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CONNAISSANCES ACTUELLES SUR LA CHROMATINE

Le contrdle de l'activité génétique est la
base de processus fondamentaux tels que la différentiation,
le développement embryonnaire, l'action des hormones, et
de processus anormaux tels que le cancer et les maladies
métaboliques.

Il est maintenant bien &tabli que les génes
qui transmettent l'information hé&réditaire d'une génération
d 1l'autre et qui dirigent la fonction de chaque cellule
vivante sont formés de DNA.

Dans les cellules des Eucaryotes, le maintien
de la structure du DNA et la régulation de l'activité des
génes 3 l'intérieur des chromosomes sont assurés par les
protéines chromosomales, histones et protéines non histones,
associées au DNA au sein d'un complexe appelé& chromatine.

Dans lé chromatine, le rapport histones/DNA
est généralement voisin de 1 tandis que le rapport protéi-
nes non histones/DNA varie de 0,5 3 1,5 en fonction de 1l'es-
péce animale ou végétale et de la nature du tissu (les cel-
lules du foie & haute activité métabolique en contiennent
plus que les cellules du thymus).




I- LES PROTEINES NON HISTONES

Les connaissances actuelles sur les protéines
non histones sont encore trés sommaires, 3 cause de leur nom-
bre élevé et des difficultés rencontrées lors de leur isole-

ment.

Cette'classe de protéines recouvre probable-
ment mais pas uniquement la classe des protéines nucléaires
acides, car on y trouve des enzymes et des protéines telles
que la myosine, la tropomyosine, l'actine et la tubuline
(DOUVAS et al.,1975).

Ces protéines sont difficiles & isoler a cau-
se de leur tendance a former des aggrégats soit entre elles,
soit avec les histones. En général, le complexe nucléoprotéi-
que est dissocié par de fortes concentrations de NaCl (2 & 3M)
et d'urée (5 & 7M). Apré&s élimination du DNA par chromatogra-
phie sur hydroxylapatite ou par ultracentrifugation, la sépa-
ration des histones et des protéines non histones est achevée
par chromatographie d'échanges d'ions sur Biorex 70 ou sur
CM-cellulose (LEVY et aql.,1972; MACGILLIVRAY et aZ.,1972;
DOUVAS et al.,1975; JOHNS et aql.,1975), ou encore par pré-
extraction des histones par les acides minéraux dilués (ELGIN
et BONNER, 1970).

Un certain nombre de caracté&ristiques les diffé-
rencient nettement des histones:
' a) D'abord, leur nombre est élevé.
Dans le foie de Rat, par électrophorése monodimensionnelle sur
gel de polyacrylamide, il a &té observé 27 bandes (ELGIN et
BONNER, 1972) dont 10 & 15 représentent environ 70 p.100 de
la fraction totale.

ORRICK et agl.(1973) et YEOMAN et al.(1973) ont
pu dénombrer 96 fractions distinctes en é&lectrophoré&se bidi-




mensionnelle sur gel de polyacrylamide, soit 3 partir du foie
de Rat, soit 3 partir de 1l'hépatome de Novikoff.

b) Ensuite, l'analyse globale des acides aminés
révéle leur richesse en acide aspartique et en acide glutami-

que, ce qui explique qu'elles soient chargé&es né&gativement.

En effet, le rapport acides amin&s dicarboxyliques/acides ami-
nés basiques varie entre 1,2 et 1,6.

A l'inverse des histones, elles renferment du tryptophane.

c) Leur masse moléculaire varie de 10.000 a
150.000 daltons.

d) Elles renferment une certaine spécificité

selon le tissu et l'espéce, mais la plupart des fractions ma-
jeures sont observées dans tous les tissus d'un méme orga-
nisme.

Les protéines non histones peuvent é&tre répar-
ties en 4 classes (A,B,C et D) en fonction de leur caractére
plus ou moins acide, de leur point isoélectrique, de leur
poids moléculaire et de leur taux de lysine. La classe D,
comprenant les plus riches en lysine, présente un intérét
particulier.

Deux protéines non histones de la classe D
ont &té récemment isolées et bien caractérisées (GOODWIN et
al.,1973; JOHNS et al.,1975; WALKER et al.,1976).Elles con-
tiennent 25 p.100 de résidus basiques comme les histones,
mais &galement 30 p.100 de résidus acides.

La séquence NH2-terminale (24 résidus) de 1'une
d‘'entre elles a méme &té é&tablie (JOHNS,1975) et montre la
présence de 9 résidus basiques. Les auteurs y voient une ana-
logie certaine avec les histones, parce que les acides aminés
basiques semblent distribués de fagon irréguliére le long de
la chaine peptidique. Ils pensent que ces protéines, comme les
histones, interviendraient plutdt dans le contrdle de la struc-
ture du DNA que dans celui de l'activité des génes.




D'ailleurs, par étude en ré&sonnance magnétique
nucléaire, CARY et qgl.(1976), ont démontré que la région
riche en lysine de la protéine et gui semble contenir la plu-
part des résidus aromatiques, est liée au DNA tandis qu'une
autre région plus acide de la chaine peptidique reste libre.

II- LES HISTONES

Les histones sont des protéines basiques qui
ont été découvertes, il y a cent ans environ, par KOSSEL,
dans les noyaux d'érythrocytes d'oies. Depuis, elles ont é&té
retrouvées, associées au DNA, dans le noyau cellulaire de la

plupart des organismes eucaryotes.

Chez les Procaryotes, ol le matériel génétique
est réparti d'une maniére diffuse dans ce qu'il est convenu
d'appeler le chromoide, on n'a pas retrouvé d'histones.
Néanmoins, SEARCY (1975) dans Thermoplasma acidophilum et
ROUVIERE-YANIV et GROS (1975) dans Escherichia coli ont iden-
tifié une protéine "histone-like" associée au DNA, qui présen-
te un caractére basique et a une masse moléculaire voisine
de 10.000 daltons.

La plupart des tissus des Eucaryotes renfer-
ment 5 types d'histones: H1, H2A, H2B, H3 et H4. Les érythro-
cytes nucléés des oiseaux, poissons, reptiles et batraciens
renferment en outre une histone spécifique HS.

La structure primaire des histones H2A, H2B,
H3 et H4 du thymus de Veau est maintenant connue: DELANGE et
al.(196%9a), OGAWA et al.(1969), IWAI et al.(1970), SAUTIERE
et al.(1972), YEOMAN et ql.(1972), DELANGE et al.(1973),
SAUTIERE et ql.(1974).

La séquence compléte d'une histone H1l, isolée
du thymus de Lapin RTL3 (R. D. COLE, communication personnelle)
a 8té trads récemment déterminée.




De l'histone HS5 d'é&rythrocytes de Poulet, on
ne connait gue la séquence des 111 premiers ré&sidus (SAUTIERE
et al.,1976), et des séquences partielles dans la moitié
COOH~-terminale.

Les caractéristiques de chacune de ces histones
sont maintenant bien connues et sont rassembl&es dans le
tableau I. L'étude des séquences en acides aminés a permis
de mettre en é&vidence d'autres caractéristiques d'ordre
structural.

a) La répartition des résidus basiques est

asymétrique dans la chafne peptidique. Ils sont souvent asso-
ciés en doublets, en triplets ou forment parfois des centres
basiques dans la partie NH2-terminale pour les histones H2A,
H2B, H3 et H4. La partie COOH-terminale de ces protéines pré-
sente un caractére hydrophobe dii 2 1'abondance de résidus
apolaires qui favoriseraient la formation d'hélice a dans
cette partie de la molécule.

Une répartition inverse prévaut dans les his-
tones de type Hl et H5 ol la plupart des résidus basiques
sont accumulés dans la moitié& COOH-terminale de la protéine
(50 p.100 des résidus).

Les régions basiques sont évidemment le siége
privilégié des liaisons é&lectrostatiques avec les groupes
phosphate du DNA, tandis que les régions hydrophobes ont des
caractéres structuraux qui permettent aux histones d'inter-
agir entre elles ou avec les protéines non histones.

b) Les histones sont parmi les protéines les

plus fortement modifiées: ces modifications post-synthétiques

incluent l'acétylation, la méthylation (particuliérement pour
les histones H3 et H4), et la phosphorylation (essentielle-
ment pour les histones H1).

L'acétylation des histones est en rapport avec
le taux de synthése du RNA. La phosphorylation des histones
est en rapport avec le taux de division cellulaire.

De telles réactions peuvent &tre importantes dans le contrdle
de l'activité et de la structure générale du génome.




A l'exception de H1 et HS5, les histones en solution s'auto-
associent pour former des structures de haut poids molécu-
laire, sous l'effet d'une augmentation de la force <Zonique,

du pH, de la température ou de la concentration en protéine.

* Adoptée lors du récent Symposium de la Ciba Foundation sur
" La structure et la fonection de la chromatine ", Londres,
avrtl 1974.

*2 D'aprés la valeur de ce rapport Lys/Arg > 1, ces 3 histo-
nes sont appelées " riches en lysine ", les 3 autres étant

des histones " riches en arginine ",




c) Les histones H2A, H3 et H5 présentent a
l'intérieur d'une méme espé&ce un certain polymorphisme. Les

microhétérogénéités qui sont actuellement connues sont ras-
semblées dans le tableau II.

d) Les histones H3 et H4 montrent cependant
une remarguable conservation de leur séquence en acides aminés

a travers 1'évolution des. espéces. Le taux de mutation de
l'histone H4 est de 0,06 résidu pour 100 résidus d'acides
aminés et pour 108 années.

La structure primaire de l'histone H4, déter-
minée chez le Pois et le Veau (DELANGE et al.,1969b; DELANGE
et al.,1969a) ne montre que 2 mutations conservatives: le
résidu d'isoleucine en position 60 est remplacé par un résidu
de valine et le résidu d'arginine en position 77 est remplacé
par un résidu de lysine.

La structure primaire de l'histone H3, déter-
minée chez le Pois (PATTHY et al.,1973) et le Veau (DELANGE
et al.,1973) ne montre que 4 mutations: le résidu de phényl-
alanine en position 41 est remplacé par un résidu de tyrosine;
le résidu de lysine en position 53 est remplacé par un résidu
d'arginine; le résidu de sérine en position 90 est remplacé
par un résidu de méthionine; et le résidu d'alanine (60 p.100)
ou de sérine (40 p.100) en position 96 est remplacé par un
résidu de cystéine.

Ce caractére hautement conservatif semble indi-
quer que l'intégrité de leur structure primaire est nécessaire
d leur fonction biologique.

Les histones H2A et H2B ont une séquence plus
variable (BAILEY et DIXON, 1973; STRICKLAND et al.,1974;
LAINE et aql.,1976; KOOTSTRA et BAILEY, 1976). Leur taux de
mutation est identique: 0,16 résidu pour 100 résidus d'acides
aminés et pour 107 années. Les mutations sont localis&es dans
les parties NH2 et COOH-terminales de la protéine et trés
rarement dans la partie hydrophobe.




TABLEAU II

MICROHETEROGENEITES DANS LES HISTONES H3, H2A ET H5

Position de

Histone Espéce 1'acide aminé Acides aminés Références
H3 Pois 96 Alapine ou PATTHY et gZ.(1973)
. 56 Cratbineon MR et o157
H2A Rat 16 gﬁiégﬁig‘; LAINE et gl.(1976)
H2A Vz:z 99 Argli;;ri‘ﬁew LAINE et ql.(1976)
H5 Poulet 15 Arginine ou GREENAWAY et

Glutamine MURRAY (1971)




L'histone H1l est la moins conservative a la
fois en ce qui concerne le nombre de sous-fractions présen-
tes dans un tissu et une espéce donnés et l'é@volution de
cette protéine. En effet, il a été observé 1 3 8 sous-frac-
tions d'histone H1 dans des espéces variées. A l'intérieur
d'une méme espéce, les proportions relatives des différentes
sous~fractions varient selon les tissus. Les différentes
sous~fractions coexistant dans un méme organisme peuvent a-
voir jusgue 15 p.100 des ré&sidus substitués. La comparaison
faite entre le Lapin (R. D. COLE, 1976, communication per-
sonnelle) et la Truite (DIXON, communication personnelle)
sugg@re une variation de 15 3 28 p.100 des résidus entre 2
organismes d'espéces différentes.

Dans les 2 cas, les substitutions qui inter-
viennent ne sont pas conservatives. De plus, on rencontre
une hétérogénéité considérable dans la taille de cette his-
tone {SUBIRANA et ql.,1970; PANYIM et ¢l.,1971; SHEROD et
al.,1974).

Le tableau III présente les caractéristiques
principales de l'histone H1l par comparaison avec celles des
autres histones.

‘ La connaissance de la structure primaire des
histones est une étape importante dans l'étude de l'organisa-
tion de la chromatine, dont nous allons présenter les con-
cepts actuels.
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III- ETUDE DE L'ORGANISATION DE LA CHROMATINE

L'étude de l'organisation de la chromatine
est surtout limitée actuellement a 1'é&tude des interactions
DNA-histones et histones-histones, & cause des connaissances
limité&es que nous possédons sur les prot&ines non histones.

Elle met en oeuvre des méthodes physiques,
telles que le dichroisme circulaire, la RMN, l'é&lectropho-
rédse en gel de polyacrylamide en milieu SDS, auxquelles
viennent s'associer la diffraction des rayons X et la diffu-
sion des neutrons, l'action des nucléases sur la chromatine

et la microscopie électronique.

1) Etude des interactions histones-histones

a- Entre histones de méme nature

A l'aide de la RMN, du dichrolsme circulaire
et de la spectroscopie UV, LEWIS et al.,1975, ont é&tudié le
repliement et l'autoassociation induits par les sels dans le
cas de l'histone H4. Ils ont également étudié le comporte-
ment de gros fragments d'histone H4 obtenus par coupure des
liaisons aspartyles avec l'acide acétique 0, 25N.

En milieu de force ionique 0,1-0,2, l'histone
H4 subit des changements structuraux qui impliquent la for-
mation d'hélice o et conduisent 3 l'obtention d' ggrégats
de poids moléculaires é&levés. Le fragment 25-67 de l'histone
H4 a un comportement identique & celui de 1l'histone entiére.
Les autres fragments (1-24, 69-85, 86-102) n'interagissent
pas.

Les auteurs concluent que le fragment 25-67
est impliqué dans le repliement et 1l'autoassociation de
l'histone H4.
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b- Entre histones différentes

=~ L= = PP Y TP P PP

KORNBERG et THO)MAS (1974) ort extrait les his-
tones par des méthodes douces: extraction saline selon VAN
DER WESTHUYZEN et VON HOLT (1371). Ils ont fractionné les
histones en 3 groupes: histor 2 Hl, histone: H2A et H2B, his~-
tones H3 et H4. '

Aprés pontage le ces: paires d'histones avec le
diméthylsuberimidate, ils ont montré l'existence d'un tétra-
mére (H3,, H4,) et d'oligoméres (H2A, H2B).

ROARK et al.(1974) ont é&tudié le complexe
(H3, H4) par ultracentrifugation. Ils ont dé&montré qu'il exis-
tait un équilibre entre le tétramére (H32, H4;) et le dimére
(H3, H4) selon la concentration du milieu.

SRKANDRANI et al.(1972) ont mis en évidence un
complexe (H2A, H2B) par chromatographie de la fraction F,y
de JOHNS (1964) sur résine Amberlite IRC-50.

KELLEY (1973) a observé &galement un complexe
(H2A, H2B) qu'il a identifi& comme &tant un hétérodimeére.

D'ANNA et ISENBERG (1974) ont &tudié les inter-
actions entre histones par anisotropie de fluorescence, di-
chroisme circulaire et diffusion de la lumiére. Ils ont trou-
vé que les paires d'histones H3-~H4, H2A-H2B et H2B-H4 forment
des complexes.solides. Dans les 3 cas, il y a augmentation
de 1'hélice a. Les complexes H2A-H3 sont plus faibles tandis
que les complexes H2A-H4 et H2B-H3 sont tré&s faibles. Ceci est
représenté dans le schéma suivant: (D'ANNA et ISENBERG, 1974).

H2A < > H2B
~c b
: . Complexe fort
! A Comiplexe faible ----—---
' -, Complexe trés faible eece-
vy 3
H3 € > H
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En fait, il est généralement admis que ces 4

histones forment une unité interagissante.

2) Etude des interactions histones-DNA

BRADBURY et al.(1973) ont montré par résonnan-
ce magnétique nucléaire que les histones interagissent avec le
DNA par leurs régions polaires (région 1 2 31 pour les histones
H4 et H2B, région 1 3 25 pour l'histone H2A).

GOUREVITCH et al.(1974) ont fait ressortir le
r8le des multiplets basiques que l'on retrouve dans ces ré-
gions NH2-terminales des histones.

3) Etude de la diffraction des rayons X

La diffraction des rayons X par la chromatine
fait apparaitre une série régulidre de bandes de diffraction.
Pour expliquer ce phénoméne, WILKINS a proposé en 1964 un mo-
dele dans lequel les histones s'enroulent autour du DNA en
une superhélice réguliére de diamétre 100 R et de 120 g de
pas. L'unité de répétition qui provoquerait des bandes de dif-
fraction réguliéres serait le pas de l1l'hélice.

Ce modéle a &té généralement accepté pendant
10 ans. En 1970, les observations de RICHARDS et PARDON sont
venues appuyer cette hypothése: ils arguaient de la présence
d'un anneau de diffraction 3 100-110 A gue le noyau contien-
drait un complexe d'histones et de DNA dont la structure se-
rait formée d'unités de répétition de 100 A.

Toutefois, la superhélice décrite par WILKINS
ne serait pas la seule interprétation valable des données
obtenues par les rayons X (PARDON et WILKINS, 1972).

Il pourrait exister d'autres modéles faits d'enroulements et
de repliements du DNA répétés 3 intervalles réguliers de 100 i.

KORNBERG (1974), se basant sur les spectres de
diffraction des rayons X et sur l1'étude des complexes d'his-
tones, proposa un modéle de la sous-unité de la chromatine:




14

une structure globulaire interne formée par le tétramére
(H32, H4,) et 2 molécules de chacune des histones H2A et H2B,
entourée d'une portion de DNA d'environ 200 paires de bases.
Hl n'intervient pas dans cette sous-unité.

Pour vérifier cette hypothése, THOMAS et
KORNBERG (1975) ont réalisé une série d'expériences de ponta-
ge par le diméthylsuberimidate. Ils en concluent qu'il y a de
fortes associations entre les octam®res, mais qu'elles sont
plus faibles que les associations intra-octaméres. Les histones
seraient organisées dans la chromatine selon le modéle pré-

senté dans la figure 1.

4) Etude de la diffusion des neutrons

BALDWIN et al.(1975) sont arrivés 3 la méme
conclusion en étudiant la diffusion des neutrons par la chro-
matine. Les résultats qu'ils ont obtenus leur ont permis de
proposer un modéle ol les unités de base seraient formées
par les 4 histones H2A, H2B, H3 et H4 interagissant entre
‘elles par leurs régions apolaires pour former un core central
autour duquel s'enroulerait le DNA; le DNA est lui-méme com-
plexé avec les segments basiques des histones situés sur le
pourtour du core central apolaire (figure 2).

Il y aurait 1,5 & 2 tours de DNA par particule
(diamétre de la spire: 100 i). L'histone H1 pourrait avoir un
r8le de lien entre les particules d'une méme chaine ou de 2

chaines différentes.

5) Digestion de la chromatine par les nucléases

HEWISH et BURGOYNE (1973) ont étudié& la diges-
tion de la chromatine de foie de Rat par des endonucléases.
L.es produits obtenus par cette digestion forment une suite
réguliére de poids moléculaires croissants, les plus gros
étant des multiples entiers des plus petits. Ils en ont dé-
duit que les sous-unités de base de la chromatine seraient sé-
parées par des sites accessibles aux endonucléases espacés
réguliérement.




ORE

a) OCTAMERE b) CHAINE D'OCTAMERES

Fig.1. Organisation des histones dans la chromatine selon THOMAS.GC.J.

et KORNBERG.R.D. (1975) Proc.Nat.Acad.Sci.U.S.A. T2, 2626-2630.
a) 4 1'intérieur de 1l'octamére.

b) en chalnes d'octaméres

o, B, Y et & représentent respectivement HL, H3, H2A et H2B.

DNA

og - H3-Hy

La spire de DNA a un diamétre

moyen d'environ 1008.

Fig.2. Représentation schéma-

tique de l'organisation de 1la
chromatine en sous-unités
répétitives selon BALDWIN.J.P.
BOSELEY P.G. et BRADBURY.E.M; K.
Nature 253, 245-245. N
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OUDET et al.(1975) ont utilisé la chromatine
d'érythrocytes de Poulet débarrassée de H1l et H5. Ils ont
observé des particules de 128 * 12 A de diamétre gu'ils appel-
lent nucléosomes. Le filament reliant les nucléosomes a une
longueur variable (130 a 260 i). I1 disparait si la chromatine
est traitée par la nucléase micrococcale (SAHASRABUDDHE et
VAN HOLDE, 1974; WOODCOCK et al.,1976).

Certains, dont NOLL, THOMAS et KORNBERG (1975)
ont pensé& que dans la structure native de la chromatine, les
unités seraient jointives et qu'en fait, ce serait le traite-
ment préparatif, physique ou chimique, qui provoquerait un
déroulement plus ou moins important des globules fondamentaux.

Des modéles plus compacts ont ainsi wvu le jour.

7) Modeéles de structure gquaternaire de la

chromatine

Sur la base des données de la diffraction des
rayons X, BRAM (1975) a proposé un modéle ol les unités se-
raient disposées de fagon jointive (figure 3) en une fibre
de diamdtre 100 A gqui formerait elle~mé&me une superhé&lice de
diametre 250 & avec un pas de 400 a 500 A.

Chaque unité serait formée d'un octamére d'histones entouré
d'une hélice de DNA de pas 50 a.

BRAM a également suggéré que la présence de
Ca2+ dans les chromosomes provoquerait ume supercontraction
. (-]
de la superhélice en ramenant le pas a 250 A.

FINCH (1975) a récemment observé au microsco-
pe électronique des globules de diamétre 100 Aet a peu prés
jointifs, qui peuvent &tre isolés par l'action limitée de
nucléases. Leur masse moléculaire est environ 240.000, ce
qui peut correspondre 3 un octamére d'histones (110.000)
associé 3 150-200 paires de bases de DNA (130.000).

BRAM (1975), utilisant une technique particu-
liére de préparation par congélation brusque a pu observer
directement au microscope électronique la superhélice. Il pen-

se que le DNA formerait 1 ou 2 tours autour de l'octamére




FIGURE ¢

Diagramme schématique montrant
la disposition du nucléofila-
ment en un solénofde,

La ligne fine enrouléde en hé-
lice le long du nucléofilament
représente la double hélice de
DNA entourant le core protéi-
nique.

D'aprée FINCH et KLUG (Proc.
Natl. Acad. Sei. USA, 73,
1897-1901, 1976)
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FIGURE 3

Modéle de structure de la chroma-
tine en superhélice de BRAM et al.
(Proec. Natl. Acad. Sei. USA, 72,
1043-1045, 1975)

Les unités globulaires jointives
forment la structure quaternaire.
L'une d'entre elles est détaillée
a droite, montrant l'octamére

d'histones entouré par une super-
hélice de DNA.
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d'histone, et qu'un second segment de DNA entourerait un en-
semble de 2 unités. Ce segment serait peut-&tre celui qu'on
distingue lors de l'extension ou de la dégradation de la

structure native.

FINCH et KLUG (1976) ont préparé une chromati-
ne "native" par digestion bréve du noyau par la nucléase
micrococcale. Ils observent alors au microscope électronique
une superhélice plus compacte encore que celle de BRAM et
gu'ils appellent solénoide. Le pas du solénoide serait 110 A
et ce serait lui qui donnerait les bandes de diffraction &
110 i (figure 4). Cette interprétation a &té& vérifiée par
des photographies aux rayons X de culots de centrifugation

contenant des structures solé&nofdales.

Il y aurait environ 4 3 10 nucléosomes par
spire du solénolide mais le cas le plus frégquent serait 6 ou
7, donnant un diamétre total d'environ 300 i.

Au centre du solénoide, subsisterait une lumiére d'environ
100 i de diamétre. Elle pourrait é&ventuellement é&tre occupée
dans les chromosomes, non seulement par l'histone Hl et les
protéines non histones, mais aussi comme 1l'a suggéré F. H. C.
CRICK, par du DNA nu, comme il semble en exister dans les

chromosomes aprés &€limination de H1.

Si donc les histones H2A, H2B, H3 et H4 inter-
viennent directement pour maintenir la structure du DNA, quel

est le r8le particulier de Hl ?

Selon BRAM (1975), elle ferait peut—-é&tre le
lien entre 2 unit&s ou avec les prot&ines non histones. Elle
interviendrait donc pour former des structures d'ordre supé-

rieur dans les chromosomes.

