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Structure covalente de la myoglobine de cheval 

M. DAUTREVAUX, Y. BOULANGER, K. HAN et G. BISERTE 

Laboratoire de Chimie Biologique de la Facult6 de M6decine e t  de Pharmacie de Lille 

(Repu le 11 juin/l9 juillet 1969) 

The complete sequence (153 amino acids) of horse heart myoglobin has been established. 
The sequence of a peptide isolated from chymotrypsin hydrolyzates of globin allowed to fill 

a gap in the tentative sequence previously proposed; this peptide was studied by means of pepsin 
hydrolysis, action of N-bromosuccinimide on histidyl bonds, and Edman degradation method 
associated with dansylation. 

After hydrolysis of globin by chymotrypsin treated by TLCK, the same major peptides were 
found as after hydrolysis by non-treated chymotrypsin. These peptides were identified by ion- 
exchange resins and bidimensional paper chromatography, and also by the determination of 
their amino-acid composition. 

The suppression of secondary cuts explains the presence of new peptides, whose the compo- 
sition and N-terminal sequences were determined. It was then possible to  confirm several sequences 
which could be previously deduced from the study of split products after cyanogen bromide treat- 
ment. The specificity of chymotrypsin towards certain types of peptide bonds is discussed. 

Horse myoglobin, as compared with sperm whale myoglobin, contains 18 differences : 17 sub- 
stitutions and one inversion. The major part of the substitutions are located in N- and C-terminal 
sequences; they are all punctiform, resulting from the replacement of only one base in each 
codon. 

Dans des memoires anterieurs [l,2], nous avons 
ktudii: les peptides libisrks par hydrolyse chymo- 
trypsique de la globine de myoglobine du cceur de 
cheval. Nous avons egalement publie [3--51 les 
sequences en amino-acides des trois segments 
1ibi:rbs par l’action du bromure de cyanogbne sur la 
globine. Ces rbsultats nous avaient dbjB permis de 
proposer [6] une structure partielle de la myoglobine 
de cheval. La sequence publiite prhsentait un certain 
nombre de lacunes qu’il s’agissait de combler : 
certaines incertitudes ont dejB 6 tk  levees par 
1’Btude [Z] des peptides lib6ri.s par action de la 
chymotrypsine (enchainements 38-39, 52-53, 
66-67, 102-113 et 125-129); il en est de m6me de 
l’enchainement Lys-Lys-Lys- en position 77-78-79 
en faveur duquel nous ne posskdions que des argu- 
ments indirects [5]: 1’6tude de l’hydrolysat par la 
chymotrypsine du produit de guanidylation de la 
globine nous a rhcemment apporti: des preuves 
directes [7]. 

Nous prbcisons dans ce memoire l’enchainement 
des rhsidus 18 B 28 par l’htude du peptide chymo- 
trypsique SZElSlP3. L’hydrolyse de la globine par 

Abbrkviations non usuelles. TLCK, tosyl-lysine-chloro- 
methyl-ketone ou l-chloro-3-tosylamido-7-amino-2-hepta- 
none. 

Enzymes. Trypsine (EC 3.4.4.4) ; chymotrypsine (EC 
3.4.4.6) ; carboxypeptidase A (EC 3.4.2.1); leucine-amino- 
peptidase (EC 3.4.1.1). 

18’ 

la chymotrypsine traitke par le TLCK nous per- 
mettra d’autre part de determiner la nature du 
residu en position 63. Les resultats confirment ceux 
que nous avons obtenus grgce aux peptides IibbrBs 
par le bromure de cyano,‘ vene. 

MATERIEL ET METHODES 

TRAITI~E PAR LE TLCK 

Traiteinent de la chymotrypsine par le TLCK 
200 mg de chymotrypsine cristallisbe [Worthing- 

ton Biochemical Corporation (lot CD 537-40)] sont 
dissous dans 20 ml de tampon Tris 10 mM de pH 6,0, 
5 mM en CaCI, et soumis B une ultrafiltration B 4’ 
sur filtre Millipore 0,45 p. Les pores laissent passer la 
chymotrypsine mais retiennent des impuretes in- 
solubles representant environ 1 O 0 / ,  du poids initial 
mis en jeu. Au filtrat on ajoute 20mg de TLCK 
(Mann Research Laboratories) prealablement dis- 
sous dans 2 ml de methanol et on laisse l’incubation 
se poursuivre pendant 21/, heures B la temperature 
ambiante et sous agitation. La solution est ensuite k 
nouveau filtree sur filtre Millipore 0,45 p, afin 
d’bliminer l’excbs d’insoluble de TLCK, et dialyske 
une nuit B 4” contre 2 litres d’acide chlorhydrique 
0,01 N afin d’kliminer les ions metalliques bivalents, 
activateurs des carboxypeptidases A et B, qui 

HYDROLYSE PAR LA CHYMOTRYPSINE 
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peuvent eventuellement souiller les pr6parations de 
chymotrypsine. La solution d’enzyme est finalement 
lyophilishe et conservee B - 15”. 

Hydrolyse chymotrypsique 
A une solution aqueuse de globine (1 g/IOO ml) 

partiellement d6naturi.e [8] ,  on ajoute du sesqui- 
carbonate d’ammonium jusqu’8 la concentration de 
1 g/100 ml et  le pH est ajust6 B 9 par addition 
d’ammoniaque; on ajoute ensuite une quantiti: de 
chymotrypsine-TLCK correspondant B un rapport 
enzyme/substrat egal B 20/, (en poids) et on laisse 
l’hydrolyse se poursuivre pendant 24 heures b 38” sous 
agitation. L’hydrolyse est arr6t6e par simple congela- 
tion de la solution. 

Techniques de fractionnement 
Le fractionnement des melanges peptidiques 

obtenus par hydrolyse enzymatique ou par coupure 
chimique a &ti: realis6 par chromatographic sur une 
colonne de resine ({Chromobeads P H (Technicon) de 
130 x 0,635 cm (d6bit 36 ml/heure; temperature 50”) 
en utilisant un gradient de tampon volatil pyridine- 
acide formique ou acide acbtique obtenu B l’aide du 
((Varigrad H decrit par Peterson et Sober [9]. L’effh- 
ent est collect6 par fraction de 6 ml recueillies en 
10 min et la courbe d‘elution est Btablie automatique- 
ment (Autoanalyseur Technicon) par reaction it la 
ninhydrine d’une aliquote de chaque fraction 
(0,32 ml). Aprbs lyophilisation du contenu des tubes 
correspondant B un m6me pic de la courbe d’blution, 
l’homog6n8itB du peptide obtenu est verifike par 
Blectrophorbse et chromatographic sur papier. 100 mg 
du melange peptidique simple peuvent Btre fraction- 
nes en une seule fois par cette technique. 

Si le melange est trbs complexe (hydrolysat 
enzymatique de la globine), ce fractionnement sur 
colonne de rbsine 8. Bchange de cations est prbc8dh 
d’un fractionnement de base par gel-filtration sur 
Sephadex et par BlectrophorAse en film liquide. La 
chromatographie de gel-filtration a 6th realishe sur 
une colonne (105x3 em) garnie do Sephadcx G-25, 
irluhe (36 ml/heure) au moyen d’un tampon pyridine 
0,i N-acide ac6tique de pH 4,9. Des fractions de 
6 ml sont recueillies au moyen d’un collectcur auto- 
matique et la courbe d’elution est Btablie par dosage 
automatique des peptides de chaque fraction au 
moyen de la reaction de Lowry. Aprbs lyophilisa- 
tion des fractions correspondant aux diffhrents 
groupes de peptides (acides amines et peptides trbs 
aromatiques, S4 ; oligopeptides, S3 ; polypeptides, 
S2; gros polypeptides, SI), celles-ci sont soumises B 
une Blectrophorkse prbparative en film liquide dans 
un appareil Elphor-Vap, selon la methode de Han- 
nig [10] ; la courbe de distribution Blectrophorc5tique 
cles peptides1dans les 48 tubes de l’appareil est &tablie 
automatiquement par la reaction de Lowry. 

