t .73 (2) 3 
Gtjcine 3.66 14) 1.83 (2) 1 .82 (2) 1.77 (2) 2.67 (3) 4.05 (4) 1.89 (2) 10 
Alanine 7 91 (8) 2.91 (3) 1.89 (2) 1.32 (1) 2.21 (2) 2.34 (2) 13 
Vdline 4.06 (4) 2.06 (2) 1.02 (1) 212 (2) 1 .O6 (1) 2.70 (3) 1.30 (1) 9 
Methionine 0.94 (1) t 
Isoleucine 2.10 (2) 1.03 (1) 0.90 (1) 1 .O5 (1) 0.89 (1) 3 
Leuciw 3.00 (3) 1.13 (1) 1.13 (1) 1.10 (1) 1.40 (1) 1.05 (1) 5 
Phenylalaiiine 1 .O7 ( 1) 2.01 (2) l.iO(1) 0.99 (1) 1.87 (2) 0.97 (1) 4 
Lysine 3.94 (4) 1.12 (1) 2.9'2 (3) 1.18 (1) 1.49 (1) 2.75 (3) 8 
Argmine 1.28(1) 1.12 (1) 2.29 (2) 4.15 (4) 0.85 (1) 5 

Number 
of rrsrdues 43 Il  19 16 14 28 16 90 

No. fraction Fig. 1 Fig. 3 
- - .. . L- . -- _ -_ __ - -. - - . - - ----- - - 

4-5 3 i+:1&31y1 2 3 4 1 

-. 
,"- 

: i' 
i 

RESULTS only the peptides which allowed us to determine the seq@& - - 
are presented. 

The strategp used for the determination of the amino acid 
sequence of the protein HRin is presented in Fig. 1. The 
sequence of the first 54 amino acid residues was determined by Eclman Degradarion Prolein NRm 
autotnated Edman degradation of the protein. The sequence 
of the carh>xy-terminal half of the molecule was established Automated Edman degradation of the protein HRm was 
from structural data provided by large peptides generated by perfomed in two digerent ans,  with samples of 260 nmol and 
highly specifie cleavapes of the protein. The protein HRm 420 nmol, respectively. The reptifive yield calculated from 
was successively cieliveci at ïrenvl and a~partyl residues and alanine residues at positions 8 and 24 was 94% U1 both ex- 
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- 2 

Table 3. A ~ l o w ~ t e d  Edmna de#x.sJa&ion 0 6  pcptcdc RF-9 . %&'Lu 9. Audom~ted Ebr. d a # m d ~ ~ U s l  0 5  p e p t ~ d e  KP-4 

Cycle Residue l es i due  V l e l d  l ô e n t i f i c r t i o n  CYC1e Rcs4dur Residue F i e l d  I i f e n t i f i c e t t o n  

I 
number number II-1 nunber  nuLber &ml 

t 44 LLU 65 UPLC ! 75 Asn 7 1 HPLC. 6L 

E 45 va l  WPLC. PG J hC IIPLC. bE 

3 46 G ~ Y  20 HPLC ET . Cm! y >  ?t€ - 
A 4 7 Phe HPLE. GE 743 LY. M .  BPLC. 6C 

5 48 PlY 1. HPLC . k ?P PW' f6 WLC, SC 

6 49 Asa 36 WPLC $ <  66 T ~ Y  26 NQCC 

7 50 Bhe 33 HCLC. 6C # 81 81 ~ l l  Ui y 4 C  

8 61 se r 7 + 82 Ou' 
HPLC 

aplc 

9 52 Va1 HILE. GF 9 83 L*'r a UPLC 

10 53 2 10 94 rl4r Sar UPLC 
HCLC 

11 54 I r 9  3 HPLC 11 85 kr Xi* , I MN 
i e  80 tir* , , W L E : ~  

13 (17 fUIr 5 WLR 

14 89 Ala &8 , &khe$d, 

16 d9 Y 11 k a ,  i t  
18 90 han 6 RILC 

riirc 

Table 4. h u t o ~ f e d  Edmun degaadet&on 0 4  p e p t ~ d e  RP-f Tabl* 6. Automalad €&ER d r g i u d ~ t . . i  ..d ptpZ<ar  A : - $  

Cycle  Res idut  Residue l i r l d  I C n < i f i c a t l o n  
number n w b e r  nmal 

1 56 61 II 136 #PCC 

2 5 7 111 a 86 HPLC 

3 58 f e r  em HPLC 

4 69 LYS 86 HCLC 

5 60 E l y  36 WPLC 

6 6 1 Am HPLC 

7 62 Asn 20 ~ P L C  

8 63 Pro 36 HPLC. SC 

9 64 S e i  WFLC. 61: 

10 65 Thr 7 HFLC 

11 66 VY 16 MPLC 

12 67 Ali 14 RPLC 

13 68 61 u t WPLC. BE 

14 69 V i l  HPLC. GC 

15 ?O P 12 HPLC, 6C 

16 7 1 11e 2 HPLC. OC 

1 7  12 P w 10 HCLC 

18 13 A1 L 7 H t  LC 

- periments. Positive identifications were achieved through 
step 54 (Table 1) [22]. 

The peptides derivcd from cîeavage of the protein HRm 
et arginyl rcsidues by digestion with th proteam from 8 a i b  
KIRX~UI~PY giiilbd (If mame rn frrttrtionated by m m - p i z ~ ~  
~ - p m m w  liquid chromatography (Fig.2). T k  five hatçhed 

Leu 6 7 RPLC. GC 

9.1 121 HPLC. G C  

6 lP  59 HPLC. SC 

Phr Cl HPLC. CC 

61Y 27 HPLC 

Arn î 7 HPLC. Gc 

Pha 23 HPLC, 96 

S*r 5 UPLC, GC 

Yal 45  UPLC. 6C 

f e r  4 HPLC 

Ar9 5 ~ P L C  

*PO 8 HPLC 

@ l u  8 HPLC 

11 1 4 HPLE 

S i r  HILE 

20 6 1 Arg t i R C  

2 1 62 As n HPLC 

2 2 63 Pra IVLC 

fractions corwspond to pure peptides. TReir amino acid 
compositions are presented in Table 2. The peptide RP-1 was 
found in both fractions 4 and 5. This is IikeI! due to a panial 
daamidation of asparagirie and glutamine residueti which 
rnslkes the peptide more hydrophilic. The peptides RP-& 
RP-3 and RP-4 were obtained in fractions 3, 1 and 2 
Sd*. The pepskZe IP-2 {ry:sidues 44- 54). WP- 
5 - 7 4 )  and Ra4 (rmidws 775 -9) were c a s  
q d  by autamatecl Edman degradation (TttMe 
anai Frs4); 
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Fig.3 Elutton purt~~rn of pt3ptr(/et gr,rc~rufe<i by clc*uvage at aspar&/ residtces ivitli 0.25 M accric acid and fracrionated hy revc~r.~e-plt<r,s<~ HPLC'. The 
h'drolysate (70nmol) usas loaded on a column of Cks microBondapak (0.39x30cm) equilibrated as in Fig.2. The column was eluted with a linear 
gradient (- --) from IO",, to 30 O, acetonithle in 0.05 O, trifluoroacetic acid. Fracttons of 1.2 ml were collected at a flow rate of 2 ml/min. The clution 
of peptidea was nionitored at 210 nm. The fractions were numbered by order of elution from 1 to 4 

1 5 10 15 20 
(H) Met-Asn-Lys-Asn-Glu-Leu-Val-Ala-Ala-Val-Ala-Asp-Lys-Ala-Gly-Leu-Ser-Lys-Ala-Asp-Ala-Ser- 

________ -_ -________ - - - - - - - - - -~ - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -~ - -~ -~ - -~~~ -~ - -~~ -~ - -  

2 5 
S e r - A l  a -Va l  -Asp:Ala-Val  ----------------------. 

70 75 80 85 90 
A l a - G l  u-Va1 -Asp-Ile-Pro-Ala-$rg-Asn-Val-Pro-lys-Phe-Thr-Ala-Gly-Lys-Gly-Leu-Lys-Asp-A1a-Val -Asn(OH) -- 
---r--r-r---r-- - - - - - - r - - - - ; - - - - - - - - r  

RP-4 I -- 
----Ad 

___c_( I A c - 6  I 

Fig.4. Compleie atnino acid sequence ofprotein HRm. Methods used for determination of the sequence a n  indicated as foHowing: ---, automated 
Edman degradation of the protein HRm; -., automated Edman degradation of peptides; -, manuai Edman degradation of peptides; -, carbaxy- 
peptidase h!droly sis 

The proteüse from subrriaxillary gland of mouse failed to identical sequence Gly6O-Arg-A~n-Pro~~ of proteins HU-1 
cleave the susceptible bond Argl-Ad2.  This bond was also and HU-2 from Escherichia coli, the arginyl bond was cleaved 
resistant to trypsin and a tryptic peptide which covers the by trypsin Pl. 
sequence 60-74 was therefore obtained in the tryptic 
hydrolysate of protein HRm (data not shown). The resistance Clpavage Asportyl ResidueS of this bond to proteolytic cleavage for 4 h cannot be related 
to the nature of the residues adjacent to this bond (glycine and The peptides derived from hydrolysis of protein HRm 
prdine at positions 60 and 63 mpt ively)  since in the with 0.25 M aatic acid were fractionated by reverse-phase 



W-2 Thr Val Gl II-Lys Gl u-Leu Thr-Gln L#s-Ala 01 u-kr-Thr-Leu 

WU-1 /H)Met -Rn-Lys-SercGln-Leu-I1e-Asp-Lgs-Ilt-Ala-Ala-Gly-Ala-Asp-lla-kr-Lys-Ala-A~a-Ala-Gly-Aq-Ala-Leu-kp-Ala-Ile-Ile-Ala- 

Wa Ala Jer . . .  Va1 LYS Val Glu 

HiPl kn-Glu Va1 -Ale-Ali-Val Asp-Lys Gly-Leu Asp Ser-Ser Val Val -Phe-Glu 

Hfa k t -Va l  &!y-lle Glu Ser-Lys -Glu-Val Lys-Lys Am-Thr-Thr-Gln-Lys-Val Arg-Thr-Val-1 le-Lys-Ser-Phe-Leu-Asp 

f6 61y-61u Val Ala-Val-kt Lys z - v a l - T h r  Lys-Gln ~sp- le-$-lle- eu . . .  
+ + +  4t 4 * t * 

35 a0 55 
HU-P Ale-1 l e  l a  Asfl-lffs . Glu 

mi-1 %r-Va1 -Thr-6lu-kr-Leu-L~-Olu-Gty-Arp-Asp-Val-Ala Leu-Val-Gly-Pb-Gly-Thr-Phe Al a-Val -Lys41 u-Arg-Al a-Ala-Arg-Thr 

HPa Gly-A1a Al a 

Hb Thr-fle-Gln-Gly-Glu Ibn Gly ' l i e -  A;gl 
' Ali ;: 1 Ser Ser-Arg Glu Ser-Lys 

HTa Glu-Ile-Val-kr-Glu-Al a - h n 9 l y  Gln-Lys-Ile-Asn Glu-Arg-Pq-Thr-Cln-Gly-Pm Lys A l  a- 

+ +  * + t + L 
75 80 85 

Asn Ale Val-Ser 

HU-1 Arg-Rn-Pm-Gln-Thr Gly-Lys-Glu-Ile-Thr-Ile-Ala-Ala-Ala4ys-Val-Pm-Ser-Phc-~-Ala-Gly-Cys-Ala-Leu-Lys-Asp-P~la-\'al -Asn(MI) 

. . . . . . . . . . . . . . . .  HPa t 
H M  k r  1 Ala Val-Arp Pro Arg-Asn tys Thr G ~ Y  

Hia lLys Val Glu-Val-Pro-Ser-Lys Lys-Phe-Va1 Ser-kr-Lys-Ile Tyr-Gln-Gln(OH) 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  Hf Leu I l e  Ala 

Fig. 5 .  CornparLon of the amho acid sequences of DM-Ming HU-typeprotainsfrom $ i f e re~ t  bacteria. Proteins: HU-1 and HU-2 from E. coli [9], 
HPa from P. aeruginosa [ll], HRrn from R. rneliloti, HTa from T. midciphilum [20] and HS from the cyanobacterium S~nechoeystis [ZI]. HU-1 is 
given in fuH; for the other proteins, only the miducs that difTer from the HU-1 sequence are mentioned. Boxes indicate almost invariable sequenoes. 
stars indicate strictly conserved re&dues and + indicates positions where only one change is observed when al1 sequences are compared: . . un- 
tdentified residues in proteins HPa and HS 

bigh-pressure liquid chromatography (Fig. 3). The peptides 
AC-1, Ac-4, Ac-5 and Ac-6 were obtained pure in fractions 2, 
3, 4 and 1 respectively. The amino acid compositions of 
peptides Ac-4. Ac-5 and Ac-6 are presented in Table 2. The 
sequence of peptide Ac-5 (residues 42-69) was established 
by automated Edman degradation up to residue 63 (Table 6, 
Fig.4). The amino-terminal sequences of peptides Ac-4 
(residues 27 -40) and Ac-6 (residues 71 - 86) were determined 
by manual Edman degradation. 

&~omp~ete  aequence of rrotern HRm 

The complete sequence of protein HRm is presented in 
4. The sequence of the 54 first amino acid residues of the 
ecule was deterrnined by automated Edman degradation 

the whole protein. This sequence was confirmed by the 
amino acid composition of peptide RP-1 and by the structural 

m d a t a  provided by peptides RP-2, Ac-4 and Ac-5. 

p7F The sequence RP-2 - Arg - RP-3 (residues 44 - 74) was 
mLevidenced in peptide Ac-5. The peptide RP4,  lacking an 
$iYi-arginyl residue is placed at the carboxy terminus of the protein -- - - 
IT % HRm from the specificity, strictly limited to arginyl bonds, 

of the protease isalated from subrnaxiM~rry gland of mouse. 
The C-terminal position of this peptide was mnfirmed since 
identical data (releae of asparagine and valine residues, 
r e m i v e l y  0.9 and 0.7 mol/mol of ~Bartmte) were obtaitled 
fram digestion d peptide RP-4 a d  d protein H R n  with 
0alrBoxypeptifEam A. The alignnerrt RE)-3- RP-4 was estab- 
lished by pept.ide Ac&. 

The composition of the protein HRm as obtained from the 
complete sequence thus determined is in excellent agreement 
with the composition determined by amino acid analysis 
(Table 2). 

The relative molecular mass of the protein HRm, cal- 
culated from the sequence, is 9303. This protein is mainly 
characterized by its high content of hydrophobic residues 
which represent 42 0/o of the total amino acids. These hydra- 
phobic residues are distributed throughout the polypeptide 
chain. They are probably involved in strong interactions to 
form homopoly~meer which can be observed in polyacrylamide 
gel electrophoresis and in gel filtration chromatography 
performed in non-denaturing conditions. 

A slightly asymmetric distribution of basic and acidic 
residues can be obsewed in protein HRm : the ainino-terminal 
region (residues 1 - 53) has a net charge of - 1 compared to 
+ 3 for the carboxy-terminal region (residues 54-90). More- 
over the carboxy-terminal region includes the cluster Arg- 
Arg and the sequence Ly~~~-Gly -Arg~ '  whereas the five basic 
residues of the amino half of the protein are xattered through 
out the polypeptide ctiain. 

An asymmetry of the distribution of the charged residues 
is ~ l s o  fou& in proteim WU-1, HU-2 P) &ad HTa {ZU] in 
&ch the net charge of tke &X j-twtninal region is + 5, + 5 
and + 11 respccthly. Tfic 4Nfe-e in the basic character 
of thme proteins is t lehcd &y the di&mcf: in their itffinity 



for DNA : during tlu: isolation process, the protcins HRm, H U  
tind HTn. of which the net charge k f 2, + 4 and + 13 r e s p  
tively. izre cluted EMm a DNAcçllulose column wirh sui NaCl 
mw.entrrrrion of approxitnlttely 0.12 M, 0.35 M and 0.75 M 
respeclivr.ly [1.72.?7]. 

Like the oiher bacteria k c i h s  subtilis and Pseuclumonu.s 
cremgino.su. Rhimbicun tntbliloti contains a single HU-typc 
protein where~is two polypeptide chains, HU-1 and HU-2 
which differ from each other by 28 residues, are present in 
Escherichia coli [9.11,12]. Two HU-like proteins have also 
k n  observed in Tltermoplasma acidophilurn [20] and in the 
cyanobacteria Synechocystis [21], but the differences between 
the two polypeptide chains within each species are very few. 
Thus, in T. acidophilum the second form of protein HTa 
differs only from the first one by an additional residue at the 
amino terminus: in the protein HS from Synechocystis, of 
which the complete primary structure remains to be estab- 
lished, only two microheter~~eneities have been observed in 
the amino-terminal sequence (27 identified residues). By 
comparison the corresponding sequences of proteins HU-1 
and HU-2 differ by 12 residues. 

The comparison of the sequence of protein HRm with that 
of other HU-type proteins (Fig. 5) shows that substitutions 
m u r  more frequently in the arnino-terminal third of the 
moiecule. On the other hand. two sequences, indicated by the 
boxes. appear almost invariable and may be important in the 
functioi of the protein. They contain residues which give to 
these sequences a high potential for fi-turn conformation: 
glycine Gidues at positions 46,48,60 and proline residue at 
position 63. Indeed a fi-turn conformation is predicted for 
these regions when a statistical predictive method [28] is 
applied to proteins HU-1 and HU-2 from E. Coli [29]. In 
addition to the sequences mentioned above, five residues 
indicareci by stars in Fig.5 are strictiy consei-ved in al1 se- 
quences of HU-type proteins determined up to now. We must 
a h  emphasize that changes observed at positions 10, 17,25, 
29, 32,42, 71 and 85 are Uniquely wnservative substitutions 
and that at 25 positions indicauxi by + in Fig.5, only one 
cliange can be observed when compring al1 the known se- 
quenm. 

The degree of sequence homology between the HU-type 
proteins and protein HU-1 taken as reference was calculated 
as 87 :;, 52 ",and 76'; for HPa, HRm and HTa respectively. 
This is in good agreement wiîh the respective phylogenetic 
rebtionships of these bacteria evidenced by Fox et al. [30]. 
However these seq~ltnc~ data are not sufficient to make a 
\.druMe Hatement on the struchirai stnbility of the HU-type 
pnx& and naed to te ciimpteteâ by structural study of HU- -- pmwim isolatad f m  other bacteria diosen among the 
majm thes d tàe praltaryotic descat describeci by Fox et al. 
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SUbl&fARY.- The prote in  HRm, a DNA-binding HU-like p ro te in  i so la ted  from 
Rhwbium m t i l o t i , i s  a single polypeptide chain (Mr 9 300) o f  90 residues. 
Protein H h  exh ib i t s  lower a f f i n i t y  f o r  double stranded DNA than E. w& 
prote in  HU. The sequence o f  the f i  r s t  54 amino aci d residues was establ i- 
shed by automated Edman degradation o f  the pmte in .  Many subst i tu t ions were 
observed by conparison w i th  amiria ac id  sequences o f  HU-like proteins from 
other bacter ia.  However a sequence o f  7 residues i s  almost invar iab le  and 
mqy be important i n  the funct ion o f  the protein.  

INTRODUCTION 

I n  Prokaryotes the chromosomal DNA i s  packaged i n  a compact s t ructure 

re fer red t o  as nucleoid (1) and, i n  e lect ron micmsmpy, appears t o  be con- 

densed i n  a beaded structure (2) .  The E. CO& DNA-binding p ro te i n  HU which 

has been shown t o  be associated wi th  the nucleoid pwpared a t  low i o n i c  

strength ( 3 ) ,  fonns i n  viako with X DMA a stable complex_(4). Moreowr pro- 

t e i  n HU can f o m  nucleosotne-1 i ke structures w i  t h  c i  r cu l  a r  double-s tranded 

DNA ( 5 ) .  Therefore p ro te in  HU seems t o  be involved i n  the condensation o f  the 

chrornosoml DNA. E. CO& prote in  HU i s  a heterocomplex consti tuted o f  two po- 

lypept ide chains termed HU-1 and HU-2, o f  90 res i  dues each (6-8). Closely re- 

la ted  pmte ins  have been i so la ted  fmm o ther  bacter ia  (3, 9-12). Up t o  now, 
only the prote ins HU-1 and HU-2 from E. COU ( 7 ,  8 )  and the p ro te in  HTa from 

T .  a u d o p & h  (13) have been completely sequenced. The p a r t i a l  seqwnces o f  

the HU-li ke pruteins frorn P. aehuginoba (12) and from the Cyanobacteri un 
Synechocy~t& (14) have also been reported. 

I .  I n  th3s paper, we present the characbr i za t ion  and the s t ruc tu ra l  s tu-  

dy a f  pro te in  Hm, a DM-binding HU-like p ro te in  i so la ted  f r o m  Rkizobiwn 

- DFP, d i isopmpyl  fluorophosphate ; DMAA, dimethylal l y  lamine ; 
EDTA, ethylene diamine te t raacet ic  ac id  ; HPLC, high pressure l i q u i  d chroma- 
tography ; Mr, r e l a t i v e  molecular mass ; PTH, phenylthiohydantoin ; SOS, so- 
diun dodecyl sul fate.  

Copyright O IPBt by Acadmic Press, Inc. 
101 AI/ righrs of mpnwhrction in any form m e d .  



MATER1 ALS AND METHODS 

R L W & M  rne.k3&o;ti, s t r a i n  2011 S t r  3 (streptofqycin res is tant  mutant) 
was provided by J. ûenarie (INRA, Versai l les,  France) and was g m n  as des- 
cr ibed i n  (15). 

The p ro te i n  was prepared by a procedure adapted from (16) and used f o r  
the preparation o f  E. CO.& pro te in  HU (33. Bacter ia (100 g) were suspended 
at  4'C i n  400 ml o f  20 inM Tris-HC1 (pH 8.0), 1 di .Na? EDTA, 1.7 M NaCl, 
0.1 nkl DFP. Ce1 1s were disrupted i n  a French press w i  t h  a pressure o f  17 000 
p.s.i . The h igh sa1 t concentration i s  necessary t o  dissociate the nucleo- 
p ro te in  complex. The crude ex t rac t  was e n t r i f u g e d  a t  8 000 g f o r  1 h t o  re- 
mve the ce11 debris. Pn aqueous so lu t ion  o f  poiyethylene glycol  6 000 (30 % ; 
w:v) wss slowly added to the supernatant t o  give a f i n a l  polyethylene glycol  
concentration of 10 % (w:v). M e r  gentle s t i r r i n g  for  30 min the suspension 
was cen t r i  fuged a t  8 000 g f o r  1 h t o  mmve the p rec ip i  tated nuc le ic  aci  ds 
and the supernatant was d i  alysed three t i w s  against 5 1 ters o f  0 .O5 M NaCl 
i n  20 mW Tris-HG1 (pH 8.0), 1 mM Na2 EDTA, 1 mM E-mercaptoethanol. The d ia ly-  
sed materi al  , cleared by cent r i fugat ion a t  8 000 g f o r  1 h, was made 10 % 
g l yœro l  (v:v) and applied to a double-stranded Dt4A-cellulose column 
(10 x 2.5 an) a t  a flow ra te  o f  40 ml/h. The DNA-œllulose columi was prepa- 
red as i n  (17) w i t h  chicken erythrocyte DNA. The column was washed w i t h  0.05M 
NaCl 5n 20 nM Tris-HC1 (pH 8.0), 1 mM Na2 EDTA, 10 % (v /v )  glycerol .  The co- 
l mm was then e l  uted w i  th increasing concentrations o f  NaCl i n the Tris-EDTA- 
glycerol  bu f f e r  : 0.1 M NaCl, then a l i n e a r  gradient from 0.1 to 0.175 M NaCl. 
and f i n a l l y  0.4 and 2.0 M'NaC1. 

The pro te in  H k ,  e lu ted  from the HA-cel lu lose c o l m  w i th  the 1 inear  
gradient of NaCl, was pur i  f i e d  by gel f i  1 t r a t i on  chromatography on a Sephadex 
6-100 superfine column (90 x 2.5 cm) eluted w i th  0.01 M HC1 çaturated w i th  
chlorofom. 

Analyttcal electrophoresis was performed on po lyacry lmide slab gel 
(120 x 80 x 1 mm) (18) i n  three d i f f e r e n t  condit ions : A, i n  SDS using the 
Laemmli buf fer  system (19) ; B, i n  0.9 M acet ic  acid, 2.5 M urea (20) using 
a 17 % acrylamide concentration ; C, i n  0.9 H acet ic  acid, 6 M urea, and 
0.38 % T r i ton  X-100 using a 17 1 acrylamide concentration (21).  

h i n o  ac id  analyses wew performed as described i n  (8) .  

Automated Echnan degradation o f  the p ro te in  HRm was carr ied o u t  i n  a 
Beckman 890 C Sequencer using a DMAA program (10 2974) i n  the presence o f  
polybrene (22). PTH-amino acids were i d e n t i f i e d  by HPLC on a. column o f  Cl8 
micro Bondapak (Waters Associates) as described i n  (23). A l temat i ve ly  the 
PTH-Phe and PTH-Ile as well as PTH-Met and PTH-Val which are not separated by 
the previous system were i c k n t i f i e d  by gas-chromatography (24) on a Hewlett- 
Packard 5830 A un i t .  The PTH-Arg was i d e n t i f i e d  by HPLC on a column o f  micro 
Bondapak Phenyl (Waters Associates) using the bu f f e r  system described i n  (23). 