D'aprés COLE (communication personnelle), les
histones Hl pourraient s'unir aux protéines non histones (ou
"hertones") pour former un "her body", tandis que les 4 histo-
nes H2A, H2B, H3 et H4 formeraient un "his body". L'union
d'un "his body" et d'un "her body" formerait ce gu'OLINS ap-
pelle un "v body".
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Les "her bodies" seraient de caractéres divers
parce qu'ils contiennent différentes sous-fractions de Hl et
aussi différentes protéines non histones. Les "her bodies™

donneraient donc aux "v bodies" leur diversité fonctionnelle.




CHAPITRE I

LES HISTONES D'INVERTEBRES MARINS
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La différenciation cellulaire est déterminée
par activation ou inactivation sélective de génes individuels.
Pendant le développement de l'embryon, la différenciation
cellulaire est trés &levée et l'on peut observer une augmen-
tation considérable de l'activité gé&nétique de la chromatine
qui se manifeste par une synthé&se accrue de RNA.

Les protéines chromosomales qui contrdlent
d'une part le maintien de la structure du DNA et d'autre part
l'activité des génes & l'intérieur des chromosomes, doivent
avoir un r8le fondamental dans la différenciation cellulaire
et l'on peut se demander si elles varient beaucoup au cours

du développement embryonnaire.

Les Echinodermes sont un matériel de choix pour
les expériences d'embryogénése. En effet, le développement de
l'oeuf a &été& parfaitement &tudié jusqu'au stade adulte (figure 5)
et il est relativement facile d'obtenir des embryons i des
stades précis de développement.

Aussi, il est aisé de comprendre pourquoi de
nombreux chercheurs se sont intéressés 3 cette classe d'Inver-
tébrés marins. D'autre part, si l'on considére l'arbre phylo-
génétique du régne animal d'aprés L. CUENOT (figure 6), les
Echinodermes se placent dans la branche gauche qui donne naissan-
ce au groupe des Vertébrés. Ils occupent 13 une position tout
a fait particuliére par rapport 3 la grande majorité des Inver-
tébrés - Vers, Mollusques et Arthropodes - qui occupent la
branche droite de 1l'arbre phylogénétique.




Stade 4 Stade 8 Stade 16

ovangée

Mésenchyme
secondaire

Archentéron
Meésenchyme
primaire
Ceeloblastula GSplcule' larvaire
(Cellules de astrula
méme taille) BlaStopore

Les premiers stades du développement chez Paracentrolus lividus.

L'oeuf est en général petit (0,1 4 0,2 mm de
diamétre) et pauvre en vitellus. La segmenta-
tion est totale et radiaire. Elle aboutit &
une coeloblastula. Par invagination, la coe-
loblastula se transforme en gastrula.

Lobe préoral ou Bouche

aire préorale Dépression ventrale
Anus

Aire anaie

Bande ciliaire
circumorale

La gastrula devient, aprés la métamé-
rigation du coelome, une larve pélagi-
que Q symétrie bilatérale, la larve Di-
pleurula, qui deviendra d& son tour la
larve Pluteus.

FIGURE &

Etapes du développement embryonnaire de l'Oursin

23




25

Par leur caractére trés primitif et leur position
8loignée de celle des Mammiféres, les Echinodermes constituent
donc un matériel de choix pour 1l'étude des histones.

Chez les Insectes, l'&tude des protéines nuclé-
aires durant l'embryogé&né&se paraft aussi extrémement intéres-
sante, & cause des transformations &normes que provoque la mé-
tamorphose. D'ailleurs, de nombreuses égquipes ont d&ja isolé
les protéines nucléaires d'Insectes et des é&tudes comparatives
entre les proté&ines nucl&aires d'embryons de Drosophile
(OLIVER et CHALKLEY, 1972; ALFAGEME et al.,1974) et de Droso-
phile adulte (DICK et JOHNS, 1969; COHEN et GOTCHEL, 1971;
OLIVER etal.,1972) ont &té& réalisées. Ces &tudes montrent
qu'il n'existe que des différences mineures dans l'analyse
quantitative de ces histones. Le trait le plus caractéristique
des histones larvaires est la présence d'une protéine basique
spécifique migrant un peu plus vite que Hl en gel de polyacry-
lamide.

Nous limiterons toutefois notre étude aux pro-
téines nucl8aires basiques isolées chez les Invertdbrés marins
et nous ferons le point des recherches dans ce domaine au mo-
ment oll nous avons entrepris l'étude des histones d'Echinodermes.

L'étude des protéines nucléaires d'Echinodermes
préserite donc un double intérét. Elle permet :

a) de suivre l'évolution des prot&ines nucléaires
durant le dé&veloppement de l'embryon.

b) de suivre l'évolution de ces protéines a
travers l'&volution des espéces, par comparaison avec les
protéines analogues de Mammiféres.




26

I- ETUDE DES PROTEINES NUCLEAIRES BASIQUES
DURANT L'EMBRYOGENESE DES ECHINODERMES

GLISIN et al.(1966) ont démontré qu'environ
40 p.100 des molécules de RNA messager varient pendant le pro-
cessus de la gastrulation. C'est 3 cette période du développe-
ment embryonnaire de 1'Oursin que VOROBYEV (1969) a constaté
les plus grandes variations dans la composition des proté&ines
nucléaires. Il a isolé les histones d'embryons a différents
stades de développement et particulidrement au stade blastula
(24h et 36h de développement) et au stade gastrula (56h et 74h
de développement). Par étude en électrophorése sur gel de poly-
acrylamide, il a pu constater une certaine é&volution qui se
manifeste par une disparition presque totale des fractions ri-
ches en arginine et par une augmentation des fractions riches
en lysine.

BONNER et al.(1968), ayant démontré que les
proportions et les types de molécules de RNA synthétisées "in.
vitro" dépendaient de la présence de protéines basiques et
acides, HNILICA et JOHNSON (1970) ont pensé& que l'analyse de
ces protéines chez l'embryon en cours de développement pouvait
aider & éclairer leur rble dans la différenciation cellulaire.

Ils ont donc fractionné et analysé les protéines
nucléaires de l'embryon de 1'Oursin Strongylocentrotus purpu-
ratus. La composition en acides aminés de ces protéines a é&té
déterminée 3 différents stades de développement, de l'oeuf
non fécondé a la larve Pluteus. Les proté&ines acido-solubles
qu'ils ont isolées montrent une augmentation des taux d'argi-
nine et de lysine pendant le développement, la plus grande
différence se situant entre l'oeuf non fécondé et le stade
- gastrula. Aprés la gastrulation, la composition de ces protéi-
nes varie trés peu.
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En gel de polyacrylamide, ils ont obtenu des
diagrammes de séparaticn électrophorétique identiques pour
les protéines nucléaires ¢.'embryons au stad2 post-blastula
et pour les protéines nucléaires d'intestin d'Oursin adulte.
De plus, cette séparation est aussi comparable & celle obte-
nue pour les protéines nucléaires d'hépatome de Novikoff
(histones de Vertébrés). '

D'autre part, les histones riches en arginine
du sperme d'Oursin sont identiques 3 celles trouvées chez
l'embryon (VOROBYEV avait noté& une disparition presque totale
des fractions riches en arginine entre le stade blastula et
le stade gastrula). Par contre, les histones riches en lysine
montrent des diagrammes de séparation différents sur gel de
polyacrylamide. Cette variation peut &tre due 3 une modifiéa-
tion de ces histones: phosphorylation, acétylation ou encore
d la présence d'histones spécifiques dans le sperme.

Les auteurs concluent qu'il n'est pas possible
de détecter des protéires semblables aux histones avant le
stade blastula. Par cortre, aprés ce stade, des histones ty-
piques apparaissert. Aprés le stade gastrula, elles semblent
se stabiliser puisqu'on les retrouve non modifiées chez 1'a-
dulte.

Par observation directe en autoradiographie de
1'incorporation de précurseurs marqués dans le DNA associé
aux protéines, KEDES et al.(1969) ont démontré que des pro-
téines acido-solubles &taient synthétisées dans le cytoplasme
de l'embryon aux tout premiers stades et qu'elles é&taient ra-
pidement transférées dans le noyau. Malheureusement, ces pro-
- téines n'ont jamais pu &tre identifiées comme étant réelle-

ment des histones.

Il est donc possible que dans les premiers
stades du dévelopoement: de 1l'embryon de 1'Oursin, les histones
soient remplacées par d'aitres protéines acido-solubles
(HNILICA et JOHNS N, 1970 .
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Un résultat contraire a &té& obtenu par EVANS
et OZAKI (1973). Dans les oeufs non fécondés, ils ont carac-
térisé par leur solubilité et leur mobilité &lectrophorétique
des protéines nucléaires basiques qu'ils ont assimilées 3 des
histones: 4 fractions ont pu &tre obtenues.

- l'une de faible mobilité électrophorétique,
ne correspond pas & l'histone H1 ni au dimére H3. Elle pour-
rait cependant correspondre 3 un complexe de H3 et d‘'une
autre protéine soufrée.

- deux autres fractions de migrations moyennes
pourraient correspondre aux histones H2A et H2B.

- enfin, une quatriéme fraction de migration

rapide pourrait correspondre & l'histone HA4.

Toutefois, le seul critére éléctrophorétique
ne parait pas suffisant pour identifier une histone.

BENTTINEN et COMB (1971) ont distingué 2 pé&-
riodes dans le développement embryonnaire de 1'Oursin: les
premiers stades oll les mitoses sont tré&s fréquentes (3 peu
pré&s 1 mitose par heure) et les stades plus tardifs od les
divisions cellulaires sont plus lentes.

Dans les premiers stades (32 cellules), ils remarguent ‘que ‘la
fraction de type H2B est prépondé&rante.

Dans les stades plus é&volués (gastrula), il y a augmentation
considérable des histones de type Hl et H3. De plus, les frac-
tions correspondant 3 H2A et H4 se dédoublent. Ils assimilent
la deuxiéme bande de H4 soit 3 une nouvelle histone, soit 3
une modification telle que l'acétylation ou la méthylation de
cette protéine.

L'acétylation de 1'histone H4 a déja é&té réa-
lisée "in vitro" par VIDALI et al. (1968) et la séparation des
formes acétylée et non acétylée a &té mise en &vidence par
PANYIM et CHALKLEY (1969). Il est donc possible que ce soit
cette modification qui intervienne durant l'embryogénése de
1'Oursin.
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Cette hypothése a d'ailleurs été vérifiée par
JOHNSON et al.(1973a) qui ont suivi l'acétylation des protéi-
nes nucléaires durant le développement embryonnaire de 1'Our-
sin (du stade 32 cellules au stade Pluteus) par la mesure de
144

1l'incorporation d'acétate marqué au

- Ils ont remarqué qu'au stade 32 3 64 cellules,
il existe de nombreuses protéines acido-solubles de faible
migration électrophorétique qu'on ne retrouve plus au stade
gastrula. Cependant, il existe des histones semblables 3 cel-
les retrouvées dans les stades plus évolués. La fraction ma-~
jeure est celle qui migre au niveau de Hl.
L'incorporation d'acétate est encore trés minime 3 ce stade,
mais on peut d&jad remarquer des pics bien définis au niveau
des histones H3, H2B-H2A et H4 (cette derniére semble la plus
"marquée").

- Du début de la blastulation au stade Pluteus,

ils ont mis en évidence:

= une augmentation considérable de la proportion de
HY par rapport aux autres histones.

= la polymérisation compléte de H3 aux stades blastu-
la et gastrula. ’

= la faible acétylation de H1 3 tous les stades du
d&veloppement. Cette acétylation semble représenter la N-acé-
tylation du groupe NH2-terminal.

= la forte acétylation de H3 & tous les stades du
développement

= gans les premiers stades, les histones H2A, H2B et
H4 sont aussi acétylées, la H4 montrant une acétylation varia-
ble selon les stades: trés importante chez la blastula et la
gastrula, elle semble ensuite décroitre mais une recrudescence
de 1l'acétylation se manifeste au stade Pluteus.

Les auteurs en déduisent que les histones des
embryons d'Oursin sont acétylés de la m@&me manidre que les
histones des Mammiféres. Il apparait donc que cette modifica-
tion biochimique est un mécanisme évolutif probablement 1ié
d la fonction du chromosome.
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Enfin, JOHNSON et al. (1973b) ont isolé par é-
lectrophorése préparative et caractérisé 4 des 5 histones pré-
sentes dans la larve Pluteus de 1'Oursin Strongylocentrotus
purpuratus. La composition en acides aminés de ces histones
d'embryons est semblable & celle des histones correspondantes
du thymus de Veau, 3 l'exception de l'histone tré&s riche en
lysine H1.

Deux histones riches en lysine sont observées
dans la larve Pluteus: toutes deux contiennent plus d'acide
glutamique que l'histone H1 de thymus de Veau. L'une d'entre
elles n'est pas soluble dans 1l'acide perchlorique 3 5 p.100
et est extraite avec l'histone H2B. Des histones riches en
lysine, de composition similaire, avaient dé&ja é&té caractéri-
sées par SUBIRANA et al. (1970) chez 1l'embryon de 1'Oursin

Arbagta lixula.

Il semblerait donc, d'aprés l'ensemble de ces
travaux, que les histones isol&es 3 différents stades du
dé¥eloppement embryonnaire de 1l'Oursin soient peu différentes
de celles obtenues chez les animaux supérieurs, ce gui montre
une considérable conservation phylogénétique de ces proté&ines.

Elles existent déja dans l'oeuf non fécondé& mais montrent ~tou-

tefois quelques variations pendant l'embryogénése, jusqu'au
stade de gastrulation. Passé ce stade, elles ne varient pra-
tiquement plus. '
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II- ETUDE DES PROTEINES NUCLEAIRES BASIQUES
A TRAVERS L'EVOLUTION DES ESPECES

Déja, en 1955, HAMER décrit, dans le sperme des
Echinodermes, des protéines nucléaires basiques qu'il appelle
"histone-like", leur composition chimigue &tant analogue &
celle des histones de thymus de Veau. Par contre, il trouve
chez les Mollusques des protéines qui semblent intermédiaires
entre les histones et les protamines, les protamines é&tant des
protéines de petite taille qui contiennent un taux trés élevé
d'arginine et qu'on trouve dans le sperme des poissons.

Cette premiére observation permet de mettre en
évidence une certaine divergence entre les Echinodermes et les
Mollusques, divergence qui sera vérifiée par la suite.

C'est pourquoi nous nous permettrons de séparer ces 2 embran-

chements dans notre étude.

A) LES PROTEINES NUCLEAIRES DES MOLLUSQUES

C'est COZCOLLUELA et SUBIRANA (1968) qui ont
isolé les premiers les histones H1l, H2A, H2B et H3 de 1l'hépa-
topancréas de la Moule Mytilus edulis. Ces histones, extraites

d'un tissu somatique, paraissaient trés semblables aux histones

analogues isolées du thymus de Veau. Seules, les fractions
riches en lysine Hl1l et H2B étaient caractérisées par un taux
plus élevé d'arginine et d'acides aminés dicarhoxyliques, et
un taux plus faible de lysine.

SUBIRANA et al. (1973) se sont donc intéressés
tout particuliérement aux protéines trés basigues isolées du
spermatozolde de différentes esp&ces de Mollusques. La compo-
sition en acides aminés, de méme que la mobilité é&lectrophoré-
tique varient considérablement selon les espéces.

Dans certains cas (dont la Pieuvre, le Calmar), les protéines
majeures sont semblables aux protamines, bien qu'elles aient
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une masse moléculaire plus importante. Dans d'autres cas (la
Moule, le Chiton), ils trouvent un mélange de proté&ines in-
termédiaires entre les protamines et les histones. Enfin, un
troisiéme groupe de Mollusques (dont 1'Huitre et la Patelle)
contient des protéines dont la composition semble intermédi-
aire entre les protamines et les histones, mais dont la masse

moléculaire semble plus importante que celle des histones.

PHELAN et al. (.974) ont isolé une histone riche
en lysine particuliére aux spermatozoides de la Moule Mytilus
edulis. Ils ont découvert cette protéine, accidentellement,
dans la fraction F; extraite selon la méthode 2 de JOHNS (1964).
Outre l'histone H3, cette fraction contient un composant de
trés haute mobilité é&lectrophorétique, ressemblant aux prota-
mines.

Ce composant a été séparé de 1l'hisgtone H3 sur Biogel P 10, en
milieu HC1 0,02N. Il contient 50 p.100 de lysine. Par compa-
raison, les histones riches en lysine renferment 25 & 30 p.100
de lysine, tandis que les protamines renferment 67 p.100
d'arginine.

Cette composition montre aussi des taux élevés
d'alanine, sérine, proline et une analogie évidente avec la
composition de la moitié COOH-terminale de l'histone Hl, dé-
terminée par BUSTIN et COLE (1970). Le poids moléculaire de
cette protéine a &té évalué d 5000 daltons environ.

Chez les Céphalopodes, qui constituent un cas
particulier, lés proté&ines nucléaires basiques varient consi-
dérablement selon les espéces. Chez Loligo, il a &té établi
que dans les spermatozolides 3 maturité&, il n'y a pas d'histones.
Par contre, il existe une protéine basique qui contient un
taux d'arginine considérable: environ 77 p.100. Il apparait
d'ailleurs qu'une augmenfation de la basicité et du taux d4'ar-
ginine des protéines du spermatozoide va de pair avec une
diminution de la quantité d'histones dans le sperme (SUBIRANA
et al. (1973).
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-

De plus, il est 3 souligner que chez le Calmar,
on trouve un polymorphisme considérable dans ces protéines,
tout comme chez les protamines des Salmonidés (DIXON et SMITH,
1968) .

Cependant, trés peu d'études structurales ont
été réalisées a ce jour sur les protéines nucléaires basiques
des Mollusques. Seule, la séquence NH2~terminale (48 résidus)
de l'histone H3 a été& établie par BRANDT et al.(1974), en com-
paraison avec la H3 de thymus de Veau et la H3 isolée de 4dif-
férents organismes. Ils n'ont observé que des différences dans
les taux de méthylation des résidus de lysine.

Il serait intéressant d'étudier cet embranchement
et c'est pourquoi, prochainement, nous éntreprendrons 1'&tude
des histones de la Seiche, Sepia officinalis, qui fait partie
de la élasse des Céphalopodes. |

Les Céphalopodes comprennent les espéces qui ont
évolué dans un environnement le plus éompétitif et probablement,
les protéines des spermatozoldes ont d@ subir les changements

les plus importants pendant 1'é&volution.

B) LES PROTEINES NUCLEAIRES DES ECHINODERMES

En 1968, SUBIRANA et PAIAU ont isolé et caractéri-
s& des protéines "histone-like" du‘sperme de différents Echino-'
dermes représentant les 4 classes :Echinides, Ophiurides, Asté-
rides et Holothurides. Une &tude comparative entre ces diffé-
rentes classes a permis de retrouver presque toujours 5 fractions
analogues 3 celles du thymus de Veau. Toutefois, la fraction
correspondant & 1l'histone trés riche en lysine Hl a une'migration
variable selon les espéces. De plus, elle semble contenir plus
d'arginine que 1l'histone Hl de thymus de Veau.

Cbmme SUBIRANA et PALAU, de nombreux auteurs ont
mis en &vidence une nouvelle classe d'histones riches en lysine
et en arginine dans le sperme des_Echinodermes.

PALAU et al.(1969), PAOLETTI et HUANG (1969) ont
isolé les protéihes nucléaires basiqUés de 2 Oursins, l'un de
Méditerranée, Arbacia lixula, l'autre de 1l'Atlantique, Arbacia

puncetulata. Leurs résultats étant trés similaires, nous les
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avons rassemblés pour comparaison dans le tableau IV. Les
fractions ¢1, ¢2b, ¢2al, ¢2a2 et ¢3 sont décrites par PALAU,
les fractions a, 8, v, § et ¢ &tant décrites par PAOLETTI.

On peut noter cependant des différences en ce
qui concerne les histones riches en arginine ¢2al et ¢3, a
et B.

L'histone ¢1 ou y peut &tre rapprochée de
1'histone H1l de thymus de Veau par son taux élevé de lysine,
proline et alanine. Cependant, elle contient beaucoup plus
d'arginine et donc est plus basique.

PAOLETTI et HUANG y trouvent aussi de l'histidine, de la cys-
téine et de la méthionine. Ces 3 acides aminés sont absents
de la H1l de Veau.

Une autre différence importante est la grande quantité de ¢1
ou de protéine y présente dans la chromatine (36 p.1l00 des
protéines basiques totales de la chromatine, selon PAOLETTI
et HUANG).

SENSHU (1971) a comparé les histones extraites
des érythrocytes de Poulet et du sperme de 1'Oursin Strongylo-
centrotus purpuratus. Par fractionnement des histones totales
sur CM-Cellulose a l'aide d'un gradient d'é&thanol dans 1l'acide
formique, il a démontré l'existence chez cet Oursin d'une pro-
téine trés basique S4 qui est éluée plus tard que l'histone H5
de 1'érythrocyte de Poulet. Cette protéine possé&de des analo-
gies avec l'histone spécifique H5 par son taux élevé de lysine,
arginine et alanine et son faible taux d'acides aminés dicarbo-
xyliques. La fraction correspondant 3 l'histone tré&s riche en
lysine Hl1 du thymus de Veau est absente dans le sperme d'Oursin.

SUBIRANA et al.(1970) ont &tudié les histones
d'embryons d'Oursin Arbasia lizula au stade blastula tardif.
Ils ont obtenu une protéine trés riche en lysine analogue &
l'histone Hl1 qui poss&de cependant un taux de proline relati-
vement faible, mais non une protéine analogue 3 ¢1, y ou S4.
Ils suggérent que les histones de type ¢1 sont caractéristiques
du sperme des Oursins. ‘




COMPOSITION EN ACIDES AMINES DES HISTONES ISOLEES CHEZ LES OURSINS
ARBACIA LIXULA (PALAU et al.,1969) ET ARBACIA PUNCTULATA (PAOLETTI et HUANG,1969)

(Résultats exprimés en moles pour 100 moles d'acides aminés)

TABLEAU IV

Acides aminés ¢l (HL1) - Y $2b (H2B) € $2a2(H2A) § $2al (H4) o ¢3 (H3) ]
Acide aspartique 2.9 2.8 4.9 5.3 7.1 5.7 6.0 7.6 5.1 4.3
Thréonine 2.9 2.4 5.8 4.2 3.1 4.9 5.7 4.6 5.6 5.8
Sé&rine 7.4 5.7 10.9 7.4 4.2 6.4 2.8 7.2 4.7 6.7
Acide glutamique 2.6 3.1 6.3 6.4 8.5 8.4 7.7 11.8 11.8 11.1
Proline 8.0 8.4 6.0 4.0 3.9 4.1 1.6 Tr 4.6 2.0
Glycine 4.9 7.1 7.2 11.8 11.4 10.1 14.9 8.9 7.9 12.3
Alanine 23.3 19.3 13.1 13.6 14.1 11.8 8.2 13.1 13.7 12.4
1/2 Cystine Tr ‘ 1.0 2.0 Tr 1l.5
Valine 3.3 3.3 5.7 5.5 5.6 6.3 7.3 5.9 5.4 4.0
Mé&thionine 1.5 4.1 1.3 5.1 6.0
Isoleucine 3.4 3.0 3.3 3.0 3.9 3.6 5.4 3.4 4.4 3.8
Leucine 1.9 1.9 4.6 4.7 11.2 7.5 8.8 7.2 10.0 8.4
Tyrosine 1.1 0.7 2.6 0.9 2.5 1.4 3.4 Tr 2.1 0.7
Phé&nylalanine 0.6 0.6 1.4 0.9 1.9 1.9 2.3 Tr 2.5 0.7
Histidine 1.2 0.3 1.8 1.7 1.9 1.2 2.4 Tr 1.4 Tr
Lysine 24.6 27.5 15.5 14.3 11.3 11.9 10.3 10.6 9.3 6.7
Arginine 11.7 10.3 10.4 10.7 9.3 11.6 | 13.0 14.4 11.5 15.3
Lys / Arg 2.10 2.67 1.49 1.34 1.21 1.02 0.79 0.74 0.81 0.44

w
(94
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PAOLETTI et HUANG (1969) avaient constaté gque
les cellules du sperme d'Oursin, comme les ‘rythrocytes du
Poulet, sont des cellules hautement différenciées. Elles ont,
par contre, une activité mitotique nulle, une activité généti-~
que réduite, une chromatine fortement condensée. Et ces 2 ty~
pes de cellules contiennent une nouvelle classe de proté&ines
basiques: la protéine y dans le sperme d'Oursin, l'histone HS
dans 1l'érythrocyte de Poulet.

Il serait intéressant de savoir si les histones
de type H2B du sperme de différents Oursins sont aussi diffé-
rentes dans leur composition en acides aminés.