METHODES D’I~TUDE DES PEPTIDES 

Cornposition e n  amino-acides 
L’irtude de la composition en amino-acides des 

peptides (0,2 pmole) a 6tB effectuee, apr& hydrolyse 
totale par l’acide chlorhydrique 5,6 N en tube scelli: 
soixs vide B 105” pendant 24 heures, au moyen d’un 
analyseur automatique (Autoanalyseur Technicon). 
Quand cette determination rev& la presence 
d’acides aminks dicarboxyliques, une hydrolyse totale 
de 24 heures par la leucine-aminopeptidase est 
Bgalement effectuhe ; le dosage des acides amin& 
lib6r6s permet alors la mise en evidence de l’aspara- 
gine et de la glutamine : dans certains cas, ces amides 
sont identifiees par couplage dectrochromato- 
graphique (6lectrophorbse B pH 2,4 et chromato- 
graphie dans le systkme butanol-acetique). 

DCtermination des acides aminks terminaux 
Les acides aminBs N-terminaux des peptides ont 

@ti: determines par la methode des dansyl-amino- 
acides. La dansylation a B t B  faite selon le protocole 
d6crit par Woods et  Wang [ l l ] ,  que nous avons 
adapt6 de la manibre suivante : environ 1 nmole de 
peptidel en solution dans 20 p1 de solution de bi- 
carbonate de sodium 0,1 M est placee clans un petit 
tube en verre de 6 m m  de diambtre sur 15mm de 
loiigueur2. Aprbs addition de 20 pl de solution de 
1 -dimi:thylaminonaphthalbne-5-sulfochlorure ou chlo- 
rure de dansyl (Sigma) (1 mg/ml dans l’acktone), le 
petit tube est fermt? par du papier paraffin6 (Para- 
film) et  laissi: B la temperature ambiante pendant 2 b 
16 heures. AprAs la rhaction, le contenu du tube est 
Bvapori: sous vide sulfurique (12- 17 mm de mercure) 
et le r6sidu est repris par 50 pl de HC15,6 N. 

L’hydrolyse est faite de fagon commode en 
enfermant le petit tube de verre dans un tube plus 
grand (20 em de longueur sur 17 mm de diambtre) : 
un htranglement situ6 au 113 infhrieur cle la hauteur 
menage dam ce tube une chambre inferieure conte- 
nant 2 b 3 ml de HCl5,6 N et une chambre supbrieure 
dont l’ouverture est seellbe B chaud aprbs introduc- 
tion du petit tube contenant le dansyl-peptide. 
L’ensemble est plac6 verticalement dans une etuve B 
105” pendant 6 heures. AprPs hydrolyse, le contenu 
du petit tube est dess6chi: sous vide en presence de 
soude en paillettes. 

L’identification des dansyl-amino-acides est ef- 
fectuec par chromatographie sur eouche mince de 
gel de silice en presence de t6moins lathraux (t6moins 
externes) selon la technique decrite par Seiler et 
Wiechmann [ 121. 

La sequence N-terminale des peptides a 6th 
dbterminbe par la methode de degradation reeurrente 

Cette donnee nous est fournie par la determination de 
la composition en amino-acides. 

Tubes Teswells, rBactifs Werner-Chilcott : PrBcibio, 
22, rue des Fosses St. Jacques, Paris. 
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d’Edman. La technique de cyclisation B l’aide de 
phenylisothiocyanate est pratiquee dans les condi- 
tions dhcrites par Bahl et Smith [13]. Dans un tube 
conique rod6 de 3 ml, on ajoute 500 pl de solution de 
phhylisothiocyanate B 2 vol-O/, dans la pyridine 
(pyridine Merck); apres addition de 100 pl de tri- 
mhtliylamine aqueuse (25 vol- O / , , )  on laisse reagir b 40” 
pendant 2 heures sous atmosphere d’azote. Apes  
une nouvelle addition de 2 pl de phhylisothiocyanate 
pur, on laisse incuber encore pendant 2 heures B 40”. 
Le phhylisothiocyanate en exces est extrait par le 
benzene (5 fois 1 ml de benzene Merck, separation 
par centrifugation). Aprh  evaporation de la phase 
aqueuse sous vide, en presence de soude, la cyclisa- 
tion est effectuee pendant 2 heures B 25” B l’aide 
d’acide trifluoroachtique anhydre (1 ml). On desseche 
sous vide en presence de soude et le rksidu est repris 
par 500 pl de HCl N/lOO; la phknylthiohydantoine 
est alors extraite par 1 ml d’hther exempt de per- 
oxydes et prhalablement saturB en eau. 

La phase aqueuse est dessechee sous vide et 
reprhsente le materiel de depart utilisable pour l’ittape 
suivante; B chaque &ape, une petite portion du 
peptide rhsiduel, correspondant B environ 1 B 2 nmole, 
est prelevee : l’acide amini: IS-terminal est determine 
par dansylation. 

Les acides amin& C-terminaux ont itti: identifies 
par hydrazinolyse. Nous avons utilisi: la technique 
de Niu et Fraenkel-Conrat [14] : le peptide (1 pmole) 
est desshchi: pendant 48heures B 20” dans un 
dessicateur sous pression ritduite et en presence de 
P,O,. I1 est ensuite repris dam 1 ml d’hydrazine B 
98 v01-0/~ et maintenu en tube see116 B 70” pendant 
16 heures. Apres rhaction, l’hydrazine est diminhe 
par evaporation dans un dessicateur sous vide 
sulfurique; le ritsidu see est repris par 2 ml d’eau 
et les hydrazides d’amino-acides sont elimines par 
trois extractions successives au moyen de 2 m l  de 
benzaldhhyde (agitation pendant 15 min, puis cen- 
trifugation) ; la phase aqueuse residuelle est finale- 
ment extraite b 1’6ther de fapon B &miner le benzal- 
dhhyde. L’acide amini: C-terminal est identifie par 
couplage Blectrochromatographique. 

La cinhtique d’action de la carboxypeptidase A 
[DFP-carboxypeptidase A (Sigma ; lot 124 B 1850) : 
suspension aqueuse B la concentration de 50 mg/ml] 
a &ti: utilisee pour 1’6tude des sequences C-terminales : 
nous avons employit des enzymes prhalablement 
trait& par le di-isopropylfluorophosphate. Les sus- 
pensions commerciales de DFP-carboxypeptidase A 
sont, avant usage, diluees au 1/10e au moyen d’une 
solution de chlorure de lithium B 100 g/l. Apres un 
sejour d’une nuit B 4”, la quasi-totaliti: de l’enzyme 
est dissoute. Le peptide (1 B 2 mg) est dissous dans 
1 ml de tampon acetate d’ammonium 0,l M de 
pH 7,s;  on ajoute 8 pl solution de DFP-carboxy- 
peptidase A; l’hydrolyse est continu6e B 38” et des 
prblkvements sont effectues B des temps variables, 

determines en fonction de la sequence C-terminale 
probable: les acides amines lib&-& sont doses B 
l’ilutoanalyseur Technicon et les calculs sont facilites 
par l’addition au peptide Atudiit d’une quantiti! d6ter- 
minee de norleucine (10 nmoles par prhlbvement). 