RESULTS AND DISCUSSION 
The e l u t i on  pat tern o f  R. m&Lo&i proteins f ract ionated on a DNA-ce1 lu-  

lose column i s  presented i n  f i g .  1-A. Fract ion 1 corresponds to  a large amount 

of mater ial  which has no a f f i n i t y  f o r  the DNA and therefore i s  not  retained by 

the column. As assessed by polyacryl amide gel electrophoresis (Fig.  1-B) the 

prote in  HRm i s  mainly eluted i n  the f r ac t i on  III by a m o l a r i t i  i n  NaCl compri- 

sed k tween  0.18 and 0.15 M. The p ro te in  HRm exh ib i t s  a lover a f f i n i t y  f o r  the 

DNA than t. c o f i  pro te in  HU which i s  e lu ted  F r m  the sarrie co lum a t  about 

0.35 M WaC1. R. wURc~ti pro te in  N b  and 8 .  ~ u b t i l i s  p m W n  HBs (11) exh ib i t  

a s im i l a r  a f f i n i  t y  for the DAsh wkdimas p m t e i n  HTa frqai T .  n ~ i t b p h i ~ t ~  tight- 
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FIGURE 1.- A : Elution pattern o f  R. U o Z L  proteins fractionated on a MA- 
ceniii0se colmn. Rn extract o f  R. bacterta prepaed as described un- 
der "#aterials and MethodsU wao applied-to the colum (10-x 2.5 an) equilibra- 
ted with 0.05 î i  b C t  i n  2% m?4 Tris-HCI (pH 8.0) ,  1 mM Na2 EDTA, glycerol 10 X 
(v :v ) .  The colunn was eluted at 40 ml/h with a gradient of  k C 1  i n  the same 
buf fer a i  indieated by (- -). The l inear gradient of  NaGl was fm 0 .1  to  
0.175 Bi (2 x 100 ml). The eff luent was mnionitored continuously a t  220 nm (-) 
and fracttons o f  5 m l  were collected. B : SM $el eleçtrophoresls (19) o f  
fractlon I I I .  The experiniental conditions wem bs indicated i n  Fig. 2 4 .  

l y  binds t o  the MA and i s  e lu ted  fmm the MA-cel lulose column a t  about 

0.75 M NaCl (25). 

R. meeiLuXZ prote in  HRm has a Mr o f  10 000 as estimated by SDS gel elec- 

tmphoresis (Fig.  2-A). On polyacrylamide gel electrophoresis i n  0.9 M acet ic 

acid, 2.5  bi urea, the p ro te in  HRm exhibi t s  a cathodic mobi l i  t y  i n f e r i o r  to  

t ha t  o f  p m t e i n  HU (Fig. 2-81 suggesting tha t  p ro te in  HRm i s  less basic than 

p ro te in  HU. Moreover i n  the presence o f  T r i ton  X-100 (F ig .  2-C) the prote in  

HRm shows a single band whereas the p ro te in  HU from E. col3 migrates as two 

bands corresponding t o  prote ins HU-1 and HU-2. 

The amino ac id  composition o f  the p m t e i n  HRm from R. rnefib2i i s  presen- 

ted  i n  Table 1 .  On the basis o f  four residues o f  phenylalanine present i n  the 
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FJGUIIE 2 - Polyacrylaieide gel electmphoresis 04 pur i f ied R. d o t i  protein h i S i  1) and E. CO;ti protein WU (s lo t  2). 2-A, f n the pmsence of S B  an a 
5-30 % polyacrylmide gradient gel (19). 2-8, i n  0.9 M aœtic acid, 2.5 .M urea 
(20) on a gel conthining 17 % acrylwiide. 24 ,  i n  0.9 H amt ic  acid, 6 M uroa 
and 0.38 % Tritan X-100 (21) on a gel containin 17 % acrylamide. 
Llectmpbresis ril p r m m d  on a slab gel (11) a t  man telperatun. I n  the 
case o f  Flg. ?-A saaples ( 7  ug) MW treated with 5 % SDS, 2 % 2-mercaptoetha- 
no1 fo r  2 mfn at  10eC and run a t  40 nul far 150 min. Electrode buffer (Tris- 
glycine, pH 8.3) and gel buffer (Tris-HC1, pH 8.9) were made 0.1 % i n  SOS. 
m, mlecul ar rnass markers : Phosphorylase b (94,000), Bovinc serm albunin 
(67,000), Ovalbuniin (43,000), Carbonic anhydrase (30,000). Soybean trypsin 
Inh ib i tor  (êD,lQO), a-Lactalbmin (14,400) and Insulin (5,700). I n  the case 
o f  Fig. 2-B and 2-C, sanples ( 3  vg) ~ r e  dissolved i n  0.01 M HC1, 8 M urea, 
0.5 M 2-mercaptoethanol and were run at  22 mA for  3 h. 
The gels were stained with 0.5 % Coomassie blue R-250 i n  aœtic acid/ethanol/ 
water (1:2:7, v/v/v) for  15 h i n  the case o f  Fig. 2-A and for  3 h i n  the case 
o f  Tig. 2 6  and 2-C. The gels were destained by diffusion i n  acetic acid/etha- 
nol/water (7:20:73, v/v/v). 

protein, the t o t a l  nuinber o f  am4no a d d  residues i s  90 vrkich corrilsponds ta a 

calculated Mr o f  9 311. This vaque i s  4n good agreement w i t h  thah astimated by 

SDS gel electrophoresis. The p m t e i n  i s  charaçterized by a h igh content o f  

hydmphobic residues which repwsent 42 36 o f  the t o t a l  m ino  acids and i s  de- 
void o f  cysteine, tyrosine, h i s t i d i n e  and tryptophan. S imi lar  featyres wem 
observed f o r  proteins HU-1 and HU-2 $mm E. co f i  b u t  p ro te in  HU-2 contains one 

h i s t i d i ne  residue. 

Automated Edman degradation o f  the R. r n ~ ~  p m t e i n  HRin nas p e r f o m d  

i n  two d i f f e r e n t  runs, w i  t h  samples o f  260 and 420 nbl, respect ively.  The repe- 
t i t i v e  y i e l d  calculated f r o m  the alanine residues a t  posi t ions 8 and 24 was 

94 # i n  both experiiaents. Posi t ive i d e n t i f i M t l 0 n s  Were achicved thmugh step 

54. Tiw sequertce o f  the f i r s  t 54 residues o f  the p r o t e i n  H b  thus detefmined 

b# autamaCd EQuw *gradation was costf7'nned k# structural sWaidicas of the pep- 
tqdes i e o t & W  fm a t r y p t i c  hydroTysaC of ptwtzin ( F i @ ,  31. IM 7hti- 
f i ca t i on  OF only one-PTH amitw acid a t a c h  step o f  th Edmm &gr&&ttan i nd i -  
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Table I 

Amino ac id  conposit ion o f  R. rneLiQo2i p r o t e i n  HRm. 

R .  m U o t i  E .  co f i  
Mol % ~es idues  a k s i  duesa 

HU-1 HU-2 

Aspa rt i c aci d 
ThreonineC 
Seri nec 
Glutamic ac id  
Pro l ine 
Glycine 
Al anine 
Cysteine 
Val i ne 
Methionine 
Isoleuci ned 
Leuci ne 
Tyrosine 
Phenyl a lan i  ne 
H is t id ine  
Lysine 
Argini  ne 
Tryptophane 

TOTAL 90 90 90 

' ~ h e  resul t s  are expressed i n  number o f  r e s i d w s  per  mole o f  prote in .  

b~umber i n  parentheses i s  the nearest in teger .  

'val w s  f o r  threonine and serine were obtained by l i n e a r  ext rapolat ion t o  
zero hydro lys is  time. 

d72 h hydro lys is  values. 

e ~ t e r m i n e d  spectrophotometr ical ly.  

The amino ac id  conposit ion o f  E. coe i  p m t e i n  HU (8)  i s  given f o r  comparison 

cates t ha t  R. m ~ o f i  p m t e i n  HRm consists indeed o f  a single polypeptide 

chain as already evidenced by gel electrophoresis perfomed i n  the presenœ o f  

T r i ton  X-100 (F ig .  2-C). The sequenœ o f  the amino terminal ha1 f o f  the mole- 

cule contains 24 hydrophobic residues. The hydrophobic character i s  outstan- 

d5ngly important i n  the regions comprising residues 6-11, 24-29 and 42-52. 

1 10 
(H) ~t-Asn-Lys-Asn-GIu-Leu-Val-Ala-Ala-VaI-Ala-Asp-Lys-Ala-Gly-Leu-SerLys- 

t T- 1 T-2 - 

FIGURE 3.- hi no-terminal amino ac id  sequence o f  R. rnefi&X~ pprotein HRm. 
T h e t i c  peptides, l e t t e r e d  T, are numbered according t o  t h e i r  pos i t i on  
i n  the polypeptide chain. (4) ind icates manual Ednan degradation o f  peptide 1-5. 
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JO 35 
Val-Phe-Glu-Thr-l le-eln-Gly-Glu-Leu-Lys- 

HU-1 Ile-Ile-Ala-Ser-Val-mr-Glu-SerLeu-Lys-Glu 

M-2 Thr-Leu-Al a-Ala-1 le-Thr-G1 u-Ser-Leu-Lys-Gl u 

HPa Val-Ile-Glu-Ser-Val-Thr-Gly-Ala-Leu-Lys-Ala 

HTa Phe-Leu-Asp-Glu-lle-Val-Ser-Glu-Ala-Asn-Gly 

FIGURE 4. - Coniparison o f  the ami no-termi na1 amino acid sequences o f  DNA-bin- 
dG?jRGlike proteins frvm different bacteria : HRm f m n  R. ne&&.ti, HU-1 and 
HU-2 f r o m  E. CO& a), HPa from P. aeaqinoba (12), HTa from T. acidopkilwn 
(lS), HS frwn the i yanobacterium Synecho y b U  (14). Boxes indicate highly con* 
ved resfdws.(?), not ir lentif ied amino acid residws i n  P. aercuginoba. 

A comparison o f  the sequenœ o f  p ro te i n  HRm wi th  t ha t  o f  ather HU-like 

DNA binding proteins shows many subst i tu t ions (Fig. 4) (8, 12-14). However 

9 residues indicated by boxes appear h igh ly  conserved during the evolution. 

Par t i cu la r l y  the sequenœ between residues 44 and 50 i s  alinost invar iab le  

and may be important i n  the funct ion o f  the prote in .  The twa phenylalanine 

residues a t  posi t ions 47 and 50 can be made more accessible f o r  i n te rac t fon  

since the adjacent glycine residues g ive  t o  t h i s  sequence a high po ten t ia l  

for  B-turn conformation. Indeed a 6-turn conformation i s  predicted f o r  ais 
region when a s t a t i s t i c a l  pred ic t ive method (26) i s  applied to proteins HU-1 

and HU-2 f rom E. ooLi ( 27) . 
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I V  - 1 DETERVINATION DE LA STRUCTURE PRIMAIRE DE LA PROTEINE 

HRm de Rhizobium r n e l i Z o t i  

La p r o t é i n e  HRrn i s o l é e  de Rhi zob ium  rneZiZot i  e s t  une 

p r o t é i n e  de  type HU q u i  s e  l i e  au DNA b a c t é r i e n  e t  i n t e r v i e n t  

probablement dans s a  condensat ion.  L a  p r o t é i n e  HU i s o l é e  de 

. C . c ? l i  s t a b i l i s e  l e  DNA c o n t r e  l a  d é n a t u r a t i o n  thermique e t  

s t imu le  s a  t r a n s c r i p t i o n  p a r  l a  RNA-polymérase i n  v i t r o .  C e t t e  

p r o t é i n e ,  dont  l a  séquence e s t  net tement  d i s t i n c t e  de  c e l l e s  

d e s  h i s t o n e s ,  e s t  cependant capable  d ' o r g a n i s e r  l e  DNA de  

S V  4 0  e t  de  former d e s  sous-uni tés  s t r u c t u r a l e s  en apparence 

sêmblables  aux nucléosomes r encon t r é s  chez les Eucaryotes .  

La p r o t é i n e  HRm e s t  c o n s t i t u é e  d ' une  s e u l e  cha îne  poly- 

pep t id ique  de 9 0  r é s i d u s  d ' a c i d e s  aminés. C e t t e  p r o t é i n e  e s t  

c a r a c t é r i s é e  par  un t a u x  é l e v é  d ' a c i d e s  aminés hydrophobes ; 

e l l e  e s t  dépourvue de c y s t é i n e ,  d ' h i s t i d i n e ,  de  t y r o s i n e  e t  

de  t ryptophane.  

La s t r a t é g i e  u t i l i s é e  pour dé te rminer  l a  s t r u c t u r e  p r i -  

maire  de  l a  p r o t é i n e  HRm e s t  p r é sen tée  dans l a  f i g u r e  29. Deux 

é c h a n t i l l o n s  de p r o t é i n e  HRm, de 2 6 0  e t  420 nanomoles respec- 

t ivement ,  o n t  é t é  soumis à l a  dégrada t ion  dlEDMAN automat i sée  

( p u b l i c a t i o n  1 ) ( 4 0 ) .  L e  premier é c h a n t i l l o n  a  é t é  séquencé 

avec un programme DMBA en présence de  po lybrène ,  l e  second 

avec un programme D m  en présence de  polybrène.  L e s  rende- 

ments obtenus  l o r s  de  l a  première dé t e rmina t ion ,  s o n t  présen-  

t é s  dans l e  t a b l e a u  V I .  



1 Coupure des liaisons arginyles  

A c -  5 

FIGURE 29 STRATEGIE UTILISEE POUR LA DETERMINATION DE LA 

SEQUENCE EN ACIDES AMINES DE LA PROTEINE Hm. 

+ - .  -, - - - - - - - - - dégradation dlEDMAN automatisée 
de la protéine et des fragments obtenus par cou- 

,- - , t c ' )  pure des liaisons arginyles de la protéine avec 1 ::,,- 
la protéase Arg-C de glande sous-maxillaire de t, ~ l l l i  -.- 
Souris (fragments RP) ou par coupure des liaisons 
aspartyles de la protéine avec l'acide acétique 

J 
dilué (fragment Ac) . 



RENDEMENTS OBTENUS LORS D E  LA DEGRADATION D'EDMAN AUTOMATiSEE, 

AVEC U N  PROGRAMME DMBA, DE LA PROTEINE H R m  ( 2 6 0  NANOMOLES) 

Rendements e n  nanomoles 
No Résidu Résidu R-l(1) R(2) R+I ( 3 )  

Met 

Asn 

LYS 

Asn 

Glu 

Leu 

Val 

A l  a  

Al a  

Val 

A l  a  

Asp 

LYS 

A l  a 

G ~ Y  

Leu 

S e r  

LYS 

A l  a  

A ~ P  

Ala  

S e r  

Se r 

Ala 

Val 

( 2 )  R = rendement en nanomoles de  l a  PTH-AA obtenue a u  cours  du c y c l e  de 
d é g r a d a t i o n .  

( 1 )  R-1 = rendement de  c e t t e  PTH-AA au c y c l e  p r g c é d e n t .  

( 3 )  K + 1  = rendement de c e t t e  PTH-AA au c y c l e  s u i v a n t .  

(4 )  n .d  = i d e n t i f i é e  mais non dosée .  



On peut  obse rve r  q u ' à  p a r t i r  du douzième c y c l e ,  l e  ren- 

dement a  chuté  de mo i t i é  e t  qu 'au c y c l e  s u i v a n t  " l ' o v e r l a p "  

d ' a c i d e  a s p a r t i q u e  e s t  t r è s  important. ( 6 8  p .100) .  C e t t e  de r -  

n i è r e  obse rva t ion  n ' e s t  pas i s o l é e  c a r  les r é s i d u s  d ' a c i d e  

a s p a r t i q u e  c r é e n t  assez  fréquemment des  "over laps"  é l e v é s  

dans l e s  cyc l e s  s u i v a n t s .  On peu t  également remarquer que l e s  

rendements obtenus  pour les r é s i d u s  de s é r i n e  s o n t  f a i b l e s  

mais il f a u t  s e  souveni r  que l a  PTH-sérine n ' e s t  pas  s t a b l e  

( f i g u r e  1 3 ,  p . 6 3 ) .  

Cependant, malgré l a  b a i s s e  de  rendement au douzième 

r é s i d u ,  nous avons pu é t a b l i r  l a  séquence N-terminale de l a  

p r o t é i n e  HRm jusqu 'au  r é s i d u  25 .  Au d e l à  du r é s i d u  2 5  l ' i d e n -  

t i f i c a t i o n  de l a  PTH-amino ac ide  l i b é r é e  à chaque cyc l e  est  

devenue imposs ib le .  

Les rendements obtenus  l o r s  de  l a  seconde dé t e rmina t ion ,  

e f f e c t u é e  avec un programme DMAA, s o n t  p r é s e n t é s  dans l e  t a -  

b l eau  V I I .  

Bien que l e  DMBA s o i t  un tampon de couplage recommandé 

pour l e s  p r o t é i n e s  e t  l e s  pep t ides  hydrophobes ( 3 0 ) ,  nous l u i  

avons p r é f é r é  au cours  de  ce  second passage l e  DMAA q u i  es t  

é l iminé  p a r  s imple  évapora t ion  sous  v ide  ce  q u i  a  pour e f f e t  

de l i m i t e r  l e s  l avages  p a r  l e  benzène e t  donc de diminuer l e s  

p e r t e s  de f i l m  p ro t é ique .  De p l u s ,  l e  tampon DMBA s a l i t  t r è s  

£ortement t o u t e  l ' e n c e i n t e  de l a  coupe l l e  a l o r s  que ce  n ' e s t  

pas  l e  c a s  du tampon DMAA. 



TABLEAU V I 1  

DEGRADATION D'EDMAN AUTOMATISEE AVEC UN PROGRAMME DMAA DE LA PROTEINE HRm ( 4 2 0  NANOMOLES) 

Rendements en nanomoles 
R-l(1) R ( 2 )  R + 1 ( 3 )  

Met 
Asn 
LY s 
Asn 
Glu 
Leu 
Va 1 
Ala 
Ala 
Va 1 
Ala 
ASP 
LYS 
Ala 
GlY 
Leu 
Se r 
LY s 
Ala 
ASP 
Ala 
Ser 
Ser 
Ala 
Val 
As P 
Ala 
Val 
Phe 
Glu 
Thr 
1 le 
Gln 
GlY 
Glu 
Leu 
LY s 
Asn 
GlY 
G l Y  
ASP 
1 le 
Arg 
Leu 
Val 
G ~ Y  
Phe 
GlY 
Asn 
Phe 
Ser 
Va 1 
Ser 
Arg 

Voir l a  légende du tableau VI page 115.  



Au cours  de  c e  second passage au séquenceur,  nous avons 

pu i d e n t i f i e r  les 49 premiers  r é s i d u s  de  l a  p r o t é i n e  HRm. On 

peu t  n o t e r  comme au premier passage,  que l e  rendement es t  f o r -  

tement a b a i s s é  à p a r t i r  du r é s i d u  d ' a c i d e  a s p a r t i q u e  e n  pos i -  

t i o n  1 2  ; au 13ème c y c l e  l l " o v e r l a p "  d ' a c i d e  a s p a r t i q u e  e s t  

encore  important  ( 3 4  p .  100) , mais il a é t é  diminué de mo i t i é  

p a r  r appor t  à l a  première dé te rmina t ion .  

Pour l e s  deux d i f f é r e n t s  passages  de  l a  p r o t é i n e  HRm au  

séquenceur,  nous avons c a l c u l é  l e  rendement r é p é t i t i f  q u i  e s t  

p l u s  c o r r e c t  que l e  rendement i n d i v i d u e l  de chaque PTH-AA. C e  

rendement e s t  c a l c u l é  à p a r t i r  d ' a c i d e s  aminés comme l ' a l a n i n e ,  

l a  g lyc ine ,  l a  l e u c i n e  e t  l a  l y s i n e .  Il est  donné p a r  l a  f o r -  

mule su ivan te  : 

dans l a q u e l l e  Y r e p r é s e n t e  l e  rendement r é p é t i t i f ,  B l e  rende- R 
ment i n d i v i d u e l  de l ' a c i d e  aminé X à l - t a p e  B, A l e  rendement 

i n d i v i d u e l  de ce  méme a c i d e  aminé à l ' é t a p e  A (B é t a n t  s u p é r i e u r  

à A ) !  n3 e t  n A  l a  p o s i t i o n  de l ' a c i d e  aminé X dans l a  chaîne 

po lypept id ique  ( n B > n A )  . 
P l u s  l e  rendement r é p é t i t i f  e s t  é l e v é ,  p l u s  grand es t  l e  

nombre de r é s i d u s  i d e n t i f i é s  dans l a  séquence.  A i n s i , l e  rende- 

ment r é p é t i t i f  c a l c u l é  à p a r t i r  de s  r é s i d u s  d ' a l a n i n e  8 e t  2 4  

e s t  de 9 2 , 3  p.100 pour l e  premier passage de  l a  p r o t é i n e  HRm 



au séquenceur ,  e t  de  94 ,5  p.100 pour  l e  second.  Le c h o i x  d e  l a  

PTH-alanine pour  l e  c a l c u l  de  c e s  rendements ,  nous a  été d i c t é  

p a r  le  f a i t  que c ' e s t  l a  PTH-AA q u i  a  l ' u n  d e s  m e i l l e u r s  coe f -  

f i c i e n t s  de  réponse  en  HPLC, e t  q u i  se d é t r u i t  l e  moins f a c i l e -  

ment. L ' a m é l i o r a t i o n  du rendement r é p é t i t i f  d o i t  ê tre  un s o u c i  

c o n s t a n t  pour  q u i  séquence une p r o t é i n e  c a r  dans  c e t  exemple 

p r é c i s ,  il a  é t é  p o s s i b l e  avec  un rendement r é p é t i t i f  d e  

94,5 p.100,  d ' i d e n t i f i e r  s a n s  a m b i g u ï t é  les 4 5  p r e m i e r s  r é s i d u s  

de  l a  p r o t é i n e  HRrn a l o r s  q u ' a v e c  un rendement r é p é t i t i f  d e  

92,3 p .100 s e u l s  les 2 5  p r e m i e r s  r é s i d u s  p u r e n t  Gtre i d e n t i f i é s .  

Au second p a s s a g e ,  d e s  i n d i c a t i o n s  t rès i n t é r e s s a n t e s  o n t  m ê m e  

é t é  ob tenues  j u s q u ' a u  r é s i d u  54,  i n d i c a t i o n s  q u i  o n t  é t é  c o n f i r -  

mées g r â c e  à un recouvrement  de  l a  p a r t i e  N-terminale d e  l a  pro- 

t é i n e  p a r  d e s  p e p t i d e s  o b t e n u s  p a r  h y d r o l y s e  t r y p s i q u e .  C e t t e  

e x t e n s i o n  de  séquence  j u s q u ' a u  r é s i d u  54 nous a  également  per-  

m i s  d e  c h o i s i r  l a  s t r a t é g i e  pour  d é t e r m i n e r  l e  r e s t e  d e  l a  

s t r u c t u r e  p r i m a i r e  de l a  p r o t é i n e .  La d é t e r m i n a t i o n  d e  l a  sé -  

quence d e s  54 p r e m i e r s  r é s i d u s  de  l a  p r o t é i n e  HRrn nous a  f o u r n i  

d e  p r é c i e u s e s  i n d i c a t i o n s  q u i  nous o n t  gu idée  dans  l e  c h o i x  d e s  

méthodes de  coupure  d e  l a  p r o t é i n e  pour  l ' o b t e n t i o n  d e s  f r a g -  

ments c o u v r a n t  l a  r é g i o n  C- terminale .  S u r  les 5 r é s i d u s  d ' a r g i -  

n i n e  p r é s e n t s  d a n s  l a  p r o t é i n e  HRm, 2  a v a i e n t  é t é  i d e n t i f i é s  

aux p o s i t i o n s  43 e t  54. L ' h y d r o l y s e  de l a  p r o t é i n e  p a r  l a  pro- 

t é a s e  Arg-C de  g l a n d e  s o u s - m a x i l l a i r e  d e  S o u r i s  nous a  pe rmis  

d ' o b t e n i r  3 f ragments  i n t é r e s s a n t s ,  d é s i g n é s  p a r  l e s  l e t t res  RP- 

e t  numérotés s u i v a n t  l e u r  p o s i t i o n  dans  l a  séquence  : RP-2 

(44-54) ,  RP-3 (56-74) e t  RP-4 (75-90) .  



P a r  a i l l e u r s  l e  fragment Ac-5 ( 4 2 - 6 9 )  obtenu p a r  coupure 

de  l a  p r o t é i n e  au  niveau des  r é s i d u s  d ' a c i d e  a s p a r t i q u e  avec  

l ' a c i d e  a c é t i q u e  0 .25N à 1 0 0 ° C  pendant  1 5  heu re s  nous a  permis  

les recouvrements n é c e s s a i r e s  pour a l i g n e r  les p e p t i d e s  RP-2 

e t  RP-3. 

L e  p e p t i d e  RP-2 ( r é s i d u s  4 4  à 5 4 )  ( t a b l e a u  3 ,  pub l i ca -  

t i o n  2 )  a  é t é  séquencé en t i è r emen t  avec  un programme quad ro l  

0.1M en présence  de  polybrène.  Son rendement r é p é t i t i f ,  c a l -  

c u l é  à p a r t i r  d e s  r é s i d u s  d e  g l y c i n e  en  p o s i t i o n  3 e t  5 e s t  

de 9 1  p.100. 