STRICKLAND et 21.(1974b) ont récemment isolé
2 types d'histone H2B chez 1'Jursin Parechinus angulosus. Ces
2 types montrent une richesse en arginine surprenante et de
remarquables différences avec l'histone H2B du thymus de Veau
(voir page 39).

Une autre étude qui nous parait intéressante,
mais qui ne concerne toutefois pas les Echinodermes, a &té
réalisée par SHAW et SEAMONDS (1972) sur une espéce de Ver
marin a8 érythrocytes nucléés: Glycera dibranchiata. o
L'électrophorése analytique des protéines chromosomaies tota-
les révéle une trés faible quantité& de protéines non histénes
(11 p.100 de la fraction totale) et surtout l'absence appa-
rente d'une histone riche en lysine de type Hl. Par contre,
ils ont mis en évidence une protéine H-1 qui possé&de un taux
&levé de sérine et un rapport lysine/arginine semblable a
celuil de l'histone H2B.

L'histone H5, riche en lysine, alanine, s&rine et arginine

n'a pas pu &tre isolée des &rythrocytes nucléés de'GZycera
dibranchiata. A 1l'inverse de ze qui se produit dans les &ry-
throcytes de Poulet, la perte de l'histone Hl1l pendant la matu-
ration des érythrocytes n'est pas compensée par 1l'apparition
de l'hisgtone HS5.

SUBIRANA (1970) a établi, d'aprés la comparai-
son des protéines nucléaires 4d'un tissu somatique (le systéme
‘hémal) et d'un tissu germinal (gonades miles) d'une méme espé-
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ce Holothuria tubulosa, que les histones somatiques sont tou-
tes conservées dans le sperme, la seule différence résidant
dans le faible taux de proline de 1l'histone Hl1 qui est cepen-
dant typique. En m@me temps, il apparaft un nouveau composant
de migration plus rapide. Il est intéressant de noter que

dans cet Echinoderme, les transformations qui interviennent
durant la spermiog&nése sont relativement peu importantes par
comparaison avec la maturation du sperme des poissons, par
exemple, qui s'accompagne d'un remaniement complet des protéi-
nes nucléaires basiques.

PHELAN et al.(1972) ont &tudi& ce groupe d'his-
tones riches en lysine des gonades de l'Holothurie; ils ont
pu, par chromatographie d'é&changes d'ions sur Amberlite IRC-50,
séparer 2 familles d'histones H1l, dont une semble spécifique
A cet Echinoderme, et est &luée entre les histones de type H2B
et les histones riches en arginine.
La m@&me expérience, réalisée sur un tissu somatique de la mé&me
esp@ce d'Echinoderme (intestins), n'a montré qu'une seule fa-
mille de H1, typique, analogue 3 la Hl de thymus de Veau.

L'histone H1 spécifique des gonades de 1'Holo-
thurie est plus riche en arginine que l'histone Hl non spécifi~-
que: 35 p.100 des peptides trypsiques différent entre les 2
familles. Il se pourrait, cependant, qu'une partie de la molé-
cule soit analogue entre ces 2 protéines, les différences
&tant localisées dans une autre région, plus variable, de la
molécule.

SUBIRANA et UNZETA (1972) ont pensé& que la 4if-
férence de mobilité &lectrophorétique observée pour 1l'histone
tr2s riche en lysine ¢1, lorsqu'elle est isolée de gamétes a
maturité ou en cours de maturation, pouvait &tre dbe 3 une modi-
fication de cette mol&cule pendant la gamétogéné&se. Ils ont
démontré, par action de la phosphatase alcaline de Eseherichia
coli sur les protéines ¢1 et ¢2b que ces histones sont phospho-
rylées dans les gamétes en cours de maturation,‘l'histone $1
dans une plus grande proportion que l'histone ¢$2b.
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D'ailleurs, INGLES et DIXON (1972) ont dé&ja
signalé le fait lors de la gamétogé&nése chez la Truite. Cela
peut suggérer que dans d'autres espéces, ce mécanisme pourrait
dussl intervenir afin de prévenir l'interférence des protéines
basiques nouvellement synthétis&es avec les prot&ines cellu-
laires.
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Les é&tudes structurales réalisées & ce jour sur
les histones d'Echinodermes sont le fait de 2 &quipes de cher-
cheurs: celle de CAPETOWN (STRICKLAND, BRANDT et VON HOLT) et
notre é&quipe de LILLE (SAUTIERE et collaborateurs).

a- Résultate 1cquie par VON HOLT et ses colla-
borateurs sur les histones du sperme d'Ourein PARECHINUS AN-
GULOSUS

a) Histone H3

La séquence NH2-terminale (48 résidus) de 1l'his-
tone H3 a &ét& déterminée en comparaison avec celle du Veau,

- établie par DELANGE et al.(1973), celle du Poulet, &tablie par

BRANDT (1972), celle d'un Requin, d'un Mollusque et d'une
plante (BRANDT et al.,1974).

La composition en acides aminés de 1'histone
H3 de l'Oursin parait identique 3 celle de l'histone H3 de

thymus de Veau. Elle ne contient toutefois qu'une seule cys-

t8ine. La sé&quence des 48 premiers résidus est absolument
identique 3 celle de l'histone H3 de thymus de Veau.

Le résidu de lysine en position 9 est méthylé a 20 p.100; le
frésidu de lysine en position 27 est méthylé 3 40 p.100, au

‘lieu de 70 p.100 chez le Veau; et enfin, le résidu de lysine

en position 36 est m&thylé & 20 p.100. Il ne l'est pas chez
le Veau.

8) Histome H4

STRICKLAND et al. (1974a) ont déterminé la sé&-

‘quence COOH-terminale (51 résidus) de l'histone H4. La compo-
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sition en acides aminés de cette histone est semblable 3 celle
de 1'histone H4 de Veau. Toutefois, une thréonine disparaft et
une cystéine apparaft. Ils en ont déduit que l'une remplace
l'autre.

Par coupure au bromure de cyanogene de la pro-
téine au niveau de l'unique résidu de méthionine, ils ont ob-
tenu 2 peptides. Le peptide COOH-terminal de 18 ré&sidus ne
contenait pas de cystéine. Le peptide NH2-terminal qui conte-
nait la cystéine a &té hydrolysé au niveau des liaisons aspar-
tyles par 1'HCl1l 0,03N pendant 12 heures. Ils ont ainsi isolé
un peptide correspondant au peptide 68-84 de l'histone H4 de
thymus de Veau, contenant la cystéine.

Par dégradatiorn automatique de EDMAN, ils ont identifié cette
cystéine en position 73.

Y) Histone H2B

Les mé@mes auteurs ont déterminé la sé&dquence
amino-terminale de 2 histones H2B qu'ils ont identifiées chez
1'0Oursin (STRICKLAND et al.,1974b). Ils connaissent actuelle-
ment les 37 résidus NH2-terminaux de l'histone H2Bl et les 41
résidus NH2-terminaux de l'histone H2B2.

Ces s&quences NH2-terminales sont pré&sentées
dans le tableau V. Elles montrent de nombreuses séquences répé-
titives. On voit, par exemple, 3 fois la sé&guence Ser-Pro-Thr-
Lys-Arg entre les résidus 5 et 19 de l'histone H2B1. Dans la
partie NH2-terminale de l'histone H2B2, on retrouve 2 fois la
séquence Ser-Pro-Arg-Lys-Gly et 3 fois la séquence Gly-Lys-Gly
(tableau V).

Les histones H2Bl1 et H2B2 présentent certaines
analogies l'une avec l'autre, particulidrement entre les résidus
23 3 37 de 1l'histone H2Bl et 27 & 41 de 1l'histone H2B2.

En outre, la séquence NH2-terminale de l'histone
H2B2 pré&sente une certaine analogie avec la séquence NH2-termi-
nale de l'histone H2B de thymus de Veau. Par contre, la ségquen-
ce comprise entre les résidus 27 3 41 de l'histone H2B2 présen-
te une étroite analogie avec la séquence NH2-terminale (ré&sidus
1 38 9) de 1'histone H4 de thymus de Veau (tableau VI).




TABLEAU V

SEQUENCES PARTIELLES EN ACIDES AMINES DES DEUX SOUS-FRACTIONS
H2B1 ET H2B2 ISOLEES CHEZ L'OURSIN PARECHINUS ANGULOSUS.
' (STRICKLAND et al., 1974b)

1 9
H2B1 H-Pro-Ser-Gln-Lys-Ser-Pro-Thr~Lys-Arg-
10 14
-Ser-Pro-Thr-Lys—-Arg-—
15 19
~Ser-Pro-Thr-Lys—-Arqg-
20 27
~Ser-Pro-Gln-Lys—-Gly~-Gly-Lys~Gly-
28 31
-Gly~Lys—-Ser-Ala-
32 34
~Lvs-Arg-Gly-
35 37

-Gly-Lys-Ala-

1 7
H2B2 H-Pro-Arg-Ser-Pro- -Ala-Lys-Thr-
8 12
-Ser—-Pro- -Arg-Lys-Gly-
13 17
-Sexr-Pro- -Arg-Lys-Gly-
18 23
~Ser-Pro-Ser~-Arg-Lys-Ala-
24 31
-Ser-Thr~ -Lys-Arg-Gly-Gly-Lys—-Gly-
32 35
-Ala-Lys-Ser-Ala-
36 38
-Gly-Lys-Gly-
39 41

-Gly-Lys—-Gly~

0 4



TABLEAU VI

ANALOGIES DE SEQUENCE ENTRE L'HISTONE H2B2
D'OURSIN ET LES HISTONES DE THYMUS DE VEAU
(STRICKLAND et al., 1974b)

=™ 1 I ) 15
H2B de Veau H-Pro:-Gln- IPro—Ala-LysLSer—AlalPro}AlaTPro%Lys}Lys—Gly—Ser%Lys—
1 13
H2B2 d'Oursin H—ProrArg—SerIPro—Ala—LYSIThr- —Ser—Pro-Arg—Lys—Gly—SerL
_— 14 18
-Pro-Arg-Lys—-Gly-Sery
19 z0
1 !
TPro—Ser- Arg LyslAla Ser=Thr-Lys
-7 [ 2
H4 de Veau Ac-Ser-Gly-Arg-Gly-Lys-Gly-Gly-Lys-Gly-
|27 33
H2R2 d4'Oursin =Arg-Gly—Gly-Lys-Gly-Ala-Lys-
34 L 41
rSerrAla— rGly—Lys—Gly—Gly—Lys—GlXI

%4
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é) Histone H1

STRICKLAND et al.(1976) ont déterminé la sé&quen-
ce mé&diane (59 résidus) de l'histone Hl d'Oursin, qu'ils ont
comparée 3 la séquence connue de l'histone Hl1 de Lapin (RALL
et COLE, 1971; JONES et al.,1974), 3 celle de l'histone H5
d'érythrocyte de Poulet (SAUTIERE et ¢l.,1975). Ils en con-
cluent que la répartition des différents types d'acides aminés

‘'sont similaires dans les 4 proté&ines: les groupes NH2-termi-

naux sont bloqués, les régions NH2-terminales sont riches en
proline et légérement basiques, les régions médianes sont hy-
drophobes et les régions COOH-terminales trés basiques, spé-
cialement la H1l 4'Oursin.

Cependant, certaines différences sont & noter:
l'histone Hl1 d4'Oursin, comme la HS5, est riche en arginine. Con~
trairement aux autres H1 et 3 la H5, elle contient 4 résidus
de méthionine.

Les auteurs pensent que l'histone Hl1 d'Oursin
jouerait un rdle identique i celui de l'histone H5 de Poulet
dans la répression de la transcription dans les spermato-
zoides. '

b- Résultats personnels- Ratsons du choix du

sujet

Les travaux de DELANGE (1969a, 1969b) ont dé-
montré que l'histone H4 avait peu varié& pendant 1'é&volution
des espéces. D'autre part, l'étude &lectrophorétique compara-
tive des histones réalisée chez un grand nombre de Verté&brés
(PANYIM et al.,1971) a montré que les histones H3 et H4 avaient
une mobilité& &lectrophorétique constante, quelle que soit leur
oriéine, tandis que les histones H2A, H2B et surtout Hl1 pré-
sentaient des variations de mobilité.

Ces résultats confirment ce que les &tudes
structurales avaient montré & propos de l'histone H4, et tra-
duisent une variabilité de la structure primaire des histones
H1l, H2A et H2B durant 1l'é&volution. L'histone H3, comme 1'his-
tone H4, apparafit stable.
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Nous avons donc pensé qu'il é&tait indispensable
de “descendre" assez bas dans l'échelle de l'é&volution et d'é-
tudier des espé&ces trés primitives afin de mieux saisir les
mutations.

En fait, dés 1971, nous avions fixé notre choix
sur les Echinodermes et les Céphalopodes.

- Les Echinodermes sont des organismes tré&s primitifs et se

placent sur 1l'échelle de 1l'évolution dans une position parti-
culiérement intéressante sur la branche gauche qui donne nais-
sance au groupe des Vertébrés (voir figure 6).

- Quant aux Céphalopodes, ils sont placés sur la branche droi-

te de l'arbre phylogénétique, qui donne naissance au groupe
des Arthropodes. En dépit de cette position, ils sont assez
proches des Vertébrés en ce qui concerne, par exemple, l'orga-
nisation de leur systéme nerveux.

D'autre part, des études structurales nécessi-
tent une certaine quantité de matériel et il nous fallait choi-
sir des espéces gue nous pouvions trouver en abondance dans
notre région. La proximité du Laboratoire de Biologie Maritime
de WIMEREUX nous a été& précieuse, car nous avons pu obtenir
en quantité suffisante des Echinodermes : Psammechinus miliaris
et Asterias rubens et un Céphalopode : Sepia officinalis.

Nous nous sommes d'abord attaché&e 3 l'isolement
et 3 la caractérisation des histones de gonade d'Oursin et
nous avons déterminé la séquence compléte en acides aminés des
histones H4 et H2A. Ce travail est présenté dans la seconde
partie de ce mémoire.

Tous les travaux réalisés sur les histones d'In-
vertébrés marins montrent la présence de protéines spécifiques
a la fois chez les Mollusques (protéines basiques intermédi-
aires entre les histones et les protamines) et chez les Echino-
dermes (famille d'histones Hl spécifiques, riches a la fois
en lysine et en arginine gqui pourraient former avec l'histone
HS spécifique de l'érythrocyte de Poulet une nouvelle classe

d'histones).




44

En ce qui concerne les autres histones, elles
sont retrouvées chez les Invertébrés marins, mais plus ou
moins modifiées. Ce point sera discuté& plus loin, au sujet
des histones H2A et H2B.




CHAPITRE 1II

ISOLEMENT ET CARACTERISATION

DiiS HISTONES DE GONADE D'OURSIN

45
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I- ISOLEMENT DES HISTONES

Les gonades sont prélevées sur l'animal vivant
et congelées imm&diatement sur la neige carbonique. Elles sont
conservées 3 -20° C jusqu'au moment de leur utilisation.

Dans la plupart des cas, l'extractdon de la
chromatine est précédée de l'isolement des noyaux, afin d'évi-
ter la contamination éventuelle par les protéines cytoplas-
miques.

Les gonades sont des organes ol les mitoses
sont trés actives et donc oll les noyaux sont tré&s nombreux.
Certains auteurs dont STRICKLAND et g¢l.(1974a) ont isolé les
histones directement & partir du tissu génital, comme il est
généralement fait pour le thymus de Veau.

Nous avons utilisé les 2 m&thodes pour la pré-
paration de nos histones.

A) Isolement des noyaux

Les noyaux sont isolés selon un protocole déri-
vé de la méthode de MURAMATSU (1963) et purifiés selon la
technique de CHAUVEAU (1956).

Au cours des préparations, quelques modifica-
tions se sont introduites dans la technique utilisée au labo-
ratoire et dé&crite par SAUTIERE et al. (1971b).

Toutes les manipulations sont effectuées a
+4° C et toutes les solutions utilisées contiennent du DFP
(diisopropylfluorophosphate), inhibiteur des protéases, a la
concentration 0,1 mM.

Les gonades (par lot de 200 & 250 g) sont émin-
cées et homogénéisées dans 21 d'une solution de saccharose
0,33M, CaCl, 0,003M, & l'aide d'un homogéné&iseur Waring Blen-
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dor (basse vitesse, 1 minute). L'homogénat est filtré sur 4
épaisseurs de gaze hydrophile et centrifugé 3 1100g pendant
30 minutes pour éliminer les débris cellulaires (Centrifu--
geuse Internationale, type PR2). Les noyaux sont lavés 1 fois
avec 11 de la méme solution.

Ils sont ensuite purifiés par homogénéisation
dans 250 ml d'une solution de saccharose 2,2M contenant 0,5
pP.100 de Triton X-100 et centrifugation 3 36000g pendant 90
minutes.

A cette concentration, le Triton X-100 gui est
un détergent non ionique permet d'enlever la membrane nuclé-
aire externe sans dommage pour le noyau et d'obtenir ainsi
des préparations de noyaux trés propres, non contaminées par
du matériel cytoplasmique.

B) Isolement de la désoxyribonucléoprotéine
(DNP)

Cet isolement est fondé sur l'insolubilité de
la DNP en milieu isotonique NaCl 0,14M, citrate de Na 0,01M
de pH 7,1.

Les noyaux purifiés sont homogén€isés dans
500 ml de NaCl 0,14M, citrate trisodique 0,01M de pH 7,1, &
1'aide d'un homogénéiseur Waring Blendor (grande vitesse,
1 minute). La DNP, insoluble dans ce milieu isotonique, est
récupérée par centrifugation 3 1100g pendant 15 minutes.

La DNP est lavée 2 fois avec 500 ml de la mé&me
solution et 1 fois avec 500 ml de tampon TRIS 0,1M de pH 7,6
(STEELE et aql.,1963). Elle est ensuite lavée 3 fois avec 500 ml
de NaCl 0,35M pour éliminer toutes les protéines non histones
qui pourraient subsister et enfin 2 fois avec 500 ml d'é&thanol
a 80 p.100.

La DNP ainsi purifi&e est soumise ensuite a
l'extraction des histones.
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2- A _partir du_tissu_total (STRICKLAND et al.,

Les gonades (par lot de 250 g) sont &mincées
et homogénéisées dans 11 de NaCl 0,14M, citrate de Na 0,01M
de pH 7,1, @ 1'aide d'un homogénéiseur Waring Blendor (gran-
de vitesse, 1 minute). L'homogénat est filtré sur 4 &pais-
seurs de gaze hydrophile et centrifugé & 40009 pendant 10
minutes, & 0° C (Centrifugeuse Martin Christ, type Universal
Junior II KS). Le sédiment obtenu constitué par la DNP est
lavé 2 fois avec 11 de la méme solution, 1 féis avec 11 de
la méme solution contenant 0,2 p.100 de Triton X-100, 1 fois
encore avec 11 de solution saline sans Triton et 2 fois avec
11 d'éthanol & 90 p.100 trés froid (-20° c).

Le s&diment obtenu est soumis 3 l'extraction
des histones.

C) Extraction des histones

Pour obtenir les différentes fractions d‘'his-
tones, il est nécessaire soit de fractionner les histones
totales par des méthodes chromatographiques ou chimiques,
soit d'utiliser des méthodes d'extraction sé&lective.

Les histones, protéines basiques, sont solubles
dans les acides forts dilués. Il est préférable, pour obtenir
les histones totales avec un bon rendement, d'utiliser l'aci-
de chlorhydrique ou 1l'acide sulfurique car des acides plus
faibles tels que les acides phosphorique, formique, acétique
ou pérchlorique ne réalisent qu'une extraction partielle des
histones.

Nous avons utilisé 1'HCl 0,25N pour extraire
les histones totales de gonade d'Oursin.
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a- Méthode d'extraction

Le sé&diment constitué par la DNP est homogé-
néisé dans 300 ml 4'HCl 0,25N (Waring Blendor, grande vitesse,
1 minute) et l'extraction est poursuivie sous agitation 3

+4° C pendant 18 heures (agitateur-secoueur Prolabo). La suspen-

sion est alors centrifugée a3 1100g pendant 30 minutes et le

sédiment obtenu est encore extrait 2 fois avec 150 ml d4'HC1l 0,25N,

prendant 2 heures.

Les 3 surnageants rassemblés sont filtrés sur

verre fritté n° 4, dialysés contre de l'eau désionisée et lyo-

philisés.
b- Fractionnement des histones totales

Pour obtenir les différentes fractions d'his-
tones & partir des histones totales, plusieurs méthodes peu-
vent étre utilisées

- méthodes chromatographiques
Amberlite IRC 50 (LUCK et al.,1958; RASMUSSEN et’aZ.,
1962)
Carboxyméthylcellulose (SAUTIERE, 1959; PHILLIPS et
al.,1959; JOHNS et ql1.,1960)
Biogel P 60 (BOHM et al.,1973)

- méthodes chimiques (OLIVER et al.,1972)

Pour notre part, nous avons préféré obtenir
les différentes fractions d'histones par extraction sélective

d partir de la DNP.

2- Extraction sélective des histones

- - D ——— S — —— . — - A W WS WS CEE TEE S e

Les méthodes que nous avons utilisé&es pour la
préparation de nos histones sont rassemblées dans le tableau

VII.

Lors des premiéres préparations, nous avons

utilisé la technique décrite par JOHNS (1967) qui permet d'ex-
traire sélectivement les fractions F2al et F2a2 par le mélange

éthanol-chlorhydrate de guanidine & pH 7,0.




TABLEAU VII

METHODES DE PREPARATION DES HISTONES DE GONADE D'OURSIN.
(Les chiffres entre parenthéses indiquent le numéro du

gel correspondant 2 la fraction dane la figure 7).

Histones totales

(1)
Extraction HCl 0.25N

[—_——{Désoxyribonucléoprotéine]

Extraction Extraction
Ethanol-HCl 1.25N GuCl 40pl00/Ethanol absolu
(JOHNS,1962) (JOHNS,1967)
J | J v ¥
Extrait Sédiment Sédiment Extfait
+1 vol acétone
Dialyse contre Extraction Extraction Extraction !
Ethanol absolu  HC1l 0.25N Ethanol-HCl1 1,25N HCl 0.25N Sédiment Surnageant
L— 1 1 Y l +2 vol 'acétone
Surnageant Sédiment F14F2b S&diment i F1+F2b (3)
+1 vol 'Lacétone l +F3 Sédiment
{ l : 1 Extraction
Surn?geant Sé&diment HC1 0.25N (2)
+2 vol acétone l

(4)

0S
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FIGURE 7

ELECTROPHORESE EN GEL DE POLYACRYLAMIDE, A pH 2,7, DES FRACTIONS
D'HISTONES OBTENUES LORS DES PREPARATIONS

Les numéros inscrits sur les gels correspondent aux numéros

ingerits sur le tableau VII.

Gel n°® 1 : Histones totales de gonade d'Oursin, extraites par
‘ 1'HCL 0,25NW,
o . .
Gel n® 2 : Fraction F2a1 extraites par le mélange Ethanol/GuCl
Gel n°® 3 : Fraction ang 3 1
Gel n° 4 : Fraction F1 + sz extraite par 1'HCL 0,25N.

En dépit d'ume extraction préalable de la chromatine
par le mélange Ethanol/HCl, cette fraction est for-

tement contaminée par l'histone H3.




52

Les autres fractions Fl' F2b et F3 sont ensui-
te extraites simultanément de la DNP par 1'HCl1l 0,25N.

! Par la suite, nous avons extrait l'ensemble

des histones riches en arginine par 1'éthanol-HCl (JOHNS,
1964) , Cependant, lors de la dialyse contre l'éthanol absolu,
nous n'avons jamais pu obtenir de précipitation de la frac-
tion Fi.
Finalement, nous avons adopté la technique

suivante:

- extraction de la fraction Fjy, par le mélange é&thanol-

chlorhydrate de guanidine
- extraction de la fraction F5 par 1'éthanol-HC1
- extraction du mélange Fy + F,p par 1'HCl 0,25N

L'intérét du traitement de la chromatine par le mélange
éthanol-HCl, aprés extraction de la fraction Fp, ne réside
pas dans l'extraction de la fraction F3 qui est obtenue avec
un rendement tré&s médiocre mais dans l'extraction presque com-
pléte des histones riches en arginine avant l'extraction des

histones riches en lysine par 1'HCl1l 0, 25N.

Les rendements que nous avons obtenus lors des
différentes méthodes de préparation sont toujours faibles,
environ 14 fois plus faibles que ceux obtenus lors de la pré-
paration des histones de thymus de Veau,

D) Purification des différentes histones

1- Isolement_de_l'histone H4 3 _partir_de_la

La fraction Fj,; renferme deux composants: l'un
majeur- 70 3 80 p.100 de la fraction - est l'histone H4; le
second, mineur, est l'histone H2A (figure 7, gel n°® 2).

a- Chromatographie sur Sephadex G-100

L'isolement et la caractérisation de 1l'histone
H4 de gonade d'Oursin a fait l'objet d'une publication dans
B. B. A. (1974). Nous nous permettons d'inclure ici la repro-

duction de cette publication.
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LYSINE-RICH AND ALANINE, LEUCINE, GLYCINE-RICH HISTONES
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Institut de Recherches sur le Cancer, et Ul24 INSERM, B.P. 3567-59020 Lille Cedex (France)
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SUMMARY

Glycine, arginine, lysine-rich histone and alanine, leucine, glycine-rich histone
were isolated from the gonads of sea urchin Psaminechinus miliaris and characterized
by the amino acid composition and disc electrophoresis.