Nous avons en outre utilisi: l’hydrolyse pepsique 
et la coupure chimique des liaisons histidyl pour 
simplifier les peptides isol6s. L’hydrolyse pepsique a 
kt6 conduite selon la technique preconisee par 
Chauvet et Acher [15]: le peptide (5  pmoles) est 
dissous dans 1 ml d’acide formique B 5 v01-0/~ 
(pH 1,8); on ajoute 40 p1 d’une solution de pepsine 
commerciale (Pepsine Light) B 60 mg/ml:et on laisse 
l’incubation se poursuivre 24 heures a 37”; les 
hydrolysats sont enfin lyophilishs. 

L’action de la N-bromosuccinimide a &ti! conduite 
selon le protocole experimental de Shaltiel et Patchor- 
nik [16], decrit et adapt6 par Han et al. [17]: 2 B 
3pmoles de peptides sont dissous dans 1Oml de 
tampon pyridine-acide acetique-eau de pH 3,3 
(1 : 10: 19, v/v/v). Une solution de N-bromosuccin- 
imide dans le mBme tampon (35mg/5ml) est ajouthe 
B la solution prhchdente en plusieurs portions SOUS 

agitation magnetique continue. Aprbs quinze min 
B la temperature ambiante, on detruit l’excbs de 
N-bromosuccinimide par addition de cristaux d’imi- 
dazole jusqu’8 reaction negative d’un papier reactif 
IK-amidon. L’hydrolysat est alors chauffi: au bain- 
marie B 85-90’ pendant une heure pour rompre les 
liaisons histidyl modifihes pendant la premiere 
ittape. Aprhs lyophilisation, les peptides sont separes 
par Blectrophorese sur papier B haute tention (appareil 
d’klectrophorese B haute tension modble D de Gilson 
Medical Electronics) dans le melange acide acetique - 
acide formique-cau (15:5:80, v/v/v) de pH 1,94; 
100 volts/cm; 30 min. Apres hlution, les acides 
amin& IS-terminaux des peptides sont determines 
soit par dansylation, soit par dinitrophbnylation, et 
les acides amin& constitutifs sont identifies par 
Blectrochromatographie sur papier. 

RESULTATS 

La dhsignat,ion des peptides et des fractions 
peptidiques a 6 th  Btablie en fonction de leur mode 
d’obtention et de leur situation dans le plan de frac- 
tionnement. Les lettres majuscules correspondent, 
dam l’orde de leur Bnonce, B la methode de fractionne- 
ment utilisi: : gel-filtration sur Sephadex (S), klectro- 
phorese en film liquide (E) chromatographie sur 
colonne de ritsine B &change d’ion (P). Les chiffres 
qui suivent chacune de ces lettres indiquent, pour 
chaque fractionnement, la position du peptide ou de 
la fraction peptidique dans la courbe d’blution ou la 
courbe de distribution obtenue ; les lettres minuscules 
identifient les diffhrents composants d’une fraction 
h&t6rogbne, quand ceux-ci peuvent &re isoles par 
chromatographie ou electrophorkse sur papier. 
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BTUDE DE LA SEQUENCE 18-28 

Gly-Lys-Val-Glu-Ala-Asp-Ile-Ala-Gly-His-Gly-Gln-Glu-Val-Leu 
15 20 29 

S2ElSlP3 

L’Btude du segment N-terminal obtenu par action 
du bromure de cyanogbne sur la myoglobine de cheval 
ne nous avait pas permis de determiner la sitquence 
en amino-acides de la partie de la chaine polypep- 
tidique comprise entre les residus 17 et 28. 

Dans les hydrolysats chymotrypsiques de la glo- 
bine, nous avons cependant pu isoler trois peptides 
qui, du fait de leur composition en amino-acides, 
pouvaient correspondre B cette portion de chaine [2] : 
il s’agit des peptides S2E2S2P3 (Gly-Lys-Val-Glu- 
Ala) qui comprend les residus 15 B 19, S2E1SlPl 
(Asp-(Val, Ala, Gly, His, Gly, Gln, Glu, 1le)-Leu) qui 
correspond B la sequence 20 B 29, et S2ElS1P3 qui 
englobe cxactement les peptides S2E2S2P3 et 
S2ElSIP1, soit la sequence 15 B 29. L’etude de la 
structure du peptide S2ElSlP3, que nous avons 
pu isoler en quantitB importante (environ 10 pmoles), 
a ittit abordee par hydrolyse au moyen de la carb- 
oxypeptidase A B diffitrents pH, par hydrolyse au 
moyen de la pepsine et par coupure de la liaison 
histidyl B l’aide de la N-bromosuccinimide. 

Action de la  carboxypeptidase 
La carboxypeptidase A, agissant B pH 7,5 B 37” 

pendant 24 heures, libere exclusivement la leucine 
(0,94 residu par mole de peptide). Agissant B pH 5,5 
pendant 72 heures, elle libere une quantitit &gale de 
leucine (l,02 residu) et de valine (1,07 rhsidus). 
L’action successive de l’enzyme pendant 24 heures 
B pH 5,5 puis pendant 24 heures B pH 7,5 ne permet 
pas de dhtacher d’autres amino-acides (Leu, 1,04; 
Val, 1,18); au contraire, si aprbs 24 heures d’hydro- 
lyse B pII 5,5 on prolonge l’action de l’enzyme B 
pH 8,0 pendant encore 24 heures (1 addition d’enzyme 

15 

toutes les 12 heures), on detache: Leu, 1,02; Val, 
1 ,I0 ; Glu, I ,I2 et en outre Gln, 033  ; et Gly, 0,37. 

Cette ittude permet de proposer l’enchainement 
C-terminal suivant : 

. . . Gly-Gln-Glu-Val-Leu. 

Hydrolyse pepsipue 
Aprbs hydrolyse pepsique de 3 pmoles de 

S2ElSlP3, les peptides lib&& ont 6 th  fractionnes 
sur une colonne de resine Chromobeads P dans des 
conditions identiques B celles qui ont 6th utilisites 
pour la fraction S2El (Fig.2). La composition en 
amino-acides, ainsi que le dansyl-amino-acide ter- 
minal de chaque peptide, sont donnes dans le 
Tableau 1. 

Tableau 1. Coinposilion et acide amint N-terminal des peptides 
libe‘re‘s par hydrolyse pepsique d u  peptide X2ElSlP3 

Les peptides Pe 3 et Pe 5 ont 6th respectivement identifiks 
par chromatographie e t  Blectrophor&se sur papier aux 
peptides S2E2S2P3 e t  S2ElSlP3. L’Btude de leur composi- 
tion en acides amin6s par chromatographie sur papier a 

confirmi: cette identit6 
S2ElSlP3 Pe 1 P e 2  Ye3 P e 4  P e 5  

ASP 

GlY 
Glu 

Ala 
Val 
Ile 
Leu 

His 
DNS 

LYS 

1,03 0,91 0,92 - 
3,03 1,81 1 3 0 1  + 
2,88 2,19 1 ~ 4  + 
2,lO 1,08 1,03 + 
2,04 1,OB 0,98 + 
0,99 1 , O l  - - 

1,OO 1,06 - - 
033  + 1,03 - 

0,86 0,88 - - 
Gly Asp Gly Gly 

_. 