L e  p e p t i d e  RP-3 ( r é s i d u s  56 à 74) ( t a b l e a u  4 ,  pub l i ca -  

t i o n  2 ) ,  a  é t é  séquencé avec  un programme DMAA en p r é sence  de  

polybrène.  Le rendement r é p é t i t i f  c a l c u l é  à p a r t i r  d e s  r é s i d u s  

d ' a l a n i n e  57 e t  67 es t  de  83,2 p.100. A p a r t i r  du 5ème c y c l e ,  

l e  rendement a  f o r t emen t  diminué e t  l l " o v e r l a p "  de  g l y c i n e  au  

6ème c y c l e  e s t  t r è s  impor tan t  ( 8 4  p .100) .  C e c i  e s t  p e u t  ê t re  

dû au f a i t  que l e  r é s i d u  de g l y c i n e  e s t  s u i v i  d ' u n  r é s i d u  

d ' a r g i n i n e  q u i  e s t  un a c i d e  aminé à cha îne  l a t é r a l e  encom- 

b r a n t e .  J,e rendement de  l a  dég rada t i on  a  e n s u i t e  diminué pro- 

gress ivement  c e c i  é t a n t  dû à un en t r a înemen t  p r o g r e s s i f ,  p a r  

l e s  s o l v a n t s  de l avage ,  du p e p t i d e  r é s i d u e l  don t  l a  t a i l l e  d i -  

minue à chaque c y c l e  de  dég rada t i on .  Néanmoins, 1 8  de s  1 9  ré-  

s i d u s  du p e p t i d e  o n t  é t é  i d e n t i f i é s .  

En ce  q u i  concerne  l e  p e p t i d e  RP-4 ( r é s i d u s  75 à 9 0 )  , il 

a  é t é  soumis à l a  dég rada t i on  automat ique dlEDMAN avec un pro- 

gramme DMAA en p résence  de  po lybrène .  L e s  r é s u l t a t s  ob tenus  



s u r  c e  p e p t i d e  s o n t  p r é s e n t é s  dans l e  t a b l e a u  5 de l a  pub l i c a -  

t i o n  2 .  Son rendement r é p é t i t i f  c a l c u l é  à p a r t i r  de s  r é s i d u s  

d ' a l a n i n e  en p o s i t i o n  81 e t  88 e s t  de 85 ,5  p.100. Un double  

c l i v a g e ,  p a r  l ' a c i d e  h e p t a f l u o r o b u t y r i q u e ,  a  é t é  e f f e c t u é  a p r è s  

3 c y c l e s  d e  d é g r a d a t i o n  pour  c l i v e r  complètement l e  r é s i d u  d e  

p r o l i n e  a t t e n d u  e n  p o s i t i o n  3 de l a  séquence du p e p t i d e  RP-4, 

p a r  a n a l o g i e  avec  les s t r u c t u r e s  p r i m a i r e s  connues d ' a u t r e s  

p r o t é i n e s  de t ype  HU. 

Parmi les p e p t i d e s  ob tenus  p a r  coupure de  l a  p r o t é i n e  à 

l ' a c i d e  a c é t i q u e  s e u l  le  p e p t i d e  Ac-5 (42-69) a  é t é  séquencé 

p a r  l a  méthode de  d é g r a d a t i o n  automat ique  d'EDMAN. C e  p e p t i d e  

a é t é  séquencé e n  programme DMAA e n  p r é sence  de  polybrène  ( t a -  

b l e a u  6 ,  p u b l i c a t i o n  2 ) .  Le rendement r é p é t i t i f  c a l c u l é  à par -  

t i r  de s  r é s i d u s  d e  g l y c i n e  e n  p o s i t i o n  46 e t  60  es t  de  78 p.100.  

Les 22 premiers  r é s i d u s  du p e p t i d e  q u i  en  compte 28 o n t  pu ê t r e  

a i n s i  i d e n t i f i é s .  

Nous voyons donc que g r âce  aux r é s u l t a t s  ob tenus  avec l a  

dég rada t i on  dlEDMAN au tomat i sée  à p a r t i r  de  l a  p r o t é i n e  n a t i v e  

e t  de q u a t r e  de ses f ragments ,  nous avons pu dé t e rmine r  l a  s é -  

quence complète de  l a  p r o t é i n e  HRm de  R h i z o b i u m  m e Z i Z o t i  ( f i -  

gure  4 ,  p u b l i c a t i o n  2 )  ( 4 1 )  . 
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The amino acid sequence of cuttlefish testis histone H2A (124 residues) was established from structural 
data obtained by automated sequencing of large peptides generated by the cleavage of the protein with V8 
staphylococcal protease or by limited chyinotryptic hydrolysis. 

Compared to the calf thymus hon~ologous histone, cuttlefish H2A shows 14 substitutions (most of them 
coiiservative) and 5 deletions. 

Extensive evolutionary changes were mainly ohserved in the basic amino-terminal and carboxy-tcrminal 
regions of the mcileculc. which arc the priniary DNA-binding sites. Few punctual changes arc observed in the 

- centml region (residws 18- 118). which interacts strongly with histone H2B to form the diiner H2A-H2R. 

In the core particle histones H2A and H7B appeür more 
variable thmughout evolution tlian histones H3 and H4 (for 
rcxent revkws, see [1,2]). Structural studies of histones H2B 
from dserent species widely wparated on the evolutionary 
scaie [3 - 1 1 ] have shown that extensive structural changes 
lpaint mutations, deletions and insertions) m u r  mainly in 
the amino-terminai part of the molmule. Orr the other hand, 
the mrboxy two-thirds of the protein have beem highly con- 
served during evolution. 

Simhrly the structurai variations of histone H2A have 
been studied in our laboratory for many years, in a numkr 
of species taken among vertebrates; calf [12,13k rat €141, 
chjcken [15]: and marine invertebrates: sea-urchin [16], star- 
fish, cuttlefkh and sipunculus. These studies show that most 
of h occur in the highlj basic aminci-terminal and 
carboxy-via;it parts of the protein: the central region of 
the mokuie freçKiucs 18-Ji$). which is invoived in strong 
protein-pmtein interactions ôetwwa histones H7A and H2B, 
is highly e~nsened from spxiea to species. 

Cuttlehh and sipunculus arc 1cwated.on the branch of an 
wolutioqwy tree ahich led te insects whereas echinoderms 
-are lmW on the branch which led to vertebrates [17]. 

Cu~tkâsh I SPpio officinalis) is a cephalopad which exhibits 
ao intennedw type of evolutian. It is, in some ways, closer 
IO txz$ehtcs t h  to other marine invertebratee, such as 
ectiimdams: tbt testis is wdl differentiated artd the organisa- 
tionidthe eye. fof mample. is iqhly elaborated. 

Htrr we pmmt the amino acid sequence of histone H2A 
from CPrtWwh t a i s .  The alignnient of the 124 midues of 
cuttlcgsh histone HLA wasestablished from the structural data 
obtaised mwntiaily from large wtidee generated by hydro- 
lysis of the protein with V8 strrpblocooczil protease a d  
ehyrnowypsin . 

4hhrzr.~urint~s. To~L:sC'HICI. IV-tosyll)syl chluromethane: PhMe- 
SOzF. phenqlmeth~lsulfonyl fluoride: iPr2P-F. diisopropylfluorophos- 
phate: dansyl. 5-dimethylaininohaphthalene-1-sulphonyl. 

Enantes (IVE Recomniendati~ms 19781. Stup~~lororcus uureus pro- 
tean (EC 3.4.2 1 .W.  r-chymorr) pain (EC 3.3.21.1): clostripain (EC 
2.422.$): thtrmolysin (EC 3.4.14.4): aminopLptidase (micmsomal) (EC 
3-41 1.2): whxyptgtidase A (EC 3.4.lf.ij; carbxypcptkillse B (EC 
3.4.17.2J. 

MATERIALS AND METHODS 

Muterials 

Mature cuttlefish testes yere frozen in solid *COz after 
excision and stored at - 20 "C until use. 

Stapl2ylococcus aureus V8 protease was from Miles 
laboratories. Clostripain was purchased from Precibio. 
Thermolysin and TosLysCH2Cl-chymotrypsin were from 
Merck. Carboxypeptidase A (treated with PhMeS02F) was 
obtained from Worthington. Carboxypeptidase B was from 
Btxhrinlger and aminopeptidase M (microsomal) from Rohm 
and Haas, 

Dimethylallylamine, propane-1-01 and dithioerythritol 
were sequanal grade from Pierce. Benzene and chloro-l- 
butane for sequential analysis were purchased from S.D.S. 
(Peypin, France). Bhenylieothioçyanate, heptane and hepta- 
fluorobutyric acid wcm ssequanal grade from Beekman. Poly- 
brene was purchased from Aldrich and the dipeptide Gly- 
Gly from Sigma. Al1 other magents were of the highest purity 
availa ble. 

Isolerion of Histone H2A 

Chromatin was isolated from testes as described by Good- 
win et al. [18 1, in presence of 0.1 mM iPrzP-F, and the cnide 
fraction F2a2 was extracted from chromatin either by method 2 
of Johns [19] or by the mixture ethanol/guanidine çhloride 
[SOI. The extracts were further fractionated by acetone pre- 
cipitation, Histone- W2A was isolated from fraction F2a2 by 
gel filtration chromatography on a Bio-Gel Pl0 column 
(150 x 5 cm) equilibratsd and eluted with 0.01 M Hel,  satu- 
ra t4  with chloroform. 

The purity of the protein was assessed by polyacrylamide 
gel electrophoresis in 0.9 M acetic acid containing 6.25 M 
urea [21], using a 17 % acrylamide conoentration. 

Amino acid analyses of hstone samples were performed 
as described previowly 12.21. 

Structuml Studie.~ 

Iikntÿication n f t k  Blocking Group ut thi~ Amino- Tennulul 
End. H ydrazinolysls of the amino-terminal tripeptide followed 



by 488SyatQtl at IOW fl W%# ~ l g Q d  &# Z-UY @ bt~kFd  
amino teminus as in @3#, Th@ of 
acethydrazide was establishl by thin-layer chromatopaphy 
on micropolyamide shsts 1243. 

Curboxy-Terminal Adysis. Histone N2A (2 mg, 140 nM) 
w s  dissolved in 1.2 ml 0.2 M N-methylmorpboline acetate, 
pH 8.5, and digested at 37 "C with carboxymtidase B (43 )rl&). 
At 15 min and 120 min, aliqwts w m  takm off, a e W  
with ghcial acetic acid and freem-drmed. At ZBmin, carboxy- 
peptidase A was added (50 pg). At 135,150,180 and 240 min, 
aliyuots w m  takm df and traite$ as abve.  The wltrased 
amino acids were analysed on the amino acid analyser. 

Enzymatlc Hydrolyses. Histone H2A (100 mg, 7 v o l )  wagi 

dipsted with V8 S. aurek.~ proteme in O.& NI ammonium 
acvtatc (20 ml), at pH 4.0, and 37°C for 4-30 h ar 24 h, usina 
an enzyme-to-substrate ratio of 1 : 50 (w/w), The dimstion 
was stopped by adding 1 ml glacial aetic acid. The NH2- 
terminal and COOH-terminal fm-s ob_tained were further 
hydrolyseû by clostripaia and thmdysin  mpwtively. Hydro- 
lyliis by clostripain was perfanned in 0.1 M potassium phos- 
phate, pH 7.6, containing 194 rnM dithiothreitol, at 22S°C, 
for 4 h, using an enzyme-to substrate ratio of 1 : 150 (wlw). 
Hydrolysis was stopped by lowe.icing the pH to 3.5 with formic 
acid. Hydrolysis by themolysin was carri& out in 0.1 T(ll 
N-methylmorpholine acetate, pH 8.0, at 40°C for 30 min, 
using an enzyme-to-substrate mtio of 1 : 100 (w/w). The 
chymotryptic digestion of histone H2A wm pwfonned in 
0.5 M NaCl, 0.1 M ammonium bicarbonate, pH 8.3, at room 
tempemure, for 1 h, using an enzyme-to-mrbtrat@ ratio of 
1 : 1008 (wjw). The mzymatk d i e s  wwe freezt-dned and 
submitted to fractionation. 

Fractionarion of Peptides. The pptidaabalnad by hydra- 
lysis of histone H2A with V8 sîaphylocoocal proMase u r e ~ e  
separated by chromatopphy on a Biogel Pl0 column 
(150 x 5 cm) equilibratad and elutad witti 0.01 M HCI, satu- 
rated with chloroform. The peptides obtained by hydrolysis 
of the NHz-terminal and COOH-terminal fragments of 
histone H2A with dostripain or îhermolysin, were sepatated 
by ion-exchange chromatography on a Ckroniobeads P 
colutnn (Technicon Corporation) as b m i i  in t16], The 
chymotryptic hydrolysate was frsactionated on a Sephadex 
Ci-100 column (180xSm) equili&t;sd and olu5ed with 
0.01 M HCl, satumted with chioroform. 

Autmred Sequewe Analys&. Automated & h a n  de- 
gradation of large peptides was performcd in a BecErnoin 
890C Sequencer ushg a dimcthylbenzylâmiiP program 
(082773) [25] or a dimcthylaliylarnine program (102974) in 
the presence of polybrene [26,27f. 

identification of Phenylthiohydantoin Derittarives of Arrtimo 
Acidr. The phmylthiokydantoin derivatives of aaiino acids 
were identified by high-pressure liquid chramatography on a 
colurnn of Ci8 Microbondapak (Waters Assaciab), using 
a Hewlett Packard Iiquid chrornatogaph 1084 B [2J]. The 
phenyfthiohydantoin derivatives of methionine,vâlinc,plneaiyl- 
@ b i n e  and isoleucine were separated by hi&-pressure liquid 
chrxmatogrriphy on a colurna o%cyaaapr6pyldme, accordin# 

- A 

* .  

a > /  

Papi& obtaind by' e~*svil@ d t h  hovis ir &idtg 
&duta with the V8 staphy~wocw1 proie* are WiwraB 
SP-. C b p m y p t k ,  thmwlytin w d  ela?lf.ri& W 
desipatd respcctively by Ch-. Th- or CI-. 

Peptides were numbered accordhg to their position in 
the quence of protein. 

RESULTS 

fruttkfish cmde fmim F2a2 amtains essea&Ily Gaarw: 
WA, slightly contanilnatcd by histones H3 and H4, as ahosive 
on polyaorylamide gel electrophoxds (Fig. 1 fl, slat 31. When 
submitted to chromatogmphy on a 8;iogd Pl0 culmm, F2aS 
is rcsiolved into tkree paab (Fig. 1 Al. The peak 1 
to histone H2A, free &f contamination (Eig. 1 13 
E~ary to d f  histones NZA and H2B. m 1 t 1 ~  
and W2B are qxmted  from each ather of poipqd 
p l  e ~ o p h o r e s i s  in 6.25 M urea,r).9 M amie VIL! 
(Fig. 13, stoa 1 and 2). 

As shom in Tabee 1, wttfi?âgh HItA amtains k#Ww&!ae 
snd histidine and more mine rturn caE H-X @33. CSéwi.Eat 
characteristics are 8190 exbibimi bq sea-umh -ais: W A  
[16].CkrtlseoRrerhnnd,tSseprpseacc:ata~wsidcrs 
and the lack of a ?m&i resichta Bngecst a sub&&sn 

- - b u +    et as was o u e d  for o r t e  ttistcmc wriant 
H 2 . 2  [32,33]. Cuttkfbh histone H2A Ws a .f'tac am&w* - -  - , 
terminal ynip, as caablkhed by danrylatitm (311. I%m&ar - ::;< 
oéscwvaW has been made for al1 histones H2A 

- 

from animal s w e s  [l. 21. The blocking gmup ws SmtW . : '- 
as mtyi d e r  hydrazinolysis foilowed by dansylri . - 
amiao terminal tripeptide h--aaty 1-Ser-Giy-Arg i -9 
by bydrolysio of.* fra- SP-1 with ç l ~ ~  

~ h e  cariroxy-terminal sequene of cuttkti* hanc  
was determined as (Ala. Ljs>Ala-Lys(0H) after 
the protein % r i t h  carboxypuptidases B and A. 

With the technology of automated saqwmchg, 
usad for the elucidation of the sequenœ of cutfle6sh birtaac & H2A was intended to pmhce a minimum of large a&tcmîb 
or overlapping fragments by h ë l y  s p à f k  or W i t d  en-&$ 
zymatie cleavages, in opposition to the prcviows %tntqp 
adopted m our iaboratory for scqwneing hirrtsna W L A  6om 

first çkavad at glutrimyl midues by the V8 staphylococxai 
proteas, as shown in Pig.2. Five peptides were obtaiae8, 
whkh were sqmmted on a Bio-Gel Pt0 cohimn (Fig. 3). mdr 
amino açid mmpositicrn is pmeated in Ta& 1. 

'We m t i d e  SB-! contains rnmt of the @yc* and 
midues preacnt in the! H2A moiwule. l 'hm cba&rl&fos 
allowad us to wsign uaequivdiy the peptide SP-1 to the 
arnino-terminal position in the sequence of the protein. Sur- 
prisingly the aminoterminal end of this peptide was Puund 
partially deacetylated aftcr a 4-h hydrolysis of the pr&&rT;i 
with the V8 staphylocwal protcase. Siniilarly the amiga-;+pg 
terminal end of histone H4, which is biocked by acttylatian, 
was found partially deacetylated by the V8 staphylocaxial 
pro- [MI. *!a 

 rom t t iw  a ~ e s  it wris m c i ~  h t  p; bt - *  



k y ! 4 L3rit;<.l P I 0  i iir(111ii1r~~~rt1~1111 t ~ l  6 riitl<, /r~r< rrorr F 2 ~ l  front c.~ctr/cfkli t/ci/i.c r./~romutirr. ( B )  Elecfrophoreric ana/ysis offracrion ohtuined afkr 
B:,.-ti~-/ Pl0 <.III ~ ~ t ~ i r r ~ ~ g i ~ r l ~ l i i  t.rir<is trtr< trr>ti F2'rl trotli i~rtrrl<./ish rrr/is clzroniari~i. (A) 150 mg material were dissolved in 6 ml 6 M guanidine chloride, 
11 1 X.1 Trib. pH 8 0. 5 ' ,  iiicrcsptoerh,inol and lefi iinder nitragen at room tempcrilturt for 24 h berore chromatography. The solution was then 
sntrthged and ~pplied ro .I Hiogel PI0 culumn (150 x 5 cni) equilibrated and elutcd with 0.01 M HCI, satiurated with chloroform. The flow rate was 
i d )  iiil fi and 17-in1 fractianb wrre colleciai The absorhütice at 220 nm was measured. (8) Electrophoresis was performed on pdyacrylamide slab 
$cl (1.' x 10 un) dt 21 niA for 3 h, iit pH ? 2. tn 6.25 M urea 1211. Migration was From top to bottom. Slabs were stained for 60 min witb 0.5% 
Cc.om<i>sre btur R in ücetic acid ethanol, uaier (1 : 2 : 7, by vol.) and destained by diffusion in the mixtw acetic acid/ethanol/water (7: 20: 73, 
b\ vol ) Slot 1. \\ hole histone from calf thymus: slot 2. whole histone from cuttlefish teslis; slot 3, crude histone fraction F2a2; slots 4-6, pcaks 1 - 3 
relpeciively from Fig 1 A 

Table 1 Amttio ui rd r onzpocltron 01 ~utrlefrïh hisrone HZA and of peptides used,for the sequence determination (expressed as nwnber uf residues per 
nzoli, o/'prorern o, pcprrlia~ 
Values in parenthoc, are rebidue5 per molecule derived from the final sequence. Values for threonine and serine, in the protein, are zero-time 
c.rtrapulali«n\ 

-2inino acidb Histone HZA SP-1 SP-2 SP-3 SP-3a SP-3b Ch-1 CI- 12 
fromcuttle- iresidues (residues (residues (midues (retidues (residues (residues 
fish tcîtis 1-55) 56 - 63) 64-124) 64-91) 92-124) 39-124) 35-41) 

'.,pi 11.2 . I C I ~  8.9 (Y) 
fiiie.)iiinc 3 (3) 
\cr.rie h Y (6)  
ùiul.Iil~:c acl'i 11 .(Il1 
Pr,\litic 5 4 (5) 
t i l )  ..ii>; l-l.Z(I4) 
-îk.~niiie 15 8(lb) 
\':ilitie 9.0 (9) 
Ileihi~~fiinc 1 O (1) 
Icolc.ucinr 6 0 (6) 
Lttlziiir 14.9 (1 5) 
1 > r&inr: 3.2 (3) 
Phen! idlanine 1.2 (1) 
Iii.t,Jine Z 1 (2) 
l - \  ,II;: 136(11) 
-\rginiiie 10.6(11) 

KL$i;it.c.r ,ii ~ c . * t i t ~ c ' -  124 

" rlii. \.iiiic I \  Ioa due ~o iric'~~tnplete clenage of an fie-lle bond. 

~iihuiirti'd to .~ui~)rii,iteci Edniati degradatioti over 37 steps experiment the clostripain, of which the specificity should 
(Tablc :. big 5 ) .  have been limited to arginyl bonds, was found to cleave the 

Fiirtiicriiiore. the wquence of the fragment SP-1 uas con- arginyl and lysyl bonds as well. 
1iriiii.d b} tlie striictur'il data obtaitied ti-om peptidesgenerated The peptides Cl-10 and Cl-13, corresponding to the 
by h! drolysi.; of SP-1 ivith clostripain (Table 3). ln that sequences 29 -31 and 42- 55 respectively, were lost during 



BT-Aaef yl-Ser ='YS  lu   lu G ~ U  LYS (OH) 

Ser SP-1 Glu 
C 1 

1--------------------------37 55 

Clostrigain SP-2 
Tyr>lu 

56 63 
++++++ 

Leu SP-3a Glu 
# 

64-------------------- 9 1 

Leu --3b 
1 

92-------- ------,-,------- 41 2 3  - 

Fig. 2. Stratgy d for the determination of the amino mid secpence of the cuttlefiJh hi.,toiii' H2A SP. VI( slaph!iococcdi prorcü-c -.rtld?~' 
' 

Ch, chymotryptic peptide; CI, clostripain peptide. (---) Automated Edman degradation. (+ + +) rndn~inl Ediiidn degradation 

of the histone molecule. by cornparison ~41th the seqiienrc 
calf histone H3A [13]. 

The peptide SP-3 (61 resid~ies) corre~pncds t o  the c-arbw 
terminal half of cuttlefish histone H2A. It waa foirnd in t 
4-h V8 staphyloeoccal protense hjdrol!s,itc of the proteln 
together with peptides SP-31 (28 restciuep\ and SP-3F ( I I  re.1- 
dues). generated by a partial çlea\age of the glutatii!l honcf 
at position 91 (Fig. 2 and 3. Table 1). The carba\>-termiri.tl 
position of peptide SP-lh in thc seqiiencc 01' rlic cuttiefisli 
histone H3A was ascertaincd hq digestion of thc peptidz 11 ilil 
carboxypeptidases R and A .  2 iiiol I!srnc and 2 iiii*I alanine 
mol peptiitide were releas~d. The partiil1 zcyiicncc deduced 
from these rrsiilts was ils f(.>llc~s. (L! S. \lit)-Alii-L~st OH I .  
it corresponds to the carboxy-teriiiinal sequence of the protcin 

The peptides SP-2. SP-la ,ind SP-Tb \kcrcs siibriiiticd tc\ 
automated Edtiian degradation (Tablcb 4 - 6 'ind Fig. 5)  Ir 

Effluent (ml) addition, the peptide SP-3 vras hydrolysed with therm~~l! \in 

Fie;. 3. Entrion pattern of peptidps f~~~rterattd by dige.vClun 01 ~ ~ / l e - f ' ~ s h  
The thermolysin peptides Rere fractionutcd o i i  a C'hromo- 

hisronp wirh ~ ~ ~ h ~ l ~ ~ ~ ~ ~  YB ISP-pupiiJrs, and k a d s  P çolumn. Seven main peptide\. :iccr~tiriflrig for ' 5  :>f 

f iaCtiona,~ an &i,,-~pl p , ~ .  ~h~ cdumn (triox 5 cm) was equilihrated the 61 residues present in the pptidc \1'-7 wcrc ohttr tnccf 
'and ekuted with 0.01 HCI, mtumted wifh chforo fm.  Fp;ltiions together with eight dertvativc pcptitfe\ pi oci i ~ r t i  n ï r l 8 ; l '  

12 ml were colleeted at a flw rate of 72 mlp. Abmrbance war; mea- cleav~ige of suweptihle hondx (Tahlc .i:itl 1.1: '. i r?c~.c d , ~ ' ,  
iured nt 220 nm (--) a d  275 nm (- --) afl~wed us to align the hl C-tcrrninal rc\idiici ( J I  protiltr! 