Comparative studies with homologous calf thymus histones were performed.

Sea urchin glycine, arginine, lysine-rich histone is shown to contain cysteine.
Alanine, leucine, glycine-rich histone, although similar in many aspects to calf alanine
leucine, lysine-rich histone, differs markedly in the threonine, serine, phenylalanine
and histidine content.

INTRODUCTION

Comparative studies performed on glycine, arginine, lysine-rich histone (GRK-
histone) isolated from different animal and plant species [1-5] have shown a remark-
able conservation of the amino acid sequence of this protein through evolution. This
implies for GRK-histone a very particular function of vital importance.

For the other four types of histone, very few comparative studies on primary
structure have been performed {6-9]. The electrophoretic analysis of whole histone
of numerous species [10] indicates for these types a more or less high mutation rate.
To look for mutations, histones of Echinoderms, which are rather primitive organ-
isms, appear to be a good material.

Abbreviations: the three-letter code used for the designation of histones emphasizes the three
most abundant amino acids present in their molecule. GRK-histone: glycine, arginine, lysine-rich
histone. ALK-histone: alanine, leucine, lysine-rich histone. ARE-histone: alanine, arginine, glutamic
acid-rich histone. This nomenclature has been proposed by the Gordon research conference on
chromosomal proteins held in July 1972 at Beaver Dam, Wisconsin to the National Academy of
Sciences, National Research Council, Commission on Nomenclature, Dr Waldo Cohn, Chairman,
Oak Ridge National Laboratory, Oak Ridge, Tennessee. ALG-histone: alanine, leucine, glycine-rich
histone. ALG-histone was not discussed at the Gordon conference but is proposed by the authors in
agreement with the nomenclature adopted at that conference.
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MATERIALS AND METHODS

Gonads of the sea urchin Psammechinus miliaris were frozen in solid CO,
after excision and kept at —20 °C until use.

Preparation of chromatin. Chromatin was obtained from purified nuclei as
described previously [4].

Preparation of histones. Selective extraction of arginine-rich histones was
performed according to Method 2 of Johns [11] with ethanol-1.25 M HCI (4:1, v/v).

In several instances, the F,, histone fraction was extracted by ethanol-40 9%,
guanidinium chloride (purissimum grade purchased from Fluka), pH 7.0, (3:1, v/v)
and subsequently fractionated in F,,; and F,,, histone fractions by differential acetone
precipitation as described by Johns [12].

GRK-histone was isolated from the F,,, fraction by gel filtration chromato-
graphy on a Sephadex G-100 column (200 cm < 2.5 cm) using 0.01 M HCI as eluent.

Alanine, leucine, glycine-rich histone (ALG-histone) was isolated from the
F,.; fraction by ion-exchange chromatography on Biorex 70 (200-400 mesh) according
to a procedure adapted from Luck et al. [13]. The column (60 cm X 2.5 cm) was
equilibrated with 0.1 M sodium phosphate buffer, pH 6.8 containing 8 % guanidinium-
chloride and eluted with a linear gradient of guanidinium chloride from 8 to 15%; in
the same buffer [14]. Further purification of ALG-histone was achieved by gel fil-
tration chromatography on Sephadex G-100 with 0.01 M HCl as eluent.

Analytical procedures. Polyacrylamide gel electrophoresis was carried out at
pH 4.5 according to Reisfeld et al. [15] using a 179 acrylamide concentration or at
pH 2.7 according to Panyim and Chalkley [16].

Amino acid analyses were performed with a Technicon amino acid analyzer
on histone samples hydrolyzed under vacuum with 5.7 M HCI (1 ml per mg of pro-
tein)* at 110 °C for 24 and 72 h.

RESULTS

The chromatographic pattern of the F,,, histone fraction from sea urchin
gonad is shown in Fig. 1A, comparatively with that of the F,,, histone fraction from
calf thymus (Fig. 1B).

The two patterns show three and two fractions, respectlvely, and are different
with respect to Fraction U, which is not present in the F,,, histone fraction from calf
thymus. This Fraction U, disappears after treatment of the F,,, histone fraction by
0.5 M 2-mercaptoethanol at 25 °C for 24 h (Fig. 1C).

Fractions U, and U; correspond to Fractions C, and C; with respect to the
elution volume.

In polyacrylamide gel electrophoresis (Fig. 2), only Fraction U; appears to be
homogeneous. Fraction U, shows three bands: the fast-moving band which appears
also in Fractions U, and U, and corresponds to GRK-histone, the two slow-moving
bands disappear after treatment of Fraction U, by 0.5 M 2-mercaptoethanol in 0.01 M
HC1-8 M urea at room temperature for 18 h. |

The amino acid analysis of the U, and Uj fractions is given in Table I. Both

* One drop of 1% phenol was added to prevent the destruction of tyrosine.
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Fig. 2. Polyacrylamide gel electrophoresis of the F,,, histone fraction. Gel 1 represents the F,,, frac-
tion from calf thymus. Gel 2 is the homologous fraction from P. miliaris gonads. Gel 3 is Fraction U,
obtained as indicated in Fig. 1. Gel 4 is the same fraction treated with 2-mercaptoethanol. Gel 5 is
Fraction U, of Fig. 1. Gel 6 represents Fraction U; of Fig. 1 which is the GRK-histone from P.
miliaris gonads. The gels are arranged to align the appropriate fractions. Electrophoresis was carried
out at 6 mA per tube for 90 min at pH 4.5 [15]. Gels were stained for 30 min with 1% Amido black
10B in the mixture acetic acid—ethanol-water (1:2:7, by vol.) and destained for 48 h.

TABLE 1

AMINO ACID COMPOSITION OF SUB-FRACTIONS U; AND U, OBTAINED BY GEL
FILTRATION CHROMATOGRAPHY OF THE F,,, HISTONE FRACTION FROM SEA
URCHIN PSAMMECHINUS MILIARIS GONADS

All values are expressed as percent moles of amino acids recovered. tr, trace. Amino acid compositions
of the Fj,; histone fraction from sea urchin Strongylocentrotus purpuratus sperm and from calf
thymus GRK-histone are given for comparison.

Amino acids U, Us Fya1 S. purpuratus Calf thymus
(Johnson et al. [18])) GRK [I]

Aspartic acid 4.4 49 39 52
Threonine 5.8 52 53 6.7
Serine 1.8 2.2 5.0 2.6
Glutamic acid 6.2 6.6 6.8 6.7
Proline 1.1 14 31 1.2
Glycine 17.1 16.7 18.0 16.8
Alanine 7.6 7.2 7.4 7.1
Half-cystine 0.8 0.5 tr 0
Valine . 8.0 8.9 7.7 8.3
Methionine 1.0 09 1.0 0.8
Isoleucine 5.5 5.6 4.5 54
Leucine 8.4 8.0 1.7 7.8
Tyrosine 3.7 3.8 3.0 3.8
Phenylalanine 2.0 20 2.1 1.9
Lysine 10.2 10.0 9.4 9.7
Histidine 2.0 1.9 1.9 1.8
Arginine 13.6 134 12.9 13.2
&-Methyllysine 0.7 0.7 1.0
Total residues 999 999 997 . 99.9
Lysine/arginine  0.80 0.80 0.73 0.81

Basic/acidic 250 226 226 2.16
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Fig. 4. Polyacrylamide gel electrophoresis of GRK- and ALG-histones from sea urchin gonads and
of GRK- and ALK-histones from calf thymus. Gel 1: ALG- and GRK-histones (20 ug) from P.
miliaris. Gel 2: ALG (20 ug) from P. miliaris ALK- and GRK-histones (20 #g) from calf thymus.
Bovine serum albumine (BSA) (10 ug) was used as a marker. Electrophoresis, staining and destaining
of the gels were performed as described by Panyim and Chalkley [16].

Slightly less basic than calf alanine, leucine, lysine-rich histone (ALK-histone),
ALG-histone has a slower electrophoretic mobility as shown in Fig. 4.

DISCUSSION

GRK-histone obtained from sea urchin P. miliaris was shown to contain
cysteine. This only noticeable difference with the calf GRK-histone appears to be a
common feature for this protein in Echinoderms [18-20].

The presence of cysteine in this histone has to be related to the occurrence of
polymers as shown in the chromatographic and electrophoretic patterns (Figs 1 and
2) of the F,,, histone fraction. Similar electrophoretic patterns have been obtained by
Subirana [21] with the F,,, histone fraction from sea urchin Arbacia lixula and Para-
centrotus lividus and from sea cucumber Holothuria tubulosa.

Sea urchin ALG-histone and calf ALK-histone are closely related to each
other as indicated by the general features of their amino acid composition. However,
important differences appear for threonine, serine, phenylalanine and histidine values.

Two residues of phenylalanine and two residues of histidine are found in ALG-
histone, whereas in ALK-histone, the number of residues for these two amino acids
is 1 and 4, respectively. A similar deletion in histidine was found by Bailey and Dixon
[9] in the homologous histone from Rainbow Trout.

Thus, the primary structure of the ALK-type histone appears to be less con-
servative from species to species than that of GRK-histone.
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b~ Chromatographie sur Biogel P 60

Cependant, actuellement au laboratoire, 1l'his-
tone H4 est obtenue par chromatographie de gel-filtration sur
Biogel P 60, comme il a &té& décrit par BOHM et al.(1973).

30 & 35 mg de protéine sont dissous dans 1,5 ml

d'HCl 0,01N, urée 8M, 2-mercaptoé&thanol 1 p.100 et laissés &

+ 4° C pendant 48 heures. Aprés dilution au demi avec 1,5 ml

de tampon HCl1 0,01N, NaCl 0,05M, azide de Na 0,02 p.100, la
solution est centrifugée et déposée sur une colonne de Biogel

P 60 (2,5 x 200 cm) équilibrée et &luée par le mé&me tampon.

Le débit de la colonne est de 27 ml/h et les fractions recueil-
lies de 5,4 ml. Le diagramme d'élution obtenu par lecture de

la densité optique de chaque fraction & 220 nm est présenté

dans la figure 8.

Nous obtenons 4 pics:
- le premier correspond & l'histone H2A
- le second correspond & l'histone H3
- le troisiéme correspond & l'histone H4

- le quatriéme ne contient que le mercaptoé&thanol

L'histone H4 obtenue est homogéne en gel de
polyacrylamide & pH 2,7 (PANYIM et CHALKLEY, 1969). Le ren-
dement moyen est de 56 p.100.

- T e T, S S G g Gy - A S S . — . W . v Gl o - B a ——

—— - — — - o

La fraction Fya2 comporte, outre l'histone H2A,
beaucoup d'histone H4 et de l'histone H3 (figure 7, gel n°3).

a- Chromatographie d'échanges d'ions sur

Biorex 70

La séparation de ces 3 histones H2A, H3 et H4
est trés satisfaisante selon la technique décrite par LUCK et
al. (1958), technique dé&ji éprouvée au laboratoire pour la
purification de 1l'histone H2A de thymus de Veau (SAUTIERE,
1973) et de tumeur de chloroleucémie du Rat (LAINE, 1974).
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La migration est effectufe pendant 18 heures,
sous un voltage constant de 100 volts, & la température du
laboratoire.

Aprés révélation de deux bandes latérales
(2 cm de large), les bandes centrales correspondant aux pro-
téines sont découpées dans le gel et brovées dans 50 3 100 ml
d'HC1l 0,25N (wWaring Blendor, basse vitesse, 15 secondes).
L'extraction se poursuit pendant 1 heure, sous agitation et le
surnageant est récupéré par centrifugation (Centrifugeuse
Jouan, vitesse maximum) .
Deux fois encore, le sédiment est extrait par 1'HCl 0,25N.~
Les trois surnageants rassemblés sont filtrés sur filtre 'Mil-
lipore (porosité 0,22 ), dialysés pendant 48 heures  contre
de l'eau désionisée et lyophilisés. :

L'histone H2A ainsi obtenue est éléétrophoréti-
quement pure (figure 9, gel n° 6), mais elle renferme un peu
d'acrylamide qui est éliminé par chromatographie de gel-fil-
tration sur Biogel P 60 (colonne 60 x 2,5 cm), dans les mémes

conditions que précédemment.

Le diagramme d'é&lution obtenu par lecture de
la densité optique de chaque fraction & 220 nm est présenté
dans la figure 10. Nous pouvons remarquer la présence d'un
petit pic (pic 1), correspondant 3 l'acrylamide, é&lué juste

avant 1'histone H2A (pic 2).

de_la_fraction Fy_+_Fop

e G — 00 SV Gt G —

Malgré l'extraction de la fraction F; par l'é-

thanol-HCl, la fraction F; + Fjp contient encore de l'histone

H3 (figure 7, gel n° 4). Ces 3 histones sont séparées par
chromatographie de gel-filtration sur Biogel P 60, suivie
d'une é&lectrophor&se préparative sur gel de polyacrylamide.

Nous avons préféré la chromatographie de gel-
filtration i la précipitation différentielle & 1l'acétone, car
la fraction Fyy ainsi obtenue nous a paru plus homogéne et

donc plus aisée i purifier par électrophoré&se préparative.
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ELIMINATION DE L'ACRYLAMIDE DE L'HISTONE H2A

D.O0. 220nm

0’25
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FIGURE 10
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a- Chromatographie sur Biogel P 60

Nous avons utilisé une colonne de Biogel P 60
de 200 x 2,5 cm, dans les mémes conditions que pré&cédemment
(voir p. 53).

Le diagramme d'&lution obtenu par lecture de
la densité optique de chaque fraction & 220 nm est présenté
dans la figure 11. Nous pouvons observer 4 pics:

= les 2 premiers pics correspondent en fait & l'histone
H1 (figure 11, gels n® 1 et 2)

= le pic 3 correspond 3 1'histone H2B contaminée par
l'histone H3 (figure 11, gel n° 3)

- le pic 4 ne contient que le mercaptoé&thanol.

Les fractions correspondant aux pics sont ras-
semblées et dialysées pendant 48 heures contre de l‘'eau dé&sio-
nisée, puis lyophilisées.

b- Purification de l'histone H2B

Le pic n® 3 de la figure 11, correspondant a
l1'histone H2B, contient,,en quantité& importante, de l'histone
H3 et des traces d'histone H4 (gel n° 3). L'histone H2B et
l'histone H3 sont séparées par &lectrophorése préparative sur
plaque de gel de polyacrylamide, réalis&ée dans les mémes con-
ditions que celles décrites précédemment.

L'histone H2B est ensuite d&barrassée de l'a-
crylamide par chromatographie de gel-filtration sur Biogel
P 60 (colonne 60 x 2,5 cm), comme il est pratiqué pour l'his-
tone H2A. Le diagramme d'é&lution obtenu par lecture de la den-
sité optique de chaque fraction 3 220 nm est présenté dans la
figure 12,
- le premier pic, &lué tré@s rapidement, correspond a lla-
crylamide
- le deuxiéme pic correspond & l'histone H2B.
Les étapes de purification de 1l'histone H2B
ont &t& contr8lées par &lectrophorése en gel de polyacrylamide
(figure 13).
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ELIMINATION DE L'ACRYLAMIDE DE L'HISTONE H2B
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FIGURE 13
CONTROLE DES ETAPES DE PURIFICATION DE L'HISTONE H2B

Le gel n° 1 représente la fraction brute initiale Fl + sz
Les gels n° 2 et 3 représentent la fraction purifiéde par

gel filtration sur Biogel P 60 (pic n° 3 de la figure 11)

Le gel n° 2 contient de l'histone H4 de thymus de Veau en
témoin.

Les gels n° 4 et 5 représentent l'histone H2B et les gels

n°® 6 et 7 représentent l'histone H3 séparées en électropho-
rése préparative sur gel de polyacrylamide, Les gels n° 4

et 6 contiennent de l'histone H4 de thymus de Veau en témoin.
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e~ Purification de l'histone HI

L'histone H1l obtenue par gel-filtration sur
Biogel P 60 de la fraction F; + F2p comporte 2 bandes bien
distinctes en gel de polyacrylamide (figure 11, gels n® 1 et

2).

Nous avons essayé, mais en vain, de séparer
ces 2 formes d'histone Hl par électrophorése préparative sur
plaque de gel de polyacrylamide, puisqu'elles semblaient bien
séparées en électrophorése analytique. Les 2 bandes gque nous
observons éen gel migrent sur les plaques en 1 seule bande trés

large.

Cependant, la fraction que nous avons obtenue
par élution de cette large bande est purifiée : elle ne con-
tient plus que les 2 bandes bien distinctes de 1l'histone H1

(figure 14).

fraction F, ,

Bien que lors de la purification de l'histone
H2B, par &lectrophor@se préparative, il soit possible d'obte-
nir de l'histone H3 pure (figure 13, gels n° 6 et 7), c'est
avant tout 3 partir de la fraction F2a2 que cette histone a
été préparée. La fraction F2a2 contient, en effet, outre 1l'his-
tone H2A, de l'histone H3 et de l'histone H4.

Par chromatographie de gel-filtration de la
fraction F2a2 sur Biogel P 60 (voir p. 55), nous avions obte-
nu 4 pics, le second correspondant en majorité & 1'histone H3,
contaminée par H2A et H4 (figure 9, gel n° 4).

Les fractions correspondant i ce pic n° 2 ont
été rassemblées, dialysées contre de l'eau désionisée et lyo-
philisées. Nous avons alors essayé de séparer H3, H2A et H4

par pré&cipitation & l'acétone.
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FIGURE 14
CONTROLE DES ETAPES DE PURIFICATION DE L'HISTONE Hl

Le gel n° 1 représente la fraction brute initiale Fl + sz.
Les gels n® 2 et 3 représentent le pic n°® 2 de la figure 11.

Les gels n° 4 et 5 représentent l'histone Hl purifiée par
électrophordse préparative en gel de polyacrylamide. Les 2
bandes obeervées sur les gels correspondent aux sous-frac-
tione de 1l'histone HI.

Les gels n°® 2 et 4 contiennent de l'histone H¢ de thymus de

Veau en témoin.
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. 75 mg de protéine (pic'h° 2 de la figure 9,
péqe 56) sont dissous dans 75 ml du mélange‘éthanol absolu-
HCl1 1,25N (4/1, v/v). La solution obtenue est filtrée sur
filtre Millipore (porosité 0,45 n) et additionnée de 0,8 vo-
lumes d'acé&tone. |
La précipitation s'effectue & ~20° C pendant 48 heures. Le
sédiment est récupéré par centrifugation (Centrifugeuse Jouan,
vitesse maximum) et dissous dans 1'HC1l 0,01N, dialysé& contre
de l'eau désionisée et lyophilisé. Il correspond & l'histone
H3 électrophorétiquement pure (figure 15).

Quant au surnageant, il contient les histones
H2A et H4 qui sont précipitées par addition de 2 volumes sup-
plémentaires d'acétone. Elles sont séparées par la suite en
chromatographie de gel-filtration sur Biogel P 60.
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FIGURE 15

CONTROLE DES ETAPES DE PURIFICATION DE L'HISTONE H3

Le gel n°® 1 représente la fraction brute F2a2

Le gel n® 2 représente le pic n° 3 de la figure 9

Les gels n° 3 et 4 représentent l'histone H3 obtenue par
préeipitation sélective d l'acétone.

Le gel n° 3 contient de l'histone H4 de thymus de Veau en
témoin.
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II- CARACTERISATION DES HISTONES DE GONADE D'OURSIN

Les histones de gonade d'Oursin ont &té carac-
térisées par leur migration électrophorétique en gel de poly-
acrylamide, par leur composition en acides aminés et par la
détermination de leurs acides aminés NH2- (dansylation) et

COOH-terminaux (hydrolyse par les carboxypeptidases).

A) Electrophorése analytique en gel de polvacry-

lamide

La technique utilisée est celle décrite par
PANYIM et CHALKLEY (1969). L'électrophorése est effectuée i
PH 2,7, en milieu urée 2,5M ~ acide acétique 0,9M avec une con-
centration en acrylamide de 17 p.100.

Nous avons pu séparer trés facilement, dans ces
conditions, les 5 histones isolées des gonades de 1'Oursin
(figures 16 A et B). Elles migrent dans l'ordre suivant, de

1'anode vers la cathode :

1~ Histone H1l (gels n® 3 et 4, fig. 16 A)

— o n v e — p— —

Elle se présente, chez 1'Oursin, sous forme de
2 bandes bien distinctes, d'égale intensité, alors que chez le
Veau, on ne trouve gqu'une seule bande.

Nous pouvons remarquer que la bande la plus len-
té migre légérement en arriére de la Hl de thymus de Veau.

. —— " - —— ——

, L'histone H2B de gonade d'Oursin a une migration
beaucoup plus anodique dque 1'histone H2B de thymus de Veau.
Elle migre en arriére de 1'histone H3, alors qué chez le Veau,
la H2B migre entre l'histone H3 et 1'histone H2A. Cette diffé&-
rence de migration est le reflet d'une différence importante
dans la composition en acides aminés de cette protéine, comme

nous le verrons ultérieurement.
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FIGURE 16 A

SEPARATION ELECTROPHORETIQUE DES HISTONES
DE GONADE D'OURSIN

Gels : 12 = 0,6 cm
Dépdt : 10 ng de protéine
Migration : 4 heures sous un ampérage constant de 1,5 mA
_ par tube
Coloration : 30 minutes dans l'Amidoschwarz 10 B 4 1 p.100
' dans le solvant Acide acétique/Ethanol/Eau
(7:20:73) (v/v)
Déecoloration dans le méme solvant

Gel n° 1 : Histones totales de thymus de Veau
Gel n° 2 : Histones totales de gonade d'Oursin
Gels n° 3 et 4 : Histoné H1 de gonade d'Oursin
Gels n® 5 et 6 : Histone H2B de gonade d'Oursin
Gels n° 7 et 8 : Histone H3 de gonade d'Oursin
Gels n° 9 et 10 : Histone H2A de gonade d'Oursin
Gel n° 11 : Histone H4 de gonade d'Oursin

Gel n° 12 : Histone H4 de thymus de Veau

Les gele n° 3, 5§, 7 et 9 contiennent de 1'histone H4 de go-
nade d'Oursin en témoin.




69

De plus, l'histone H2B d'Oursin montre 2 bandes
trés rapprochées, ce qui pourrait traduire soit uneé microhété-
rogénéité dans la protéine, soit l'existence de 2 sous-frac-
tions H2B, comme cela a été& signalé chez 1'Oursin Parechinus
angulosus par STRICKLAND et gl.(1974b), soit enfin une diffé-
rence dans les taux d'acétylation ou de phosphorylation de la
protéine.

L'histone H3 de gonade d'Oursin migre au méme
niveau que 1l'histone H3 de thymus de Veau. Cependant, avec
une concentration trés faible de protéine, nous voyons appa-
raitre 2 bandes trés rapprochées. Ceci peut 8tre le reflet
d'une microhétérogénéité dans la protéine, ou encore d'une
différence dans le taux d'acétylation de cette protéine.

L'histone H2A de gonade 4'Oursin migre un peu
plus loin que l'histone H2A de thymus de Veau, en une seule
bande. Ceci traduit une différence importante dans la compo-

sition en acides aminés de la protéine (voir tableau XI).

—— g ——

L'histone H4 d'Oursin (gel n° 11) migre au
mé&me niveau que l'histone H4 de Veau, en une bande majeure
et une bande mineure, un peu moins rapide, que l'on ne dis-

tingue pas nettement sur la photo du gel.

Par contre, 1'histone H4 de Veau (gel n® 12)
migre en 3 bandes dont 2 d'égale intensité et la troisiéme
faiblement colorée et de migration plus lente,

La bande la plus rapide migre au m&me niveau que la bande ma-
jeure de 1l'histone H4 d'Oursin. Elle correspond & la proté&ine
non acétylée. La seconde bande, d'égale intensité&, correspond
3 la protéine monoacétylée : la bande mineure observée dans
1'histone H4 d'Oursin a une migration identique.

Nous verrons dans le chapitre suivant que 1'é-
tude de la structure primaire de 1l'histone H4 d'Oursin nous a
permis de déterminer le taux d'acétylation du résidu de lysine
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en position 16. Ce taux est de 20 p.100: chez 1'Oursin alors
qu'il est de 50 p.100 chez le Veau.

La troisiéme bande observée dans 1l'histone H4
de Veau correspond 3 la forme diacétylée de la protéine.