1,92 
2,14 
1,09 
1,08 
0,98 
0,99 

0,79 
Ile ou 

V n  1 

- 

+ + + + + + 
+ + 
-k 

GlY 

Gly-Lys-Val-Glu-Ala-Asp-(Ile, Ala, Gly, His, Gly, Gln, Glu, Val)-Leu 

+ -~ S2EISlP3 = Pe 6 
. -- t 

S 2 E l S l P l  = Pe 1 + -> +- ~~ ____ S2E2S2P3 = Pe 3 
t 

s u  1 
+t + s u  2-3-5 

t- 

Su 4 = Pe 2 
f f 

Su 6 -- Pe 3 
t- + 

Fig. 1. Se‘quence e n  amino-acides d u  peptide S2ElSlP3 et de ses produits d’hydrolyse par la pepsine (peptides (( Pe D) ou par 
la PIT-bromosuccinimide (peptides D Xu #) 
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I 

Fig.2. Courbes d’klution sur colonne de rksine Chromobeads P 
des hydrolysats de globine par la chymotrypsine-TLCK (frac- 
tions S2E1, S2E2,  S2E3). Tampons: a, tampon pyridine 
0,l M-acide formique p H  2,90; b, tampon pyridine 0,l &I- 
acide formique p H  4,25; c, tampon pyridine 0,2 M-acide 
formique p H  4,25; d, tampon pyridine 1,0 M-acide for- 
mique pH 5,OO; e, tampon pyridine 2,0 M-acide acbtique 
pH 5,00; f, tampon pyridine 2,0 M-acide acktique pH 6,5. 
Gradient A:  Varigrad b 9 cellules: cellule 1 a 4 garnies 
chacune de 200 ml de tampon b ;  cellules 5, 6, 7 garnies 
chacune de 200ml de tampon d ;  cellules 8 et  9 garnies 
chacune de 200ml de tampon e. Gradient D: Varigrad B 
4 cellules: cellule 1, 200 ml de tampon c; cellule 2, 60 ml 
de tampon d et  140 mi d’eau distill&; cellule 3, 80 ml de 
tampon d et  120ml d’eau distillke; cellule 4, 100ml de 
tampon d et 100 ml d’eau distillbe. Gradient E: Varigrad b 
9 cellules: cellules 1 et  2 garnies chacune de 200 ml de tampon 
b;  cellules 3, 4, 5 garnies chacune de 100 ml de tampon d et  
100 ml deau  distillbe; cellules 6, 7, 8 garnies chacune de 
200 ml de tampon d ;  cellule 9 garnie de 200 ml de tampon e 

Le peptide Pe 3 correspond B une sequence 
connue : Gly-Lys-Val-Glu-Ala ou S2E2S2P3 ; le pep- 
tide Pe 2 possbde le m6me acide amink N-terminal, 
mais comporte un rhsidu d’acide aspartique supple- 
mentaire (voir Fig. 1). A 37” pendant 24 heures, la 
carboxypeptidase A detache uniquement cet amino- 
acide (identifie par chromatographie sur papier) et 
libere un peptide residue1 ayant un comportement 
identique au peptide Pe 3: les peptides Pe 3 et Pe 2 
correspondent donc B la sequence N-terminale du 
peptide S2ElSlP3. 

Le peptide Pe 4 possbde un acide amin6 N-ter- 
minal difficilement identifiable : isoleucine ou valine ; 
mais la localisation de l’unique residu de valine dam 
la sequence C-terminale du peptide S2ElSlP3 l8ve 
l’ambiguite et permet de conclure B la presence de 

l’isoleucine. Par degradation d’Edman, la sequence 
N-terminale Ile-Ala-Gly-His . . . est misc en evidence ; 
le peptide Pe 1 possbde un residu suppkmentaire 
d’acide aspartique en position N-terminale. 

La sequence partielle representee dans la Fig. 1 
peut done Rtre attribuee B S2ElSlP3. 

Act ion  de la N-bromosuccinimide 
Par chromatographie sur colonne de resine 

Chromobeads P, 6 peptides sont isoles du milieu de 
rbaction. Leur composition et leur amino-acide 
N-terminal (dansyl) s m t  indiqubs dans le Tableau 2. 

Tableau 2.  Composition et acide amin6 N-terminal des peptides 
libkrks par action de lu N-bromosuccinimide sur le peptide 

S 2 E l S l  P3 
L’histidine est prirsente dans ces peptides sous une forme 
modifike par l’action de la N-bromosuccinimide ; elle Bchappe 

notre analyse 

S2ElSlP3 Su 1 S u 2  S u 3  S u 4  S u 5  S u 6  

ASP 

GlY 
Glu 

Ala 
Val 
Ile 
Leu 

His 
DNS 

Lys 

1,03 - 
3,03 1,99 
2,88 1,02 
2,lO - 

2,04 1,01 
0,99 - 

1,oo 0,98 
1,03 - 
0,86 - 

Gly Gly 

0,99 1,04 0,96 
1,lO 1,12 1,06 
2,08 2,11 1,03 
1,98 1,95 1,04 
1,08 0,96 1,OO 
0,88 0,84 - 
- - - 

0,89 0,96 0,90 

Gly Gly Gly 

- - - 

0,97 - 
1,02 0,88 
2,00 1,27 
2,02 1,18 
1,03 0,97 
0,99 - 
- -  

0,98 0,70 

Gly Gly 

- -  

Seul, le peptide Xu 1 a pu &re r6cuptk-i: en 
quantiti: suffisante pour permettre son etude : par 
degradation recurrente d’Edman, couplee avec la 
methode des dansyl-amino-acides, la sequence 
Gly-Gln . . . a 6 t h  precishe ; B la 28me &tape la phbnyl- 
thiohydantoine liberee est identifiee B celle de la 
glutamine. L’action de la carboxypeptidase A permet 
de liberer au bout de 8 heures de la valine et de la 
leucine identifiables en Blectrochromatographie sup 
papier. L’hydrolyse totale (24 heures) par la leucine- 
aminopeptidase met en evidence un rksidu de glut- 
amine: la sequence du peptide Xu 1 est donc Gly- 
Gln-Glu-Val-Leu. 

La composition en amino-acides des autres pep- 
tides confirme les resultats obtenus par l’hydrolyse 
pepsique (Fig. I). 

~ T U D E  DE L’HYDROLYSAT 
CHYMOTRYPSIQUE-TLCK DE GLO BINE 

Une quantite relativement faible d e  globine 
(500 mg) a &ti: hydrolysee; de ce fait, le protocole 
d’isolement des peptides a simplifie par rapport B 
nos etudes precedentes [18]. Par gel-filtration sur 
Sephadex, on r6cupBre environ 250 mg de fraction S2 
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(polypeptides). Par hlectrophorbse preparative en 
film liquide B pH 3,9, trois fractions S2E1, S2E2, 
S2E3, de caractere de plus en plus basique, sont 
isolbes. Chacune des fractions S2E1, S2E2 et S2E3 a 
6th enfin fractionnee sur colonne de resine Chromo- 
beads P (Fig. 2 ) .  

Les peptides ont kt8 dans la plupart des cas identi- 
fibs B des peptides connus grBce B leur comportement 
dans les divers systbmes chromatographiques et 
hlectrophorhtiques utilis8s pour leur isolement ou le 
contr8le de leur homog6n8ith ; la verification quali- 
tative par hlectrophorbse et chromatographie sur 
papier de leur composition en amino-acides a confirmi: 
l’identification. Dans quelques cas, les peptides isolks 
n’ktaient pas connus: ils ont alors &ti? Btudiits par les 
methodes habituelles. 