, t (rcudues 64 - 124). 

c ' k . ~ ~ ~ t t y p k .  P(îpti& Ch- -l . 
. , , . 3 '  * 
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1 anlc 2 4ttl<tiiz<1i',d f.iB11un <Iegr<~<l<~ritv~ of ( ~ y > l i i l < ~  SP-1 
I>i,~hl: id:niific.r-!on <1f phenqlthtol~ydantoins of amino acids weti 
;rc.rL>r:ne+ bh hish-preisure Iiquid chromatography on columns of Cis 
\IicrohudUapi,r and ,rl';pnoprop> lsrlitne [?5,I$] 

c'! cic Rexidue Residue Y teld 
d ir i i i k r  ~iu tnkr  

nmol 

I t Ser 48 
'i - (i l!  175 

Xrg - 
+ 4 Cil! 171 
F 5 L! b 97 
h 11 Cil' 97 
7 -. G I ~  I0.s 
b S L! \ 80 
9 9 Xi1 II5 

10 10 L> 3 77 
I I  I I  Gl! 8 1 
I I  12 Lys 69 
13 13 SL'r I I  
14 I-i l.!s 54 
1 F 15 Thr 15 
tti ih Are 86 
1' l i  Ser 9 
I 8 L Y Ser 17 
IV 1 L, .Are 84 
10 IO Ala 37 
2 I 21 Cil! 38 
13 -- 17 -- Leu - 

23 2 -3 Gln 44 
14 Ph<: 23 
25 Pro 19 
30 Val 78 
2;  Gly 37 
38 A i  1 38 
29 Ilc 7 

His 
Arg 
Leu 
Leu 
Arg 
L P  
<il!. 
Asn 

Tiible 1. Azrlomat~d Edman degradation o f  pcptirlc SP-3 
TLC. thin-layer chromatography [35,36]; HPLC, s e  leyctnd to Table 2 

Cple Rwidue Raidue Yield Identification 
numkr number 

Leu 
Ala 
GlY 
Asn 
Ala 
Ala 
Arg 
A ~ P  
Asn 
LYS 
Lys 
Ser 
Arg 
I le 
Ile 
Pro 

His 
Leu 
Gln 
Leu 
Ala 
Ile 
Arg 
Asn 
A ~ P  
Glu 
Giu 
Leu 
Asn 
LYS 
Leu 
Leu 

TLC, HPLC 
TLC, HPLC 
TLC. HPLC 
TLC, HPLC 
TLC, HPLC 
TLC, HPLC 
TLC, HPLC 
TLC, HPLC 
TLC. HPLC 
TL,C'. HPLC 
TLC, HPLC 
TLC. HPLC 
T1.C. HPLC 
TLC, HPLC 
TLC. HPLC 
TLC, HPLC 
TLC, HPLC 
TLC, HPLC 
TLC, HPLC 
TLC, HPLC 
TLC, HPLC 
TLC, HPLC 
TLC, HPLC 
TLC, HPLC 
TLC, HPLC 
TLC, HPLC 
TLC, HPLC 
TLC, HPLC 
TLC, HPLC 
TLC, HPLC 
TLC, HPLC 
TLC, HPLC 
TLC, HPLC 

10ldl 2 3 - 3 i 2 2 2 3 9 3 6 

V-'Tzrinin;il blk~cLsd Sei GI! ü1) Val Ser The Jer Ala Leu LYS 



Cycie R d u a  YieU Jdentification 
number w m k  

Leu 
Ala 

Asn 
Ah 
Ala 

AsP 
Asn 
LYS 
LYS 
Ser 
Art3 
Ib 
Ile 
Pro 
Arl! 
His 
Leu 
Gln 
Leu 
Ala 
Ile 
Arg 
Asn 
AsP 

nmol 

M6 
5% 
550 
543 
573 
554 
362 
402 
504 
510 
433 
165 
280 
2% 
3017 
1)24 
145 
108 
21 0 
188 
191 
133 
110 
1 29 
69 
53 

~ P L C  
HPLC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 
HOLC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 
HPLC, OC 
HPLC. GC 
HPLC 
WPLC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 
HPLC, GC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 

peptide SP-1. In addition, we were lacking overlapping se- 
quences to align the peptides SP-l, SP-2 and SP-3 (see Fig. 2). 

Since we had observeci pbeviously that chyrnotrypsin 
failed to cleave the susceptible bonds in the central part 
(residues 40- 85) of the calf H2A molecule [13], the cuttlefish 
H2A was submitted to a limited hydrolysis with chymotrypsin 
in order to generate a fragment overlapping the unknown 
sequence of the protein. Hydrolysis was therefore performed 
at high ionic strength (0.5 M), which allows the protein to 
have a maximum of secondary and tertiary conformation 
(globular structure). 

The elution diagram of the limited chymotryptic hydro- 
lysate fractionated on Sephadex G-100 is presented in Fig.4. 
Fraction 3 corresponds to a large peptide. Ch-1, which a p  
pears slightly contaminated by a larger fragment on poly- 
acrylamide gel ektrophoresis (gel not shown). 

The characteristics of the amino acid composition of the 
peptide Ch-1 (Table 1) clearly indicate that this peptide (con- 
taining 86 residues) corresponds approximately to the C- 
terminal two-thirds of the protein. 41 steps of automated 
Edman degradation were performad on the peptide Ch-1 . The 
obtention of two phenylthiohydantoins of amino acids at 
each step, in the approximate ratio of 3 : 1, revealed that the 
peptide Ch-1 was contaminated by a minor peptide Ch-la 
o b t a i d  by the cleavage of the protein at histidine 30. Silice 
the amino-terminal sequmice of peptide Ch-la was known 
from peptide SP-1, t b  sqwm of pp&h Ch-1 muM be 
m i l y  ~~ (TaMe 8), 

Frcnn th= W t g ,  tkb peptideCh-f was skoltkm to be 
e v a g e  of the tyr-1 
hhi i~i t  H2A pi&@. 

4.7 ;- 4,\ 5i'=7'kx33'-U', + b t x ~ i  m 1 7 ** 2' ,,fin - L+&.% $ l ^ r  < # .Y., * Q l,< r7 A 2 ï 1  L<, a f --'?'- .,, * - , - l 
, .+& ni~*f+ a ,  >+ @~~$*.;:xtj,dT,:. $&;ki:; 

Table 6. Autonwted Edwm slTra&rtm !!t peptide SP-3h 
AA, identihtion a h '  back-h~drol'zis of srnino dcid phen! ithto- 
hydantctim; HPLC', GC. see kgends to Tables 2 and 5 

Amino Residue Residue Yirld 1dentific.iclon 
acids number 

iitncd 

1 93 Leu 317 HPLC 
i 94 Asn 400 HP1.C 
3 95 L) x 37-1 HPLC 
4 <>(, Leu IM HPI-C 
5 97 Leu -. 73;  - HPLC 
h 98 Ser 3 HPLi' 
7 99 GI) 3 . 4  HPL.C 
8 160 Val --. -I< t IPLC. ( i(- 
9 . 101 Thr 61) HPLC 

10 102 Ile 87 HPLC. (TC 
11 103 Ala 17: HPLC 
12 1 04 Gln IO1 HPLC 
13 105 Gly 141 FPLC' 
14 106 GIy 151 HPLC 
15 107 Viil 182 HP1.C'. CiC 
16 108 Leu EU HP1 .C 
17 109 Pro 9Y HP1.C 
II) 110 Asn 45 HPLC 
19 I I I  Ile -7 HPLC'. 
20 112 Gln 66 V L i '  
21 113 .41a '8 tt P1.C 
22 114 Val M HI'LC. (;C 
23 115 Leu 36 HPLC. GC 
24 116 Leu 43 HPLC 
25 117 Pro 23 HPLf 
26 118 LYS 26 HPLC 
27 Il9 LYS 28 HPLC' 
28 120 Thr 4 HP1.C. A 1 
29 121 Gln - HP1.C:. A 4  
U) 122 Lys 15 HP[,( 
31 123 Alli 17 t l Iy l . (  

I I '  

1900 2300 270C 
Effluent ('NI 

hyiirolysis of cut~lefish hisrone H2.4. The peptides are fractiundred on J. 

column of Sephadex G-100 ( 180 x 5 cm) equilibr~ted dnd eluted \\ ith 
0.01 M HCI. saturated with chloroform f ractinn~ cl th ml uerr 
eollected at a flow rute of 48 ml h 

the structural study of the peptide Ch-1 pa\c u i  ths ncccwr? 
informations to establirh the complete arninn .;tcid cquenct. 
of cutttefish h~stone H t A  (Fig. 5). 



~\I;:!II<~ . t ~ i d b  Th-\ - 2  Th-3 Th-3a Th-3b Th-3c T h 4  T h 4  Th4b Th-& Th-5 Th-6 Th-& Th-7 Th-7a 

.bpdi riz ~ c i c  2 9  3 7  1.0 1.2 
ih~c~~ii int .  0.9 0.8 1.1 1.0 1.0 
Serine 1.0 0.8 1.0 
Gtur,~ii~ic .aiid 1 .O 2.0 1 9 1.0 1.0 1.0 
Proliiir 1.2 1.2' 
(;ilcine 2 1.1 1.0 
Iianinc 1 .O 1.0 1.9 1.0 
\hline 1.0 0.8 1 .O 0.6 
\leihioninr 
Isoleucine 0 9  0 8  0.9 
Leucine 1 1 1 0 2.0 12 0 8 1.7 1.6 1.0 1.0 1.7 1.7 
T)ro\ine 
Phen! idlanine 
L'sine I l  IO O9 1.0 3.1 3.1 1.0 1.2 
Flistidine 
4rgnine 10 1 2  

Tnral 3 - 2 10 9 3 4 6 5 3 3 3 9 9 3 2 

N-Term~nal Leu Leu Ile [le Leu Leu Leu Leu Leu Val Ile Val Leu Aia Ala 

Aiiiinopeptidase GIii 

F ig 5 .41igtrnitt~r CI/ pq~rrti~+s utici uniitt~) u1 rd seqrrriicc of  rrtt~/eji.~h hi.stone H-7.4. Methods used for determination of the Yequence of peptides are 
,ndicated as foilows - manuai Edman degradation. -. dansytation; -. carboxypeptidasc hydrolysis; ---, automated Edrnan degradation 



Tanie 8. At~ronrc~ri'cl ~ A F ~ I I  clr:i.r(tiltr~ir~it r!/ pcrrifkb U t - I  
Sec legend t O Fable 2 

Cycle Major peptide Ch- 1 Minor peptide Ch-Iü Id<.n:;ri~..iri<\i? 
number 

resiâue residuc y ield rcs~due residii~ \ 1c1d 
numher number 

nmol nni~3l 

1 39 Ala 144 3 1 Arg 5 1 HP! C' 
2 40 Gln lh4 32 Leu 56 t4PL.C' 
3 41 Arg 151 T 3  Leu h l  HPl  (' 
4 42 Val 119 34 Asg 65 HPPC 
5 43 <;!y I I I  35 1.) s 47 lll'l ( 

6 44 A kt 00 36 cil! 59 t 1 ~ 1 . c  
7 45 (;IV 115 37 Asn 3(! 1 IPLC 
8 46 Ala 114 18 Tyr 4 1 tIPL,<' 
Y 47 Pro 48 39 Ala 39 1JPLC 

1 0 48 Val 119 40 Ciln 47 FIPLC' 
11 49 Tyr 53 II 4 rg .Y 11PLC' 
12 50 Leu 55 12 VüI - < - 7 ZIP3-C 
3 51 AIÜ 106 43 ci14 61 .t.irrc. 

14 52 Ala 151 44 A la - 1iP1'c 
15 53 Val 1 1 0  35 Cil\ 45 MPLC' 
16 54 Met 95 46 ,21.1 41 Itf'1.C 
' 7  55 Glu 41 47 Pro -. Tc  , I tPL( 
8 56 Tyr 37 48 flP1.C 

19 57 Leu 57 40 T>r  32 HPLt. 
20 58 Ala 66 50 Leu 30 IIPLC 
21 59 Ala 132 5 1 Alü - HPLC 
22 60 Glu 48 52 Ala XL HPLC 
23 61 Val 115 53 Val - IiPLC 
24 62 Leu 51 54 hlei 37 HPI_( 
25 63 Glu 34 55 <;tu - HPLC 
26 64 Leu 58 56 T! r 24 IiPLC 
27 65 Ala 47 57 l FU II HPLC 
28 66 Gly .!7 58 Aia 211 
29 67 Asn .4  59 Alü 22 
30 68 Ala 3 60 Glu - 
31 69 Ala 64 hl \ nl 29 
32 70 A rg 26 62 Leu 21 
33 7 1 AsP 24 63 Glu 20 
34 72 Asn 29 64 LCLI 15 
35 73 L y s  20 65 Ahi 16 HPIC' , 

30 74 l , ! ~  11 66 (il) 17 IiPI C‘ 
37 75 Çcr 5 67 IIPLC 
3X 76 AI€ 28 (38 41.1 19 HPLC ' 
39 '7 1 lc J 69 41.i -- 3 -  HP1 C 
40 78 I Ir 10 70 i\rg 12 IIPI C '  
4 1 79 Pr*. 5 '1 A*P 9 Tipi C' I 

H2A. 14 substitutions and 5 de!etions (Table 9). Extensive Four substitutions and one deletion ocwr in the iLf-i-- 
evolutionary changes were mainly observed in the basic terminal region of the protein (residutts 1 - 18) but !hc o~erali 
amino-terminal and carboxy-terminal regions of the protein electric charge of the region is not moditied The delerian 01' 
which are the primary DNA-binding sites. a residue of glutamine at position 6 has alrcady been oh- 

AI1 substitutions, except 4. are consetvat:ve. A residue served in sea-urchin HZA [16.37] ancl rr\i7itc i t i  a tord! 
of valine replaces a residue of alanine at position 10. This identity between the NHz-terminal SI .. -' hihtltnc4 
is the first time that such a substitution is obberved in the HIA and H4 (residues 1-8). 
NHz-terminal region of histones. Few punttual changes are ohkswetf 1 :-x .cniral region 

Thc threc other non-conservative substituticns involve (residues 18- 11 8). Tlic niutation n hich n:.n.src ~ O Y J I I ~ ) ~  3' 
the replacement of charged residues by neutral re:,idues and (Val -+ lle) has already k e n  tihser\rci iri  u imr hr\rc~nc, 
arc located al positions 41 (Glu-, Gln). 99 (; ys- Gly) and variiints H31.1. H2A2 and H1.43 [.3X I \ r .  . I , ~ ~ J C  q ~ f '  qicthii>- 
121 ((;lu - +CiIn). Sirnilarly, in mi-urchin HZA, t'te polar tiine wrih founcl at positicln V. iristean , l*.~lrtrtc. rccittiic. 
rcsitliics ;ii phition4 41. 99 iind 121 werc replüec:d hy iistr~riil rvheiv.c.;~s iit t~srtcbriitr's h.stor*e vari:iti: I IX.2 ! ;:.I?t. 1.1 

rcsidues [IOl Ortly ilic mtxiiliciilicin k i t  posiiicin cl'l ( l ,q~-*<;Iy) Ilistcbnc' I I l i \  li-itm s c ' a - ~ ~ h i f l  ~inhryi> ! : , . ~ . i t ~ p -  : L - ~ I  

A .  

* 



t ;I.., -. , tjyh~d ~ U W  !kt* FI.I / I IIW~ (.\ 0 1  <nt//t~t.\h /i.rrr+ i c rd  4 rl~.vt?ias frrir<~ne\ El2.1 
. ~ I ~ Z I ~ ~ I I S  trie ,i...,..r.Lu i ~ '  . Niitfllhllïng in thm table ami in t l ~ s  irxt rcfkrs k) gqwnw. position8 in c;all'thymvs histone fi2A l 

('ut~lctish : 1 , Glj-Gly-Lys-Val-Lys-Gly-Lys-Ser-Lys- -[le- -GIq- -Met- - Ala 

h l  76 98 Y9 121 129 
Ptrlf thymui [ i Z j  -Ile- -Thr- -Gly-Lys- -Glu-Ser-His-His-Lys-Ala-Lys-Gly-Lys(0H) 

124 
Curr;efiïh rï.*tr. -Val- -Ser- -Ser-Gly- -CiIn- - - - - --Lys-Ala- -Ah-Lys(0H) 

\\liich 1s iheii h u n d  at positioiis 49- 57 iitid 56- 59 in the 
,cqiieiice of the cuttlefish histone H3A. At positton 76 tlie 
repiacement of ;i threonine residuc hl u serine residue intro- 
duceh LI pi~tenri.il bite of phosphorylation in the basic cliister 
L !\-L!s-Ser-.i\rg (residk, 74- 77). 111 this sequence the 
jc:.iiit re\i'tue is pliiced III such ii way that it could he 

l phasphor>l:iie~l b> n cyclic-i2h.2P-depeii~ient protein kinase 
[JO.-1 f 1. M'c iiiiist ciiipliasize tlxii t ~ o  sites ofphosphorylation 
li,i\ i. hceii i\lciiiitieJ iii  the tiiglily b:i\ic aiiiino-teriniilal ac- 
yuriicc itf cirit' Iii\ttjne HIX.  ,it serine i.r\idcies 1 and 19 [JI]. 

Tv,L~ ~u t ) l t i i~ i t i~ )n \  :ilid 1t1~1r deletic)iis occiii i i i  thc C0Ot-I- 
tcniiinül rcpiiin Ljf the inoirc~ilc' (rebidue\ 118.- 1-4). 111cq 
Jc ili,t. ho\+eLrr.  iiîodif\ the u\cr,ill electricdl charge of this 
r e s i ~ n  Thc drieiion of the t u o  reïidues of histidine at posi- 
.ln. !-.: &nd 124 ha5 a1,c beeii found in histone ti2A from 

~ ~ ~ T c r c ' ~ ~ n i  marine in\crrieh;steï sea-lirchins i 16.371. starfish, 
s,punc'uit0:. ,rtl\:~;f3ni $ ?  Sd~i i t ï e .  unpublished results). 

Fnm ,iur ;e.tilr, 3rd prekiouj ivork [ I l -  16.37.38,43], 
.+e clti. conc ide  !?.A: :he 'tructural variabiitt> of histone H2A 

. ., lir.:~rèd r .;tir \ii--:,-:!?i?.il Ire,idues I - 18)and theCOOH- 
ier!nirta: t K"JL:\ i i~ - ! -41 r ê g i ~ ) n ~  of the molecule. How- 
i.ver. rhe :sr!ibt!;t> t - d  thc?it: highl) basic regions does not 

1,; 
cp,rtsar :il s!:zi :hr:r :-)iùli)gic;ti iunciion thdt are electrostatic 

: ir.irr,;i:~.z- ai:h ~ h t  phl>5pl~.iie groups of D S A  and even 
' w:i. r.. l ~ i - i ) .  - .L  ),:haprotein\. 
. a -  

\%..Ï=Y.::. -?.: ,!iz\ ,if the p ~ ~ ~ - r r a n ~ c r i p t i o n ü 1  rnodifica- 
: . A l  .. ,. .,- . ' txs  i s l  .SYt.i? rr,: ii.;rone H-X and iilodulate the 
, ~ . . ~ . . y ~ - i ) ~ +  :?:er.ic-!:t'fi\ d:e i,>nicr\ed. iicet-laiions on 

* I .  
. . , ' -- ;!..~,P?.C~;.L~I.L~I~ enne-1  ;~iici serilie-19 [42] 

-- ... ci; '.!:\fin- 3 2  .\\in+ i 13 [45.4h] On the other 
- .p:--. \ i  hr <or,ip,e,-;. iJ;.ii:;r! di the tiiiiiiio-terminal 

.=;,s-;;:- -; ,,i:i!eti'h II ,:aiit, i-12.4 ;tiid H4, the lysine 

.-.. ,. . .,.. -. ~ \ . . . i  3r. 5 anci i 2. ir nici, are acer!lüted in histone 
i :1 -, L \lc;.r ,< 25-6 snd 35 h '  <, rsspectibely [_Ml, nere 
n t .  -',,..rit: t c e r ~  !;.:tif in histone H2.4 

T.;c ;è \c  punciuai changes observed in the central region 
r isl\tJuts i - 1 1 Y i  are generüll). conseri atii e and should not 
~tl;.ci the conftlrination of the protein. As predicted from 
C'tic>u .111J Fa~t i i~ i i i  calcultitiori~ [47]. thib region is highly 
-~: -u~rurcd ( X  hcli\ :iiid /I sheets conforiiiatioiis) and interacts 
.iit>ii$! \ ~ i i h  Iiisiaiie H2B IO foriii the ditlier HIA-H7B. 

ln  .il1 112.4 stiidied ni prescrit tirne the seqiieiice 21 -29 
;S hiphi! coii,c.r\e~i und bas  ihiwii LO iilteract witli the se- 
~ ~ i i ~ i i c c  3 5 -  43 of hihrone H I B  [48]. Iii  fact froin ~i rcular  
Jicliriiisiii .ind N bZR spectroscop! htiidieh. the region 18 - 3 1 

hisioncr Li?.\ Lippeiirh t ~ )  be c>ïciitinl for the complex for- 
iii,iiii)ii .(SI. C'i4iippez ;itid P. Saiitiére. unpublished rrsiilts). 
Tlie ci>inp;ict glohiilar structure ;icqiiired by the histone H2A, 
\\ hcii i t  is placed iii ;i liigli-ionic-strenptli iiiedium (e.g 0.5 M), 
iii:ikc< inaccessible to trypsiti or  chy~iiotrypsiri most of the 

cleavage sites in thc sequcnce 18 - 1 18. Howcver, in cuttle- 
fish H7A the bonds Hism-Arg3' and Tyrm-AlaJU were par- 
tially hydrolyzed by chyinotrypsin. Indeed, these two bonds 
are located next to a f i  turn [47] and, therefore, are exposed 
to the enzyme. On the other hand the tyrosyl bonds at  posi- 
tions 49 and 56 are buried in the tertiary structure of the 
niolecule and protected from chyniotryptic hydrolysis as 
ohservcd previously in calf histone H2A 11 31. 

'Thc authors ;ire prütelùl Io thc l~ i s t i tu~ .Sci(*n~i/iqic<, O /  Ïi~(~l11siquv cltiv 
P>c.lr~,.s M<rr.irini<,.s niid to Dr Alain Richard (lr~.s/iru/ tic I$ioloxie Mirri- 
rir~rt. c8i R(;~ioti<~l(,.  62930 Wiinerciix) who providcd the cuttletibh. Thcy 
~ickiiowlcdge witli plcastire the skilll'ul techitical assistance of Mrs D. 
Bélaïche. M. J. Dupire, T. Ernout and A. Hemez. This work was sup- 
ported by grani 77.5.048.2 from the Institici ~liatiunul de la Sunté et de la 
Rrclirrc~lie M~jdicul~ and by grant A TP Chromurinr 2875 from the Centre 
Nurionol dt 111 Recherche Scie~~riflque. 
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Primar j :ii uciure of Histone H2A from Gonads of the Starfish Asterias rubens 
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I'he coinplere iimiiio acid sequence ( 124 residues) of histone H2A from gonads OS thc \~arlisli /I \terlu\ ruh<,~z.s 
has beeti established from autoinated sequence analyses of large fragments obtained by ~taphjl~xoccal proteine 
digestion of histone H2A and bq limited hydrolysis of H2A-H2B coinplex with mousc submiixillary gland 
protaije and from structural studies of peptides geiierated by enzyniatic hydrolyses of these fragments or of the 
protein. 

B> cuniparisoii w i t l i  calf homologous histone, the statish histone H2A shows 5 deletions iiiid II substitutions. 
H,tlt' of the siib~ititutionu arc non-coiisei~utive. 

Micr~~hetrn~geneities were fouiid at positions 18, 40 and 50 dnd resulc in the existence of' ai leasî IWO 

\ .iri:iiirs of starîish gonad histone H2A. 

SSüitt?ia. .iuciis- uf hisrune$ H7A from different species 
aidei: i ep~r ; id  $>n the ~ : ~ l u t i o n ~ r )  >cale [l -61 have shown 
that cir12ilil:F . : ~ t i i : ~ ~ o '  !nLdrficst:dnz (point mutations, deie- 
tiosi$ ,na incg-:ls>n,, m i n i t  oc..ir in the highl! basic N-ter- 
mi:it; diid C -:rrniii:di parr. or' :hr proceln The central region 
IQ :!le ~ ; ? ~ ) ! e ~ i i e  (:e.:~i~lc~ !i(- : : h.). bihich ,trongly interacts 
jith the i g 1 { 2 r .  X- t -5  of histone HIB to form the dimer 
H7.A-HIB in :hc nu:iitcsxome. appears generally conserved 
during 2\01~t:,72 

Tne hrgher degree ùf :ar~ahiiitj o i  histone H?B in Echini- 
dac i7j. prie ,>r :t?t 15-ee faniil~ri of rhe echinoderms has led 
UÇ :L I  ini-:d:_il?c 'it rI.it?i+iï> structure of both histones H2A 
.ir;d H-B ;ci -t.::l :niit,is. 

1:: thi:, FU-:. u:: report the soniplete dinino acid sequence 
,\t' h ~ a o n t  t-1 'i !'r~>i:i gonds of rhl: starîish dsrnius t-lthrns. 

'.!x. ..s: .- :- -5 acre obrainrd fron~ the Inititut de BIO- . . 
:~)gtc' 1!2::iizi~i1 12 I; inSizg\ t France). After excision. gonads 
uer: .-?artn ir. .,!id <CI: ;ind krpr a i  - 20 C until use. 

S1~j7h  i.:n<.oL ~r ~u,;.t.rt \:9 protease \sas From Miles labora- 
tories. Tr!p\ir. ctrcatsd uitli TosPheCH2C1), carboxypepti- 
Jases A and B [treaisd uith PhMeSoF) and pepsin were 
obi;iiilcJ froni ti osthiiigton. Thermolysin was from Merck. 
.-\rg-C riidoprotrixiase koni the subriin.cillaris glands of mice 
;\a.; purchaseii frc.rnl Boehringer. 

Din~rthvl.~ll~l.iinint. propane-1-01 aiid dithioerythritol 
:rrre secluai~ai gr.ide fram Pierce. 3enzene and chloro-l- 
huraiic toi ~ .~ iue~ i r i a i  aniil>sis rvere purchased from SDS 
(Ptrpin. France). Phenylisottiiocyanate, heptane and hepta- 

i P . ~ r c * i i ~ i i i ~ ~ \  TclrPh~CFi~Cl. \.-ton lphexiy hlany1 chioromethane: 
PhhLeS02F. phen\ in~rih\ Icc~if~~ii> l tluoride 

G:.-r~~it + i l (  t3 Rccuiiinirnd.iriotis 1978). S ~ L ~ ~ J ~ ~ I ~ ~ O C ~ ~ ~ L - U ~  @~~rcw,$ 
pruteasr' (EL' 2 4 21 13). kr!p>iil ( E C  3.4.21.4); pepsrn (EC 3.4.23.1); 
:ir.rnioi\<in EC 3 4.24.4): rndoprokckn;ix Ars-C (EC 3.4.-. -): carboxy- 
j r p t i J ~ i e  .\ i EL 3 4 i - 1 1 .  ziirhl\? wptidasr B (EC 3.1.17.7). 

fluorobutyric acid were sequanal grade from Beckman. Poly- 
brene was purchased from Aldrich and the dipeptide Gly-Gly 
from Sigma. Ai1 other reagents were of the highest purity 
available. 