B) Composition en acides aminés

Les compositions en acides aminés des 5 histones
que nous avons isolées des gonades de 1'Oursin ont été& é&tablies
aprés hydrolyse des proté&ines par 1'HCl 6N, § 110° C, en tu~
bes scellés, sous vide, pendant 24 heures et 72 heures.

Elles sont présentées dans les tableaux VIII,
IX, X et XI, en comparaison avec les compositions en acides

aminés des histones homologues du thymus de Veau.

1- Histone H1

e — = -

La composition en acides aminés de 1l'histone
Hl de gonade d'Oursin est présentée dans le tableau VIII.
Bien que cette composition ait été& établie sur 1'ensemble
des sous-fractions constituant 1'histone H1 d'Oursin, nous

pouvons faire les remarques suivantes :

- Les histones H1 d'Oursin sont riches en ly-
sine (25 p.100 des résidus) comme l'histone H1 de Veau.

~ La différence essentielle qui les caracté-
rise est la présence de méthionine et d'histidine, acides
aminés absents de l'histone H1 de Veau. PAOLETTI et HUANG
(1969) avaient signalé ce fait & propos de l'histone Hl1 de
1'Oursin Arbacia punctulata (tableau IV, p. 35).

- Les histones H1 d'Oursin sont aussi beaucoup
plus riches en arginine que l'histone H1l de Veau : 8 p.100 des
résidus au lieu de 1,9 p.100. Le rapport lysine/arginine qui
caractérise ces histones est donc beaucoup plus proche de ce-
lui de l'histone H5 spécifique des érythrocytes de Poulet, que
de celui de l'histone Hl de thymus de Veau. Ce résultat con-
corde avec les observations réalisées chez d'autres Echino-

dermes (voir chapitre I).




TABLEAU VIII

COMPOSITION EN ACIDES AMINES DE L'HISTONE H1 ISOLEE
DES GONADES DE L'OURSIN PSAMMECHINUS MILIARIS

(exprimée en résidus pour 100 résidus d'acides aminés)

7

ACIDES AMINES OURSIN KINKADXEQE COLE
(1966)

Acide aspartique 1,99 1,88
Thréonine 3,49 5,17
Sérine 8,88 6,11
Acide glutamique 4,08 3,29
Proline 6,32 9,40
Glycine 5,73 6,11
Alanine 24,57 26,32
Valine 3,84 5,17
Méthionine 1,52 -
Isoleucine 1,41 0,94
Leucine 2,35 3,76
Tyrosine 0,79 0,47
Phénylalanine 0,51 0,47
Histidine 1,62 -
Lysine 24,84 28,67
Arginine 8,05 1,88
Total 99,99 99,64
Rapport Lys/Arg 3,08 15,20
Rapport Basiques/Acides 5,69 5,90
NH2-terminal. Bloqué Acétyl-Sérine
COOH-terminal Ser, Lys Lysine
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_ - Les histones H1 d'Oursin sont aussi moins
riches en proline que l'histone Hl1 de thymus de Veau.
SUBIRANA (1970) avait aussi noté le faible taux de proline
dans l'histone H1 de 1'Holothurie Holothuria tubulosa.

La comparaison de nos résultats avec la compo-
sition de l'histone H1l isolée de 1'Etoile de Mer Asterias rubens
par VANHOUTTE-DURAND (1975) montre certaines différences :

- L'histone Hl d'Oursin est moins riche en ly-
sine et plus riche en arginine que l'histone Hl d'Etoile de
Mer.

- Elle est aussi plus riche en sérine.

~ Par contre, l'histone H1l d'Etoile de Mer mon-
tre la présence, comme l'histone H1 d'Oursin, de méthionine

et d'histidine et d'un faible taux de proline.

2- Histone H2B

La composition en acides aminés de l'histone

H2B d'Oursin est présentée dans le tableau IX.

L'histone H2B d'Oursin a une composition carac-
téristique des histones de type H2B : elle est riche en sérine
(13 p.100 des résidus), elle a un faible taux de leucine
(4,5 p.100 des résidus) et l'acide aminé NH2-terminal a &été
identifié & la proline. Ces 3 critdres la rapprochent de 1'his—

tone H2B du thymus de Veau.

Toutefois, elle s'en distingue fondamentalement
par sa richesse en arginine (14,5 p.100 au lieu de 6,5 p.100)
et son rapport lysine/arginine de 0,69. Ce rapport est carac-
téristique des histones riches en arginine (R < 1).
L'histone H2B de thymus de Veau est riche en lysine et son

rapport lysine/arginine est de 2,5.

} L'histone H2B d'Oursin est aussi beauroup plus
riche en glycine que l'histone H2B de Veau, et moins riche en

alanine et tyrosine.
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COMPOSITION EN ACIDES AMINES DE L'HISTONE H2B ISOLEE
DES GONADES DE L'OURSIN PSAMMECHINUS MILIARIS (P. M.)

(exprimée en résidus pour 100 résidus d'acides aminés)
Les compositions en acides aminés des histones H2B de l'Oursin Pa-
rechinus angulosus (P. A.), de l'Etoile de Mer Asterias rubens

(A. R.) et du thymus de Veau (T. V.) sont données en comparaison.

P. A. A. R. T. V.
ACIDES AMINES P. M. STRICKLAND eE VANHOUTTE- IWATI et al.
al.(1974b) | DURAND (1975) (1970)

Acide aspartique 4,73 3,60 5,30 4,80
Thréonine 6,49 7,44 6,74 6,40
Sérine 12,77 9,53 7,09 11,20
Acide glutamique 6,96 6,60 8,05 8,00
Proline 5,07 5,84 4,27 4,80
Glycine 10,40 9,09 7,11 5,60
Alanine 7,36 7,21 10,28 10,40
Valine 7,16 6,81 6,28 7,20
Mé&thionine 1,35 1,47 2,44 1,60
Isoleucine 3,65 3,26 5,82 4,80
Leucine 4,46 4,49 4,55 4,80
. Tyrosine 2,70 3,40 4,15 4,00
Phénylalanine 1,28 1,68 ° 1,36 1,60
Histidine 1,35 1,46 2,42 2,40
Lysine 10,00 11,00 15,64 16,00
Arginine 14,46 17,14 8,51 6,40
Total 100,19 100,02 100,01 100,00
Rapport Lys/Arg 0,69 0,64 1,83 2,50
Rapport Bas/Ac 2,21 2,90 1,99 1,93
NH2-terminal Proline Proline
COOH—terminalf Arginine Lysine
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L'histone H2B d'Oursin est, par contre, trés pro-
che des 2 histones H2B isolées par STRICKLAND.et al.(1974b),
chez 1'Oursin Parechinus angulosus (tableau IX) qui sont é&gale-
ment des prot&ines trés riches en arginine et sérihe et d'un
poids moléculaire supérieur & celui de l'histone H2B de Veau
(20 résidus de plus). ‘

Ce dernier fait pourrait expliquer la migration
plus anodique de l'histone H2B d'Oursin en gel deipolyacrylamide.

Les caractéristiques de ces histones H2B semblent
8tre particuliéres 3 la classe des Echinides, car l'histone H2B
isolée de l'Etoile de Mer est en fait beauCOup plus proche de
l'histone H2B de Veau que de 1l'histone H2B d'Oursin (tableau IX).

3~ Histone H3

La composition en acides aminés de l'histone H3

de gonade d'Oursin est présentée dans le tableau X.

Bien que l'on puisse observer certaines diffé-
rences au niveau des taux de thréonine, sérine, glycine et lysine,
cette composition est tr@s proche de celle de l'histone H3 de
‘thymus de Veau. Elle est aussi tré&s proche de la composition
en acides aminés de l'histone H3 de 1'Oursin Parechinus angulo-

. 8us.

- Ceé résultats semblent confirmer la grande sta-
bilité& observée pour cette protéine a travers 1'évolution des
espices. - ' - o

4~ Histone H2A

La composition en acides aminés de l'histoné H2A

d'Oursin est présent&e dans le tableau XI.

Elle présente de nombreuses différences, par
rapport & celle de 1' hlstone H2A de thymus de Veau. Les plus
marquées se situent au niveau des taux de thréonlne, de serlne,
de phénylalanine et d' hlStldlne.

En effet, nous pouvons observer_2 résidus de phénylalanine et
2 résidus d'histidine au lieu de 1 et 4 respectivement chez le
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COMPOSITION EN ACIDES AMINES DE L'HISTONE H3 ISOLEE
DES GONADES DE L'OURSIN PSAMMECHINUS MILIARIS (P. M.)

(exprimée en nombre de résidus par mole de protéine)

Les compositions en acides aminés des histones H3 de l'Oursin Pa-

rechinus angulosus (P. A.) et du thymus de Veau (T. V.) sont don-

nées en comparatson.

ACIDES AMINES P. M. BRANg% Zé al. DELzﬁGg.et
(1974) al.(1972)
Acide aspartique 5 5 5
Thr&onine 8 10 10
Sérine 7 6 5
Acide glutamique 16 15 15
Proline 6 6 6
Glycine 10 7 7
Alanine 17 18 18
1/2 Cystine 1 1 2
Valine 7 6 6
Mé&thionine 2 2 2
Isoleucine 7 7 7
Leucine 12 12 12
Tyrosine 3 3 3
Phé&nylalanine 4 4 4
Histidine 2 2 2
Lysine 15 13 11
Arginine 16 18 18
e~NH2~-Mé&thyllysine ‘ 2
Nombre de résidus 138 135 135
Rapport Lys/Arg 0,94 0,72 0,72
Rapport Basiques/Acides 2,90 1,65 1,65
NH2~-terminal Ala Ala
COOH~terminal Ser Ala




TABLEAU XTI
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COMPOSITION EN ACIDES AMINES DES HISTONES H2A ET H4 ISOLEES

DES GONADES DE L'OURSIN PSAMMECHINUS MILIARIS

(exprimée en nombre de résidus par mole de protéine.

Les valeurs entre parenthéses représentent le nombre de résidus ar-

rondis 4 l'entier

le plus proche.)

HISTONE H2A HISTONE HA4
ACIDES AMINES OURSIN VEAU OURSIN VEAU
SAUTIERE et DELANGE et
al.(1974) al.(1968)
Acide aspartique 8,9 (9) 8,5 (8) 5,0 (5) 5,0 (5)
| Thréonine 3,2 (3) 5,0 (5) 5,3 (6)% 7,1 (7)
Sérine 7,1 (7) 4,1 (4) 2,2 (2) 2,2 (2)
Acide glutamique | 10,4 (9% 12,2 (12) 6,7 (6)* 6,38 (6)
Proline 5,6 (5) 5,3 (5) 1,4 (1) 1,1 (1)
Glycine 16,3 (15)% | 14,0 (14) 17,0 (17) 16,4 (17)%
Alanine 18,3 1N)* | 16,3 (16) 7,3 (7) 7,43 (7)
1/2 Cystine - - 0,5 (1) -
Valine 8,3 (8) 8,0 (8) 9,1 (9) 8,86 (9)
Mé&thionine - - 0,9 (1) 1,0 (1)
Isoléucine 5,9 (6) 5,6 (6) 5,7 (6) 5,91 (6)
Leucine 15,9 (15)* | 15,7 (16) 8,2 (8) 8,05 (8)
Tyrosine 3,1 (3) 2,9 (3) 3,92 (4) 3,7 (4)
Phénylalanine 2,0 (2) 1,2 (1) 2,0 (2) 2,0 (2)
|Histidine 2,1 (2) 3,9 (4) 1,9 (2) 1,9 (2)
Lysine 13,2 (13) 13,6 (14) " 10,2 (109 9,81 (10)
Arginine 11,2 (11) 12,0 (12) 13,7 (14) 13,9 (14)
€-NH2-Méthyllysine 0,7 (1) 0,91 (1)
Nombre de résidus 125 129 102 102
Rapport Lys/Arg 1,18 1,16 0,80 0,78
Rapport Bas/Ac 1,37 1,50 2,26 2,45
NH2-terminal Ac-Ser Ac-Ser Ac-Ser Ac-Ser
| COOH-terminal Lysine Lysine Glycine Glycine

% Valeurs retenues d'aprés les études structurales.




77

Veau. La délétion de 2 résidus d'histidine a également &té si-
gnalée par BAILEY et DIXON (1973) dans 1l'histone H2A de Truite
et par VANHOUTTE-DURAND (1975) dans l'histone H2A d'Etoile de
Mer.

Nous pouvons remarquer aussi 1l'absence de cystéine et de méthio-
nine, comme dans l'histone H2A de Veau, tandis que la méthionine
est présente dans l'histone H2A d'Etoile de Mer.

D'autre part, la proté&ine ne contient que 125 résidus, ce qui
met en évidence 4 délétions par rapport & l'histone homologue
de Veau. Néanmoins, les rapports lysine/arginine et basiques/

acides sont trés proches de ceux de l'histone H2A de Veau.

Les différences que nous pouvons remarquer dans
la composition en acides aminés de cette protéine permettent
de penser que la structure primaire de l'histone H2A est moins

conservative que ne l'est la structure primaire de l'histone H4.

5- Histone H4

La composition en acides aminés de l'histone H4
d'Oursin (tableau XI) est pratiquement identique & celle de ’
1'histone H4 de thymus de Veau. Mais il faut noter la présence

d'un résidu de cystéine et la perte d'un résidu de thréonine.

La présence de cystéine dans l'histone H4 semble
8tre une caractéristique particuliére aux Echinodermes (SUBIRA-
NA, 1971; STRICKLAND, 1974a). Cet acide amin& est absent de
1'histone H4 de Pois (DELANGE et al., 1969) et de l'histone H4
de Seiche (D. WOUTERS, observation non publiée).

Nous avons donc isolé& et caractérisé chacune des
5 histones présentes chez 1'Oursin Psammechinus miliaris. Nos
résultats nous ont montré gque les histones H4 et H3 &taient
trads proches des histones homologues du thymus de Veau. Par
contre, les différences sont beaucoup plus accentuées pour les
histones H2A, H2B et Hl.

Aprés ces travaux d'isolement et de caractéri-

sation, une &tude structurale des histones H2A et H4 a été en-

treprise, qui sera présentée dans les chapitres III et IV de
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notre mémoire.

Les raisons de ce choix relé&yent de l'orienta-
tion générale de notre laboratoire qui s'est surtout spécialisé
dans les études structurales comparatrvés des histones H2A et
H4, &tudes pour lesquelles nous disposons d'une méthodologie
bien au point.

A cela, il faut ajouter que l'isolement de ces

2 histones ne présente aucune difficulté& majeure.
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CHAPITRE III

ETUDE DE LA STRUCTURE PRIMAIRE DE L'HISTONE H4 ISOLEE

DES GONADES DE L'OURSIN PSAMMECHINUS'MILIARIS

I- STRATEGIE
II- DESCRIPTION DES METHODES UTILISEES.

ITI- RESULTATS
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I- STRATEGIE

L'histone H4 a été la premiére histone dont la
séquence a &té établie chez le Veau (DELANGE et gl.,1969a;
OGAWA et al.,1969). Depuis, laiséquence de 1l'histone H4 a été
déterminée dans d'autres organismes tels que le Pois (DELANGE
et al.,1969b) et le Porc (SAUTIERE et ¢l1.,1970; 1971la) ainsi
que dans des tissus cancéreux: hépatome de Novikoff (WILSON
et al.,1970), tumeur de chloroleucémie du Rat (SAUTIERE et
al.,1971b). Toutes ces études ont démontré une remarquable
conservation de la sé&guence en acides aminés de cette protéine
3 travers l1'évolution des espé&ces, puisque l'histone H4 de
Veau ne différe de celle de Pois que par le remplacement d'un
résidu d'isoleucine, en position 60, par un résidu de valine
et par le remplacement d'un résidu d'arginine, en position 77,
par un résidu de lysine, substitutions essentiellement con-

servatives.

La composition de l'histone H4 d'Oursin (ta-
bleau x1 ) est pratiquement identique 3 celle de l'histone
H4 de Veau. Elle en différe cependant par la présence d'une

cystéine et la perte d'une thréonine.

Comme l'histone homologue de Veau, l'histone
H4 d'Oursin contient 10 résidus de lysine et 14 résidus d'ar-
ginine. Nous avons donc adopté la stratégie suivante pour

la détermination de la structure primaire de la protéine.

a) Oxydation performique pour bloquer la fonc-

tion SH de la cystéine et donc éviter la formation de ponts
disulfure et pour faciliter le dosage de l'acide aminé en

évitant sa destruction pendant 1'hydrolyse acide.
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b) Maléylation de la protéine oxydée afin de

bloquer les fonctions & aminées de la 1ysihe et limiter 1l'ac-
tion de la trypsine aux seules 1iaisons arginyles. Ceci per-
met d'obtenir un moins grand nombre de peptides trypsiques
(15, théoriquement, au lieu de 25).

. c) Hydrolyse trypsique de la protéine oxydée

et maléylée. L'étude des peptides trypsiques des histones ri-
ches en arginine est en effet la base des études comparatives
réalisées au laboratoire.

-

d) Coupure a l'acide acétique 0,25N de la pro-

téine native afin d'obtenir de larges fragments, la molécule
ne comprenant que 5 résidus d'acide aspartique, dont 2 sous
forme amide. L'obtention de ces fragments permet les recou-

vrements avec les peptides trypsiques.

La structure primaire de 1l'histone H4 de gona-
de d'Oursin a donc été déduite en premier lieu de 1l'é&tude des
peptides trypsiques de la protéine oxydée et maléylée. L'ali-
gnement des peptides a pu é&tre réalisé grdce aux recouvrements
fournis par les peptides acétiques et la comparaison des pep-
tides trypsiques avec ceux de 1l'histéne H4 de Veau.
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II- DESCRIPTION DES METHODES UTILISEES

A) Oxydation performigue

L'oxydation performique est utilisée pour rom-
pre les ponts disulfure. Dans le cas de l'histone H4 gui ne
contient qu'un résidu de cystéine, l'oxydation de la protéine
empé&che la formation de diméres et facilite l'identification
du peptide contenant la cystéine transformée en acide cystéi-

que.

Nous avons utilisé la méthode décrite par HIRS
(1967) qui emploie comme agent d'oxydation un mélange de 5
volumes d'eau oxygénée & 30 p.100 et de 95 volumes d'acide
formique a3 99 p.100. Le mélange est laissé 2 heures & tempé-
rature ambiante, au bout desquelles le réactif performique

présente un maximum d'activité.

L'histone H4 de gonade d'Oursin (9 umoles) est
dissoute dans un mélange de 5 ml d'acide formique & 99 p.100
et 1 ml de méthanol. La solution de protéine et la solution
performique sont refroidies séparément & 0° C pendant 30 mi-
nutes. Elles sont ensuite mélangées. .
- Aprés 150 minutes de réaction 3 température ambiante, le mé-
lange réactionnel est dilué avec 400 ml d'eau distillée a

0° C et lyophilisé.

B) Maléylation

La prbtéine oxydée a été maléylée suivant la
technique de BUTLER et al. (1969).

100 mg d'histone H4 oxydée (environ 9 umoles)
sont dissous dans 30 ml d'eau distillée. La solution est main-
tenue a 0° C dans un bain thermostaté. Elie est ajustée a
PH 9,0 par addition de NaOH 2N & l'aide d'un pH-stat (Metrdhm).
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On ajoute peu a peu 198 mg d'anhydride maléi-
que (10 umoles d'anhydride maléique par umole de lysine, thréo-
nine, sérine et tyrosine).

Le pH est maintenu 38 9,0 durant la maléylation.
Aprés la maléylation, le mélange réactionnel est dialysé pen-
dant 4 heures contre 4 x 11 de tampon bicarbonate d'ammonium
0,1M de pH 8,0.

C) Hydrolyse trypsique et démaléylation

La protéine oxydée et maléylée est alors hydro-
lysée en milieu bicarbbnate d'ammonium 0,1M, pendant 2 heures,
&8 37° C et a pH 8,0, par la TPCK-trypsine (le TPCK ou Tosyl-
Phénylalanyl-Chlorométhylcétone est un inhibiteur de la chy-
motrypsine).

1 mg de TPCK-trypsine est ajouté au temps 0 de
1'hydrolyse et 1 mg au bout d'une heure. Le rapport final
enzyme/substrat est donc de 1/50.

Aprés 2 heures d'hydrolyse, la réaction est
arrétée par acidification du milieu jusque pH 3,5 3 l'aide
d'acide formique & 70 p.100 (v/v) et la démaléylation est ef-
fectuée pendant 40 heures a 40° C et pH 3,5 selon la technique
décrite par DELANGE et al. (1969a) en présence de 2 gouttes de
toluéne afin d'éviter le développement des micro-organismes.
L'hydrolysat est alors lyophilisé.

D) Fractionnement de 1l'hydrolysat par chromato-

graphie d'échanges d'ions

L'hydrolysat est dissous dans 3 ml d'acide for-
mique a 30 p.100 (v/v) et la fraction insoluble est &liminée

par centrifugation.

La fraction soluble est alors déposée sur une
colonne (95 x 0,635 cm) de résine #changeuse d'ions de type
DOWEX 50 x 2 (résine Chromobeads P, Technicon). La colonne
est thermostatée a 60° C et la résine est é&quilibrée en tam-
pon pyridine-acide formique 0,1M de pH 2,9.
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L'&lution des peptides est réalisée par un gra-
dient continu de tampons volatils 3 base de pyridine: molarité
de la pyridine 0,1M & 2M, pH du tampon 2,9 3 5,0. La composi-
tion du gradient est indiquée dans le tableau XII.

Aprés le passage du gradient, la colonne est
lavée pendant 24 heures avec un tampon pyridine 2M-acide acé-

tique de pH 5,0 pour éluer les peptides les plus basigues.

Le débit de la colonne est maintenu constant &
33 ml/h & 1'aide d'une pompe MILTON-ROY et des fractions de
5,5 ml sont collectées automatiquement.

Le repérage des peptides dans 1'éluat s'effec-
tue & l'aide de la réaction 3 la ninhydrine sur des aligquotes
prélevées automatiquement. La réaction de Sakaguchi a été
également utilis&e pour le repérage des peptides contenant de

l'arginine.

Les fractions qui correspondent aux pics du
diagramme d'é€lution sont rassemblées et lyophilisées & l'aide

d'un Rotary Evapomix (Blichler).

E) Contrdle d'homogénéité et purification des

fractions peptidiques

Chaque fraction lyophilisée est dissoute dans
2 ml d'acide acétique 3 10 p.100 (environ 4 umoles par ml).
Une aliquote de chaque fraction est déposée sur papier What-

man 3 MM lavé 8 l'acide acétique 3 10 p.l100 pendant 48 heures,

afin de vérifier sa pureté en électrochromatographie.

La chromatographie descendante est effectuée
pendant 18 heures dans le solvant Butanol/Pyridine/Acide acé-
tique/Bau (15/10/3/12). ’

Le rouge de phénol qui migre avec le front du

solvant est utilisé& comme margqueur externe.




TABLEAU XII

Tampon pyridine*-v , Tampon pyridine
Numéro _ Tampons pyridine - acide formique
de la cellule agii; fogméqge pH 5,0 aclide acétique
1M, P P 0,5M M 2M, pH 5,0
1 200 ml
2 150 ml . . 50 ml
3 100 ml ' 100 ml
4 50 ml 150 ml
5 200 ml
6 200 ml
7 100 ml 100 ml
8 200 ml
9 200 ml

(10g/1itre). Elle est conservée d -20° C.

- X rLa pyridine (Merck) est purifide par distillation sur ninhydrine (lg/litre) et baryte anhydre
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L'électrophorése est réalisée pendant 90 minu-
tes dans le tampon Pyridine/Acide acétique/Eau (1/10/289) de
pPH 3,6 sous une tension de 2200 volts.

L'appareil utilisé est un Electrophorator
GILSON (modéle D-5000 volts). Un mélange d'acides aminés
(acide aspartique, tyrosine, arginine) sert de té&moin externe

de migration &lectrophorétique.

Les peptides sont localisés sur 1l'électrochro-
matogramme par coloration avec le réactif 3 la ninhydrine-
cadmium (LIU et al.,1965). Pour les peptides renfermant de
l'arginine, nous avons utilisé la réaction 3 la phénanthréne
guinone dé&crite par YAMADA et qgl.(1966) et EASLEY et aql.
(1969) . Les peptides contenant de l'arginine présentent une
fluorescence bleue intense sous lumiére ultraviolette a
366 nm. Cette révélation a l'avantage d'étre trés sensible

et trés stable.

Chaque fraction hétérogéne en é&lectrochroma-
tographie est purifiée par chromatographie ou é&lectrophorése
préparative sur papier, dans les mémes conditions que celles
décrites précédemment ou encore par les 2 méthodes associées.

F) Coupure des liaisons aspartyles par l'agide

acétique 0, 25N

L'histone H4 contient 5 résidus d'’acide aspar-

tique dont 2 se trouvent sous forme amide. La coupure de 1l'his-

tone H4 en milieu acide dilué devrait donc théoriquement nous

fournir 4 fragments.