Tableau 3. Identification des peptides de la fraction S2Ef  
(premi8re partie) 

Peptides 
Structure de rbfbrence Peptide 

S2ElPl Gly-Ala-Asp-Ala-Gln-Gly-Ala-Met S2ElS2Pl [2] 
S2ElP2 Gly-Thr-Val-Val-Leu S2ElS2P2 [2] 

S2ElP4 Thr-Ala-Leu S3Eldi4 [l] 
S2ElP5 Thr-Ala-Leu-Gly-Gly-Ile-Leu S2ElS2P4 [2] 
S2ElP6 Gly-GlyIle-Leu S3ElA16 [l] 
S2ElP7 Gly-Leu-Ser-Asp-Gly-Glu-Trp- 

S2ElP8 Ala-Leu-Glu-Leu-Phe S2ElSZP7 [2] 
S2ElP9 Ile-Ser-Asp-Ala-Ile-Ile-His S2ElSZP8 [2] 
S2ElP10 Lys-Thr-Glu-Ala-Glu-Met S2ElS2P9 [2] 
S2E 1 P 1 1 Lys - Ala ~ Ser -Glu -Asp- Leu S2ElS2P10 [2] 
S2ElP12 Thr-Gly-His-Pro-Glu-Thr-Leu S2ElSZPll [2] 
S2ElP13 Ile-Ser-Asp-Ala-Ile-Ile-His-Val- 

S2ElP15 Lys-Glu-Leu-Gly-Phe-Glu-Gly S2ElSZP13 [2] 

S2ElP3 Peptide h6t6roghe - 

Gln-Gln-Val-Leu voir texte 

Leu voir texte 
S2ElP14 Peptide h6tArogbne - 

La structure des peptides libitres par hydrolyse 
chymotrypsique-TLCK est indiqu8e dans les Tab- 
leaux 3, 4 et 5 ;  les peptides S2ElP7, S2ElP13, 
S2ElP27, S2E2P5, S2E2P9, S2E2PlO et S2E2P11 
ont B t B  etudies plus particulibrement. 

Peptide X2ElP7  
Gly-Leu-Ser- Asp-Gly-Glu-Trp-Gln-Gln-Val-Leu 

+ -~ S2FJlP7 
c 

Composition. Aprbs hydrolyse totale acide : Asp 
(1,05), Ser (0,99), Glu (2,87), Gly (2,02), Val (1,04), 
Leu (2,Oi) ; apres hydrolyse totale par la leucine- 
aminopeptidase: Asp (0,98), Ser (0,86), Gln (1.86), 
Glu (1,02), Gly (1,89), Val (0,96), Leu (2,14), Trp 
(0,90). 

Tableau 4. Identification des peptides de la fraction S2El  ( f i n )  

Peptide Structure Peptides de r6fArence 

S2E 1 Pi 6 

S2ElP17 
S2EiP18 
S2ElP19 
S2ElP20 
S2ElP21a 
S2ElP21 b 

S2ElP22 
S2ElP23a 

S2ElP23b 

S2E 1 P24 
S2ElP25 

S2ElP26 

S2ElP27 

S2EiP2S 

Gly-Lys-Val-Glu-Ala-Asp-Ile- 
Ala-Gly-His-Gly-Gln-Glu- 
Val-Leu S2ElSlP3 [2] 

Lys-Glu-Leu-Gly-Phe-Gln-Gly S2EiS2P14 [2] 
Thr-Lys- Ala-Leu S2E2S2P7 121 
Lys - Glu-Leu - G1 y -Phe S3Eld26 [l] 

Thr-Lys-Ala-Leu-Glu-Leu-Phe S2ElS2P17 [2] 
Arg- Asp- Asp-Ile- Ala- Ala-Lys- 

S2ElS2P16 [2] 
Lys-Ala-Leu-Glu-Leu-Phe S2ElS2P18 [2] 
Thr-Gly-His-Pro-Glu-Thr-Leu- 

Glu-Lys-Phe S2ElSlP2 [2] 
Arg- Asn-Asp-Ile- Ala-Ala-Lys- 

S2ElS2P19b[2] 
Peptide h6t6rogkne 
His-Ser-Lys-His-Pro-Gly-Asn- 

Phe-Gly- Ala- Asp- Ala-Gln- 
Gly-Ala-Met S2ElSlP6 [2] 

Arg-Asn-Asp-Ile-Ala-Ala-Lys- 
S2ElS2P20 [2] 

Lys-Ala-Ser-Glu- Asp- Leu-Lys- 

Lys-His-Leu-Lys-Thr-Glu- Ala- 

Peptide hAt6rogAne - 

TYr 

- 
Tyr 

TYr 

Lys-His-Gly-Thr-Val-Val-Leu voir texte 

Glu-Met S2E3SlP5 [2] 

Tableau 5. Identification des peptides des fracfions S%E2 et 
S2E3 

Peptide Structure Peptides de rbfbrence 

S2E2P1 
S2E2P2 
S2E2P3 
S2E2P4 

S2E2P6 

S2E2P6 
S2E2P7 

S2E2P8 
S2E2P9 

S2E2P10 
S2E2Pll 

S2E3P1 
S2E3P2 

S2E3P3 
S2E3P4 

Ly s -Pro - Leu S3E2d8 [11 

Peptide h6t6rogkne - 
Ala-Gln-Ser-His-Ala-Thr-Lys S2E3S2P6 [2] 

Lys-His-Leu-Lys-Thr-Glu-Ala- 

Lys-Ala-Ser-Glu-Asp-Leu- 

Pentide hAt6ronAne - 

Glu-Met S2E3SlP5 [2] 

Lys-Lys-His-Gly-Thr-Val- 
Leu-Leu voir texte 

Hi~-Ser-Lys-H~-Pro-Gly- 
Asn-Phe ~ 2 ~ 3 ~ 2 ~ 1 3  121 

Lys-Ile-Pro-Ile-Lys-Tyr S2E3S2P14b f2 j  
Lys-Lys-His-Gly-Thr-Val- 

Val-Leu voir texte 
His-Lys-Ile-Pro-Ile-Lys-Tyr voir texte 
Lys-Lys-His-Gly-Thr-Val- 

Val-Leu voir texte 

Ala - Thr - Lys -His S2E382P7 [2] 
Ah-Gln-Ser-His- Ala-Thr- 

Lvs-His ~ 2 ~ 3 ~ 2 ~ 1 0  r21 
LysYHis-Len ~ 3 ~ 3 4 2 1  [ i j  
Ser-His-Ala-Thr-Lys-His S2E2S2P15 [2] 

Acides aminds terminaux. Dansylation : DNS-Gly. 
Hydrazinolyse : Leu. Action de la carboxypeptidase 
A :  aprbs 15 min, liberation de Leu et Val; aprbs 
30 min, liberation de Leu, Val, Gln. 

Skpuence. La sequence se dbduit de ces resultats, 
ainsi que de la structure du peptide S3Eld23 [l]. 
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Peptides S2ElP27 et S‘ZE2P9 
Lys-Ala-Ser-Glu-Asp-Leu-Lys-Lys-His-Gly-Thr-Val-Val-Leu 

._ 

- 

S2ElP27 nu 
t- 

t 

S2ElS2P10 
t --f 

X2EZP9: Lys  - Lys  - H i s  - Gly - Thr  - Val -  Val - Leu. 
Composition en amino-acides: Thr (0,92), Gly (1,19), 
Val (1,96), Leu (1,07), Lys (1,96), His (0,99). Acide 
amini: N-terminal (dansyl): lysine. Action de la 
carboxypeptidase A (24 heures B 37”) : Leu (0,89), 
Val (1,78) (en nombre de residus par mole de pep- 
tide). La sequence de S2E2P9 se dhduit kgalement 
de celle du  peptide S2E3SlP2 (His-Gly-Thr-Val-Val- 
Leu) [2]. 

I1 est B noter que le peptide S2E2Pl1 possBde 
une composition en acides amines identique B celle de 
S2E2P9: Thr (0,93), Gly (1,17), Val (1,82), Leu ( i , i l ) ,  
Lys (1,96) et His ( 1 , O l ) .  