I.solation of Hisrone H2A and cd' Nistone Cotnpl~x N2A-H2B 

Chromatin was isolated from gonads as described in (81. 
The crude fraction F2a2 was obtaind from chromatin accord- 
ing to [9]. The crude fraction F2b was extracted from chroma- 
tin by method 2 of Johns [lof. Histone H2A was isolated 
from fraction F2a2 by gel filtration chromatography on Bio- 
Gel Pl0 (150 x 5 cm) equilibrated .and eluted withc 0.01 M 
HCI saturated with chloroform. 

The dimer H2A-H2B was ohtüiiied frotn fraction F2b hy 
ion-exchange chromatography on Bio-Re\ 70 (100 x 2.5 cm) 
[Il]. The column was equilibrated with 0.1 M sodium phos- 
phate buffer (pH 6.8) containing 8",, g~ianidine chloride and 
eluted with a linear grddient of the latter from X ",, to 14','.:, in 
the same buffer. 

Analytical electrophoresis of histone H2A and of complex 
H2A-H2B in polyacrylamide slab gels was carried out at 
pH 3.2 in 6.25 M urea according to Panyim and Chalkley [12] 
using a 17 "/, acrylamide concentration. 

Amino acid analyses of histone samples were performed 
on a Beckman 119 CL amino acid analyser after hydrolysis 
in 6 M HCl(1 mllmg protein) in a vacuum at 110 "C for 24 h 
and 72 h with one drop of 1 y, phenol to avoid excessive degra- 
dation of tyrosine. 

Idt~rrt~fiution of ' the Blocking Group UI //te Amino-f(,rniNiu/ 
End. This identification was made by high-resolution nuclear 
magnetic resonance spectroscopy of the amino-terminal 
tryptic peptide (iesidues 1 - 3) of histone H2A with a Urukcr 
270-MHz Fourier transform spectromcler. Spcctra wcrc 
obtaiited in 'H20 at pH x 7 and ptl x 1 1  in 5-nim lukx. 

Cqurbo.vy-teminul A~ru1y.ri.s. Histone H2A (1.4 mg, 
1QO nmol) was diaolved in 0.5 ml 0.2 M N-methylmorpho- 



line ücelatc pH 8.0 and digestcd at 40OC with rarboxyppti- 
dase H (40 pg). At 30 min ai1 aliquot was rakcn off. ncidi- 
ticd with glacial ~icetic acid and freezc-dried. ('ürhox ypep- 
tiditse A (40 pg) was thcn added. Aliquots werc takcn otT 
ut 45 min, (dl inin and W) min and treiited as ahove. Tlie 
rclcased amino acids werc anal ysed on the ainino acid analyser. 
Digestion of peptides with carhoxypeptidnse A iitid or H 
was performcd in the same conditions. 

Kn;yrnit/ic lfr.~lroljse.v. Hislone H2A (70 mg. 5 pmul) was 
hydrolysed with VX stiiphylncoccal proteus? in 0.05 M am- 
inoniuin acc1;ite (14 ml) at pH 4.0 and 37°C for 15 h, tlsing 
an enzyme-Io-suhstr~itc ratio 01' 1 :50 (w/w). The N-tcrininal 
fragment (residues 1 - 55) so ohtaincd was furti.er hl ctrolysed 
by thermolysin in 0.1 M N-inethylmc>rpholinc acpttrtc at 
pH 8.0 and 40°C for 2 h using an enzyme-to-si~hstratr ratio 
of 1 : 60 (w/w). Hydrolysis of the protein (40 mp z 3 pmol) 
with TosPheCHzCl-trypsin was carried out in 0.1 RA N-meth- 
ylmorpholine acetate at pH 8.0 and 37 O C  for 2 11 using an 
enzyme-to-substrate ratio of 1 : 50 (wlw). Histolle H2A 
(60 mg z 4 pml)  was hydrolysed with pepsin in 57 ,  farmic 
acid at 37°C for I h using an enzyme-to-substrate rittio of 
1 : 50 (wlw). Thc çomplex H2A-I-IZB was submitted to a 
limitai hydrolysis with Arg-C endoproteinase in 0.1 M am- 
monium hicarhoni~tc ptl 8.3 containing 0.5 M NuCI ü t  room 
teniperaturc l i ~ r  5 h using itii cnzyrne-to-substratc ratio of 
1 :5W (w/w). The cnzymatic hydrolysates were frce7e-dried 
and submittcd to fractionation. 

Frut.tionution of' Pept i~ic~.~.  The peptides obtained by h ydro- 
lysis of histone H2A with V8 staphylococcal protease and by 
hydrolysis of the eomplex H2A-H2B with Arg-C endopro- 
teinase were separated by chromatography on a go-Gel P l 0  
column (150x 5 cm) equilibrated and eluted with 0.01 M 
HCI saturated with chloroform. When necemry, peptides 
were further purifid by chromatography an a Sephadex 

Ci-5ûF coluinn ( 3 0  .r 1.5 cm) eqiiilibratc.cl ,triii ciiiteti n II!. 
0.01 M HCE saturiited ~ i t h  cl~lorolorin. Thzrniol!bin. IF! 135111 

and pepsin hydroiysatt.5 \vers ff;tctit3ti,itcii b! i~~ti-e~~li;i i igt 
chromütograyh> 1111 a Cfiroiiiohacis P coliiiiiii (Tec-lini~.c\il 
Corporation) vl itli p! ridine ti-rrriiiite .ilid ridiiic .ii*t.t;itc 
hutTers [hl. Thc piirit) t>i' ihc peptide> wu3 cliccLcd b! p,ïh - 
acryliiinide s h b  gcl ~le~trophoresis irt pl-I 2 7 in 2 5 hl 1irc.i 
[l3] usiiig il 17 ",, itcn liiiiiide conceiitl-;itioii. o r  h!. 1i.ipt.i 
chroinatopraph~ and c'lectrophorcçis [141 

S~qrr<~rtri? of' Peptitk,~. Srnall peptide\ nerc seqiienced b! 
mriniial Edrnun degradation (151 and b r p  peptide, bq .ikittl- 

iiiated Edinün degr;td;ition using a Beckmi~n FVO C sequcricer 
with a dimethy hillylainine program ( 1029741 in I hc prcsr'ncc 
of polybrene [le. 171. Identiticiitic7n ,tiid qtiuntificL~trc.li ~ 1 '  

phenylthiohydantoin derivativcs of aniinokdcids wers pet-- 
formed by high-pre4sure liquici chromatogrüph? on o column 
of Cl8 pBondapak (Watcr4 Asswiates) using a Hcuiei! 
Packard liquid chroniatograph 1084 B [ t  ̂ .] P'r.c;i!!thmh? ci2:- 

toin derivati~es of Met. l'al. Phe and II. US;C !dei~:~fit; - - 
Hewlett-Packard 5830.1 pa3 chrorndt~~rafh j'i3;: . 

Nonteni.l<rturcl r!l Pixptitii .S. Peptides gzner,ir& b; . i:.. .:S. 
of the protein i it  gluratn>I residues 11 ith thc \.\ \12ph! :I*,.Y. . 
protease werc designatrd SP Tr? prli. ttierni,.!:. >in ,ind i.i.:-\$; 
peptides werc designarecf T. Th anci P rr-:r.ci:\<! Pei.! ce- 
obtained by limitrd h!ctrol)j.is of the cvnipIz\ I i -  1-If:tl -,$ :::- 
the Arg-C endoproteinase were dejim,ited R P  

All peptides but pepsin peptide3 u ere nu~;;oereC .i.Lc>s~j- 
ing to their position in the amino acid *eqiicnce ..~i tnc y~o- 

RESULTS 

The crude fraction F2ii2 isolated I'rt~iii .tc-fi.h _ia~naC 
chromatin according to Johns [q]  contain. 2.. cnriall: ?. -:..r.-. 

Fig 1 . ( A  j B~og<,i PI0 chrrcntotqraphi. O/ cri& fraclim F2u2 ~rotti rtarf;si~ g~cmud t./trr*>trcfirr l R 1 I~/lr. lro/tl it~rrri~~ <irwii vis o f  .tnjC riotir ohr~~rrtl-li rr/r<.r 
cltromuft~,qruj~It> on Bio~ui PFO cînd trtn Uttrrex 70 ctf ?ru& /ra<./itfitiC\ F 2 ~ 2  urrcl F2b fnjtu .sforfi\lr gc~tiad c Irrr*ttw~ftt ('4) 1-50 mg , . - 1 a s  ciis-~xlt t*ti 

in 6 ml 6 M guani<line chlondc. 0.1 M Trts, pH 8.0. S?,, mercapc~~çthitnol iind lcft u n d c ~  nitrthgn '11 rtsoiii io>iperi+turc. for '4 h ht*Pi~rc <.ht(ii:iiitri~- 
rilpby T b  stthttitm ws t h  cantnaw~ci and rpyW kcr a ! j N M  P3Wrral1ma ( l M w  ttmr r?~EtiIrrtttd  hi elrtml atik fl t i :  !! ! f i  \,,:~:twcc~P n trh 
dkm3FItrrn f fw fltrw mk w s  Hl ml41 a& 17-mt FrWHrw wre c&I~rtLY1. (HI Z;k~4m~ph~rci~h ww prIrcxn).~c?d r%n pvly,uryl:i-i ' ' ' ' ' 4  -. 1<117n1 
at 22mA lnr34ai pSE?3ifi(ILS M .> ,, c < ~ r ~ ~ \ a \ t r s  hhP~ R $11 
uwtn ü~*ltt.+h.iui<J!~@~n(f j3: 7, #y vt , ..- \l**mhywl' 

d m  %~kh@dim f7-M f i " l a 4 W . h ~  v+~rtr,m . 
ra* ++R irwrticn 76 



..[tic 1. . fl + ! .Z I I I , ~ S ~ ~ ~ L V I  O$ qrut-ftvh i ~ ~ ~ i o t k  t1J.t ,IJJ'I '91 ltsyvjl/' .h I I \ , - ~  fr1r di< W ~ # ~ C # I I ~ ~  t / i * t r r i t# t r~ ik iz t# i~  

,CILIII> .IPC ~'\~FC.\T,/ ,i\ the tiu1t11wr ,ai rrvd~v. 111'4 prt~t'c~t <*I l w p i ~ ~ l ~ ,  \ . ~ l i i t ~ u  in p~\renlk'yc~ ,trr ~ e \ ~ i t ~ c \  inol tk-i.i.rt.4 Ird~tit titi- iiir,tl u-c1itrrlc.r 
i ,il~u\ 1:>, . ~i wrii~c. III tllc j~rotcii). fero-l~ni~. c " ( I I . : I ~ R ~ ~ : I ~ M ~ I I ~  

ii11111tx J. .- W is~orir: H2 \ SI3- l Sih2 SP-3 SID 3h I l l '  1 
(residuc~ ( i  zarducu (trx~dueu ( rcsiduci (rc %~(l i~c \  

cülf ['j bt~rtish 1 - 55) %+ 03) b4- 124) 92 - 124) i s  124) - - . -. . - - - .- - . 
-I$~>,II !JC .ICI~ b O0 (Y- l L ( 1 - 2 ) "  7 7 (8) 2 3 (7 )  0 (9) 
i%rc.>iii! < 2 9 (3) 2.8 (3) 1 9 (2) 3 O (3) 
b r  mm 4 J I  (-1-5)' 30(3-4)" . 1 1(1) 1 I ( 1 )  ( 1 )  
L, L ~ t . . ~ ~ i ~  . t ~ t ~  1 ? I O  4(10) 2 5 (3) L 1 (2) 5 8 (5) 2 X (3) ') 3 (9) 
O !  411,d 4 s  ( $ )  1 L(2) 3 1 (3) 2 1 (2) 3 5 (4) 
(,*.c!n: i 4 1 2  :(13) 8 7 (9) 4.3 (4) 3 2 (3) ! i (7)  
 nint nt i h 18.8(20-21)" Y.2(Y-10)" 8.8 (9) 5.0 (5) l h 7 ( 1 0 )  
V:ilir!t 7.6 (8) 5.0 (5) 3.0 (3) 3.0 (3) 5.9 ( O )  
'+l<!h!<~~..iX (18 ( 1 )  - l . U ( I )  I l  ( 1 )  
1 ., r,':~:!r.t 4.6 (5)  3.9 (4) 2.0 (2) 4.7 (5) 
! .L ,~I . ' I !~L. .  3 I l  4 3.1 (2--3) 8.3 (9) 11.9(12) 
S: :..  JI^ L 7 (3 )  1.6 (2) 2.7 (3) 
l'he~:~!.~hni~ic 2.0 (2) 2.2 (1 )  
H!.iiiiiiic -. 7 1 (21  1.0 (1 ) I . O ( I )  1.1 ( 1 )  
L>.inc 11.5 (II) 4.9 (5)  b . S  (7) 8.5 (X )  
.\rgiiiiiit. 11.2 (12) 7.5  (81 3.S (4) 5.3 (5) 

' The \üi~ic\  for u\püriic iicid. \&ne. ,ilatiinc .tnJ Icuciiie take intci accouiit the prmnce of microhctcrogeneii~c~ :II \n>\iti«ns I X  and 50 In thc 
icilurn<e iFig 7) 

f12.4 .;ligliil> coirtu~r-iiiiated hq hi~ioiies HZ .ilid H4 and non- 
t ~ i ~ i ~ i n c  protriiis. i is  showii b> pol~ucrylaiiiicte gel eleetro- 
piiùrc.si3 (Fis 1 B. dot 2 )  

Hist,,~ic Hl.4 \\CI> obi,iincd f i w  ot'eotit:iiiiination (Fig. I B. 
4ot 3 hy ,~liroiiinrograph! of F7aI oii a Bio-Gel PI O coluiiin 
tF.ig. 1 A )  

The Jiilier t-iI.4-I-iIB n i t s  rluted aüt 1 I ",, giianidi~im chlo- 
TICIL' C O I I C ~ . ~ I ~ ; I I L ~ I I I I  upnn ion-rxcliangr chromatogniphy of 
srüde fr;iciiori F2h [ I l ]  on Bio-Rex 70 (Fig 1 B. slot 4). This 
c~,nipte\ M;I \   LI^ 10 ohi:iin b! lirnitrd pioteol>iic cleavage 

large fntgiiients of histones H2A and H2B without prior iso- 
laiioii of individual histories. C'ontrary to calr homologoiis 
hisioiies. startish histones H3A and H2B were well separatcd 
frorn cach otlier by polyacrylumide gel elcctrophorcsi\ in 
6.25 M urea at pi-1 3.2 [SOI (Fig.1 B. slots 1 and 4). 

Table 1 shows the amino ncid coinposition oi' startish his- 
tone H7A. By comparison with calf homologous histone, the 
startish HIA is characterizcd hy a higher content of alctnin~ne 
and phenylalanine, a iower content of threonine, glutamic 
iicid, isoleucine, lcucine and lysine, the prcsencc of ü methio- 
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Fig. 3. Brurc~gy w v l  j i ~ r  /Ire (l'~it,rmintr~icm of tlir utnino (witi s<syutlrsci. (!/ thgr sfrt~frsh liisro~it~ 112.4. Si'. VX st;iphyl<~cc~~iil proteas<: pcpride: R I  
maxillitris gland of mouse protase (Arg-C endoprotcinase) peptides. ( -  -- -) Ait1oin;itcd I;d~~i;in dqr;rd;ition: ( t + t l iii:iniiiil I:dni:in d q r i i  

Effluent (ml1 

Fig. 4. Elution pi~rrc*rn of staphyloco~cat prrttmsc* prpt~il<s.frncrinn<ttcd oit 

Bio-Gt*l PIO. The column ( f a x  5 m) was aquilibrated and eluted with 
a01 M FiCl saturated with chtoroform. Fractions of I ?  ml wcre eol- 

at  a flow rate of 72 m l h  

nine residue and the k k  of two histidine residues. Stafish 
histone H2A is devoid of a free amino gsoup as mtabli&$ 
by dansylat ion. nie BLaeking graup wm id~%arIiFie$ as acrirtyl 

Table 2. Antirro ociti c.onipo~iril~t~ of' rlit.rrrio(i virr pt.p:!r!<., ol.ral?itkrj lrri ,>~ A.: 

prpride SP-1 nnd us<,$ IO c,lrc~~iiicrtc ir\ srqr~rrrc  1' 
<Y T 2; 8 

.j r 4  

Amino acids Th-5 Th-8 Th-9 Th-!() Th-1 1 ' Th-12 'yn . - ,- 
18-21 2 9 - 3 2  33-38  39-41 32-49 50--52 54 

Aspartic acid (1Of1) 
Threonine 
Serrne 
Glutamic acid 1 2 ( 1 i  
Proline 1 It(1) 

l l ( 1 ,  Glyctne 2 f~ {21 
AlLinine 2.0 ( 2 )  ( 1 )  O I 
Valinc 1 TC\  
Methtonine _ 8 .  I 

lsoleucinr 
I.cuçtne 0.8 (1) .. < L  " f . B + l #  

t 

Tyrosine 0.8 t 1) 9i9trkil * 

Phenyl ;I 1 -  antne I l ( t )  . .  
I I V  1 

Htstidine Oy(1) 
Lysine 1.3 ( 1 1  
Argininc 1 2 ( 1 )  1 1 ( 1 )  I l ( l )  1 @ ( I l  

With the methai of automated Edman degradrition. the 
strategy chosen for the sequence determination of ktiirflsh 
histone HIA was first intended to generate a mtnirnurn of 
large adjacent or overlripping fragments by higlil? .pç;ific or 
limited enzymatic ckavages. in tlre second plwe. hydrolysis 
of the starfish histone H2A with trypsin dr srpin jielded 
srnall peptides. which were essential!) ir.~,' . ..fm the 
structural data provided by the automatecl seauencine of the 
large fragments. 

Thus, the cleavage of starAsh histonu ::I ' * ;'uzarnqI 
.ni$ by t v k ~ y i r r p ~ l  Freters )IW mpwdea 
(* '$ d a e  r(bwlk& id& pure Swm ~hi(>ti$?? ç*rx*ma- 

*' .x--t' î+de*i 
*a rn ia$k .f,. 
.: ::. 1 :I*w&&#l 

.. . 
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4ili11>ta .icid\ P- l :i P-1 h P-2 1'- 3 1 ' 4  1'-$ 1'41 
39 - $0 -19 - 50 5.3 - .TC (10 - 04 85-97 ion I i ?  11.3 124 

?F~>.IT~IC .t?id 0.8 ( 1  ) 2.1 (3) l o (1)  
Tlirt.oniiir i.O(t) 
\z~inc 
Glutdniic. JCIU [ J ( 0  1 o(1) L.L \AI 1.0 (1) 
I'rolinr 1 O ( 1 )  0 9  ( 1 )  1 o(1) 0.9 (1) 
Giisine 1 9 (21 1.9 (2) 
Aldni,~e 7 . 0  (3) 2 9 (3) 1 o(1)  l.O(l) 3.1 (3) 
L aliiic 1.7 (2) 1.8 (2) 0.9 (1) 0 9 (1) 

0.5 (1 ) 
~ . o ( I )  09(1)  i .o ( i )  
1 8 ( 2 )  1 l ( 1 )  2 1 (2) 

i 1:si.Jine 
4.2 (4) 

\:$illiIlz 1 q ( 1 )  1 O(1) 1 O(1) 

- 4 ,  . . 
LY;!.~,: ;'? $$; 4% .jGL 1,. , <"- ,i . < ;* ,, - - v,  : 4 ,/, ' : , 4 :'*,!'g$, ; q,!-' : L ;;y 
1%. fh,- , ; A r -  ,A,-h-.. ,.,Y.. :.t% 1,'; 8, - :: - . -,L , , , L J  - (-. . .- -3 

presence of an acetyl group at the amino-terminal end of 
the peptide T-1 was eslablishd by NMR speclroscopy in 

and SP-3b (residues H z 0  ut pH 2.0 and pH z 11 (Fig.2). 
-;,' . - >2 - 124). Since the peptide SP-1 contained most of the serine, Among the other tryptic peptides, twcr originatc from the 

* 
'3 glycine and arginine residues present in the H2A molecule, same part of the molecule and result from a microheterogcnc- 

, ~ t  cledrly originated from the amino-terminal region of the ity ai position 18, where a serine and an alanine rcsiduc arc 
found. generating the tryptic peptides ~ e r - ~ e r ' ' - ~ r g  and Ser- 
A1al8-Arg. The presena. of an alanine residue at position 18 
was confirmed by the therrnolydn peptide Th-5 Ala18-~rg- 
t la-~lf' (Table 2 and Fig. 7). Two of the peptides obtained 

protease by pepsin digestion of the protein, P-la and P-lb (Fig.S), 
peptide have ,i similar amino acid composition except for aspartic 

ciicid and leucine (Table 4). Both peptides were obtained in 
eqiial nmounts and. as shown by automated Edman degra&a- 
tiori (Fip. 7) diîïer of each other at positions 40 and 50: 

ides gciir.r.itcd froni SP- 1 (Table 7) 
h! hydrolysir of ilie protein with P-la: Ala-GluM-Arg-Val-Gly-Ala-Gly-Ala-Pro-Vitl-Tyr- 

AsnS0 

r-ilmino group. Its P-lb: Ala-GInSO-Arg-Val-Gly-Ala-Gly-Alü-Pro-Val-Tyr- 
12). The Leu5". 



i 

l 

1 
J L. 

- -. 
O 275 8 137% 'h.i ,C ..- -. . 

Ctfli~mt (ml1 

Fig. 5.  Elu~ictn mititrn r~/prp?iinpgtit/c*,s,fr~rn sfurfi,sish l i b r m ~  HZA frcrr.fio~irrted OR C?tirt>rn~hc~fl6/3 P The colunin (70 x O.h?5 cm) \va> clii!d yirh jl)riJ~nt. 

formatc and pyridine acctatc buflm u d  in a gradient of ionic strength aiid pH. Fractions of 5.5 riil were collectcd üt a fli?n r.iw ~>i?.: ml h Elutir3n 
of the pptrdc\ wiis rnontiomd automatiaally by ninhydrin reirction. Peptides uucct for the dctcrmcnatiori nt' rhc hiaitrnc primai! ~Tructiirc %CIL. 

numbrd aecording to their poktion in the amini? ircid x-qiieiwc of tltc profein 

2-mercnptoethonnl 
O 75 

C 5 0 i  
2 1 RP-1 HZA 

1 and 

1000 1500 2000 2500 
E f f l u w t  Imll 

Fie. 6. Elution pattern of Ay-C t~n.ntIoproir.ktu.ve l/!).ihll:etrtc r~/  tlit~ ronipler 
/ /?A-II2B Tlie peptides wcre ïriictionated on a column of Bi«-Ciel PI0 
(1SOx Scm) cquilibratcd and cliitcd cdith 0.01 M HCI. ~aturuied with 
cliloroli>rni I,roçti<rnb of 17 ilil wcre collccted at ;t llow raie ol' 70 ni1 h 

Aiiiong ~ h c  othcr pcpsin peplides. the peptide P-2 is of 
inicrcsi \incc it  :isc~rtüins thc presschce oS ;I meihioninc 
rcsiciire at prio\itioti 54 in the wqucnec of the priltcin. 

The scqucnw of thecentri11 peptide SP-2 (residues 55 -63) 
was cstablishcd by manual Edman degradation ( Fip. 7). 

'The scquence of the carhay-terminal half of the starfish 
histone H3A was entirely elucidated from the data provided 
by the automated Edman degradation of peptides SP-3 and 
CD-3b (Tablc I and Fig. 7). 

The limited hydrolysis of the dimer H2A-H2B by the siib- 
maxillaris gl:ind of mouse protease, highly s p i f i c  for arginyl 
bonds, was used firsl with the üim of p rduc ing  a large 
frabment ol hiatone'HZA, overliipping the ~taphylwwep11 
proteitsc frz~gments SP-1. SP-7 and SP-3. I n d d ,  the rationale 
(YS thrs iiicthid w;is t o  @neritle simuttançoualy large frag- 
mcnts ol Iit\t(*tlm t f l A  i i d  i4ZH Ihr st~wolyf%t Rudies and 
tu <tc.lincl11~. in tcocl ing seyitctilr~i ~ i t  ilin hxlh protein& W h  

the histone dimer HZA-H2B is placed in a biltrbrtqd solution 
at  slightly alkaline pH (pH 8.3) and htgh ionic 3trength 
(0.5 M)  the strong interactions betneen ?he hqtlrophohic 
regions of the proteins delimlt .t protectcJ dtxiiain in boih 
sequences inaccessible to proteolytic cleri\;ige bq trypsin or 
related enzymes. 

The fractionation of the limited enzymatic digest on Bia- 
Gel P l 0  allowed us to  isolate a large fragment of' hr\ionc 
H2A (RP-1 H2A. residues 35- 111) togeiher nith CI largç 
peptide of histone H2B ( RP- 1 H2B. rcsidues 3.1 - 125) (I'ig. 61. 