De nombreux types d'hydrolyse acide des protéi-

nes ont &té décrits. PARTRIDGE et DAVIS (1950) utilisent l'aci-

de oxalique 0,25N, SCHULTZ et al.(1962) utilisent 1'HC1l 0,03N
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et SCHROEDER et aql.(1963) l'acide acétique 0,25N. TSUNG et
FRAENKEL-CONRAT (1965) associent & la fois 1'HC1l 0,03N et
l'acide acétique a 40 p.100.

Cependant, peu de méthodes limitent 1l'hydroly-
se aux liaisons de type Aspartyl-X. Souvent, il est observé

une coupure aux liaisons Asparaginyl, Glutamyl et Glutaminyl.

Nous avons choisi 1l'hydrolyse par 1l'acide acé-
tique 0,25N qui nous avait donné les résultats les plus satis-

faisants au cours d'essais préliminaires.

150 mg d'histone H4 de gonade d'Oursin (12 umo-
les) ont été hydrolysés par 15 ml d'acide acétique 0,25N
(1 ml1 pour 10 mg de protéine), pendant 6 heures, a 105° C,
en tube scellé, sous vide. L'hydrolysat a &té& &vaporé & sec a
" 1l'aide d'un Rotary Evapomix (Blichler) et repris dans 6 ml
d'HCl 0,01lN, centrifugé et déposé, en 2 fois, sur une colonne
de Sephadex G 50 F (200 x 2,5 cm) équilibrée et é&luée par
HCl 0,01N. Le débit est de 18 ml/h et les fractions recueil-
lies de 4,6 ml. Les peptides sont détectés dans 1l'éluat par
lecture des densités optiques de chaque fraction a 220 et
278 nm. Les fractions correspondant 3 chaque pic sont rassem-

blées et évaporées i sec.

G) Techniques d'étude de la séquence des peptides

Les peptides sont hydrolysés par 1'HCl1l 6N, sous
vide, a 110° C, pendant 24 heures. Le dosage des acides aminés
est effectué a8 l'aide d'un analyseur d'acides aminés BECKMAN,
type Multichrom, &quipé& d'un intégrateur INFOTRONICS (modéle

CRS 210).

2~ Détermination de l'acide aminé NH2-terminal

Elle est effectuée par la méthode de dansylation
‘selon la technique décrite par GRAY et HARTLEY (1963). Le dan-
sylaminoacide obtenu, aprés hydrolyse du dansylpeptide par
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1'HC1 6N, pendant 18 heures 3 105° C, est identifié par chro-
matographie sur couche mince de gel de silice (Silicagel F 60,
Merck). La chromatographie est soit monodimensionnelle dans le
solvant I de STEHELIN et DURANTON (1969), soit bidimensionnelle
avec les solvants I et II décrits par GROS et LABOUESSE (1969).

Elle est effectuée par dégradation récurrente
du peptide selon la méthode de EDMAN (1956). Les différentes
étapes de cette technique sont rassemblées dans le tableau XIII.

Aprés chaque cycle de dégradation, l'acide ami-
né 1libéré est soit identifié directement sous forme de son
dérivé PTH (phénylthiohydantoine-aminoacide), soit indirecte-
ment en déterminant la composition en acides aminés du peptide
résiduel. C'est la méthode soustractive décrite par HIRS
(1960) . La dansylation associée 3 la dégradation de EDMAN per-
met l'identification de l'acide aminé NH2-terminal du peptide

résiduel.

Elle est effectuée par hydrolyse cinétique du
peptide avec les carboxypeptidases A, B ou C. Les acides ami-

-

nés sont identifiés 3 1'analyseur d'acides aminés.
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TABLEAU XIII
ETAPES DE LA DEGRADATION DE EDMAN

Réaction de couplage du peptide avec le PITC (Phénylisothio-
cyanate)
40 minutes, 50°C
Elimination de l'excés de PITC
Cyclisation et coupure par l'écide trifluoroacétique
7 minutes, 50°C
Formation du dérivé ZYanilinothiazolinone
HCl1 N, 80°C, 10 minutes
Phénylthiohydantoing de l'acide aminé

Extraction par l'acétate d'éthyle

Phase organigue e”””””K\\\\\\‘ﬁiPhase aqueuse

Séparation des phénylthio- Phénylthiohydantoline~arginine
hydantoine-amino-acides par Phénylthiohydantoine-~histidine
chromatographie sur couche
mince de gel de silice & l'aide Electrophoré&se sur papier
des solvants D, E et H. Whatman 3 MM, 3 pH 3,6,
(SJ6QUIST, 1956) 2200 volts, 60 minutes.

- Réaction 3 la phénanthréne

- Solvant E:

quinone
fOrﬁ:ﬁ:ggjagidgugzggégigéue (identification PTH-arginine)
(97:3:4:3) (v/v) (YAMADA et al.,1966)

(EASLEY et al.,1969)
- Solvant D:

- Réaction de Pauly

(séparation Valine et Proline)

La plaque est trempée dans un (identification PTH-histidine)

mélange acétone-formamide
(3:7) (v/v)

Le solvant de migration est
le xyléne.

- Solvant H:

(séparation PTH-Asp et PTH-Asn)

Dichloroéthane 120 ml

Acide acétique 28 ml
Coloration spécifique par

le réactif ninhydrine-collidine Y
(ROSEAU et PANTEL, 1969) ’Wj)

3

i
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III- RESULTATS

A).Séparation et &tude dés peptides trypsiques
solubles de 1'histone H4 maléylée

Le diagramme d'élution des peptides solubles de
l'hydrolysat trypsique de l'histone H4 de gonade d'Oursin oxy-
dée et maléylée est présenté dans la figure 17.

Les peptides sont séparés en 13 fractions re-
présentées par des traits pleins et numérotées d'aprés leur
ordre d'élution de la colonne. Ils sont désignés par les let-
tres Tm et numérotés d'aprés leur position dans la séquence
de la protéine.

L'histone H4 d'Oursin contient 14 résidus d'ar-
ginine. L'hydrolyse trypsique de la protéine maléylée devrait
théoriquement fournir 15 peptides., En réalité, nous avons isolé

10 peptides qui correspondent 3 78 des 102 résidus présents
dans la molécule.

La composition en acides aminés de ces peptides
est présentée dans le tableau XIV, Le rendement de chague pep-
tide a &té& calculé d'aprés le poids sec de protéine initiale~
ment hydrolysée.

Chaque peptide a été& comparé avec le peptide
homologue provenant de l'histone H4 de thymus de Veau : position
dans le diagramme d'&lution, localisation sur la carte pepti-
digue, composition en acides aminés, acides aminés NH2- et
COOH~terminaux. Nous avons déduit de cette &tude comparative

la structure de chaque peptide.

Nous pouvons dire en effet que 2 peptides ont
une structure identique lorsque ces peptides ont le méme temps
de rétention sur la colonne d'échanges d'ions, le méme compor-
tement en chromatographie ou en électrophorése sur papier, la
m@me composition en acides aminés, le méme acide aminé en posi-
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COMPOSITION EN ACIDES AMINES DES PEPTIDES DE LA FRACTION SOLUBLE
DE L'HYDROLYSAT TRYPSIQUE MALEYLE DE L'HISTONE H4 DE GONADE D'OURSIN

TABLEAU XIV

-

(en rapports molaires par rapport a l'arginine)*

Acides aminés Tm-1 Tm-4 Tm-5 Tm-6
Acide cystéique
Acide aspartique 2,01 (2)
Thréonine 1,00 (1)
Sérine 0,90 (1)
Acide glutamique 1,05 (1)
Proline 1,53 (1)
Glycine 1,03 (1) 1,06 (1)
Alanine 1,05 (1) |1,11 (1)
valine 0,99 (1) |
Méthionine
Isoleucine 2,92 (3)
Leucine 1,01 (1) 1,03 (1)
Tyrosine
Phénylalanine
Histidine
Lysine 0,99 (1)
Arginine 1,00 (1) |1,00 (1) | 1,00 (1) |1,00 (1)
ge-=N-Méthyllysine 0,79 (1)
Nombre de résidus 3 4 12 3
Rendement (%) 37,5 15,5 20,2 26,6
NH2~-terminal Ac-Ser Lys (Me) Asp Leu
COOH-terminal Arg Arg Arg Arg
N° de la fraction ol

1 13 3 9

le peptide a été isolé

92

X Les chiffres entre parenthéses correspondent au nombre de résidus

assumés
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TABLEAU XIV (suite)

COMPOSITION EN ACIDES AMINES DES PEPTIDES DE LA FRACTION SOLUBLE
DE L'HYDROLYSAT TRYPSIQUE MALEYLE DE L'HISTONE H4 DE GONADE D'OURSIN

(en rapports molaires par rapport 3 l'arginine)®*

Acides aminés Tm-7 Tm-8 Tm-10 Tm~11
Acjide cystéique 1,00 (1)
Acide aspartique 0,99 (1) {0,93 (1)
Thréonine 0,88 (1) 10,93 (1) |1,62 (2)
Sérine 0,78 (1)
Acide glutamique 1,88 (2) |1,04 (1)
Proline
Glycine 1,72 (2) 0,97 (1)
Alanine 2,02 (2) |1,84 (2)
Valine 0,87 (1) 1,01 (1) 2,17 (3
{ Méthionine 0,81 (1)
Isoleucine 1,78 (2)
Leucine 0,97 (1) 0,93 (1)
Tyrosine 0,86 (1) (0,95 (1) |0,82 (1)
Phénylalanine
Histidine 1,22 (1)
Lysine 1,15 (1) 0,93 (1) |1,90 (2)
Arginine 1,00 (1) 1,00 (1) |1,00 (1) |1,00 (1)
e-N-M&thyllysine
Nombre de résidus 5 10 11 14
Rendement (%) 14,1 31,9 23,3 16,4
NH2-terminal Gly Ile Asp Lys
COOH-terminal Arg Arg Arg Arg
N® de la fraction ol
le peptide a &t& isolé 11 6 et 8 4 et 5 10 et 12

X Les ehiffres entre parenthéses correspondent au nombre de résidus

assumés
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TABLEAU XIV (suite)

COMPOSITION EN ACIDES AMINES DES PEPTIDES DE LA FRACTION SOLUBLE
DE L'HYDROLYSAT TRYPSIQUE MALEYLE DE L'HISTONE H4 DE GONADE D'OURSIN

(en rapports molaires par rapport a l'arginine)*

Acides aminés Tm~-12 Tm~13 gz :gziéusﬁlzzone
Acide cystéique 1 1
Acide aspartique 4 5
Thré&onine 0,99 (1) 6 6
Sérine 2 2
Acide glutamique 1,04 (1) 6 6
Proline 1 1
Glycine 1,03 (1) |3,08 (3) 11 17
Alanine 6 7
Valine 6 9
Mé&thionine 1 1
Isoleucine 5 6
Leucine 1,09 (1) 5 8
Tyrosine 1,01 (1) 4 4
Phénylalanine 1,00 (1) 1 2
Histidine 1 2
Lysine 5 10
Arginine 1,00 (1) 11 14
€e-NH2-Méthyllysine 1 1
Nombre de résidus 3 7 78 102
Rendement (%) 40 33
NH2-terminal Glp Thr Ac-Ser
COOH-terminal Arg Gly Gly
N° de la fraction ol 1 3 et 7
le peptide a &t& isolé

Fit
[SRTEN

% Les chiffres entre parenthéses correspondent au nombre de ré- {?fi>
\Uite

stdus assumés
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tion NH2-terminale et le m@me acide aminé 3 l'extrémité& COOH~
terminale.

La séquence en acides amin&s des 10 peptides
trypsiques solubles de l'histone H4 de gonade d'Oursin oxydée
et maléylée est présentée dans le tableau XV.

Parmi ces peptides, 8 ont leur équivalent dans
l'hydrolysat trypsique de l'histone H4 de thymus de Veau (SAU-
TIERE, 1973). Les 2 autres peptides (Tm-10 et Tm-11) sont un
peu différents des peptides homologues du thymus de Veau :
le peptide Tm-10 contient 1'unique résidu de cystéine de la
protéine et le peptide Tm~11l, qui contient le ré&sidu de méthio-
nine, posséde un résidu de lysine en position NH2-=terminale,
ce qui explique qu'il n'ait pas été retrouvé dans l1l'hydrolysat
trypsique de l'histone H4 native. Par contre, il a &té& signa-
18 par DELANGE et al.(1969%a) dans l'hydrolysat trypsique de
1'histone H4 maléylée.

D'autre part, au cours de l'oxydation performi-
que de la protéine, obtenue sous forme de chlorhydrate par la
méthode de préparation utilisée (JOHNS, 1967), l'acide perfor-
mique é’provoqué la libération de chlore qui est venu se fixer
sur les résidus de tyrosine.

Ce phénomé&ne explique que les peptides contenant de la tyrosine
ont 8té isolés 3 partir de 2 fractions différentes du diagram-
me d'élution, le peptide contenant la tyrosine chlorée (80 p.
100) é&tant élué plus tard que celui contenant la tyrosine non
modifiée (20 p.100). En effet, lors de l'analyse d'acides ami-
nés, la tyrosine chlorée est éluée plus tardivement, au niveau
de 1l'histidine.’

"C'est le cas des peptides Tm-8, Tm-10, Tm-1ll et
Tm-13. :
| Certains peptides trypsiques solubles présen=

tent un intéré&t particulier.:




TABLEAU XV

SEQUENCES EN ACIDES AMINES DES PEPTIDES DE LA FRACTION SOLUBLE DE I 'HYDROLYSAT

Tm-1 (résidus 1 & 3)
Tm~4 (résidus 20 a 23)
Tm-5 (résidus 24 a 35)
Tm-6 (r&sidus 37 3 39)
Tm~7 (ré&sidus 4; a 45)
Tm-8 (ré&sidus 46 a 55)
Tm-10 (résidus 68 & 78)
Tm-11 (résidus 79 & 92)
Tm-12 (ré&sidus 93 a 95)%
Tm-13 (résidus 96 a 102)

x GZp :

actde pyroglutamique.

TRYPSIQUE MALEYLE DE L'HISTONE H4 DE GONADE D'OURSIN

N-acétyl-Ser-Gly~Arg

Lys (Me) - aI-Leu-Arg

—_— P ——y —P
Asp-Asn-Ile-Gln-Gly-Ile~Thr-Lys-Pro-Ala-Ile-Arg
E;E-Ala-Arg

Sy

Gly-Gly-Val-Lys-Arg
fi;—Ser-Gly-Leu-Ile-Tyr—Glu-Glu-Thr—Arg

—> ——a-——I — —>
Asp~Ala-Va -Thr-Tyr—Cysfglu—gis-gla-Lys-Arg

Lys-Thr-vVal-Thr-Ala-Met~-Asp-Val-Val-Tyr-Ala-Leu-Lys-Arg
Glp-Gly-Arg

Thr-Leu-Tyr-Gly-Phe-Gly-Gly (OH)

mine en acide pyroglutamique.

Les méthodes utilisées pour la détermination de la séquence des peptides sont indiquées de la fagon

suivante:

Dansylatton —— placé au-dessus du résidu d'acide aminé
Dégradation de Edman —>
Hydrolyse par les carboxypeptidases ¢—

Ce peptide dérive du peptide Gln-Gly-Arg par cyclisation de la gluta-

96




97

Peptide Tm-1 (résidus 1 3 3)
N-Acétyl-Ser-Gly-Arg

Le peptide Tm~1 est obtenu dans la fraction 1
avec le peptide Glp-Gly=Arg, dérivé du peptide Tm~12 par cy-
clisation du résidu de glutamine en acide pyroglutamique.

Bien que sur le diagramme d'é&lution (p. 91),
on puisse noter une séparation partielle mais non satisfai-
sante des 2 peptides, nous avons traité l'ensemble de la frac-
tion 1 parce que les &tudes antérieures menées dans notre la-
boratoire sur les peptides trypsiques de 1l'histone H4 de thymus
de Veau avaient montré& sans équivoque la présence des peptides
Ac~Ser-Gly-Arg et Glp-Gly-Arg dans la fraction 1 du diagramme
d'élution des peptides trypsiques (SAUTIERE et ql.,1971).

4 D'ailleurs, la présence du peptide Ac-Ser-Gly-
Arg a été confirmée par 1'étude des peptides obtenus par hy-
drolyse trypsique du fragment 1 3 24 de l'histone H4, fragment
isolé aprés hydrolyse partielle de la protéine par 1l'acide
acétique 0,25N.

Le peptide Tm-1 n'est pas réyélé par la réac-
tion & la ninhydrine, ce qui manifeste un blocage du groupe
a-aminé terminal. Il est mis en é&vidence par les réactions
spécifiques de l'arginine : la réaction de Sakaguchi ou la
réaction i la phénanthré&ne quinone. L'absence d'un groupe
NH2-terminal libre a &té démontrée par dansylation.

La perte d'une charge positive par acétylation
du groupe a-aminé terminal induit chez ce peptide un comporte-
ment acide qui se traduit par une é&lution précoce de la colon=
ne d'échangeurs d'ions et une migration anodique en &lectropho-
rése a pH 3,6.

Il a été obtenu avec un rendement de 37,5 p.100
tandis que le peptide Tm=12 : Glp-Gly-Arg a &t& isolé avec un
rendement de 40 p.100.
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Peptide Tm~4 (résidus 20 3 23)

Lys(Me)-Val-Leu-Arg

Le peptide Tm~4 a &été isol& de la fraction 13
par chromatographie préparative sur papier. Il est obtenu
avec un rendement de 15,5 p.1040.

La présence d'e~NH2-méthyllysine.a &té é&tablie
par analyse des acides aminés sur une colonne de résine M 71
Beckman (hauteur 16 cm, réticulation de la résine 7 p.100)
avec un tampon d'é&lution de pH 5,28, & 55° C.

Dans ces conditions, les acides aminés basiques
sont séparés dans l'ordre suivant : lysine, e-NH2-méthyllysine,
histidine et arginine.

Deux &tapes de dégradation de EDMAN, utilisée
en méthode soustractive, ont permis de placer le résidu de
méthyllysine en position NH2~terminale du peptide Tm-4 et le

résidu de valine en deuxiéme position.

Val , Leu , Arg , Lys(Me)

Composition : 0,99 1,01 1,00 Q,79
ler cycle : 0,95 0,93 1,00 0,17
2éme_cycle : 0,33 0,79 1,00 0,21

Ce peptide correspond manifestement au peptide
Tm-7 de l'histone H4 de thymus de Veau.

Peptide Tm-10 (résidus 68 & 78)

Asp-Ala-Val~Thr-Tyr-Cys-Glu-His-Ala—Lys-Arg

Le peptide Tm-10 est isolé de la fraction 4, ol
il est contaminé par de l'arginine libre, par chromatographie
préparative sur papier. Il est obtenu avec un rendement de
4,6 p.100Q.

Il est également isolé de la fraction 5 par
chromatographie préparative sur papier. Il est alors obtenu

avec un rendement de 18,7 p.100.

L'é&lution précoce de ce peptide s'explique par
la présence d'un résidu d'acide cystéique, résultat de 1'oxy-
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dation de la cystéine par l'acide performique, Il est plus ou
moins révélé par le réactif de Sakaguchi; ceci est dfl i la

présence d'histidine dans le peptide. %

Dansylaminoacide NH2-terminal : DNS<Asp

- e o8 ete Gy e g S gy -

Dégradation de EDMAN : 5 cycles de dégradation de EDMAN avec

identification directe des PTH-~aminoacides libérés nous a per«
mis d'établir la séquence NH2=terminale du peptide :

Asp-Ala-Val-Thr-Tyr

— g —

L'étude cinétique de 1l'hydrolyse du peptide

Hydrolyse paxr_les carboxypeptidases B et A :

Tm-10 par les carboxypeptidases B et A a permis d'établir la
séquence COOH-terminale suivante :

His-Ala~-Lys-Arg

Les résultats sont rassemblés dans le tableau XVI.
Nous avons abaissé le pH de 8,7 & 6,0 au bout de 30 minutes
d'action de la Cp A afin de faciliter la lib&ration de l'acide
glutamique et de l'acide cystéique. Mais l'histidine n'étant
pas encore lib&érée 3 ce moment, la fin de 1l'hydrolyse a &té
trés lente. Aprés 120 minutes d'hydrolyse, on commence 3 voir

apparaitre l'acide glutamique.

D'aprés ces résultats, nous avons pu é&tablir
la séquence du peptide Tm-10, le résidu d'acide cystéique
&tant placé par différence. Cette séquence a d'ailleurs été
confirmée par 1'étude du peptide acétique Ac~3 (résidus 69 &
85) . Sur ce peptide, 8 cycles de dégradation de EDMAN utilisée
en méthode soustractive ont permis d'établir la séquence NH2-

terminale suivante :
Ala-Val~-Thr-Tyr-~Cys-Glu-His-Ala

séquencz qui correspond 3 la partie médiane du peptide Tm=10.

Peptide Tm-11 (résidus 79 3 92)

Lys-Thr-Val~Thr-Ala-Met-Asp~Val-Val~Tyr-Ala-Leu~Lys—Arg

Le peptide Tm-11 a été isolé pur de larfraction
10, avec un rendement de 4,5 p.100 et de la fraction 12 avec
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TABLEAU XVI

ETUDE CINETIQUE DE L'HYDROLYSE DU PEPTIDE Tm-10
PAR LES CARBOXYPEPTIDASES B + A

Chaque prélévement correspond d 30 nanomoles environ.
Les résultats sont exprimés enm nombre de nanomoles

d'acides aminéds 1ibérés.

CpB 10' |CpB 10' {CpB 10' |CpB 10' |CpB 10°'

: : '
Acides aminés  |CpB 10' "o "5+ |coa 10' |cCpa 20' |Cpa 30' |Cpa 60'#%

Acide glutamique

Alanine 17,760 22,101 23,936 24,676 24,015
Histidine 3,573

Lysine 22,842 23,403 23,775 23,401 23,993 23,041
Arginine 29,817 30,797 29,823 29,748 29,822 28,676

X Aprés le prélévement de CpB 10' + CpA 307, le pH initialement & 8,7
(tampon N-éthylmorpholine) a été abaissé 4 6 par addition d'acide a-
cétique. En effet, la CpA libére plus facilement 1l'acide glutamique
et la cystéine 4 pH 6.

CpB 10' | CpB 10' | cpB 10' | cpB 10' | cpB 10°'

Acides aminés CpA 90' {CpA 120' |CpA 180' |CpA 240°' CpA 24h

Acide glutamique 4,008 3,840 4,160 5,350
Alanine 24,354 24,791 24,740 30,140 29,460
Histidine 6,127 7,640 10,660 14,120 17,700
Lysine 23,502 24,700 23,350 25,970 24,410

Arginine 32,099 28,814 28,030 28,540 25,930
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un rendement de 16,4 p.100.

Ce peptide est caractérisé& par la présence de
l'unique résidu de méthionine de la molécule. La méthionine a
été identifi&e sous forme de mé&thionine sulfone (produit d'o-
xydation de la méthionine par l'acide performique) qui est
&lude trés t6t, entre l'acide aspartique et la thréonine.

La valeur assez basse (2,17 pour 3 résidus) ob~
tenue pour la valine s'explique par la présence d'une liaison
Val-Val incomplétement hydrolysée aprés 24 heures d'hydrolyse.

Dansylaminoacide NH2-terminal : DNS-Lys

Peptide Tm=12 (ré&sidus 93 i 95)

Glp~-Gly-Arg

Le peptide Tm~-12 est obtenu dans la fraction 1
avec le peptide Tm-1 : Ac-Ser-Gly-Arg (voir p. 97).

Il est obtenu avec un rendement de 40 p.100.
Il dérive du peptide Gln-Gly-Arg par cyclisation de la gluta-
mine en acide pyroglutamique, ce qui confére un caractére acide
a ce peptide.

Il n'est pas révélé par la ninhydrine, mais
cependant, il est décelé& dans l'hydrolysat par la réaction de
Sakaguchi, et sur la carte peptidique par la réaction i la

phénanthréne quinone.

Par dansylation du peptide, nous avons pu dé-
montrer que le groupe NH2~terminal é&tait bloqué.

Peptide Tm~13 (ré&sidus 96 3 102)

Thr-Leu-Tyr-Gly-Phe~Gly-Gly (OH)

Le peptide Tm~13 a été isolé pur de la fraction
7 avec un rendement de 33 p.100. Cette fraction 7 est la seule
du diagramme d'é€lution 3 n'Btre pas révélée par la réaction de
Sakaguchi. L'absence d'arginine et l'&troite spécificité& de la
trypsine pour les liaisons Arginyl-X dans une protéine maléylée
suggérent que le peptide Tm-13 se trouve en position COOH-ter~-
minale dans l'histone H4.
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I1 contient 1'un des 2 ré&sidus de phénylalanine
et 1'un des 4 ré&sidus de tyrosine de 1'histone H4.