S2ElP27: L y s  - Ala  - Xer - Glu -Asp  - Leu - Lys  - Lys- 
His-Gly-Thr- Val- Val-Leu. Composition en amino- 
acides: Asp (1,07), Thr (1,00), Ser (1,19), Glu (1,12), 
Gly (1,15), Ala (1,12), Val (1,74), Leu (1,92), Lys 
(2,74), His (0,93). Amino-acide N-terminal (dansyl) : 
lysine. La sequence de S2ElP27 se deduit de celle 
des peptides Lys-Ah-Ser-Glu-Asp-Leu-Lys (S2E2- 
SiP11) et du peptide precedent (S2E2P9). I1 est B 
noter qu’elle est en contradiction avec celle du pep- 
tide Lys-Ala-Ser-Glu-Asp-Leu-Lys-Leu-His (S2E2- 
S2P4) qui a 6th trouve dans l’un de nos hydrolysats 
chymotrypsique ( 2  et 6) : comme nous l’avons indique 
prBckdemment, le peptide S2E2S2P4 pourrait cor- 
respondre B une variante tr&s mineure de la sequence 
majeure du peptide S2ElP27. 

Peptide X2E2PlO 
His-Lys-Ile-Pro-Ile-Lys-Tyr 

--f 
S2EZP10 

t 

S2E3SZPllb 
t- + 

Composition en amino-acides: Pro (1,04), Ile 
(2,10), Tyr (0,85), Lys (2,22), His (0,79). Acide amin6 
N-terminal (dansyl) : histidine. La sequence de ce 
peptide se dBduit de celle de S2E3S2P14b [a]. 

Peptide S2ElP13 
Ile - Ser - Asp - Ala - Ile - Ile - His - Val - Leu 

_ _  SPElPl3 
._ 

SZElSPP8 
t + 

S3Eld17 
t -  f 

Composition en amino-acides : Asp (1,02), Ser 
(0,84), Ala (1,07), Val (0,98), Ile (2,06), Leu (1,00), 
His (0,36). Nous savons, grBce au peptide S2ElS2P8, 
yue ce peptide contient une sequence Ile-Ile-His 
difficilement hydrolysable : cela explique le deficit en 
isoleucine et en histidine. 

Amino-acide N-terminal (dansyl) : isoleucine. La 
sequence du pept,ide se deduit de celle des peptides 
precedemment decrits: S2ElS2P8 [2] et S3Eld 17 [l]. 

DISCUSSION 
L’etude du peptide S2ElSlP3 conduit B la 

structure complbte du segment N-terminal de la 
myoglobine de cheval, qui presentait une lacune 
entre les residus 18 et 28 ; il est B noter que ce peptide 
comporte B lui seul 5 differences par rapport au 
segment correspondant de la myoglobine de cachalot. 

L’hydrolysat de la globine par la chymotrypsine 
dont l’activit6 trypsique residuelle est inhibee par le 
TLCK donne des resultats interessants malgri: 1’6tude 
relativement sommaire que nous en avons faite. Les 
peptides isoles de cet hydrolysat recouvrent la quasi- 
totaliti: de la chaine peptidique (Fig. 3) : seules n’ont 
pas Bti: retrouvees de courtes sequences representees 
par des oligopeptides normalement isolits dans les 
fractions X4 (Asn-Val-Trp) ou S3 (Ile-Arg-Leu-Phe, 
Asp-Lys-Phe ou Leu-Glu-Phe). La sequence Lys-Lys- 
Lys-Gly-His-His-Glu-Ala-Glu-Leu que nous avons 
rechercliee dans cet hydrolysat n’a pas non plus 
B t B  retrouvke, malgrB sa presence obligatoire dans la 
fraction X2; il est probable que, du fait de son 
caractere basique trBs prononce, son Blution des 
colonnes de resine B &change de cations n’a pas eu 
lieu dans les conditions mises en oeuvre. I1 faut noter 
que le peptide correspondant isole des hydrolysats 
chymotrypsiques de globine guanidylee n’a pas non 
plus irte retrouvi: en chromatographie sur colonne de 
resine et a du stre isoli: par Blectrophorkse B haut 
voltage sur papier [7]. 

Le fractionnement de l’hydrolysat chymotrypsi- 
que-TLCK est beaucoup plus simple que celui 
que nous avons utilisi! initialement: en raison 
de la limitation des coupures secondaires, le nombre 
des peptides est en effet reduit ; 1’6tude en est cepen- 
dant plus delicate en raison de leur taille et du taux 
plus faible de recouvrement des sequences. 

L’hydrolysat que nous avons 6tudi6 conduit b 
des sequences qui se superposent trBs exactement B 
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1 5 10 15 20 25 
Gly-Leu-Ser-Asp-Gly-Glu-Trp-Gln-Gln-Val-Leu-Asn-Val-Trp-Gly-Lys-Val-Glu-Ala-Asp-Ile-Ala-Gly-His-Gly-Gln-Glu-Val-Leu- 

S3ElAP3 S4Ai S3ElSlP3 
+- -f t - ---+ t + 

- + i- + S2ElP16 SBElP7 
t 

BNT2 BNT3 ++ + +- - B N T l  
t 

30 35 40 45 50 55 
Ile-Arg-Leu-Phe-Thr-Gly-His-Pro-Glu-Thr-Leu-Glu-Lys - Phe - Asp - Lys - Phe-Lys-His-Leu-Lys-Thr-Glu-Ala-Glu-Met-Lys-Ala- 

S3Eld29 S282SlP2 S3Eld24 S2E3SlP5 
c +t + +  +t + t- 

S2E11’23a SBI31P28 
t-- +- t + t- 

BXTGbis RNTi BXT’8 
+ t  --f t-- -+ \- + t- ~ -~ BY14 - -4 t 

60 65 70 75 80 85 
Ser-Glu-Asp-Leu-Lys-Lys-His-Gly-Thr-Val-Val-Leu-Thr-Ala-Leu-Gly-Gly-Ile-Leu-Lys-Lys-Lys-Gly-His-His-Glu-Ala-Glu-Leu- 

SLE1YlP1 S2E3SlP2 82EIS1PI S2E3SlP8 + +  -t + t- 

SPElPI7 S2ElP5 -+ t-- + 
1% MT ’ I + c- 

BYT2 
> t-- _- BMT3 RMTI + c-5- t-- 

GGCDE5-Cl 
t-- + 

90 95 100 105 110 115 
Lys-Pro-Leu-Ala-Gln-Ser-His-Ala-Thr-Lys-His-Lys-Ile-Pro-lle-Lys-Tyr-Leu-GluPhe-Ile-Ser-Asp-Ala-Ile-Ile-His-Val- Leu-His- 

S2ElRBP8 S3Eld17 
j +----+c + +  + +--- 

S2ElP13 
3t --f +---- + 

S2E3S2PIIh 83ElA22a. S2E3S2P10 ++ 
+--- S2E2P8 SdElPl  SZE3PB 

t- ++ 
BMT5 -+- t- BYTX 

120 125 130 135 140 
Ser-Lys-His-Pro-Gly-Asn-Phe-Gly-Ah-Asp-Ala-Gln - Gly - Ala - Met - Thr - Lys-Ala-Leu-Glu-Leu-Phe- Arg- Asn-Asp-Ile-Ala- Ala- 

S2EIS2P20 S2I31S2Pl‘i 
+- t- + t- 

+ t  +t 

__ SBElSlPF ~- 

S2ElP26 SBElP21a S2ElP25 
-._______ 

145 150 153 
Lys - Tyr - Lys - Glu - Leu - Gly - Phe - Gln - Gly 

SZElSZP14 + +-- -> 
SZlG11’17 + t- +- -__ 

--f -~ BCT5 -+ +BCT4+ +--. 