Purification of RP- I HL4 w k i s  achieved b> gel filtration 
chroniatogniph> on Sephndex G- 100 SF Its amino ncid 
composition (Table 1 )  is consistent nith thi~t of a fragnlent 
of W rcsiducs corresponding to the C-teriiiinnl thrce-quarters 
of the proteiii. 23 steps of automated EJliinii dogradation 
were perforined and gave u3 the necessur) o\eri;ips to Jeter- 
mine the complete uinino açid seqiience of stnrtibh histone 
H3A (Fig. 7). 

1)ISCtJSSION 

The amino aciri secluencc of starîish goiiud hibtonii Hl,\ 
(124 residues) prcsents. b- comparisori \\;th t l i i î t  of calf ho- 
m o l o p u s  histone. twelve substitiitions and ti\e delettoiis 
('rable 5).  Five deletions and four >uhbtitution~ wcur  in the 
N-terminal and C-terminal basic regionS. trio stibstitiitii.ii~ 
and one deletion are observed in the sequencc 1 - 10: t\*.(r 
substitutions and four deletions are observed in the sequencc 
118- 124. The deletion of the glutamine residuc at position 6 
leads to a total identit) between the h- L!..,.::': 'cquence4 
of histones H2A and H4.fThe substitt.'--*- ' 2.-is'tion 19 
(SerdAla)  results in the los5 o f  a phosphortlation cite [?2] .  
This phosphorylation site is ~ I S O  lost in i i t ~  .,if lrinlr of TI-]- 
ticzcm H2A [y]. where serine 1s repldcnA 4- -!?l.~cine {Ir  

valine. Loss of a phosphorylation site in\ol.re~ the intcriec- 
tion of other process of wgiilation of iiic i )'\ i -histone 
interactions in the nucteorome. The acr*-'-.+. .- --ight ~ c r ~  
weM k this othcr prcxxss since. in uddtitiwi io the l>\ine 
miduc :tt pxi1ion 5. th t  bshe rrrsizitte .ii ,13,t ,t .) ?f eisi~ ESC 
ûmtybitcd. 



S ~ # L  i t ,  Kcsidde\ at positron 

Ser - Sei. Alü 

Ser - 

33 1 1  5 1 

Leu Glu Leu 

Phe Gluiüln 1 eu,Asn 

Phe Asn Leu 

I L 1  1 ZV 

Cilu-Ser -Hi\-Ilr+l y\-AI,i-i v\-(>ly-Ly\(Otl) 
124 

- Aia 1 A A h - l  jdO11) 
k ' 5  

<ily-Sri. 1 y\-Sei \ci - 1  y,(Ol 1) 

I I  I I  i i  h ~ i r i i b e i i n ~  III 1111s tiible :inJ III the iext refers lo scquc'nçc posrttons in calf ihyiiiu\ hi\ionc t17A. 
I 



The <!eletion of the IWO histidine residues(at positionb't2.l 
and 124 in the cülï histone) is a featurc of fish [23] and inverte- 
brnte I12A [5.6,24]. 

flight substitut ions occur in the central region (residues 
20- 117), which stronply interacts with histone HIE to form 
the dimer H2A-H2B. Four of them are non-conservative and 
involve either the replacement of a polar char& residue by 
a neutral polar residue ( G l ~ ~ ' - . G l n ~ :  L y ~ ~ ~ - + G l y ~ ~ )  or the 
replacement of a bulky hydrophobie residue by a neutral 
polar residue (Leu5' -+ AsnS0 ; Ile'9 -, Asn73. These changes at 
positions 51 and 79 have never been obrved up to now and 
could be assoçiated with structural modifications in the 
hydrophobic region of histone H2B, which interacts with 
histone H2A (A. Martinage. unpublished results). 

The substitution at position 33 (Leu-Phe) is characteris- 
tic of hi4tonc l12A from echinodems 15,241. Obviously this 
\iihstitulion i \  conservative but also it brings up a potentiality 
ol' interaction with uther aromatic residues and, again, this 
coulcl bc rc1:itcul with some specific featum of the primary 
structure of histone HSB. Indeed, when the starfish H2A-H2B 
dimer is submitlcd to a limited hydrolysis with Arg-C endo- 
protcinase, the histone fragments obtained are different in 
length from those obtalned in similar conditions from the 
calf H2A-H2B complex. The starfish dimer yields essentially 
the peptides 35-124 from H2A and 24-125 from H?B. 
whereas the calf dimer yields nainly the peptides 18 - 119 
from H2A and 32- 125 from H2B. 

The change Leu-Met at position 54 has already been 
found in cuttlefish histone H2A [6];  but more frequently this 
change m u r s  at position 51 as observed in H2A !rom rnouse 
ascite tumor cells [25], mouse Friend leukemia cells [26] and 
sea-urchin embryos 127). 

The presence of two amino acid residues at positions 18, 
40 and 50 reflects the existence of at least two H2A variants 
in starfish gonads. From the data provided by pepsin peptides 
P-la and P-1 b (Table 4) the glutamate and glutamine at post- 
tion 40 are associated with asparagine and leiic;ne. rcspec- 
tively, at position 50. The functional significdnce of tliese 
tariants remains unclear. 

The data concerning the automated Edmaii degradation 
.>f peptides are available from the authors upon reqiiest. 

'I'he üuthors are gr;iteful to i)r A Richard (Stattor, Marine. 62930 
Wimereux. Friiiice) who provided thc startish gonadx and to Dr C. 
('rzine-Rohin\oo whip per(i~rmc.d thc NMR apecttuin ol'the amino :enni- 
n;iI tripeptitlc. I'hcy ,irknoulcdge with plcasure the ~kiIFul technical 
a\\i\tancc or M J Dupire. T Ernout and A. Hénicz Thcy rhiink i i l s ~  
I)r C i .  Briand iind O H a n d o u c h e  Irotn the &rvi<r mmtirtrrr Si.r/trtBr ('<' 

I; I(>/IJ IL4 lnttrtut N~rtir)tial clce lu SrtnlC 08t ri<, Ir Nctc :~t'r( lii, hl~.(ltutlo. 
(L.tllc) for the wquenccr riins. This work wüs supportcd hp gnint 77 5 048.2 
Irrbm the Ifitttt~ut Nutionul rk Io Santi. tst <Io- lu R t ~ h r r c l t ~  Wi.n(<u/i2 and 
grants ffom thc C o,ntrc8 Nt~tronul clr lcr R<.<.h<,rt.ltr Scrontitioli4e i 4 TP C'hro- 
murini, 4203 ancl L 4 268 1 
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Primary structure of histone H2A from nucleated erythrocyte 
of the marine n o m  Sipunculus nudus 
Presence of two forms of H2A in the sipuncnüd chromatin 

Daniel KMIECIK. Maurice COUPPEZ, Denise BELAICHE, and Pierre SAUTIERE 

y Unité 124 de I'Institut National de la Santé et de la Redxmhe Médicale, Lii 
y4 

The complete amino acid sequence (123 residues) of histone H2A from erythrocytes of the marine worm 
Sipunculus nudus. has been established from &ta provided by automated sequence analysis of large fragments 
pnerated by V8 staphylococcal protease digestion of histone H2A and by limited hydrolysis of the protein with 
a-chymotrypsin and from structural studies of tryptic peptides of the protein. 

By comparison with calf homologous histone, the s i p ~ ~ d  histone H2A shows 6 deletions and 13 
substitutions. Six of the substitutions are non-conservative. 

Most of the evolutionary changes are mainly observed in the basic amino-terminal and carboxy-terminal 
regions of the molecuit, which are the prbuy DNA-binding sites. Few conservative point changes are observed 
in the centml region (residues 18 - 11 8) which interam strongly with histone H2B to form the dimer H2A-H2B. 
60% of the H2A mokcuies were found phosphorylated on the ainhm-teminal residue, N-aœtyi-serine. The high 
amtent of phosphorylated histone H2A in the sipuriculid eq&mq& dao$natin cauld probably tw related to 
amnBa rcpeat kn@h (177 f 5 base pairs) of nw- DNX ktrP1 Q nadau i n a c t i W ~  ami ehroma-tin 
ambmation. 

; .-?#-5; , ,= , ,q: ,  - , ,,,j ,-:. ./; i! . - 
8.  .-'c- ,;c, "; "?,.'.-+y--"&&$ "~'~&,;,';~&l?y,~~+Y =, 

,':j,>;jT,.*->F!.,,+2: ,-,,< ,pL. :.p<: :& ,,, +', 8.q :.-s!; , .,, .+. , 4:; &$:kTvw4&$:.; ;;.:&, ;. .>, 4 

~ipurkdki sta worms fonn an bhted anoestral phylum 
(Fig. 1)  whosc or@ dam back to the CambrianL&. 
The s i p n m û i d s ~ e a  are nudated andoontahberner- 
yuuin, a rrspiratory pigment which diffefs from that qf 
vertebrates. 

The first investigations on nuclear basic proteins of 
Spmwhs mulvs erphmqte cbromatin were intendbd to 
lodE for tk pmmœ of an aytbrocyte-smc histone 
bmkqpus to the aw;ian erythrocyte histone H5 and for 
~~hlhniogary vadati6m in histones H2A and H2B [l, Z), $ince 
sipnwutid HZA and HZB were found to be markedly differwt 
fram the ~ o g w o  histones in vertebrata 13 - 53, i t  was 
thereFoie of uskrest to investigate the primarj stnidure of 
both histones. 

Amrâing to M w n  et al. [Z]. the diffe- could 
probabiy b amciated with a smaller repeat length of 
the n u d e m o d  DNA (177 * 5 base pain). Morcover the 
stquence determination of sipwcuiid H2A takes p b  in a 
study of the structural variations of histone H2A undertaken 
in our h b t o r y  in organisms widely separated on th 
evolutionary scale [3-91. In this paper we p-nt the 

Abbreviations. TosLysCH2C1, N-tosyllysyl chloromethyl ketone; 
TosPhaCH,CI, N-tosylphenylalanyl chloromethyl ketone; Ph- 
McSO,F, phenylrnethylsuifonyl fluoride; iPr2PF, diisopropyl- 
fluorophosphate ; dansyl-. Sdimethylsiminonaphthalene-1-sulfonyl. 

Enzynles. Sraphylococcus aweus protease (EC 3.4.21.19); a- 
chymotrypsin (EC 3.4.21.1); trypsin (EC 3.4.21.4); carboqyepti- BACTERU 

dgse A (EC 3.4.17.1); carboxypeptidase B (BC 3.4.17.2). 
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complete amino &snq-d@dd-e H2A 
~stablisbcd fbm structural data oWned e$mtidy from 
large peptides gcnerated by hyàrolysir of the protein with V8 
staphylococcal proteaae and chymotrypdn. 

MATERIALS AND MBTHODS 

StaphylorxwcaS Y8 protmee ww fnmn Miles labatatoria. 
Trypsin (treatbd with TosPheCi3,Ci) and w~xypqtidasa A 
(treated with PhMeS0,F) were obtaanad from Worth@oa, 
a-chymotrypsin (trtatad with TosLysCN Cl) was h m  
Merck. Carboxypeptidase B (tmatcd with &,PV was from 
Boehringer. 

Dimethylallyhmhe, propane-1-01 and &thioeq&itol 
were sequaml grade from Pierce. Bmzene and chloro-1- 
butane for sequential analysb wcre purchiid from SDS 
(Pcypin, Franoe). Phenylisothiocyanatc, heptane and iicpta- 
fluorobutync acid wem saqusaal m e  from Bcckman. 
Polybrene was pwchased from Altiri& and the dipeptide 
Gly-Gly from Sigma. Aii ather mqpts warc of the highest 

W o m  wew d q  out of the dud, of river rnouths on tkc  
Brittany maet, bsoon a s i ~ w m a t s  w m U 9  nucleated 
erythroqtm were mpamted from the codoniic liquid by 
cxptrifugation. Nuclei were p r e p d  as described by Maltu 
et al. [il in the preaence of 0.5 mM PhMeS0,F. 

Histones were extraoted from the n w l w  pekt with 
0.25 M HC1 and pmipitatd with oatone (9 vol.) at -20 OC. 
The precipitated histones were recowred by centrifugation 
at 4 000 x g for 20 min at - 20 OC and dried in vanu>. Histone 
H2A was isolatad from the whok histone by gel filtration 
chromatopphy on a Bio-Gel P-10 oolumn (150 x 5 cm) 
equilibrated and eluted with 0.01 M HCl saturateci with 
chloroform. 
The purity of the pro& was a m a d  by pol~rylamide 

slab gel elcctrophoresi~ at pH 3.2 in 6.25 M uraa [IO] using 
a 17% acrylamide conoentration. 

Amino acid analyses of histone smples were p e r f o d  
on a Beckman 119 CL amino acid anaîyacr afkr hydrolysis 
in 6 M HCI (1 ml/mg protein) in vacuo at llOaC for 24 h 
and 72 h with one drop of 1% phenol to avoid excessive 
degradation of tyrosine. 

Structural si& 

Zctentification of tfw bkk& gr* at the m$as tematta. 
Hydrazinolysis of the ~ o . , ~ n a i  tryptkpcp2HEc failowcd 
by dansylation at pH 3.0, was used to Ib t i fy  ths; blocked 
amino terminus as daribcd in [il]. The dansyihydrazide 
derivative was identifieâ by thin-layer chromatography on 
micropolyamide sheets [12]. 

Zdenzificatioll cf O - m e h .  Fm iddfkation af O- 

vol.). ü - P h o s p h d e  and O-phosphotbreoninc (Sigma) 
sen ulwd as markm. 

Curboxyterminal analysis. Histone H2A (0.84 mg, 
oO mol)  was dissolmi in 0.15 ml of 0.2 M Nemethyl- 
morpholine acetate pH 8.5 and digested at 37°C with 
carlioxypeptidase B (0.2 pg). At 30 min, an aliquot (0.05 ml) 
was taken off, acidified with glacial acetic acid and freeze- 
dried. Carboxypepti-A (1.3 pg) was then addod. At 
60 min and 120 min fdlmviag &&ion of carborirypep 
tidase A, aliquots (0.05 mi) were taken off and treated as 
above. The released amino acids were analysed on the amino 
acid analyser. 

Ehaymtic hy&olyses. Histone H2A (70 mg, 5 -01) was 
hydrolysed with V8 Staphylococcus a u r u  prdease in 0.05 M 
ammonium aoetate (14 ml), at pH 4.0, aPd 37 "C for 2û h using 
an enymclsubstrate ratio of 1/50 (w/w). The hydrolysate was 
then f r d e d .  The liinited chymotryptic hydrolysis of 
histone H2A (20 mg, 1.5 p o l )  was pdormed ia 0.5 M 
NaC1, 0.1 M ammonium bicarbonate pH 8.3, at 19 "C for 
150 min using an enymo/substrate ratio of 1 il000 {wm). 
Aftcr lowcring the pH at 3.0, the hydrolysate was 'f- 
dried. The txyptic digestion of histone H2A (40 mg. a i fimol) 
was &ed out in 0.1 M ailunonium bicart>onate pH 8.0 at 
37 OC for 4 h using aa eatyme~mibstrate ratio of 1150 (a. 'a i .  
The digestion was stoppeâ by loweriug th: pH at 3.5 with 
for& and. The insoluble material fonned upon &dification 
of the tryptic hydrolysate and correqonding to large 
hydrophobic peptides was collected by cenmfugation. The 
pelkt was w d e d  twice in 10% formic acid, dissolved in 
0.1 M NH,OH and fmzedrd .  The soluôk fraction of the 
tryptic digest consisting mainly of maii  hydrophiiic peptides 
was f d r i e d .  

Fractionorion of peptides. The pcptides obtaiatd by by- 
drolysie of histone H24 with V8 sîaphyiowd protlwr 
wtre aeparated by chru,mp€agraphy on a Bio-Gei P 10 cehimo 
(150 x 5 cm) equilibrated and eluted witù 0.01 M HCL 
saturatcd with chloroform. The chymoayptic hyâro@ate 
ww fractionated on a Sephadex G-100 column f2ûû x 25  an) 
equilibrated and eluted with 0.01 M HCl, saturatcd with 
chloroform. The large hydrophobic tryptic peptides w u c  
qarated by reverse-phase liquid chromatography on a 
d u m n  of C,, p Bondapak (Waters Associates) using a 
Waters A m a t a  AU1/GPC 244 apparatus equipped with 
a U6K a n p i e  injector &.a mil 212 variable-wavekqth 
ultraviolet monitor. The column was equilibratad in 0.05% 
trifluoroacetic acid containing 10% acetonitrile (vlv). The 
peptides were eluted with a liatar gradient of 10-50% of 
acetonitrile in 0.05% trifluoroacetic acid. The smaH 
hydropeiik tryptic peptides were sparateà by ioncxchange 
chromatogwphy on a Chmobeads P calumn (Tachnicon 
Corporation) as d d b e d  in [6]. 

Sepme d y s i s .  Automated Edman degradrtion of 
kwge peptides was carrlQd out in a Bec- 890 C sequcnccr 
using a d.ylbtneylaminc program (082773) fi41 or a 
-Wieri~ 03974) in the pmmtce of 
polybrene [15, 161. Sm were sequenced by manual 
Edman degradation [ I l .  The phenylthiohydantoin d a  
rivatives of amino acids were identifieci by high-pressure liquid 
chromatography as describeci in [7J. 

t b  obtained by clmvage 
.i#ftk *V8 Msphflowsccrl 

neotryptic and tryptic 
h- and T- mpactively. hptidezl 
t W p i w i h i n t t r & m  
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. 24 h &tore chromatograph4: The wlutiotion WIF th& r;entrifuged and aSpried to a BEo-GeL Pl@ mlumh (1 5Q x 5 cm) tqullihrdtd asid dukd 
ik l th  U.Wl hi HCnJ wturütd %ith chlori*filrrn. The i b w  rate YU+% Wnilih :n~d f8ml 7 Sradions wore callcülect. (y Frühticinb o h t a i d  rn A - 

netç s&jecPed to tlmtraphoresis an potyacqbmide slab -h (45 xl0an) at S2mA for 3 h ott pH 3.2 in M un?a (laries 1 -b) and a i  , 
pH 2.7 in 2 5 M urq ( l am 7. 81 [IO]. Migration was tap to hottom. Slabs wre sa&& for 6Q with 0.5% Cmd$Sje htuc R in acTtrc 
;içid~etbnol/vuoa#r (1 :2 : 5,  by val.) and des ta id  by diffwiun in the mixture amie & / ~ o i I w i i t a  (7 :BI: 73, by vol.). hue 1, whole 
htriene from calf thymus; lancs 2 and 8. w b l e  histone f r m  sip~sculid ewhrwyti.; lane 3, pePik 1 frorn .A ; knb; 4 ami 7, p ~ k  2 from 
A :  laoP5. peak3 Tram A ;  l a ~ t 6 .  w k 4  frarn A ' 

I 

Bio-Gef P lû  chromatogaphy of wIp.01ie histone fron 
SipuncuIur erythrwyte ylelded fout fractions (F* SA). 
Mistane H2A was obtained @ee ofmntâmination in fraction 2 
(Fie. 2 B, dot 4). Histones H1 and H4 we% alw u8xainal 
directky in pure form f r ~ m  fractions 1 and 4 
(Fk. 7 B. $lots 3 and 6). Fraction 3 îs a nridtii.îe of hista~res 
H l 0  and H3 (Fig. 2B ,  slar 5). On p o l y & r y i  gel 
cktrczphorrtsis üt pH 3.2 in 6.25 M uu-rea, hisitoae H2A 
sppars ss two bands stained with apysaxlmatety the saaa: 
intaisity. At this concentration of u m ,  the eleetrophoretie 
migrafiwa uf H U  ir întemae$iate ktwmn that of H3 and 
H28. In 2.5 M urnt rit pH 2.7. H2A maaigratm with H2B 
(Fig. 7 B. BIOU 7 and 8). Of t h  Wo bands sf S&awteuhrs W2A 
which are obsr:n..ii<j~'in pi e-phod at , t e  pH 
( Fig. 3 B. slots 4 a&?"P), th slow-mariag onri ~ r ~ w n d 9  
to m*phwhcy tL td  M2A, w b r m  t b  f w t a o v i a  bmd 
rqRsena the ~on.Eibospho~ykd mA,  Tbz: p h p h t e  
group was shswn ra locatd on the serine midue at the 
amho teminus of t% protein, f~flowing the irsoiation d the 
amino-terminal tryptiie peptide T-la. keSeQP$-GlpArg. 

Table i slww the amino acid mnpdtim of sipunculid 
hisione H2.4. 8) comparimn with caif homologous his#ne, 
the ~ipuncufid histone H2A h characte- by a M&Q: 
conterir of senne and iwlêuÇi:rrerre a loww cmted of t b o h ,  
gltitsinic acid. a h n k  vafine, leucine. lysine and aa$iUm, 
tk ppretwnm of one residue of m&bionine and the la& af 
t w c i  rraid~ies -of histidine. 

Sipunculid histone H7A bas t3. blwked amho g~oup as 
ssabiisw as acetjl Bj. hy&&nolysis f011oukred by d~tdl&y&- 
tiun of the tripeptide Ac%r-Gly-Ar4 T-ib gdi~emted &y ttryptic 

hydrolysis of the protein. The crirboxy-terminal quenGe of 
histone W2A was abMi&had as -LpSer-Lys &r digmtion 
with e t i r b ~ m t i h  0 and A. 

With the mb&d of au xlmcing, the stmtegy 
us& for t h  deteminath 
sipuncufid histone H2A 3vazl firsdy intended to probuce hi 
minimum of large adjacent or ovcrlapprOg fragments by 
kighly s-C. or tiniited e~zymatic ckavages (Fig. 3). 
Seeondiy, tryptic hydrolysis of the proxrtin genmated srnadl 
peptides [me Sabb2) wGch were usa! ta conffrm the 
structural data pmvided by the autmmttd s&uendng of the 
large fragments. 

T h ~ s ~  the c 1 a v a ~  of sipunculid htonc  M A  at glutamyl 
msidur,ss yieEdsd four fmgam9 whkh w e ~ e  sparated on 
Bi-Gd P 10 (Fig. 4). n e i r  amino a& CB~H&IIYI are 
p m t e d  in Tabie 1. F $P-1, SP-â, Sb3  and SP-4 
tcJg@ther wx3,u n u n h  o;f r&dw g3m3m.t 
in the grot'ein. $P-1 wnt&as m m  of th 
mine9 glycine tm fo~nd in histone N2A, 
it obvioiasly originata f m  the ami~-tenrt1ml region of the 
protein @sidues 1 -55). Ag obm~e.d previously in Y 8  
staph~oco~.eâl ptoteae hydrolywm of histones H4 and 
H2A, the N-acetylserim residiae ptesent Iit the mino terminus 
of the fragment SP-1 was found to be paniaily deacétylatrxl. 
Tbie fragment SP-1 was thdor t :  suamsfuily submittcd 
to autonatal Ecfmm degradation over 33 steps Cfable3, 
Flg. 8). The seqwncz of the fragment SP-2 (residues 56 -63) 
was esta- by tn8niial Edman degradation tFig. 8). The 
pepti$es SP-3 64- 91) amd SP-4 f m i d ~  92- t23) 
wt completeiy quefical ûyaut~m&ted Edaian degradation 
(Tables 4 trna 5, Fig. 8). ntd pitim of 
SP-4 was asmîained by d 



Table 1. Amino acid composition ofsipwtncid erythrocyte histom H2A and of peptides d j à r  the sequent t* daternsh~aric~n 
Results are expressad as number of residues per molecuk of protein or peptide. Values in parenthses are residurs F r  moicciiir. dcrrwi 
from the final sequencc; these for thrconine and m'ne, in the protein, are zero-timc extrapolations 
-- - - - -- - - - - 

Amino ücid Histone H2A SP-1 SP-2 SP-3 SF-4 Ch-1 Cri-2 
- - -  (rcsidues (raidues (resldues (residues (raidues c rcsiduc~ 
calf sipunculid 1 - 55) 56 - 63) 64-91) 92- 123) 31 - 123) 8: - 12.3) 

Aspartic acid 8 8.2 (8) 1.2 (1) 4.7 (5) 2.1 (2) 7.9 ( 8 )  1.5 (4) 
Threonine 5 3.5 (3) 0.9 (1) 1.9 (2) 2.9 (3) 2.0 { 2 )  
Serine 4 7.4 (7) 5.0 (5 )  2.0 (2) 2.7 (2) 2.0 t:) 
Glulëmic acid 12 11.5 ($1) 2.6 (3) 2.2 (2) 3.1 (3) 3.3 (3) 10.2 (10) 5.9 (5) 
Profine 5 5.2 (5) 2.2 (2) 1.1 (1) 2.7 (2) . 3.8 (4) .?.O ( 2 )  
Glycine 14 13.7 (14) 10.3 (IO) 1.5 (1) 3.0 (3) 7.6 (7) 3.4 ( 3 )  
Alanine 16 14.7 (1 5 )  6.6 (7) 1.9 (2) 4.0 (4) 2 2 (2) 13.2 (13) 7.4 ( 3 )  
Vatine 8 7.1 (7) 2.3 (3) 1.0 (1) 2.9 (3) 5.4 ( 6 )  3.0 ( 3 )  
Methionine - 0.9 (1) 0.2 (1) 0.6 ( 1 )  
lsoleucine 6 6.6 (7) 1.8 (2) 3.2 (3) 1.9 (2) 5.0 "6) 3.0 ( 2 )  
Leucine 16 14.5 (1 5) 4.2 (4) 2.0 (2) 3.2 (3) 5-9 (6) 13.7 (14) 7.0 ( 6 )  
Tyrosine 3 2.5 (3) 1.8 (2) 0.9 (1) 7.9 (3) 
Phenylalanine 1 1.2 (1) 1.1 (1) . . 
Histidine 4 2.1 (2) 1.0 (1) 0.9 (1) 1.1" (1) 
Lysine 14 13.0 (13) 6.6 (6) 2.3 (2) 4.9 (5) &&I (8) .  ' 7 1  :j - ( 5 )  
Arginine 12 10.7 (1 1) 7.3 (7) 4.0 (4) '0 ( 7 )  1.2 ( 1 )  

- - - - - . - - - - - - - . - - - - - - - - 
i. . 1 

Number of residue 129 123 55 8 28 32 93, 30 

' This value is low due to incomplete cleavage of an Ile-lle bond. 
$3 . - . Y > .  w2 l -mqy2.k 
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I 
V8 Staphylococcal Frotedse 

c*irboxypcpti(f:iy<:s B and A. Its carboxy-terminal muence 
was cslühlished ais -Lys-&-Lys; it corrapancts to the 

* . ,  
1 '  ' 

to have a maximum of secondary and tenian. conformations 
(globular structurel. t hus making most r! !hc p~tctttiiri 
chuaqe ai_.m k.aCed in E& ixpnixe6i dn :-. ' .' t,hr histone 
W2A înztmslble tb-& mqm. The tgr'mi~n:it.im c~f the 
fimileJ c.hyinotry~k h y d r ~ l y ~ f ~  rw kgià iukr  LI- ! @J > icld~ld 
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I 64 l a e u  1 1 7 2  HPLC 

63 Ala 6 3 2  UPLC 

J o h  S I Y  6 5 2  np1.r 

4 b 7 ~ r n  4 7 1  RPI C 

5 68 41. 6 8 7  HP1 L 

b 69 Al. 5 ) )  RPLC 

7 7V A r 8  14 Y HPIC 

a 1 L AI" ,r,9 HP1 C 

9 7 2 A.,, 4 1 7  HII  c 
I V  73 1.1. 14 1 HP1 C 

I I  7 4  L Y S  2 0 1  HPLC 

12 15  Tkr 4 1  dPLC 

1 3  76 AT8 2 4 1  l arc  
14 7 7 I I *  13: H P I L .  f,' 

1s 7 8  J Ie  Yb4 P Y .  .. ' a l  

1 h 19 Pro 104 t l P l l  

1 7  %O A r g  1 9 5  HP1 C 

18 8' II. HP!( 

1 9  8 2  Leu I / J  H P L ~  

213 8 3 c l n  5 7  UPl C 

2 1 81 L e u  20  1 HPLC 

2 1 85 & l a  1 1  1 HPLC 

23 86 11. 1 3 1  dPLC, L C  

z &  87  *ru 1 2 7  UPLC 

2 s  an AS" 5 5  UPLC 

2 b 89 ASP 49 UPLC 

1' 90 G l u  5 HPLC 

2 8 I l  G I S  9 HPLC 

se. 1.g.o.I o s  T i b l .  1. 