Dans la fraction 7, le peptide Tm-13 a son ré-
sidu de tyrosine sous forme de chlorotyrosine. Une faible
quantité de ce peptide avec son résidu de tyrosine "intact"
est retrouvée dans la fraction 3.

Dansylaminoacide NH2-terminal : DNS-Thr

Ce peptide est analogue au peptide T-18 de
l'histone H4 de thymus de Veau.

Arginine libre

La molécule d'histone H4 contient 2 liaisons
Arginyl-arginyl (résidus 35 et 36; 39 et 40). Leur hydrolyse
par la trypsine entraine la libération d'arginine libre qui
est €luée dans la fraction 4, avec le peptide Tm~10 dont elle
est séparée par électrophorése préparative. L'arginine libre
a &té obtenue avec un rendement de 33 p.100.

Le bilan des peptides trypsiques solubles de
l'histone H4 de gonade d'Oursin, oxydée et maléylée, fait ap-
paraitre un déficit de 24 résidus d'acides aminés.

Ce déficit peut s'expliquer par l'obtention
d'une importante fraction insoluble qui apparaft lors de la
démaléylation des peptides de l'hydrolysat. Cette fraction
insoluble a été lyophilisée. Nous avons obtenu 36,2 mg de ma-
tériel que nous avons soumis 3 l'action de la TPCK-trypsine,
pendant 2 heures, a4 37° C et pH 8,0.
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de la fraction insoluble de 1l'hydrolysat trypsique de 1l'histone
H4 maléylée

Le diagramme d'é&lution des peptides trypsiques
de la fraction insoluble est présentd dans la figure 18 et
montre la séparation des peptides en 12 fractions. La fraction
n°® 1 renferme uniquement 1'ammoniac.

Par purification des 11 autres fractions, nous
avons obtenu 18 peptides dont certains ont dé&ji été identifiés
parmi les peptides de la fraction soluble. Ils sont désignés
par la lettre T suivie d'un chiffre qui désigne leur position
dans la séquence de la protéine.

La composition en acides aminés de ces peptides
est présentée dans le tableau XVII et leur séquence en acides
aminés dans le tableau XVIII.

Nous pouvons faire quelques remarques :

a-~ Nous avons retrouvé les peptides T~2, T-3,
T-4 et T-5 qui recouvrent presque totalement le peptide Tm-2,
absent du premier fractionnement, mais avec des rendements
trés faibles.

b- D'autre part, nous n'avons pas isolé le pep-
tide Gly~Gly~-Ala-Lys-Arg (résidus 13 3 17) dans lequel le ré-
sidu de lysine en position 16 serait acétylé. Nous verrons
plus loin que 20 p.100 des molécules d'histone H4 de gonade
d'Oursin sont acétylé&es au niveau du résidu de lysine 16. Ce
faible taux d'acétylation peut expliquer pourquoi le peptide
Gly-Gly-Ala-Lys (Ac)=-Arg n'a pu &tre identifié dans 1l'hydrolysat
trypsique.

c- Nous aﬁons isolé 3 la fois les peptides
Gly-Gly-Val-Lys (résidus 41 i 44) et Gly-Gly-Val-Lys-Arg (ré-
sidus 41 3 45).

d- Dans la fraction 9, nous avons retrouvé un
mélange des peptides T=11 et T-13. Par 4 cycles de dégradation
de EDMAN avec identification directe des PTH-aminoacides 1libé&-
rés, nous avons pu démontrer -les 2 sé&quences NH2-terminales
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COMPOSITION EN ACIDES AMINES DES PEPTIDES OBTENUS PAR HYDROLYSE
TRYPSIQUE DE LA FRACTION INSOLUBLE DE L'HYDROLYSAT TRYPSIQUE MALEYLE.

Amino-Acides

Acide cystéique
Acide aspartique
‘Thréonine
Sérine
Acide glutamique
Proline
Glycine
Alanine
Valine
Méthionine
Isoleucine
Leucine
Tyrosine
Phénylalanine
Histidine
Lysine
Arginine

e~-N-Méthyllysine

1.42(1)

1.00(1)

2.05(2)

1.00(1)

2.25(2)

1.12(1)

1.00(1)

2.16(2)

1.09(1)

1.00(1)

0.85(1)

0.91(1)

1.00(1)
0.77(1)

Nombre de résidus
Rendement (%)
NH2 terminal
COOH terminal

N° de la fraction

ol le peptide a
été isolé

2 et 4

Gly

Lys

Lys (Me)

Arg

11

2 Peptide qui n'a pas été retrouvé dans la fraction soluble de

l'hydrolysat trypsique maléylé.
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Amino-Acides Tg T9 Tlo* lea Tll
Acide cystéique
Acide aspartique 1.73(2)
Thréonine 0.84(1) 0.89(1)
Sérine 0.87(1)
Acide glutamique 0.97(1) 1.75(2)
Proline 0.92(1)
Glycine 1.19(1) 2.30(2) 2.22(2) 1.29(1)
Alanine 0.95(1) |1.01(1)
Valine 0.82(1) 0.96(1)
Méthionine

Isoleucine 2.90(3) 1.50(2)

Leucine 0.92(1) 1.00(1)

Tyrosine (1)

Phénylalanine
Histidine
Lysine 0.95(1) 1.00(1) 1.18(1)

Arginine 1.00(1) | 1.00(1) 1.00(1) 1.00(1)
€-N-Méthyllysine |
Nombre de résidus 12 3 4 .5 10

Rendement (%) 3.8 9.4 2.1 3.5 10
NH2 terminal Asp Leu Gly Gly Ile
COOH terminal Arg Arg Lys Arg Arg
N° de la fraction
ol le peptide a 4 10 5 12 9

été isolé

# Peptide qui n'a pas été retrouvé dane la fraction soluble de

l'hydrolysat trypesique maléylé.
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t Peptide qui n'a pas été retrouvé dans la fraction soluble de

l'hydrolysat trypsique maléylé.

Amino-Acides T12* T13x T4 T18 Total Histone H4
Acide cystéique 1.00(1) 1 1
Acide aspartique 1.08(1)}1.16(1) 4 5
Thréonine 1.31(1)}0.66(1) 4 6
Sérine 1 2
Acide glutamique 0.89(1)}1.35(1) 5 6
Proline 1 1
Glycine 1.24 (1) [ 3.08(3)| 15 17
Alanine 2.27(2) 5 7
Valine 1.03(1)  1.80(2)]1.53(1) 6 9
Méthionine 1
Isoleucine 0.68(1) 6 6
Leucine 1.11(1) | 0.95(1) 1.00(1) 7 8
Tyrosine 1.00(1){0.83(1) 3 4
Phénylalanine 1.04(1) lo.9a(1)| 2 2
Histidine 1.37(1) 1 2
Lysine 1.00(1) 1.08(1) 8 10
Arginine 1.00(1) |1.00(1) 7 14
{e~-N-Méthyllysine 1 1
Nombre de résidus 4 8 11 7 77 102
Rendement (%) 23,2 20 2,2 6
NH, terminal Gly val Asp . Thr Ac-Serx
COOH terminal Lys Arg Arg Gly Gly
N° de la fraction
ol le peptide a 7 9 6 8
&té isolé 7R
' <D




r-2%
r-3%
T-4%
r-5%
T-7
T-8
T-9
T-10
T-10a
T-11
T-12%
r-13%
T-14
T-18

x

SEQUENCES

DE

(résidus
(résidus
(ré&sidus
(résidus
(résidus
(résidus
(résidus
(résidus
(résidus
(résidus
(résidus
(résidus
(résidus
(résidus

TABLEAU XVIIT

EN ACIDES AMINES DES PEPTIDES OBTENUS PAR HYDROLYSE TRYPSIQUE
LA FRACTION INSOLUBLE DE L 'HYDROLYSAT TRYPSIQUE MALEYLE

4 et 5)

6 a 8)

9 a12)

13 3 16)
20 a 23)
24 3 35)
37 a 39)
41 3 44)
41 3 45)
46 a 55)
56 & 59)
60 & 67)
68 3 78)
96 a 102)

% DPeptide qui n'a

Gly-Lys

Gly-Gly-Lys

Gly-Leu-Gly-Lys

Gly-Gly~Ala-Lys

—

Lys (Me) -Val~-Leu-Arg

— ) —p —
Asp~Asn-Ile-Gln~Gly-Ile~Thr-Lys~-Pro~Ala~Ile-Arg
Leu-Ala-Arg

Gly-Gly-Val-Lys

Gly-Gly-Val-Lys~-Arg

—_— ) —> —»
Ile-Ser-Gly-Leu~Ile~Tyr-Glu-Glu-Thr-Arg
Gly-Val-Leu~Lys

— — — —>

Val-Phe-Leu-Glu-Asn-Val-Ile-Arg
KEE—Ala-Val—Thr—Tyr—Cys(SO3H)—Glu—His-Ala—Lys-Arg
Thr-Leu-Tyr-Gly-Phe-Gly-Gly (OH)

pas été retrouvé dans la fraction soluble de 1'hydrolysat trypsique maléylé,

La signification des signes placés au-dessus des résidus d'acides aminés est indiquée dans le
tableau XV.
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suivantes :
Ile-Ser-Gly-Leu et Val-Phe«Leu-Glu

, e~ Nous avons isolé de l'arginine libre dans la
fraction 4 ol elle contamine le peptide T-3. Elle est obtenue
avec un rendement de 27 p.100,

Le bilan des 2 fractionnements réalisés sur
1'hydrolysat trypsique de l1'histone H4 de gonade d'Oursin mon-
tre que 100 des 102 résidus présents dans la protéine ont &té
replacés dans la séquence. Un seul peptide , His=Arg (résidus
18 et 19), n'a pu é&tre élué de la colonne d'échangeurs d'ions
malgré la poursuite de 1l'é&lution pendant 24 heures avec le
tampon pyridine 2M ~ acide acétique de pH 5,0.

La présence d'arginine libre dans 1l'hydrolysat
traduit l'existence de liaisons Arginyle-arginyle dont nous
voudrions confirmer la position.

Nous avons donc hydrolysé la protéine au niveau
des résidus d'acide aspartique par l'acide acétique 0,25N,
L'obtention de fragments plus &tendus de la protéine (coupure
au niveau des résidus Asp 24, Asp 68 et Asp 85) nous a permis
d'obtenir des recouvrements avec les peptides trypsiques et de

confirmer la séquence de la protéine.
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C)'Séparatipp‘deSEirggments obtenus par hydro-
lyse partielle acide de l'histone H4 de gonade d'Oursin

Les peptides obtenus par hydrolyse de l'histone
H4 avec l'acide acétique 0,25N, pendant 6 heures, i 110° C, en
tube scellé et sous vide, ont &té fractionnés sur une colonne
de Sephadex G 50 F. Le diagramme d'é&lution des peptides de
méme que leur composition en acides aminés ont été& présentés
dans une publication 3 FEBS Letters (1976). Nous nous permet-

tons d'inclure ici la reproduction de cette publication.

Nous pouvons voir sur la figure 2 de la publica-
tion que le diagramme d'élution comprend 7 fractions, & partir
desquelles nous avons isolé 5 peptides appelés Ac (Acétique) et
numérotés d'aprés leur position dans la séquence de la protéine.

Les 2 premiéres fractions, hétérogénes en élec-
trochromatographie, correspondent 3 un mélange de gros fragments

que nous n'avons pas cherché & séparer.

Les 2 fractions suivantes se comportent de fa-
con identique en électrochromatographie : elles forment une
longue trainée depuis le point de dép8t. A l'analyse d'acides
aminés, elles se réyvé&lent hétérogénes; elles ont donc été

purifiées.

- la premi&re par chromatographie d'&changes
d'ions sur CM-Cellulose (Whatman CM~52). La colonne (25 x 2,5 cm)
est équilibrée en tampon acétate de Na 0,125M de pH 4,3 et &luée
par un gradient de chlorure de Na de 0 é,lg dans le méme tampon.

L'élution est ensuite poursuivie par 1'HC1 0,02M.

Cette fraction nous a donné le peptide Ac-1la
(résidus 1 & 67).

- la seconde par rechromatographie sur une co-
lonne de Sephadex G 50 F (colonne 200 x 2,5 cm) &quilibrée et
&luée par HC1l 0,01N. Cette fraction nous a donné le peptide
Ac-2 (résidus 25-67 ou 26-68).
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1. Introduction

The primary structure of the histone Hy has been
determined in many species and shown to be highly
conservative throughout evolution [1-5].

However, in the Echinoderms, the histone H, is
characterized by the presence of one residue of
cysteine [6—10]. In the histone H, from the sea
urchin Parechinus angulosus [10], the residue of
cysteine was identified at position 73 in place of a
residue of threonine as found in calf histone H,.

In this paper, the complete amino acid sequence
of histone Hy from the sea urchin Psammechinus
miliaris is presented.

The primary structure was deduced from the data
provided by the tryptic peptides from the oxidized
and maleylated protein and by the acetic acid frag-
ments of the protein. The sea urchin histone Hy was
found to be acetylated at a lesser extent than calf
histone Hy at the residue of lysine 16.

2. Materials and methods

Gonads of the sea urchin Psammechinus miliaris
were frozen in solid CO, after excision and kept at
—20°C until use.

Chromatin was obtained either from purified
nuclei as described previously [9] or directly from
the gonads according to the procedure of Strickland
et al. [10]. The F,, histone fraction was extracted

Abbreviation: TPCK, L-(1-tosylamido-2-phenyl)-ethyl
chloromethyl ketone.

North-Holland Publishing Company — Amsterdam

from the chromatin and subsequently fractionated in
Fja; and F,a, subfractions as described by Johns |11].
The histone Hy was isolated from the F,5, fraction

by gel filtration chromatography on Biogel P 60
column equilibrated and eluted with 0.01 N HCl—

0.05 M NaCl-0.02% NaNj.

The purity of the protein was assessed by electro-
phoresis in polyacrylamide gel at pH 2.7 according to
Panyim and Chalkley [12] using a 17% acrylamide
concentration.

The amino acid composition was established on 24 h
and 72 h hydrolysates.

After performic acid oxidation according to Hirs
[13], the histone was maleylated and hydrolyzed
with TPCK-treated trypsin for 4 h at pH 8.0 and
37°Cin 0.1 M NH4HCO3, using an enzyme/substrate
ratio of 1:50.

After demaleylation [1] the tryptic peptides were
fractionated on Chromobeads P column (Technicon)
with pyridine—formate and pyridine—acetate buffers
[14.

Cleavage of aspartyl bonds by 0.25 N acetic acid
was performed at 105°C for 6 h in sealed evacuated
tubes (10 mg of protein per ml of acetic acid). The
cleavage products were fractionated on Sephadex G
50 F column equilibrated and eluted with 0.01 N
HCL.

Structural studies of the peptides were carried out
as described previously [3].

For the determination of e-NV-acetyllysine peptides
were hydrolyzed with aminopeptidase M for 24 h
at 40°C and pH 8.0 in 0.1 M NH,HCO3 (0.5 mg of
enzyme per umole of peptide). The hydrolysates were
subsequently analyzed on a Beckman Multichrom
amino acid analyzer.
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TABLEAU XX

SEQUENCES EN ACIDES AMINES DES PEPTIDES OBTENUS PAR HYDROLYSE
TRYPSIQUE DU FRAGMENT Ac~1 (résidus 1 3 24) DE
L'HISTONE H4 DE GONADE D'OURSIN

T-1 (résidus
T-2 (résidus
T-3 (résidﬁs
T-4 (résidus
T-5 (résidus
T-5a (résidus
T-6 (résidus
T-7 (ré&sidus

T~7a (résidus

1
4
6
9
13
13
18
20

20

a 3)
et 5)
a8
alz)
a 1e6)
ai7)
et 19)
a 23)
a 24)

N-Acétyl-Ser-Gly-Arg
Gly-Lys

Gly-Gly~Lys
Gly-Leu-Gly-Lys
Gly-Gly~-Ala-Lys
Gly~Gly~Ala<Lys~Arg
——

His~-Arg

—

Lys (Me) -Val-Leu~Arg

—
Lys (Me) -Val-Leu-Arg-Asp

La signification des signes placés au-dessus des résidus

d'acides aminés est indiquée dans le tableau XV.
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Parmi les peptides obtenus, nous pouvons signa-
ler la présence du peptide T~1

Ac-Ser~Gly-Arg, isolé& de la fraction 2,
du peptide T-6

His-Arg, que nous n'avions pu isoler précédemment
et du peptide T-7a

Lys (Me) -Val-Leu-Arg-Asp, obtenu par hydrolyse
incompléte de la liaison Arg-Asp (23-24) par la trypsine.
Cette hydrolyse incompléte est probablement due 3 la présence
d'un résidu d'acide aspartique au voisinage du résidu d'argini~
ne. Une résistance analogue 3 l'action de la trypsine a déji
été signalée par SAUTIERE et al.(1974) et KMIECIK (1976).

Peptide T-6 (résidus 18 et 19)

His-Arg
Il a &té isolé pur de la fraction 11 avec un rendement de
8,6 p.100.

Dégradation de Edman. Un cycle de dégradation de Edman avec

identification directe du PTH-histidine a permis de vérifier
la séquence du peptide His~Arg, ce que laissait supposer la

spécificité de la trypsine.

Tous les peptides de ce fractionnement contenant
de la lysine susceptible d'étre acétylée, c'est~a-dire les pep-
tides T-2, T-3, T-4, T-5 et T-5a ont &té hydrolysés par 1l'amino-
peptidase M en tampon bicarbonate d4'ammonium 0,1M de pH 7,9 et
a 40° c.

Le rapport enzyme/substrat est de 0,5 mg d'enzyme par umole de
peptide. Une goutte de toluéne est ajoutée dans le milieu afin
d'éviter le développement de microorganismes.

Ces hydrolysats ont &té& analysés sur le Multi-
chrom Beckman afin de mettre en évidence la présence é&ventuelle
d'acétyllysine. L'acétyllysine est éluée entre la proline -et
la glycine. En fait, un seul peptide contient de 1l'acétyllysine,
il s'agit du peptide Gly-Gly-Ala-Lys-Arg, obtenu avec un rende-
ment approximativement 4 fois plus faible que le peptide Gly-
Gly~-Ala-Lys (21,4 p.100 contre 78,5 p.100),
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Nous pouvons en déduire qu'environ 20 p.10Q des
molécules possédent un résidu d'acétyllysine en position 16.
Chez le Veau, il existe 50 p.100 des molécules acétylées i ce
niveau.

D'ailleurs, la comparaison des migrations &lec-
trophorétiques des 2 histones H4 de Veau et d'Oursin permet de
mettre en évidence cette différence d'acétylation (figure 16 A)..
Chez le Veau, nous pouvons observer 2 bandes & peu prés aussi
intenses l'une que l'autre représentant les formes non acétylée
et monoacétylée sur le résidu de lysine en position 16.

Par contre, chez 1'Oursin, nous voyons 1 bande tré&s intense re-
présentant la forme non acétylée, Il existe une autre bande,
mais trds faible et diffuse et de migration plus anodique, re-
présentant la forme monoacétylée sur le résidu de lysine en
position 16.

Peptide Ac-2 (résidus 25-67 ou 26-68)

La composition du peptide Ac-2 est caractéristique

de la région 25~67 de la molécule.

— s A m— - ——— — — S S — e} f— — ———— —

Quatre cycles de dégradation de Edman avec identification direc-
te des PTH-aminoacides libérés ont permis de mettre en é&viden~

ce une certaine hétérogénéité de cette fraction.

Nous avons pu identifier
- au premier cycle PTH-Asn et PTH-Ile
- au deuxiéme cycle PTH-Ile et PTH-Gln
- au troisiéme cycle PTH-G1ln et PTH-Gly
- au quatriéme cycle PTH-GLy et PTH-Ile

Nous sommes, en fait, en présence d'un mélange des 2 peptides
25-67 et 26-68 dont les séquences NH2-terminales sont respective-

ment :
Asn-Ile~Gln-Gly
25 28
et Ile~Gln-Gly-Ile

26 29
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L'obtention de ces 2 peptides s'explique par une
désamidation partielle du résidu d'asparagine en position 25,
ce qui procure un site supplémentaire de coupure pour l'acide
acétique, au niveau de la liaison Asn-Ile (25-26).

Peptide Ac~-3 (résidus 69 3 85)

La composition du peptide Ac-3 correspond i la
composition en acides aminés du fragment 69 i 85. Elle est
caractérisée par la présence de l'unique résidu de cystéine

de la molécule.

Dégradation de Edman
Huit cycles de dégradation de Edman utilisée en méthode sous-
tractive ont permis d'établir la séquence NH2-terminale sui-

vante :
Ala-Val-Thr~-Tyr-Cys-Glu-His-Ala

Les résultats de ces dégradations sont présentés dans le ta-
bleau XXI.

Le peptide Ac~-3 recouvre 2 peptides trypsiques
de l'histone maléylée : le peptide Tm-10, caractérisé par la
présence du résidu de cystéine et le peptide Tm-11, caracté-

risé par la présence du résidu de méthionine.

L'étude de 1l'hydrolysat partiel acide de 1'his-
tone H4 de gonade d'Oursin nous a donc permis de recouvrir
entiérement la séquence en acides aminés de la molécule et

de vérifier l'alignement des peptides trypsiques.
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D) Séquence en acides aminés de l'histone H4

de gonade 4d'Oursin

La séquence compléte en acides aminés de l'his-
tone H4 isolé&e des gonades de l'Oursin Psammechinus miliaris
est présentée dans le tableau XXII et dans la figure 1 de la
publication insérée précédemment.

Elle a &té& établie d'aprés 1l'étude des peptides
des fractions soluble et insoluble de l'hydrolysat trypsique
de la protéine oxydée et maléylée et des peptides obtenus par
hydrolyse partielle acide de la protéine native.

Cette sé&quence se révéle pratiquement identique
3 celle de l'histone H4 de thymus de Veau. Elle s'en distingue
uniquement par une acétylation moindre du résidu de lysine en
position 16 (20 p.100 au lieu de 50 p.100) et par le remplace-
ment du résidu de thréonine en position 73 par un résidu de

cystéine.

Cette substitution impligque la mutation, au ni-
veau du DNA, des 2 premidres bases du triplet nucléotidique.
Si l'on considére que 2 changements de base simultanés dans
le triplet nucléotidique du DNA constituent un é&vénement rare,
on peut envisager une étape intermédiaire entre les Echino-

dermes et les Mammiféres qui permettrait le passage de
AC (A, G) a TG (X)

par deux transversions successives, selon le schéma suivant :

TC (A, G)

AC (A, G) /TG (X)

AG (X)

\

ce qui se traduit au niveau du RNA par :




TABLEAU XXII

ALIGNEMENT DES PEPTIDES ET SEQUENCE COMPLETE EN ACIDES AMINES DE L'HISTONE H4 DE GONADE D'OURSIN

Ac-1
&———Tp-} ———d &~T=2—> €é—T-3 > € T-4 > & T-5 ->
N-ACETYL-SER-GLY-ARG-GLY-LYS-GLY~GLY-LYS~GLY~LEU~GLY-LYS~GLY~GLY~ALA-LYS (AC) ~ARG~HIS-ARG-
1 10
T=7 T-8 -9
€E—————Tm-4 > & Tm-5 > «—Tm-6—>
LYS (ME) -VAL-LEU-ARG-ASP-ASN-ILE~GLN-GLY-ILE~THR-LYS~PRO-ALA~ILE-ARG-ARG-LEU-ALA-ARG-ARG-
20 30 40
Ac=-2
T-10a T-11
€&————Tm=-7 > ¢ Tm-8 > € T-12 > &—
GLY-GLY-VAL-LYS~-ARG~ILE-SER~GLY-LEU-ILE-TYR-GLU-GLU-THR-ARG~GLY-VAL-LEU-LYS-VAL-PHE~LEU-
50 60
Ac-3
T-14
-T=-13 > & Tm-10 > €
GLU-ASN-VAL~-ILE-ARG-ASP-ALA-VAL-THR-TYR-CYS-GLU~HIS-ALA-LYS-ARG-LYS-THR-VAL~-THR-ALA~MET-
70 73 80
Ac-4
T~18
-Tm-11 > E&—Tm-12—> € Tm-13 >
ASP-VAL-VAL-TYR-ALA-LEU-LYS~ARG-GLN-GLY-ARG~-THR-LEU~TYR-GLY-PHE-GLY-GLY~COOH
90 100 102

0ct
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AG (U, C)
Sérine \\\\\\\A
UG (U C) AC (X)
Cystéine \\\\\\\$ ///,////a;hréonine

uc (X)

Sérine

Le remplacement d'une cystéine par une sérine
a déja été signalé dans le cas de l'histone H3. PATTHY et al.
(1973) ont trouvé chez l'embryon de Pois l'alanine ou la sérine
en position 96, au lieu de la cystéine chez le Veau.