Fig.3. Structure de la myoglobine de cheval e n  fonction des rtsultats des diffkrents types d’hydrolyse. BNT = peptide trypsique 
du fragment N-terminal obtenu par coupure au bromure de cyanogkne; BMT = i. d. fragment mirdian; BCT = i. d. fragment 
C-terminal; 4 = chromatographie sur Dowex 50 X 2;  GGCD = peptide is016 de l’hydrolysat chymotr-ypsique de myoglobine 

guanidy1i.e 

celles que nous avons dhduites de l’hydrolysat sique rhsiduelle par le TLCK apparait trbs efficace, 
chymotrypsique ordinaire par le jeu des recouvre- car on ne retrouve pratiquernent pas de peptides 
rnent’s de sequence (Fig.3): il ne laisse apparaitre que correspondant B urie specificiti: de type trypsique: 
les points de rupture primaires de la proteine sous seul le peptide Ala - Gln - Ser -His - Ala -Thr - Lys 
l’action de l’enzyme. L’inhibition de l’activiti: tryp- (SZEZP2) est le t h o i n  de cette activite; la coupure 
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Lys-His (86-97), qui a permis la formation de ce 
peptide, est cependant mineure (23O/,) par rapport L 
celle de la liaison His-Lys (97-98) qui lui Sait suite: 
1,OS pmole du peptide S2E2P2 a &ti: en effet isolbe, 
contre 2,36 pmoles de S2E3P2, 0,56 pmoles de 
S2E3P4 et 0,66 pmoles de S2E3P1, ces trois peptides 
(voir Tableau 5) representant des fragments lib6rbs 
par hydrolyse de cette liaison His-Lys (3,6 pmoles 
en tout). 

Le peptide Ala-Leu-Glu-Leu-Phe (S2ElP8) est 
egalement lib6ri: par hydrolyse d’une liaison lysyl 
(Lys-Ala, 134-138), mais il est aussi en Saible 
quantitb (Fig.2) par rapport aux autres peptides de 
cette sequence (S2ElP18, S2ElP22, S2ElP2ia). 

I1 est Bvidemment impossible d’ktablir un bilan 
complet des coupures principales effectuees par la 
chymotrypsine-TLCK car nous n’avons pas Btudiit 
les fractions S4 et S3; mais celles-ci btant beaucoup 
plus simples que S2, nos observations gardent toute 
leur valeur. 

On constate ainsi que les deux liaisons methionyl 
et les deux liaisons tyrosyl sont totalement hydroly- 
sees par l’enzyme; au contraire, si l’une des liaisons 
tryptophyl est totalement coupke, l’autre (liaison 
7-8) ne l’est que partiellement (environ 70°/,) : on 
retrouve en effet dans S2 1,2 pmoles du peptide 
S2ElP7. 

De mame, 5 sur 7 des liaisons phbnylalanyl sont 
totalement hydrolysbes; la liaison Phe-Gln (151 - 152) 
est hydrolyske B 50°/, environ, comme semble le 
montrer dans la Fig.2 la comparaison des pics 
S2ElP17 (Lys-Glu-Leu-Gly-Phe-Gln-Gly) et S2ElP19 
(Lys-Glu-Leu-Gly-Phe). La liaison Phe-Gly (123 B 
124) est bgalement peu hydrolysbe (moins de 30°/,), 
car le pic S2ElP25 (116 B 131) est plus important 
que les pies S2ElPl (124 B 131) et S2E2P7 (116 B 
123). 

L’examen de l’hydrolyse des liaisons leucyl se 
rhvble trks instructif: sur les 17 presentes dans la 
globine, 7 sont totalement hydrolysees (voir Ta- 
bleau g), 5 le sont partiellement ( 5  L 20°/,) et 5 ne 
semblent pas coupees (de petits fragments peuvent 
cependant se trouver dans les fractions S3 et S4). 
Parmi les liaisons leucyl totalement hydrolysbes, 
nous trouvons les 5 liaisons impliquant des enchaine- 
ments B la fois fortement hydrophobes (Val-Leu-X 
ou Ile-Leu-X) et d’autre part non attaques par 
l’enzyme (liaisons valyl, isoleucyl) : nous avons dbjB 
montrk que les liaisons de ce type etaient egalement 
scindites par la trypsine traithe par le TPCK [4,5]. 
Les liaisons leucyl non hydrolyskes par la chymo- 
trypsine sont situhes soit B proximiti: des acides 
aminks terminaux (residus 2 et 149), soit au voisinage 
immediat de liaisons particulikrement sensibles 5L 
l’action de la chymotrypsine (leucines 32 et 137, 
impliquees dans des enchainements Leu-Phe, ou 
leucine 105, dans la sequence Tyr-Leu-Glu-Phe). 

Tableau 6. Hydrolyse chyrnotrypsique des liaisons leucyl de lu 
rnyoglobine de chevul 

NumBro 
du rBsidu 

Environnement 
de la liaison leucyl 

TWlX 
d’hydrolyse 

2 
11 
29 
32 
40 
49 
61 
69 
72 
76 
86 
89 

Gly-Leu-Ser- Asp- 
-Val-Leu-Asn-Val- 
-Val-Leu-Ile- Arg- 
-Arg-Leu-Phe-Thr- 
-Thr-Leu-Glu-Lys- 
-His-Leu-Lys-Thr- 
-Asp-Leu-Lys-Lys- 
-Val-Leu-Thr-Ala- 
-Ala-Leu-Gly-Gly- 
-1le-Leu-Lys-Lys- 
-Glu-Leu-Lys-Pro- 
-Pro-Leu- Ala-Gln- 

0 
100 
100 

0 
<. 20 
< 20 
< 20 

100 
< 5  
100 
100 
I00 

104 -Tyr-Leu-Glu-Phe- 0 
115 -Val-Leu-His-Ser- 100 
135 -Ala-Leu-Glu-Leu- < 10 
137 -Glu-Leu-Phe- Arg- 0 
149 -Glu-Leu-Gly-Phe- 0 

Les liaisons histidyl sont relativement peu hydro- 
lysees: seule la liaison His-Lys (97-98) est rompue 
avec un rendement de l’ordre de goo/,,. 

En dehors des prbcisions nouvelles, la structure 
covalente de la myoglobine de cheval que nous 
prbsentons dans la Fig.3 comporte au niveau du 
residu 63 une difference minime par rapport B la 
structure partielle publike pritcedemment [6] : la 
sequence . . Leu-Lys-Leu-His . . . n’a en effet &ti: 
retrouvhe que dans un seul hydrolysat et elle doit 
correspondre h une variante de la forme plus gknbrale 
representbe par la sequence . . . Leu-Lys-Lys-His . . . 
On sait en effet que la myoglobine de cheval, - 
comme d’ailleurs toutes les myoglobines, - est 
hbterogbne en blectrophorbse en gel d’amidon [19]. 
La cause de ce polymorphisme a B t B  discutee ail- 
leurs [20] et, parmi les raisons possibles, on peut 
envisager les variations dam le taux d’amidification, 
bien que les dosages effectubs par Akeson et Theo- 
re11 [21] donnent les mi5mes rbsultats pour les difF6- 
rentes formes de la myoglobine de cheval; mais si 
l’on considere les diffbrents peptides isolbs des 
hydrolysats de globine par la chymotrypsine, traitee 
ou non par le TLCK, on constate que deux amides 
seulement peuvent se retrouver sous forme d’acide 
dans des peptides : il s’agit du rbsidu d’asparagine 
140 (peptide chymotrypsique-TLCK S2ElP26 et sa 
forme dksamidee S2ElP21b) et du residu de glutamine 
152 (peptide S2ElP17 et sa Sorme dksamidke 
S2ElP15). Des calculs de rendement effectubs h 
partir des hydrolysats chymotrypsiques normaux, il 
resulte que la Sorme desamidbe du residu 140 reprhsen- 
te environ 75O/, contre 25O/, pour la Sorme asparagine ; 
la forme desamidke du residue 152 ne represente au 
contraire que 40°/, contre 60°/, pour la Sorme glut- 
amine. L’existence de ces formes dksamidees peut 
&re simplement due L une hydrolyse partielle, au 
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1 5 10 15 20 25 
Cheval Gly-Leu-Ser-Asp-Gly-Glu-Trp-Gln-Gln-Val-Leu-Asn-Val-Trp-Gly- Lys-Val-Glu-Ah- Asp-Ile-Ala-Gly-His-Gly-Gln- 