Effluent ft$lll 

Fig. 4. Elution of pattern of Y8 staphylococcal proteare fragments of 
sipunculid histene H2A ,fractioMted on Bio-Gel PIO. The column 
(1 50 x 5 cm) was equilibrated and eluted with 0.01 M HCI saturated 
with chloroform. Fractions of 18 ml were wlkcted at a flow rate of 
72 ml/h 

500 750 ' 1000 
Effluent (ml) 

Fig. 5. Elution pattern of peptkks gencrated by limited chymotryptic 
hydrolysis of sipunculid histone H2A. The peptides were fractionated 
on a çolumn of Sephadex G-100 (200 x 2.5 cm) equilibrnted and 
eluted with 0.01 M HCI saturatad with chloroform. Fractions of 
4.7 ml werc collected at a flow rate of 14.2 ml/h 

further purification. Peptide Ch-2 was purified by chromatog- 
raphy on a carboxymethyl-ceilulose column as dcscribed in 
[18]. Their amino acid compositions are given in Table 1. 
Peptide Ch-! (93 residues) corresponds to the C-terminal 
two-thirds of the H2A molecule (residues 31 - 123). 32 steps 
of automated Edman degradation were performed on pep- 
tide Ch-1 (Table 6). The identification of two phenyl- 
thiohydantoin derivatives of arnino acids at each step 
of the degradation revealed that peptide Ch-1 was con- 
taminated by a peptide (peptide Ch-1 a, residues 34- 123) 
obtained from the partial cleavage of the protein at leucine 
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I II A=: ZPh 5- are - f R C  

2 32 LIU 10 . LI* :r *PLC 

1 3  L.r 39 i ir  1' wnc 
34 A r t  140 ben 2 !ARC 

5 35 LI. a6 3% .. l m c  
6 39 $19 46 J9 -0 IULC 

7 31 me 17 40 '.lu 2. @bC 

: 38 Tyr &ü 61 Am $1 BLE 
9 39 Al. SI -2 11. - *m. OÇ 

IO 40 Clu - iJ Cl> .O K W  

II Al bn 120 L1 AI. 33 RW 
12 42 11c 33 $5 a1 A *  IltC. 6r 

13 13 Cl>'  18 46 11. r l  mF 
14 U Al. - 4) *m - URX 

15 65 Ci, 41 48 r;s? - %oCC. 5f. 

16 46 hl. 46 49 Tyr 34 #K 
17 47 h o  II U, k<r N wac, OC 

18 48 Val  - 51 hl. '27 Hm. S* 

19 &9 Ty $6 A l i  4 7 .  

20 30 u 51 V.1 

33 (Fig. 8). peptide Ch-2 (39 rcsidues) clcady originates from ~4 + .,i ;,*:A p 'e.4 r;a - . 8 .,t..+, "TL tri rq 

the carhoxy-terminal part of histone H2A as shown by its I, , 8, - .  9 6 % -  -r- te 

hi& content in aspartic acid and glutamic acid and its low r B la%, 7- - C -x 

content in arginine. It is generated by partial cleavag of the 2 V & 8 4 1 i - ' ~ .  . ?. 

sa *ps za Ja *la " LiEC 
protein at leucine 84. Its amino-terminal sequence established 
by ten steps of automated Edman degradation (Table 7). 
provided the data necessary to align fragments SP-3 and SP- 
4 (Fig. 8). 

Al1 thedata o b t a i d  fro n degradation 
ch-tic 
ks d îryptic 
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Fiy 6 .  Elurioti purrrrn ojrr-rprir peptihs froni sipunculid hisrone HTA. 
The peptides were fractionatrd oii a column of Chromobcads P 
(60 x 0.35 c n ~ )  with pyridine,'formate and pqridine!acetate buffers [6]. 
Fractions of 5.5 ml rvere collected at 33 ml/h. Peptides are numbered 
according to their position in the sequence of the protein. Hoitched 
peaks corresponds to arginine-containing peptides 
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F%: 7. EiutL~ p l r m w  qf'kirge Ity&&o&llc' rrvptIt plpp&&.~ af&rww 
E R  @ect&med by rewwpk&e &~R-~"zsJwP i&p&d 

Tfie i&uW ma&M fom& woicUfieaxion of 
@dro.ty=e (1 mg) \wzis ~ L P B $ ~ ~  a6 a of Ci,.& 
fQ.39 x %lm) q s t i & b W  w%I1 0_9-5% t rBIw~lo W* 'l;fre 
d u -  s a  cbt& witb a l k f  gm-t (----) fm O-%% 
ac&u~imlc in 0.05% t r @ w w k  W Fmiafib af t .2 EIiI ww 
çdlectd at a Oow rate of É mt/&i. The d u t h  of pp.tI& &.as 

monitcmd at 211) nm. T& *!des w«-e numtxmd m & ~ g  to 
theiz poh~iti&n in the JeqireElce af tk w b k .  

peptides gencrilted from the native protein. The elution 
diagram of the small tryptic peptides separated on 
Çhromokads P is shown in Fip. 6. The separation of the 
large hydrophobie toptic peptides by reverse-phase liquid 
c.hrornatograyhy is preynted in Fig. 7. The amino acid 
coinposition of trqptic peptides is given in Table 2. 'Ibo 
peptides iiidicüted in Fip. 6 by T-la and T-lb were found to 
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Fig. 8. AI igmmt  ofpeptides d a m i n o  a c i d s e ~ c e  ofSipunculus histone HZA. Methods uscd for determination of the sequence of pcptidc~ 
. are indicatod as foiiows: -, tnanual Edman degradation: -, carboxypcptidase hydrolysis; + + +. automated Edman degradation : SP-. 

peptides obtained by clcavage of the protun with the V-8 staphylococcal protecise; Ch-, chymotryptic peptides: T-, tryptrc peptides 

have an identical composition : Ser,, Gly,, Arg,. Both have 
a blocked amino terminus. The blocking group was identified 
as acetyl after hydrazinolysis followed by dansylation. T-la 
differs from T-lb by the presena of a phosphüte group 
hound to serine. O-Phosphoserine was also identified in 
sipunculid histone H2A. The 614 molar ratio in which T-la 
and T-1 b were found in the H2A tryptic hydrolysate indicates 
that about 60% of the sipuriculid H2A molccules are 
phosphorylated at serine 1. Peptide T-2, Gly-Lys-Gly-Gly- 
Lys, was obtained together with peptides T-2a,GlyS-Lysb, 
and T-2b, Gly6-Gly-Lyss. The incomplete cbvage of the 
bond LysS-Gly6 led us to suspect the presence of an acetyl 
group on lysine 5, which is known to be a site of mtylation 
in histone H2A. However, when peptide T-2 was submitted 
to four steps of manual Edman degradahon no phenylthio- 
hydantoin derivative of 8-N-acetyllysine was found at the 
second step. 

Pept ide T - 12 (residues 42 - 70) was uscd to align peptides 
SP-1. '3P-?. SP-3 and to ascertain the prmnce of a methionine 
residue a t  position 54 (Fig. 8). 

The amino acid qmoe of sipuneufid erythracyte histone 
H2A (1 23 midwm) shows by cota-II with tbst of catf 
thymus HfA  1 bubiitutic~ns and 6 dclctiom (Table 8). 
Chitttgv5 txcur minIy in the tuaim-tersainal srmi 
=rbn>xytcmsitt%I rqgiolh9 d t h  prvteta {wq 1 - tBtirid 
I t X  12.3 ngi~vtiveiy) whkb itnt the prht ry  DNA-&&in;$! 

sites : thus a sequence of five amino acids (residues 122 - 126 
in cal0 is deleted in sipunculid histone H2A. They do not 
affect, however, the overall electrical charge of these regions. 
Moreover, the respective positions of the büsic rcsidues 
in the sequence 1-20 remain unchanged. Eight of these 
substitutions are conservative. Four substitutions iuiJ one 
deletion are observai in the sequenw 1 - 19. The &letion of 
the glutamine residue at position6 lads  to complete 
structural identity betwzen the amino-temhal squences 
(residues 1-8) of histones H2A and HJ. The deletion of the 
two residues of histidine (at positions 123 and 124 in the calf 
histone) has also been found in other marine invertebrates 
16-91 and in fish [19]. From NMR spectroscopy data. this 
deletion does not produce any noticeable effkct on the tertiar! 
s t w u r e  of histone H2A 1201. Seven substitutions rake place 
in the highly organized tegion of sipunculid H2A (residues 
20 - 117) whick strongiy interacts with histone H2B to form 
the dimer H2A-H2B. One of them is not conuertative and 
involves the replacement of a polar chrlrgw cesidue by a 
aeutral polar residue ( L y ~ ~ ~ - - + G l y ~ ~ i  The substitution 
VaI-+Ile which occurs at position 30 bas already been 
obscrved in cuttelfish H2A [TJ  and in ui~eat  hrstone variants 
H2A-1, H2A-2 and H2A-3 [Zl]. whc*--* the svbstitut~~n 
Leuc*Meî at position 54 was siho touna in hZA from 
mtttFidit W5d m s h  r7.q. 

In sipunculid erythtocyte chroaiati? i%::+ f>D9,c of the 
HZA &tales =4f~tlad t7rylattx.i at serine 1. &%th 
fo~ibi.ia, d oipw%%%d H a ,  pk*qkt~r~',.ii.i: , t t d  ?mt pkw 
phc~@iitzit~d. &OIE& ttwbr fr:i .-'' : .ln:.r~giet~tii~n 



~hroupli .i x~ii&!c. .:;i.j of î'raclicjnolion of wliofe histone by - - 1 .  Iiit~-(  ;cl 1' 10. On polyi~çryhniidc SI 
r l r x ~ t r t , l > ! ~ ~ ~ r ~ . ~ ~ s  ;il :iciJi~. PI I sipiiiii.iilitl H2A üpyçurs ;ts 
Iwct h ; ~ ~ r l a  -i .aii i~ci willt ;~p~~rOkilllill~'ly (IIC Sime illtensily. 
Pliasplitsiul i i i t b r i  of t hc iitiiitir)-tcriiiinaI N-iicetylserine eesiduc 
of Iiistanc H3.4 hns bec11 observeci in vivo, in cultured cells 
1221 :in4 rr..gi;iciLiriiig rat liver [23]. In vitro, serine-1 and 
serine- 14 \SL.~C f twnd phosphorylated a t  the same extent in 
calf and rat chloroleukemia H2A [24]. Generally it has been 
suggzstd thdt ICA phosphorylation might be correlated 
h i t h  hetrrischrc~rnatin condensatioii [25, 261. The phosphory- 
lation of sipunculid rr)throcqte H?A could probably be 
related to na;::.ir inactivation and chroinatin condensation , 
following the uùxrvation that H2A is the only histone in 
avian erythrocyte whch  continues to  be phosphorylated 
during the htr :  ittrges of red ce11 maturation [271. However, 
to our knowledp, the physiological phosphorylation of ( histone HZA to such a n  eitcnt (6û%) bas never been 
observrd previously. On the other hand this high rate of 

1 phosphorylation of sipunculid H2A, togethet with variations 
in the primas. sequence of H2A and H2B could be related to 
a smaller repçat Iength (177 4 5 base pairs) of nucleosomal 
DhiA in the chromatin of Sipunculars nudus as suggested 
pre\ iously b!. Mazen et al. [2]. 

The aurhors are indebted to D. Sellos and Dr Y .  Le Gal 
, (Ldboratoire de Biologie Manne. College de France, Concarneau, 
G France) for help in collr'cting sipunculid Worms. They acknowledge 
. uith pltiiisure ~ h e  skilful technical assistance of M. J. Dupire, T. 

Ernout and 4 Hkmer. They thank also G. Briand and 0. 
Hcnnedouchr frùm rhè Service Comnrun de Séquence Unité 161 
i nifi. 124 1NStK.U i Lille) for the sequencer runs. The authors are 
-miefui tu M Blanquet for editonal assistance. This work was 
iupponed by grant 77.5 048.7 from the Institut .Mational & la Santk 
c i  de !a Recherche .&fidicak t INSERM) and grants from the Centre 
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L..4. 26&). 
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I V  - 2  DETERMINATION DE LA STRUCTURE PRIMAIRE D'HISTONES H2A 

ISOLEES D ' INVERTEBRES MARINS 

Dans notre laboratoire, la détermination de la séquence 

en acides aminés des histones H 2 A  isolées de différents orga- 

nismes animaux s'appuyait au début des années 70, sur l'étude 

des peptides trypsiques et chymotrypsiques obtenus à partir de 

la protéine native ainsi que sur l'étude des peptides obtenus 

par hydrolyse de la protéine native avec la thermolysine. A  

cette époque la protéase staphylococcique (S.aureus souche V8) 

était à peine découverte (16) . 
La commercialisation de cette enzyme vers 1978 et l'ac- 

quisition d'un séquenceur par notre laboratoire nous ont amenés 

à choisir pour l'étude structurale d' histone H 2 A  une nouvelle 

stratégie, fondée sur l'obtention de gros fragments peptidiques 

que l'on pouvait ensuite soumettre à la dégradation d'EDMAN 

automatisée. 

Ces gros fragments sont essentiellement produits par hy- 

drolyse, avec la protéase staphylococcique, des liaisons gluta- 

myles situées aux positions 55, 63 et 91 de la séquence de 

l'histone H 2 A .  Cette stratégie a été appliquée à la détermina- 

tion de la structure primaire des histones H 2 A  de Seiche, 

dlEtoile de mer et de Siponcle. 

Les commentaires qui vont suivre, porteront sur l'étude 

structurale de l'histone H 2 A  de testicule de Seiche, étude à 

laquelle nous avons apporté notre assistance technique. 



La stratégie utilisée pour élucider la séquence de cette 

protéine est schématisée dans la figure 30. 

L'étude structurale des fragments peptidiques obtenus par 

hydrolyse de la protéine avec la protéase staphylococcique 

(fragments SP-1 (1-55), SP-2 (56-63), SP-3 (64-124), SP-3a (64- 

91) et SP-3b (92-124) a été complétée par celle du fragment 

Ch-1 (39-124) obtenu par hydrolyse chymotrypsique limitée de 

l'histone H2A. 

Tous les gros fragments peptidiques ont été partielle- 

ment ou complètement séquencés par la dégradation automatisée 

dlEDMAN. La déacétylation partielle de l'extrémité N-terminale 

de l'histone H2A produite par une activité déacylase présente 

dans différents lots de protéase staphylococcique, nous a per- 

mis d'aligner les 37 premiers résidus du peptide SP-1 par dé- 

gradation automatisée. 

Sans cette déacétylation il eût fallu recourir à la frag- 

mentation du peptide SP-1 (1-55) par des hydrolyses enzymati- 

ques appropriées (avec la trypsine et la thermolysine) généra- 

trices de petits peptides. 

Les résultats obtenus pour la dégradation automatisée du 

peptide SP-1, avec un programme DMAA en présence de polybrène, 

sont présentés dans le tableauVII1. Le rendement répétitif de 

ce peptide calculé à partir des résidus de lysine 5 et 14 est 

de 93,8 p.100. Au cours de l'identification des PTH-AA de ce 

peptide, nous avons remarqué qu'il y avait eu une coupure se- 

condaire mineure entre la lysine 12 et la sérine 13. Nous avons 



FIGURE 30 STRATEGIE UTILISEE POUR LA DETERMINATION DE LA 

STRUCTURE PRIMAIRE DE L'HISTONE H2A DE TESTICULE 

DE SEICHE Sepia officinaZis. 

, - - -  id--. dégradation dlEDMAN automatisée des 
fragments obtenus par coupure des liaisons glu- 
tamyles de la protéine avec la protéase staphy- 
lococcique (S. aureus souche V8) (fragments SP) , 
ou par coupure avec la chymotrypsine (fragment 
Ch) ou la clostripaïne (fragment Cl). 

t + + dégradation manuelle dtEDMAN des pep- 
tides obtenus par coupure avec la protéase sta- 
phylococcique V8, ou la clostripaïne. 
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TABLEAU VIII 

A V E C  U N  PROGRAMME DMAA 

Rendements e n  nanomoles 
N O  Résidu Résidu R-1 (1 )  R(2) R + l  (3) 

Se r 
G ~ Y  
Arg 
Gly 
LYS 
Gly 
G ~ Y  
LYS 
Val 
LYS 
G ~ Y  
LYS 
Se r 
LYS 
Thr  

Arg 
S e r  
S e r  
Arg 
Al a 
Gly 
Leu 
Gln 
Phe 
P r o  
Val 
G ~ Y  
Arg 
I l e  
H i s  

*rg 
Leu 
Leu 
Arg 
Lys 
Gly 
Asn 

- V o i r  la l égende  du tableau V I  page 115. 



donc séquencé les deux peptides en même temps ce qui n'a pas 

facilité les opérations d'identification. 

Par ailleurs, la présence d'un résidu d'histidine au 

30ème cycle induit dès l'étape de couplage avec le phényliso- 

thiocyanate en milieu diméthylallylamine, un clivage précoce 

de la chaîne peptidique. Le mécanisme de cette réaction cata- 

lysée par le noyau imidazole de l'histidine est présenté dans 

la figure 31. Il s'ensuit qu'au 30ème cycle on a non seulement 

un couplage avec le résidu d'histidine, mais aussi un couplage 

partiel avec le résidu suivant. Ce phénomène se traduit par un 

"overlap" important qui enlève rapidement toute possibilité 

d'identification des PTH-AA libérées. 

Le peptide SP-3 (64-124) a été séquencé avec la diméthyl- 

benzylamine comme tampon de couplage. Le rendement répétitif de 

ce peptide, calculé à partir des résidus d'alanine en position 

2 et 22 est de 87,l p.100. La séquence des 33 premiers résidus 

a pu être établie. 

Le peptide SP-3a (64-91) a été soumis à la dégradation 

automatique avec un programme DMAA en présence de polybrène. 

Les résultats sont présentés dans le tableau IX. Le rendement 

répétitif calculé à partir des résidus d'alanine 2 et 20 est 

de 92,8 p.100. Le rendement de la dégradation est assez stable 

jusqu'au 16ème cycle puis chute assez fort au 17ème cycle, et 

nous voyons que malgré le double clivage effectué pour le ré- 

sidu de proline en position 16, nous retrouvons encore 25 p.100 

de ce résidu au 17ème cycle. Ce phénomène est sans doute lié à 



FIGURE 31 - MECANISME D'ACTION DE LA REACTION DE CLIVAGE DE 

LA PHENYLTHIOCARBAMYL-HISTIDINE 



T A B L E A U  I X  

D E G R A D A T I O N  D ' E D M A N  A U T O M A T I S E E  DU P E P T I D E  SP-3a ( 5 6 0  N A N O M O L E S )  

A V E C  UN PROGRAMME DMAA 

R e n d e m e n t s  en n a n o m o l e s  
N O  R é s i d u  R é s i d u  R-1 ( 1 )  R ( 2 )  R+1 (3) 

L e u  

A l  a 

G ~ Y  

A s n  

A L a  

A l  a 

A r g  

A ~ P  

A s n  

LYS 

LYS 

S e r  

A r g  

I l e  

1 l e  

P r o  

A r  g  

H i s  

L e u  

G l n  

L e u  

A l a  

I l e  

A r g  

A s n  

A ~ P  

- V o i r  l a  l égende  du t a b l e a u  V I  page 115.  
@ 



l a  p r é s e n c e  d ' u n  r é s i d u  d ' a r g i n i n e  a d j a c e n t  au  r é s i d u  d e  pro-  

l i n e  e t  q u i  provoque un encombrement s t é r i q u e  i m p o r t a n t .  Néan- 

moins,  malgré  c e t t e  b a i s s e  d e  rendement au 17ème c y c l e  nous 

avons pu d é t e r m i n e r  l a  séquence complè te  d e  c e  p e p t i d e  ( 2 8  

r é s i d u s ) .  

L e  p e p t i d e  SP-3b (92-124) a  é t é  séquencé  avec  un program- 

m e  D M  e n  p r é s e n c e  d e  po lybrène .  Les r é s u l t a t s  de  l a  dégrada-  

t i o n  s o n t  p r é s e n t é s  d a n s  l e  t a b l e a u  x . L e  rendement r é p é t i t i f  

d e  ce p e p t i d e  c a l c u l é  à p a r t i r  d e s  r é s i d u s  de  l e u c i n e  92 e t  115 

e s t  de  92 p.100. Un d o u b l e  c l i v a g e  a  é t é  e f f e c t u é  pour  les  r é -  

s i d u s  de  p r o l i n e  e n  p o s i t i o n s  108 e t  116.  Après l a  p r o l i n e  108,  

1" 'over lap"  de  p r o l i n e  au c y c l e  s u i v a n t  es t  de  24 p.100.  Après 

l a  p r o l i n e  116,  1" 'over lap"  d e  p r o l i n e  a u  c y c l e  s u i v a n t  s ' é l è v e  

à 4 3  p.100 malgré  l e  doub le  c l i v a g e .  L ' impor tance  de  cet  "over-  

l a p "  es t  v ra i semblab lement  l i ée  à l a  p r é s e n c e  d e  2 r é s i d u s  d e  

l y s i n e ,  p l a c é s  immédiatement a p r è s  l e  r é s i d u  d e  p r o l i n e  116,  

d o n t  l 'encombrement s t é r i q u e  i m p o r t a n t  gene  l e  c l i v a g e  d e  l a  

p r o l i n e  . 

L'a l ignement  d e s  p e p t i d e s  SP- e t  les compléments d ' l n f o r -  

ma t ion  n é c e s s a i r e s  à l ' é l u c i d a t i o n  d e  l a  séquence  complè te  d e  

l ' h i s t o n e  H2A de S e i c h e  o n t  é t é  ob tenus  p a r  l ' é t u d e  s t r u c t u -  

r a l e  du p e p t i d e  chymotryps ique  Ch-1.  

Ce p e p t i d e  a  é t é  p r o d u i t  p a r  h y d r o l y s e  l i m i t é e  d e  l ' h i s -  

t o n e  H 2 A  avec  l a  chymotryps ine .  L ' h i s t o n e  H2A p l a c é e  e n  m i l i e u  

d e  f o r c e  i o n i q u e  é l e v é e  (O.5M) a c q u i e r t  un maximum de  s t r u c t u r e  



T A B L E A U  X 

D E G R A D A T I O N  D' EDMAN A U T O M A T I S E E  DU P E P T I D E  S P - 3 b  ( 4 5 0  N A N O M O L E S )  -- 
A V E C  U N  P R O G R A M M E  DMAA 

R e n d e m e n t s  en n a n o m o l e s  
No R é s i d u  R é s i d u  R-1 ( 1 )  R ( 2 )  R + 1 ( 3 )  

L e u  
A s n  

L Y S  
L e u  
L e u  
S e r  
G ~ Y  
V a l  
T h r  
I l e  
A l a  
G l n  

G ~ Y  
G ~ Y  
V a l  
L e u  
P r o  
A s n  
I l e  
G l n  
A l a  
V a l  
L e u  
L e u  
P r o  

LYS 
LYS 
T h r  
G l n  

LYS 
A l a  
A l  a 

- V o i r  l a  légende du t a b l e a u  V I  page 115.  



g l o b u l a i r e .  Dans ces c o n d i t i o n s ,  l a  p l u p a r t  d e s  s i tes  poten-  

t i e l s  d e  c l i v a g e  d e v i e n n e n t  i n a c c e s s i b l e s  à l ' enzyme,  e t  l a  

coupure majeure  se s i t u e  au  n i v e a u  du r é s i d u  d e  t y r o s i n e  38. 

Une coupure mineure i n t e r v i e n t  au n i v e a u  du r é s i d u  d ' h i s t i d i n e  

30. L e s  p e p t i d e s  Ch-1 (39-124) e t  Ch- la  (31-124) n ' o n t  pu ê t re  

s é p a r é s  e t  o n t  é t é  soumis ensemble à l a  d é g r a d a t i o n  dlEDMAN 

a u t o m a t i s é e  avec  un programme DMBA e n  p r é s e n c e  d e  p o l y b r è n e  

( t a b l e a u  X I )  . L e  rendement r é p é t i t i f  du p e p t i d e  ch-1  c a l c u l é  

à p a r t i r  d e s  r é s i d u s  d ' a l a n i n e  39 e t  69 es t  de  97 ,3  p .100.  La 

q u a n t i f i c a t i o n  e n  chromatographie  l i q u i d e  h a u t e  performance 

d e s  PTH-AA l i b é r é e s  a p r è s  chaque c y c l e  d e  d é g r a d a t i o n  a  permis  

d ' é t a b l i r  un r a p p o r t  de  3 : l  pour  les deux p e p t i d e s  dans  l e  mé- 

l a n g e .  Le p e p t i d e  Ch-1 e s t  n e t t e m e n t  l e  composant majeur  du 

mélange. 

A i n s i ,  avec  les données s t r u c t u r a l e s  a c q u i s e s  s u r  les 

f ragments  SP- e t  l a  comparaison avec  l a  séquence  d e  l ' h i s t o n e  

H 2 A  de Veau, nous avons pu d é t e r m i n e r  s a n s  ambiguyté l a  sé-  

quence N-terminale  ( 4 1  r é s i d u s )  du p e p t i d e  Ch-1 . 



T A B L E A U  X I  

D E G R A D A T I O N  D ' E D M A N  A U T O M A T I S E E  DU P E P T I D E  C h - 1  ( 1 9 5  N A N O M O L E S )  

A V E C  UN P R O G R A M M E  DMBA - 

R e n d e m e n t s  en n a n o m o l e s  
N O  R é s i d u  R é s i d u  R - l ( 1 )  R ( 2 )  R + l  (3) 

A l  a 
G l n  
A r g  
V a l  

G ~ Y  
A l  a 
G ~ Y  
A l a  
P r o  
V a  1 
T y r  
L e u  
A l  a 
A l  a 
V a l  
M e t  
G l u  

T y r  
L e u  
A l a  
A l  a 
G l u  
V a l  
L e u  
G l u  
L e u  
A l a  
G ~ Y  
A s n  
A l  a 
A l a  

A r g  
A ~ P  
A s  n 
LYS 
LYS 
S e r  

A r g  
I l e  
I l e  
P r o  

- V o i r  l a  légende du t a b l e a u  V I  page 115.  



I V  - 3 DETERMINATION DE LA STRUCTURE PRIMAIRE DE PROTAMINES 

DE l W I F E R E S  ET DE POISSONS 

C e  t r a v a i l  s ' i n s c r i t  dans une thématique p l u r i d i s c i p l i -  

na i r e*  q u i  a pour o b j e t  l ' é t u d e  de l ' o r g a n i s a t i o n  de l a  chro- 

matine du spermatozoyde m Q r  ou en cours  de d i f f é r e n c i a t i o n  

dans quelques espèces  animales.  

I V  - 3-1 Protamines de Mammifères 

Les protamines de mammifères ( env i ron  50 r é s i d u s )  o n t  

une t a i l l e  mo lécu la i r e  supé r i eu re  à c e l l e  des  protamines de  

poissons  (envi ron  30 r é s i d u s )  e t  renferment  des  a c i d e s  aminés 

aromatiques e t  de l a  c y s t é i n e  a l o r s  que l e s  protamines de 

po issons  en s o n t  généralement dépourvues. 

I V  - 3-1-1 S t r u c t u r e  p r ima i r e  de l a  protamine de sperme 

de B é l i e r  ( O v i s  a r i e s )  

La protamine de B é l i e r  es t  un po lypept ide  r i c h e  en  a r g i -  

n ine  c o n s t i t u é  de 50 r é s i d u s  d ' a c i d e s  aminés ( t a b l e a u  X I I ) .  

La s t r u c t u r e  p r ima i r e  de l a  protamine de B é l i e r  a é t é  

complètement déterminée p a r  dég rada t ion  dtEDMAN automat i sée  

m C e t t e  thématique regroupe l e s  l a b o r a t o i r e s  s u i v a n t s  : 
Ph .Cheva i l l i e r ,  UER de Bio log ie  C e l l u l a i r e ,  C r é t e i l  ; 
Y.Le G a 1  e t  D.Sel los ,  Labora to i r e  de  Bio log ie  Marine, 
Concarneau ; M.Loir, I N R A ,  Rennes. 



TABLEAU XII 

COMPOSITION EN ACIDES AMINES DE LA PROTAMINE DE BELIER 

Nombre de résidus par 
."O0 molécule de protamine 

S-carboxyméthylcystéine 

Thréonine (a) 

Sérine (a) 

Acide glutamique 

Glycine 

Alanine 

Valine (b) 

Leucine 

Tyrosine 

Phénylalanine 

Histidine 

Arginine 

Total 

Les quantités de chaque acide aminé ont été calculées à 
partir de deux analyses après hydrolyse de 24 et 72 heures. Le 
nombre de résidus a d'abord été calculé sur la base d'un rési- 
du de leucine. 

(a) = Valeurs obtenues par extrapolation linéaire au temps zéro 
de 1 ' hydrolyse. 

(b) = Valeur obtenue de l'hydrolysat de 72 heures. 

- Les chiffres entre parenthèses correspondent au nombre de ré- 
sidus déterminés par la séquence. 



avec un programme DMAA en présence de polybrène (tableau XIII) 

Deux passages au séquenceur ont été effectués : le premier a- 

vec la protamine, réduite et alkylée par l'iodoacétamide (ta- 

bleau XIII), le second après réduction et blocage des groupes 

thiols par la 4-vinyl-pyridine. Les résidus de cystéine ont 

donc été identifiés sous forme de PTH-S-carboxamidométhyl-cys- 

téine au cours du premier passage et sous forme de PTH-S-éthyl- 

pyridine cystéine au cours du second passage. La séquence 

C-terminale de la protamine a été également établie par une 

étude cinétique de 1 'hydrolyse de la protamine par les carboxy- 

peptidases A et B, ainsi que par l'étude structurale du peptide 

chymotrypsique C-terminal (résidus 43-50) de la protamine. 

Pour éliminer au maximum les "overlaps" créés par les 

séquences riches en résidus d'arginine rencontrées habituel- 

lement dans les protamines, un programme comportant un double 

clivage après chaque cycle a été utilisé du 15ème au 28ème 

cycle inclus. 

La structure primaire de la protamine de Bélier présentée 

dans la figure 32, est caractérisée par l'accumulation de rési- 

dus d'arginine dans la partie centrale de la molécule, oCi on 

observe trois séquences polyarginine (séquences 15-21, 23-28 

et. 31-36). Les séquences 13-20 et 21-28 sont identiques : la 

présence de séquences répétitives est fréquemment observée 

dans les protamines. 

La comparaison de nos résultats avec ceux de COELINGH et 

coll. (15) confirme l'existence de variations entre les prota- 

mines de deux espèces (le Bélier et le Taureau)appartenant à 



TABLEAU XII1 

DEGRADATION D'EUiYAN AUTOMATISEE DE LA PROTAMINE DE B E L I E R  ( 2 5 7  NANOMOLES) 

AVEC U N  PROGRAMME DMAA 

R e n d e m e n t s  e n  n a n o m o l e s  
R - l ( 1 )  R i z )  R + 1 ( 3 )  

A l a  
A r g  
T Y  r 
A r g  
CY s 
CY s 
L e u  
Th r 
H i s  
Ser 
A r g  
S e r  
A r 9  
CY s 
A r 9  
A r 9  
A r 9  
A r g  
A r g  
A r 9  
A r g  
CYS 
A r g  
A r g  
A r g  
A r 9  
A r g  
A r g  
Pne  
G ~ Y  
A r 9  
A r g  
*rg 
A = g  
A r g  
A r g  
V a  1 
CYS 
CY s 
A r g  
A r g  
T y r  
T h r  
V a l  
V a l  
A r g  
CYS 
T h r  
A r 9  
G l n  

- V o i r  l a  légende du  tableau V I  page 115. 





une même famille zoologique (~ovidés) (figure 33). Ces varia- 

tions ne concernent pas toutefois la région centrale (rési- 

dus 13-36) extrêmement riche en arginine, mais seulement les 

régions N- et C-terminales moins basiques. Chez les Mammifè- 

res la région C-terminale est plus variable que la région 

N-terminale. Entre les protamines de Bélier et de Taureau, 

on observe un changement non conservatif en position 11 

( Arginine -- Glycine 
Be l i e r  Taureau 

) , une délétion de 3 résidus 

(Cy;  - Arg - A r ?  - )  dans la protamine de Taureau,un change- 

ment conservatif en position 45 ( ValineBélier Isoleucine 
T aureau 1 - 

I V  - 3-1-2 Séquence N-terminale de la protamine de sperme 

dlEtalon (Equus equus ) 

La protamine dlEtalon est un polypeptide riche en argi- 

nine constitué de 50 résidus d'acides aminés (tableau XIV) . E l l e  

se différencie de la protamine de Bélier par l'absence de gly- 

cine, de phénylalanine et d'histidine. 

Un premier essai de détermination de séquence a été réa- 

lisé avec le séquenceur équipé du piège à froid Beckman, des 

nouvelles vannes de délivrance et de la conversion automatique. 

312 nanomoles de protamine S-carboxyméthylée ont eté sou- 

mises à la dégradation d'EDMAN automatisée avec un programme 

quadrol 0.33M en présence de polybrène. Les 30 premiers résidus 

de la protéine ont été déterminés. Les résultats obtenus lors 

de ce premier passage au séquenceur sont présentés dans le ta- 

bleau XV. 



Bélier 

Taureau 

Verrat 

Etalon 

A R Y H C C R S  

A R Y R C C R S  

FIGURE 33  HOMOLOGIE DE SEQUENCE ENTRE QUELQUES PROTALYINES DE MAMMIFERES 

Les nombres indiquent les positions pour obtenir un maximum 

d'homologie et non pas la position dans la séquence. 

Les cadres correspondent aux très fortes homologies entre les 

différentes protamines. 

I K i :  

I R C  



TABLEAU X I V  

COMPOSITION E N  ACIDES AMINES DE LIA PROTAMXNE D'ETALON 

mol ./100 mol.  Nombre de r é s i d u s  p a r  
molécule  d e  p ro tamine  

S-carboxyméthylcys té ine  

Thréonine  ( a )  

S é r i n e  ( a )  

Acide g lu tamique  

Alanine  

V a l i n e  ( b )  

Leucine 

Tyros ine  

Arg in ine  

T o t a l  

L e s  q u a n t i t é s  d e  chaque a c i d e  aniiné o n t  été c a l c u l é e s  à 
p a r t i r  de  deux a n a l y s e s  e f f e c t u é e s  a p r è s  h y d r o l y s e  de  24  e t  72 
h e u r e s .  L e  nombre de  r é s i d u s  a  d ' a b o r d  é t é  c a l c u l é  s u r  l a  base  
d ' u n  r é s i d u  d e  l e u c i n e .  

( a )  = V a l e u r s  ob tenues  p a r  e x t r a p o l a t i o n  l i n é a i r e  au temps z é r o  
de  1 ' h y d r o l y s e .  

( b )  = Valeur  ob tenue  de l ' h y d r o l y s a t  d e  72 h e u r e s .  

- Les c h i f f r e s  e n t r e  p a r e n t h è s e s  r e p r é s e n t e n t  l ' e n t i e r  l e  p l u s  
p roche .  



TABLEAU XV 

DEGRADATION D'EDMAN AUTOMATISEE DE LA PROTAMINE D'ETALON ( 3 1 2  NANOMOLES) 

AVEC LJN PROGRAMME QUADROL 

R e n d e m e n t s  en n a n o m o l e s  
N O  R é s i d u  R é s i d u  R - l ( l )  R ( 2 )  R+1 (3) 

A l a  

A r g  

S e r  

G l n  
G l n  
G l u  

G l n  
G1n G l u  

S e r  

A r g  

CYS 

A r g  

A r g  

A r g  

A r g  

A r g  

A r g  

A r g  

CYS 

A r g  

A r  g 

A r g  

A r g  

A r g  

Are 

S e r  

V a l  

- V o i r  l a  légende du t ab leau  V I  page 115.  



On y observe que l'accumulation de résidus d'aryinine, 

en positions 15 à 21 puis 23 à 28, provoque des "overlaps" 

importants. Ceux-ci créent un "bruit de fond" élevé, et de ce 

fait nous n'avons pu déterminer que les 30 premiers résidus 

de la protamine. On peut également remarquer qu'en positions 9 

et 11, le taux de P-TH-glutamine est de 90 p.100. Le faible 

taux de désamidation (10 p.100 environ) est dû à l'utilisation 

de la conversion automatique. En conversion manuelle, le taux 

de désamidation atteint fréquemment 40 p.100. Toute£ois, la 

conversion automatique ne nous a donné jusqu'à présent de 

bons résultats qu'avec un programme quadrol, et il paraît 

évident que le programme quadrol n'est pas le mieux adapté à 

la dégradation dlEDMAN d'une protamine, quand on compare les 

résultats de la dégradation automatisée de la protamine d'Eta- 

lon avec ceux de la dégradation dlEDMAN automatisée de la pro- 

tamine de Bélier réalisée avec un programme DMAA et la conver- 

sion manuelle. 

La séquence N-terminale (30 résidus) de la protamine 

d'Etalon est présentée dans la figure 34. Cette séquence mon- 

tre une homologie très grande avec les séquences de protamines 

de Bélier et de Taureau, en particulier dans les zones 1-6 et 

10-28 (figure 33). 



( H )  Ala-Arg-Tyr-Arg-Cys-Cys-Arg-Ser-Gln-Ser- 

Gln-Ser-Arg-Cys-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg- 

Arg-Cys-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Ser-Val- 

FIGURE 3 4  SEQUENCE N-TERMINALE DE LA PROTAMINE 

MAJEURE DU SPERME D'ETALON. 



IV - 3-2 Protamines de Poissons. Structure primaire de la 

scylliorhinine 4 du sperme de Roussette (ScylZio- 

rhinus canicuZus) 

Le testicule de la Roussette a une organisation régu- 

lière ofi l'on distingue trois domaines à l'intérieur desquels 

les cellules sont pratiquement au même stade de différencia- 

tion. Au cours de la spermiogénèse les histones sont rempla- 

cées par des protéines de caractère plus basique, appelées 

protéines intermédiaires S 1  et S2 qui sont à leur tour rem- 

placées dans les spermatozoldes mûrs par quatre protamines 

Z1, 2 2 ,  2 3  et S4 désignées sous le nom de scylliorhinines. 

La scylliorhinine 4 est un polypeptide de 32 résidus 

d'acides aminés (tableaum) dont la composition présente des 

caractéristiques inhabituelles par rapport aux autres prota- 

mines de pissons connues à ce jour. La scylliorhinine 4 con- 

tient en effet deux fois plus de lysine que d'arginine. Elle 

est totalement dépourvue d'acides aminés dicarboxyliques, 

d'acides aminés hydroxylés et d'acides aminés aromatiques. 

Elle renferme de la cystéine alors que les protamines de pois- 

sons en sont généralement dépourvues. 

La structure primaire de la scylliorhinine 4 a été com- 

plètement déterminée par dégradation dlEDMAN automatisée avec 

un programme DMAA en présence de polybrène (tableau XVII). Le 

rendement répétitif calculé à partir des résidus d'alanine en 



TABLEAU XVI 

COMPOSITION EN ACIDES AMINES DE LA SCYLLIORHININE 4 DE ROUSSETTE 

Nombre de résidus par mo1./100 mol. molécule 

S-carboxyméthylcystéine 

Proline 

Glycine 

Alanine 

Valine 

Lysine 

Arginine 

Total 32  

Les quantités de chaque acide aminé ont été calculées à 

partir d'au moins cinq analyses effectuées sur des hydrolysats 

de 24 heures. Le nombre de résidus a d'abord été calculé sur 

la base d'un résidu de glycine. 

Les chiffres entre parenthèses correspondent au nombre 

de résidus déterminés par la séquence. 



T A B L E A U  X V I I  

DEGRADATION D'EDMAN AUTOMATISEE DE LA PRCYTAMINE S 4  (SCYLLIORHIN1:NE 4) 

DE SPERME DE ROUSSETTE SczlZ Ziorhinus canicuZus ( 450 NANOMOLES) AVEC 

UN PROGRAMME DMAA 

R e n d e m e n t s  en n a n o m o l e s  
N O  R é s i d u  R é s i d u  R-l ( 1  ) R ( 2 )  R + 1 ( 3 )  

G l Y  
CYS 
LYS 
LYS 
A r g  
LYS 
A l  a 
A r g  
LYS 
A r g  
P r o  
LY s 
CYS 
LYS 
LYS 
A l a  
A r g  
LYS 
A r g  
P r o  
LYS 
CYS 
L y s  

A r g  
A r g  
LYS 
V a l  
A l a  
LYS 
LYS 
LYS 
CYS 

- Voir l a  l é g e n d e  du t a b l e a u  V I  page  115. 



p o s i t i o n  7  e t  16 e s t  de  9 4 , l  p.100. Le rendement es t  s t a b l e  

j u s q u ' a u  10ème c y c l e  p u i s  c h u t e  e n v i r o n  de  m o i t i é  au c y c l e  

s u i v a n t .  En d é p i t  du t r i p l e  c l i v a g e  r é a l i s é  p o u r  l e  r é s i d u  

de  p r o l i n e  e n  p o s i t i o n  I l ,  un " o v e r l a p "  de  25 p.100 a  é t é  ob- 

t e n u  au c y c l e  s u i v a n t ,  v ra i semblab lement  à c a u s e  de  l a  séquen- 

c e  Lys-Cys-Lys-Lys a d j a c e n t e  au r é s i d u  de  p r o l i n e .  Pour  l a  pro-  

l i n e  en  p o s i t i o n  20,  malgré l e  doub le  c l i v a g e  que nous avons 

e f f e c t u é ,  nous avons  un " o v e r l a p "  d e  4 6  p.100 au c y c l e  s u i v a n t  

mais,comrne pour  l a  p r o l i n e  p r é c é d e n t e , l a  p r o x i m i t é  d e  3  rés i -  

dus  de  l y s i n e  d o i t  gêner  £or tement  l e  c l i v a g e  de  c e t t e  p r o l i n e  

q u i  e s t  de  p l u s  s i t u é e  p r e s  de  l ' e x t r é m i t é  C- terminale  d e  l a  

p ro tamine .  Cependant ,  malgré  l a  c h u t e  d e  rendement au  1 0 è m e  

c y c l e ,  les " o v e r l a p s "  c r é é s  p a r  les deux r é s i d u s  d e  p r o l i n e  e t  

les nombreux d o u b l e t s  ou t r i p l e t s  de  l y s i n e ,  l a  p ro tamine  S4 

( s c y l l i o r h i n i n e  4 ) ( 3 2  r é s i d u s )  a  pu ê t r e  séquencée  e n t i è r e m e n t  

p a r d é g r a d a t i o n  d'EDMAN a u t o m a t i s é e  . La séquence C- terminale  d e  

l a  protamine  a  également  é t é  é l u c i d é e  p a r  l ' é t u d e  s t r u c t u r a l e  

du p e p t i d e  C- terminal  ( r é s i d u s  27-32) ob tenu  p a r  h y d r o l y s e  de  

l a  protamine  avec  l a  t h e r m o l y s i n e .  

La séquence e n  a c i d e s  aminés d e  l a  s c y l l i o r h i n i n e  4 ( E i -  

g u r e  3 5 ) , e s t  c a r a c t é r i s é e  p a r  une d i s t r i b u t i o n  r é g u l i è r e  d e s  

r é s i d u s  b a s i q u e s  l e  long d e  l a  c h a î n e  p e p t i d i q u e  p a r  g roupes  

d e  3  ou 4 r é s i d u s  s é p a r é s  p a r  un a c i d e  aminé hydrophobe ( s é -  

quences 3-6, 8-10, 17-19, 23-26, 29-31).  E l l e  e s t  e n  o u t r e  

c a r a c t é r i s é e  p a r  l a  s u c c e s s i o n  de deux séquences  i d e n t i q u e s  

d e  neuf r é s i d u s  ( séquences  6-14 e t  15-23) .  



( H )  Gly-Cys-Lys-Lys-Arg-Lys-Ala-Arg-Lys-Arg- 

Pro-Lys-Cys-Lys-Lys-Ala-Arg-Lys-Axg-Pro- 

Lys-Cys-Lys-Arg-Arg-Lys-Val-Ala-Lys-Lys- 

Lys-Cys (OH} 

FIGURE 35 SEQUENCE EN ACIDES AMINES DE LA 

SCYLLIORHININE 4 DE ROUSSETTE 



Bien que l a  s c y l l i o r h i n i n e  4 p r é sen te  de f o r t e s  homo- 

l o g i e s  s t r u c t u r a l e s  avec l a  s c y l l i o r h i n i n e  3 e t  l a  c lupé ine  

Z que l ' o n  peu t  cons idé re r  comme l a  protamine de  r é f é rence  

chez l e s  po issons  ( f i g u r e  36 )  , e l l e  se démarque net tement  

des  protamines de poissons  connues à ce  jour ,  p a r  l a  présen-  

ce  de l y s i n e  e t  de c y s t é i n e ,  deux a c i d e s  aminés dont les 

protamines de  poissons  s o n t  hab i tue l lement  dépourvues. 
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CONCLUS 1 ON 

Dans ce  mémoire, nous avons p ré sen té  l a  dégrada t ion  

d'EDMAN automat i sée ,  des  p r o t é i n e s  e t  des p e p t i d e s ,  r é a l i s é e  

en phase l i q u i d e  à l ' a i d e  du séquenceur Beckman 890  C. 

Le grand pouvoir  de r é s o l u t i o n  e t  l e  s e u i l  é l evé  de l a  

s e n s i b i l i t é  de l a  chromatographie l i q u i d e  hau te  per£ormance 

u t i l i s é e  pour i d e n t i f i e r  e t  doser  l e s  phényl thiohydantoïnes  

d ' a c i d e s  aminés nous o n t  amenée à a p p o r t e r  à l ' a p p a r e i l  l e s  

mod i f i ca t ions  techniques  s u i v a n t e s  : i n s t a l l a t i o n  du piège à 

f r o i d ,  changement des  vannes de d é l i v r a n c e ,  r é a l i s a t i o n  e t  

i n s t a l l a t i o n  d 'un système de conversion automatique.  

Ces mod i f i ca t ions  concourent  à amé l io re r  l e  rendement 

de l a  dégrada t ion  e t  donc à a c c r o î t r e  l e  nombre de r é s i d u s  

d '  a c i d e s  aminés i d e n t i f i a b l e s  dans l a  cha îne  pep t id ique  . 

E l l e s  o n t  en  o u t r e  pour e f f e t  de : 

- pro longer  l a  durée  de v i e  des  pompes à vide .  

- minimiser l e s  q u a n t i t é s  de s o l v a n t s  e t  de r é a c t i f s  

n é c e s s a i r e s  à l a  dégrada t ion  e t  de ce f a i t  d ' a v o i r  

moins de p e r t e  de l a  p r o t é i n e  (ou du pep t ide )  l o r s  

des  é t a p e s  de lavage.  

- l i m i t e r  au maximum l a  d e s t r u c t i o n  d e s  an i l i no - th i azo -  

l i nones  d ' a c i d e s  aminés. 

- amél iore r  l a  s e n s i b i l i t é  de l ' a p p a r e i l .  



Dans un a v e n i r  proche,  nous nous proposons d ' a s s e r v i r  

l e s  d i f f é r e n t e s  f o n c t i o n s  du séquenceur à un microprocesseur  

pour remplacer l e  programme à bande p e r f o r é e .  

I l  r e s t e  e n f i n  à amél iore r  p a r  d i s t i l l a t i o n ,  ou p a r  

passage s u r  colonne absorbante ,  l a  p u r e t é  des  r é a c t i f s  e t  des  

s o l v a n t s  vendus t r è s  che r s  dans l a  q u a l i t é  "Sequanal g rade" .  

Mais il f a u t  s a v o i r  que c e s  opé ra t ions  de p u r i f i c a t i o n  s o n t  

t r è s  con t r a ignan te s  à l a  f o i s  s u r  le  p l an  technique e t  s u r  l e  

p lan  de l a  s é c u r i t é .  

Cependant, 1 ' avènement de l a  microméthode de séquence 

en  phase ouvre un champ d '  i n v e s t i g a t i o n s  nouve l les  

dans des  domaines t e l s  que l a  b i o l o g i e  du développement e t  

l a  neurobio log ie  où l e s  q u a n t i t é s  de p r o t é i n e  d i spon ib l e s  

pour l ' é t u d e  s t r u c t u r a l e  s o n t  généralement t r è s  f a i b l e s  e t  

incompat ibles  avec l a  méthode de séquence en phase l i q u i d e .  
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