-Val ~ _ _ _ ~ _ _  Cachalot Val Glu Leu His ~ - Ala 

30 35 40 45 50 
Cheval 
Cachalot Asp - Ile 

Glu-Val-Leu-Ile - Arg - Leu - Phe -Thr - Gly-His-Pro-Glu-Thr-Leu-Glu-Lys-Phe-Asp-Lys-Phe-Lys-His-Leu-Lys-Thr- 
Arg --- - Lys - Ser ~- ~ ~~ 

55 60 65 70 75 
Cheval 
Cachalot ~- Val-Thr ~ ~ Ala ~ 

Glu - Ala - Glu -Met - Lys - Ala - Ser - Glu -Asp-Leu-Lys-Lys-His-Gly-Thr-Val-Val-Leu-Thr-Ala-Leu-Gly-Gly-Ile-Leu- 

80 85 90 95 100 
Cheval 
Cachalot -- ~ - -  

Lys-Lys-Lys-Gly-His - His - Glu - Ala-Glu-Leu-Lys-Pro-Leu-Ala-Gln-Scr-Hls-Ala-Thr-Lys-His-Lys-Tle-Pro-lle-Lys- 
~- 

105 110 115 120 125 
Cheval 
Cachalot 

Tyr-Leu - Glu - Phe - Ile - Ser-Asp-Ala-Ile-Ile-His-Val-Leu-His-Ser-Lys-His-Pro-Gly-Asn-Phe-Gly-Ala-Asp-Ala-Gln- 
Glu __ ~~~- ~- Arg .___~ 

130 135 140 145 150 
Cheval Gly-Ala - Met-Thr - Lys-Ala - Leu - Glu-Leu-Phe -Arg- Asn-Asp - Ile - Ah-Ala-Lys-Tyr-Lys-Glu-Leu-Gly-Phe-Gln-Gly 
Cachalot Asn - Lys Tyr ~ 

Fig.4. Cornparaison des siquences des acides arninks dans les myoglobines de cheval et de cachalot 

Tableau 7 .  Substitutions entre les nzyoglobines de cheval et de cachalot 
Pyr, base pyrimidique (U, C) ; Pur, base purique (A, G). Transition (T), substitution Pyr-Pyr ou Pur-Pur; transversion (t), 

substitution Pyr-Pur. C, substitution conservatrice 

( odons Pl”lmBro Traniition (T), Naturt’ Lorallsation 
~ __ Diffbrencrs Nurnbro ,“,‘d,“t~~$~ trani7ersion (t) de la Cachalot Cheval Cachalot iubstitution qegnlpnt 

Glu GA Pyr GA Pur 3 t c A 
1 GlY 
4 ASP 

12 Asn HIS AA Pyr CA Pyr 1 t A 

Val AU Pyr GU Pyr 1 T C B 
15 GlY 

27 Glu ASP GA Pur GA Pyr 3 t C B 
28 Val Ile GU Pyr AU Pyr 1 T C B 

GG Pyr AG Pyr 1 T B 
34 Thr LY5 

Ser 35 GlY 
45 LY5 -4% 

Ala GGX GGX 2 t C E 
Glu GA Pyr Ga Pur 3 t C G 

74 GlY 

AA Pur AG Pur 2 T C G 
109 ASP 
118 LYS 
132 Thr Asn AC Pyr AA Pyr 2 t H 

AA Pyr AA Pyr 3 t H 140 Asn LY5 
151 Phe TYr 

du rbsidu Chel al 

Val GGX GUX 2 t AN 

CA Pur CU Pur 2 t A 

Ala GGX GGX 2 t C A 

9 Gln Leu 

21 Ile 

AC Pur AA Pur 2 t B 

AA Pur AG Pur 2 T C CD 

UU Pyr UA Pyr 2 T C HC 

cours du fractionnement de ces peptides particulibre- 
ment fragiles. Mais il est permis d’bmettre l’hypo- 
these que la forme majeure de la myoglobine de 
cheval possbde en 140 un r6sidu d’acide aspartique 
et en 152 un rbsidu de glutamine, alors que l’une des 
formes mineures aurait en 140 un rbsidu d’asparagine 
et en 152 un rbsidu d’acide glutamique. L’isolement 
des diffbrentes formes, notamment de la forme ma- 

jeure (environ SOo/, du total) permettra peut-&re de 
rirsoudre le problkme ; de toute fapon, l’h8tirrogbnbitir 
ne constitue pas un obstacle B l’irtude structurale du 
fait de la proportion irlevbe de la forme majeure. 

Si l’on compare la myoglobine de cheval avec 
celle du cachalot, determinee par Edmundson [ 2 2 ] ,  on 
constate 18 diffirrences, soit 17 substitutions et I in- 
version (66-67) ; on peut discuter des substitutions 
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en fonction soit de leur nature, soit de leur localisa- 
tion dans la chaine peptidique (Fig.4). 

Toutes les substitutions observees sont puncti- 
formes et affectent dans le DNA du genome le 
remplacement d’une seule base par codon (code 
gknbtique de Nirenberg [23]) ; sur 17 remplecements 
de bases (Tableau 7 ) ,  9, scit 50°/,, affectent la deuxi- 
&me base des codons, eontre 4 pour la premiere et 
4 pour la troisieme ; il s’agit en outre, dans la majorit6 
des cas, de (( transversion H par substitution d’une 
base purique par une base pyrimidique ou inverse- 
ment (11 sur 17, soit 600/,). D’un autre point de 
vue, les substitutions d’aminoacides sont dans une 
large proportion de type conservatif (Val-Ile, Glu- 
Asp, Lys-Arg . . .): I0 cas sur 17, alors que 8 autres 
cas sont douteux (Gly-Ser, Thr-Asn). 

X i  l’on dhcoupe la chaine polypeptidique, d’aprbs 
les donnhes de Perutz [15], en segments spiral& (de 
A B H en partant de l’acide amin6 N-terminal) et 
en segments non spiral&, on constate que 10 diffhren- 
ces sur 18 sont localishes dans la sequence N-terminale 
(segments spiral& A et B) et 5 sur 18 dans la sequence 
C-terminale (segments G, H et HC); trois modifica- 
tions seulement sur I8 sont situees dans la partie 
mediane de la chaine: l’importance des liaisons 
secondaires entre l’hbme et  cette partie de la chaine 
peptidique doit 6tre rapprochke de cette analogie 
structurale chez deux espbces aussi differentes que 
le cachalot e t  le cheval. 

Ce travail a 6th r6alis6 avec I’aide du Centre National de 
la Recherche Scientifique dans le cadre de I’Equipe de 
Recherches Associke no 32 et de la R.C.P. no 23. Nous 
remcrcions vivement le Docteur Yves Moschetto, qui a 
effertui: les fractionnements de base par 6lectrophorBse en 
film liquide. Noas remercions Mmes M. F. Demouveau- 
Clinckx, M. C. Caner-Desprierre et Melle F. Dausse de leur 
collaboration technique. 
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