A cette méme position, HOOPER et al.(1973) trou-
vent la sérine dans l'histone H3 de Carpe et BRANDT et VON
HOLT (1974) trouvent la sérine dans l'histone H3 d'&rythrocytes
de Poulet.

La mutation Cys-Thr intervient dans la ré&gion

hydrophobe de la molécule (résidus 50 3 75) qui est normalement
le siége des interactions histone-histone.

D'aprés les études en résonnance magnétique nu-
cléaire et dichroisme circulaire de l'histone H4 de thymus de
Veau et de ses fragments obtenus par coupure a l'acide acétique
0,25N, et les études en spectroscopie UV de 1l'histone H4 et
du fragment 25-67, LEWIS et al.(1975) ont démontré que plu-~
sieurs molécules d'histone H4 pouvaient s'associer paralléle-
ment en milieu NaCl 60 mM, avec formation d'hélice a dans la
région 49-73 (25 p.100 de la protéine) et de structure 8 dans
la région 75-102 (environ 30 p.100).

Cette association paralléle, en opposition avec
les hypoth&ses de SMERDON et ISENBERG (1973) a é&té proposée par
les auteurs d'apr@s les résultats obtenus par 1'étude du dimére
H4 de gonade d'Oursin ol l'on trouve la cystéine en position 73.

Ce dimére se comporte en RMN exactement de la
mé&me fagon que le monomé&re de l'histone H4 de thymus de Veau,
ce qui indique un type semblable d'agrégation dans le monomére
et le dimére, ou encore que dans l'agrégation du monémére, les
résidus 73 de chaque chalne sont proches 1l'un de l'autre, ce

qui ne peut se produire que si l'arrangement est paralléle.
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Enfin, dans ce modéle, la partie NH2-terminale
de la protéine reste libre (33 résidus) méme lors de la for-
mation d'agrégats plus importants (figure 20).

Il a été récemment démontré que l1'histone H4
pouvait aussi s'associer avec l'histone H3 et avec 1l'histone
H2B (D'ANNA et ISENBERG, 1974) pour former un complexe &qui-
moléculaire contenant 25 p.100 d'hélice o mais aucune struc-
ture B. On peut donc penser que dans le cas d'association
H4-H4 ou d'association H4-H3 et H4-H2B, la partie COOH-termi-
nale a une conformation différente : structure B dans le cas

d'association H4-H4, pas de structure B dans les autres cas.

LEWIS et al. concluent que la région 73~102
de 1'histone H4 est un site d'interactions avec H3 ou H2B,
tandis que la région 49-73 peut 8tre le site d'interactions
avec d'autres molécules d'histone H4. La partie NH2-terminale
basique reste toujours libre, elle est le site d'interactions
avec le DNA.

En fait, la présence de cystéine dans l'histone
H4 de gonade d'Oursin ne modifie en rien la conformation se-

condaire et tertiaire de la protéine.

L'histone H3 de thymus de Veau qui renferme

2 résidus de cystéine montre au voisinage du résidu 110 une
remarquable analogie de ségquence avec l'histone H4 d'Oursin,
qui mérite d'étre soulignée (figure 3 de la publication insé-
rée précédemment). Cette analogie a d'ailleurs é&té aussi si-
gnalée par STRICKLAND et al.(1974a). Elle peut &tre le reflet
soit d'une origine commune & partir d'un méme géne ancestral,
soit d'une analogie de fonction des 2 protéines dans la chroma-

tine, soit encore les deux & la fois.
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102

WATER >60 MM N NN N
NacCl

FIGURE 20

Représentation schématique des changements structuraux induits
par les sels (>60 mM NaCl) dans une solution 1 mM de H4.

Les deux étapes, ra;ide et lente, sont montrées dans une forme
trés étendue, pour la clareté du schéma. Elles peuvent cepen—
dant avoir une structure tertiaire plus compacte.(LEWIS et al.

1875)
/

-
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CHAPITRE IV

ETUDE DE LA STRUCTURE PRIMAIRE DE L‘'HISTONE H2A ISOLEE

DES GONADES DE L'OURSIN PSAMMECHINUS MILIARIS

I- STRATEGIE

II- DESCRIPTION DES METHODES UTILISEES

III- RESULTATS
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I- STRATEGIE

La séquence de l'histone H2A a été déterminée
chez le Veau par SAUTIERE et ql.(1972, 1974) et YEOMAN et al.
(1972).

La composition en acides aminés de l'histone
H2A isol&e des gonades de l'Oursin Psammechinus miliaris (ta-
bleau XI, p. 76) montre des différences notables par rapport
3 celle de l'histone H2A de thymus de Veau, particuliérement
en ce qui concerne les valeurs de la thréonine, la sérine,
l'acide glutamique, la phénylalanine et l'histidine. Elle
renferme 11 résidus d'arginine et 13 résidus de lysine, contre
12 et 14 respectivement chez le Veau.

Cependant, ces différences dans la composition
en acides aminés sont telles qu'il n'est pas nécessaire de
modifier la stratégie adoptée et mise au point pour l'histone
H2A de thymus de Veau, c'est-a-dire :

A- Hydrolyse trypsique de la protéine maléylée

Le blocage de la fonction e€-NH2 des 13 résidus
de lysine de l'histone H2A limite l'action de la trypsine
aux seules liaisons arginyles : le nombre des peptides est
ainsi ramené a 12.

B- Hydrolyse chymotrypsique de la protéine
maléylée

La maléylation de la fonction e€-NH2 des résidus

de lysine modifie la charge &lectrique de la protéine et dé-
termine le dépliement de la chalne peptidigque. Ce changement
de conformation spatiale de l'histone H2A permet la coupure
par la chymotrypsine des liaisons tyrosyles 50 et 57, qui se
situent dans la région médiane hydrophobe de la protéine
(SAUTIERE, 1973).
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C- Hydrolyse de la protéine par la thermolysine
afin d'obtenir des recouvrements avec les peptides trypsiques

et chymotrypsiques.
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II- DESCRIPTION DES METHODES UTILISEES

A) Maléylation

La technique de maléylation a été décrite &
propos de l'étude de la structure primaire de l'histone H4
(voir p. 82).

B) Hydrolyses enzymatiques de la protéine

1- Hydrolyse trypsigue_et_démaléylation

La protéine maléylée (106 mg) a &té hydrolysée,
en milieu bicarbonate 4'ammonium 0,1 M, pendant 4 heures,
& 37°C et a pH 8,0, par la TPCK-trypsine, avec un rapport
final enzyme/substrat de 1/50. L'hydrolyse est arré&tée par
abaissement du pH a 3,5 avec de l'acide formique.

Pour la démaléylation, le milieu réactionnel,
additionné de 2 gouttes de toluéne afin d'éviter le dévelop-
pement de microorganismes, est maintenu 3 pH 3,5 et 40°C pen-
dant 40 heures.

L'hydrolysat est ensuite lyophilisé.

Aprés maléylation, le milieu de réaction est
ajusté& a pH 8,0 et la protéine maléylée (environ 6 umoles)
est soumise & 1l'hydrolyse par la chymotrypsine (a chymotryp-
sine, Worthington, CWDS), & 37°C et pendant 90 minutes.
L'hydrolyse est alors arrétée par abaissement du pH & 3,5 a
l'aide d'acide formique & 70 p.100 et la démaléylation s'ef-
fectue comme précédemment.

L'hydrolysat est ensuite lyophilisé.
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L'histone H2A native (85 mg) a &té hydrolysée
pendant 30 minutes par la thermolysine (Thermolysine Merck),
en milieu bicarbonate d'ammonium 0,1 M de pH 8,0, 3 40°C et
avec un rapport final enzyme/substrat de 1/100.

L'arrét de la réaction s'effectue par abaisse-
ment du pH & 3,5 avec de l'acide formique pur.

L'hydrolysat est alors lyophilisé.

C) Fractionnement des hydrolysats et &tude des

fractions peptidiques

d'échanges d'ions sur une colonne de chromobeads P (ré&sine
Technicon, de type Dowex 50 x 2), éluée par un gradient de
tampons volatils & base de pyridine et d'acide formique
(technique décrite p. 83).

Cependant, le fractionnement des peptides
trypsiques par chromatographie d'échanges d'ions a été pré-
cédé d'une séparation par chromatographie de gel filtration
sur une colonne de Sephadex G 25 F (200 x 2,5 cm) équilibrée
et &luée par HC1l 0,01 N.

L'hydrolysat lyophilisé& est dissous dans 6 ml
d'HCl 0,01 N et la solution est centrifugée. Un important ma-
tériel insoluble est ainsi séparé du surnageant qui est alors
déposé sur la colonne de Sephadex G 25 F. Le débit est cons-
tant de 25,6 ml par heure et les fractions collectées de
5,13 ml. Les peptides sont détectés dans 1'é&luat par lecture
de la densité& optique de chaque fraction a 220 nm.

l'une ou l'autre méthode de fractionnement sont évaporées a
sec et reprises dans 2 ml d'acide acétique 3 10 p.100.
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Leur homogénéité est contrdlée par 8lectrochromatographie sur
papier, comme il a ét& décrit p. 84.

L'&tude structurale des peptides a &t& réalisée
selon les techniques d&crites dans les pages 87 i 89.
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III- RESULTATS

A) Etude des peptides trypsiques solubles de
la protéine maléylée

Le diagramme d'é&lution des peptides solubles de
1'hydrolysat trypsique de l'histone H2A malé&ylée, fractionnés
par chromatographie de gel filtration sur Sephadex G 25 F, est
présenté dans la figure 21. Il montre la séparation des pepti-
des en 4 fractions hétérogénes, la fraction 5 correspondant
exclusivement au formiate d'ammonium.

Les fractions sont désignées par la lettre S
suivie d'un chiffre indiquant leur ordre 4'&lution de la co-
lonne de Sephadex.

1- La premiére fraction S-1 ne montre aucun

peptide en é&lectrochromatographie.

2- Les fractions S-2 et S-3 ont &té purifiées
par &lectrophorése préparative suivie d'une chromatographie

sur papier. Elles renferment un seul et méme peptide de 13 ré-
sidus, le peptide Tm-2, dont la composition est pré&sentée dans
le tableau XXIV.

Dansylaminoacidg NH2-terminal : DNS-Gly

pPégradation _de_Edman : Huit cycles de dégradation de Edman,
avec identification directe des PTH-aminoacides libé&rés, ont
permis d'établir la séquence NH2-terminale suivante :

Gly-Lys-Gly-Ala-Lys~Gly-Lys—-Ala-

Hydrolyse par_les carboxypeptidases : Une &tude cinétique de

1'hydrolyse de ce pgptide par les carboxypeptidases B et A
a paermis de déterminer la séquence COOH-terminale du peptide :

-Gly~Lys—-Ala-Lys-Ala~Lys—-Ser—-Arg
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DIAGRAMME D'ELUTION DES PEPTIDES SOLUBLES
DE L'HYDROLYSAT TRYPSIQUE DE L'HISTONE H2A MALEYLEE
FRACTIONNES SUR SEPHADEX G 25 F

D.0O. 220 nm

5

850 1100
Effluent (ml)

FIGURE 21
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Les résultats de cette étude cinétique sont
présentés dans la figure 22 et le tableau XXIII.
La séquence compléte du peptide Tm-2 a donc pu étre é&tablie.

3= Fraction S-4

Elle correspond a un mélange complexe de pepti-
des de faible taille moléculaire. Elle a été lyophilisée et
fractionnée par chromatographie d'échanges d'ions sur une co-

lonne de Chromobeads P. Le diagramme d'é&lution est présenté
dans la figure 23 et montre la séparation des peptides en
12 fractions, numérotées d'aprés leur ordre d'élution de la
colonne.

Parmi ces 12 fractions, nous avons retrouvé 9
peptides qui ont &té désignés par les lettres Tm, suivies
d'un chiffre indiquant leur position dans la séquence de la
protéine.

Les compositions en acides aminés et les séquen-
ces de ces peptides sont présentées respectivement dans les
tableaux XXIV et XXV. Les rendements des peptides ont été
calculés d'aprés le poids sec de protéine hydrolysée par la

trypsine.

Certains de ces peptides présentent un intérét

particulier et feront l'objet d'une discussion.

Peptide Tm~-1 (résidus 1 a 3)

N-Acétyl-Ser-Gly-Arg

Le peptide Tm-1 a ét& obtenu pur dans la frac-
tion 1, avec un rendement de 22,3 p.100.
L'absence d'un groupe o-aminé libre mise en &vidence par une
réaction négative a la ninhydrine est confirmée par une réac-
tion négative avec le chlorure de dansyle.
Cependant, gr83ce a son résidu d'arginine, ce peptide peut étre
aisément repéré par le réactif de Sakaguchi ou le réactif a

la phénanthréne quinone.

Hydrolyse_par_la_carboxypeptidase B : L'hydrolyse du peptide

pendant 2 heures par la carboxypeptidase B libére 1 mole d'ar-

ginine par mole de peptide.




75,,Nb de nanomoles
libérées ETUDE CINETIQUE

DE L'HYDROLYSE DU PEPTIDE Tm=-2
PAR LES CARBOXYPEPTIDASES B et A
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FIGURE 22
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TABLEAU XXITIT

ETUDE CINETIQUE DE L'HYDROLYSE DU PEPTIDE Tm-2 PAR LES CARBOXYPEPTIDASES B ET A

Acides CpB CpA+B CpA+B CpA+B CpA+B CpA+B CpA+B CpA+B CpA+B CpA+B
aminés 10" 15" 20" 40" 60" 90" 120"~ 180" 360" 24h
Sérine 5,06 6,69 13,58 14,69 18,62 20,52 17,91 18,51 24,28
Glycine 0,64 1,01 1,91 3,15 5,22 8,03 11,67 14,42 53,39
Alanine 1,37 2,49 8,19 12,81 21,00 26,41 35,49 39,27 178,36
Lysine 5,46 8,02 18,44 27,00 39,17 46,40 62,68 69,78 124,25
Arginine | 23,86 23,44 22,79 23,67 23,25 24,15 24,22 24,19 24,22 31,07

Les résultats sont exprimés en nombre de nanomoles d'acides aminés libérées. Chaque prélévement corres-

pond & environ 25 nanomoles de peptide.
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DIAGRAMME D'ELUTION DES PEPTIDES TRYPSIQUES SOLUBLES DE L'HISTONE H2A MALEYLEE
FRACTIONNES SUR COLONNE DE CHROMOBEADS P
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TABLEAU XXIV

COMPOSITION EN ACIDES AMINES DES PEPTIDES TRYPSIQUES
SOLUBLES DE L'HISTONE H2A MALEYLEE

(en rapports molaires par rapport 4 Z’arginine)*

Acides aminés Tm-1 Tm-2 Tm-3 Tm-4*%

Acide aspartique
Thréonine

Sérine 0,90 (1) |[1,01 (1) 1,77 (2)

Acide glutamique 1,09 (1)
Proline 1,03 (1)
Glycine 0,79 (1) {3,20 (3) 2,05 (2)
Alanine 3,29 (3) 0,97 (1)

Valine 0,99 (1)
Isoleucine
Leucine 1,01 (1)
Tyrosine
Phénylalanine 0,98 (1)
Histidine
Lysine 5,17 (5)
Arginine 1,00 (1) 1,00 (1) (1,00 (1) {1,00 (1)
Nombre de résidus 3 13 3 9
Rendement (%) 22,3 20,6 30 43
NH2-terminal Ac-Ser Gly Ser Ala
COOH-terminal Arg Arg Arg Arg
N°® de la fraction

ol le peptide a 1 S-2, S-3 5 3 et 4
été isolé

pur??ggggfoig** BE+C E CetkE

% Les chiffres entre parenthéses indiquent le nombre de résidus
arrondi & l'entier le plus proche.

%% Ce peptide est retrouvé dans 2 fractions différentes, 4 cause
de la désamidation partielle du résidu de glutamine pendant
l'hydrolyse trypsique.

k%% Les méthodes de purification sont indiquées de la fagon suivan-
te : E = électrophorése préparative
C = echromatographie préparative.




TABLEAU XXIV (suite)

COMPOSITION EN ACIDES AMINES DES PEPTIDES TRYPSIQUES
SOLUBLES DE L'HISTONE H2A MALEYLEE
(en rapports molaires par rapport 4 Z'arginine)*

Acides aminés Tm=5 Tm-6 Tm~7 Tm-9
Acide aspartique 2,19 (2) 2,09 (2)
Thréonine 0,93 (1)
Sérine
Acide glutamique
Proline
Glycine 1,06 (1)
Alanine 1,03 (1)
Valine 1,03 (1)
Isoleucine
Leucine 0,95 (1)
Tyrosine 0,89 (1)
Phénylalanine 0,87 (1)
Histidine 0,63 (1)
Lysine 0,88 (1) (2,00 (2)
Arginine 1,00 (1) 1,00 (1) 1,00 (1) }1,00 (1)
Nombre de résidus 3 3 7 6
Rendement (%) 50 26 27,3 23,6
NH2-terminal Val Phe Lys Asp
COOH-terminal Arg Arg Arg Arg
N° de la fraction
ol le peptide a 12 9 11 7
été isolé
Méthode de E c
purification

137

% Les chiffres entre parenthéses indiquent le nombre de résidus
arrondi @ l'entier le plus proche.

%% Les méthodes de purification sont indiquées de la fagon sui-

vante : E

= électrophorése préparative
C = chromatographie préparative

A
RIS

Liule
A
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TABLEAU XXIV (suite)
COMPOSITION EN ACIDES AMINES DES PEPTIDES TRYPSIQUES

SOLUBLES DE L'HISTONE H2A MALEYLEE

(en rapports molaires par rapport 4 Z'arginine)*

Acides aminés Tm-10 Tm-11** Total Histone H2A
Acide aspartique 4 9
Thréonine 1 3
Sérine 4 7
Acide glutamique 1,16 (1) 2 9
Proline 1,14 (1) 2 5
Glycine 7 15
Alanine 1,12 (1) 6 17
Valine 2 8
Isoleucine 1,80¢( xx 0,98 (1) 3 6
Leucine 2,08 (2) 4 15
Tyrosine 1 3
Phénylalanine 2 2
Histidine : 0,85 (1) 2 2
Lysine 8 13
Arginine 1,00 (1) (1,00 (1) 10 11
Nombre de ré&sidus 4 7 58 125
Rendement (%) 50 28,5
NH2-terminal Ile His
COOH~-terminal Arg Arg
N°® de la fraction
ol le peptide a 6 8 et 10
été 1isolé
echole de e | cve | o

% Les chiffres entre parenthéses indiquent le nombre de résidus
arrondi 4@ l'entier le plus proche,

%% Ce peptide est retrouvé dans 2 fractions différentes, d cause
de la désamidation partielle du résidu de glutamine pendant o
l'hydrolyse trypsique. {345

{ v
[RERY
2%% Les méthodes de purification sont indiquées de la fagon sui- N
vante : E = électrophorése préparative
C = chromatographie préparative

*x%x%% Valeur obtenue aprés hydrolyse du peptide pendant 72 heures.




Tm-2

Tm-3

Tm~5
Tm-6
Tm-7
Tm-9
Tm-10

Tm~-11

% La séquence des peptides précédés d'un astérisque a été établie par dégradation de Edman suivie

de l'identification du PTH-aminoacide 1libéré par chromatographie sur couche mince.

La signification des signes placés au-dessus et au-dessous des résidus d'acides aminés est indiquée

SEQUENCES

(résidus
(résidus
(résidus
(résidus
(résidus
(résidus
(résidus
(résidus
(résidus

(résidus

EN ACIDES AMINES DES PEPTIDES TRYPSIQUES SOLUBLES DE L'HISTONE H2A MALEYLEE

1 a3)

4 3 16)
17 a 19)
20 3 28)
29 a 31)
32 3 34)
35 & 41)
71 & 76)
77 a 80)
81 a 87)

TABLEAU XXV

N-acétyl—Ser—Gly-Arg

N G §
Gﬁrﬁclwlawsgzzaz_s.gl_aw&rgss_re_r_g
Ser~Ser-Arg
A Ny S5 > —*—-é—.é-—}
Ala-Gly-Leu-Gln-Phe-Pro-vVal-Gly-Arg
—n erm—
Val-His-Arg
B e
Phe-Leu~Arg
—p —  —)  —— —— e
Lys—Gly~Asn-Tyr-Ala-Asn-Arg

o -
Asp—Asn-Lys-Lys-Thr-Arg
P e )
Ile-Ile-Pro-Arg
— —  c—  —

His-Leu~Gln-Leu-Ala-Ile-Arg
-— T w <

dans le tableau XV, page 96,

6€T
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Hydrazinolyse : L'hydrazinolyse réalisée sur le peptide, apraés
action de la carboxypeptidase B, a permis d'identifier la
glycine (0,85 mole par mole de peptide).

Le groupe acétyle qui bloque la fonction ag-ami-
née de la sérine a été& mis en &vidence en spectroscopie de
Résonance Magnétique Nucléaire (figure 24).

Le spectre a 8té& effectué a LILLE, sur appareil R 32 PERKIN
ELMER & 90 Mé&gahertz, équipé& d'un calculateur NICOLET.

Peptide Tm-6 (résidus 32 3 34)

Phe~Leu-Arg

Le peptide Tm~6 est obtenu pur dans la fraction 9,
avec un rendement de 26 p.100.

Dansylaminoacide NH2-terminal : DNS-Phe

Dégradation _de_Edman : Un cycle de dégradation de Edman, suivi

de la dansylation du peptide résiduel, a permis d'établir la
séquence du peptide.

Peptide Tm-7 (résidus 35 & 41)

Lys-Gly-Asn~Tyr-Ala~-Asn-Arg

Le peptide Tm-7 a &té obtenu par &lectrophorése
préparative de la fraction 11, avec un rendement de 27,3 p.1l00.

La présence d'asparagine dans ce peptide a é&té
mise en évidence par hydrolyse pendant 48 heures par la leucine
aminopeptidase (0,5 mg de LAP par umole de peptide) et analyse
des aclides aminés en tampon citrate de lithium 0,3N, de pH 2,56
et 3 37° C.

Dahszlaminoacide‘NHZ-tefminal : di~-DNS-Lys

- cun ene e tin con S can SR SER SR VNS GID D IR Gl GI VN SN} QU AL ED S G S S SR GES 0

Dégradation_de_Edman : Six cycles de dégradation de Edman uti-
lisée en méthode soustractive nous ont permis d'établir la sé-
quence du peptide. Les résultats sont exprimés dans le tableau

~ suivant :-
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Asp, Gly, Ala, Tyr, Lys, Arg
Composition : 2,19 1,06 1,03 0,89 0,88 1,00
ler cycle : 1,90 1,03 0,89 0,94 0,21 1,00
2&me cycle : 1,86 0,60 0,97 0,96 0,20 1,00
3éme cycle : 1,42 0,50 0,96 0,88 0,18 1,00
4éme cycle : 1,21 0,43 0,90 0,45 0,15 1,00

5éme cycle : 1,25 0,39 0,53 0,32 0,13 1,00
6éme cycle : 0,90 0,43 0,43 0,30 0,13 1,00

de par les carboxypeptidases B et A pendant 1 heure a libéré

uniquement de l'arginine et de l'asparagine (déterminée par
analyse d'acides aminés en tampon citrate de lithium, comme
précédemment) .

Le bilan des peptides de l'hydrolysat trypsique
de l'histone H2A maléylée, solubles en milieu HCl 0,01 N, et
obtenus par fractionnement successif sur Sephadex G 25 F et
Chromobeads P, montre un déficit considérable par rapport &
la protéine totale. En effet, nous obtenons un total de 58 ré&-
sidus sur 125 présents dans la protéine.

Un tel déficit peut s'expliquer par 1l'obtention
d'une importante fraction insoluble en milieu HCl1l 0,01 N,
avant le dép6t de 1l'hydrolysat sur la colonne de Sephadex G 25 F
(voir p. 128).

Cette fraction insoluble a été dissoute dans
l'acide acétique a 30 p.1l00 et fractionnée sur la colonne de
Sephadex G 25 F (200 x 2,5 cm), mais &quilibrée et Eéluée cette
fois par l'acide acétique a 30 p.100.
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B) Etude de la fraction insoluble en milieu
HCl 0,01 N de 1'hydrolysat trypsique de l'his-
tone H2A maléylée '

Le diagramme d'élution obtenu par le repérage
4 la ninhydrine, aprés 1l'hydrolyse alcaline de chaque frac-
tion, est présenté dans la figure 25 et montre la séparation
des peptides en 2 fractions hétérogénes.

Sept peptides ont pu étre isolés de ces frac-
tions. Si la plupart ont dé&ja été identifiés dans la fraction
soluble de l'hydrolysat (peptides Tm-4, Tm-5, Tm-6, Tm-7, Tm-9
et Tm-11), l'un d'entre eux (Tm-12) présente un grand intérét

a la fois par sa taille (38 résidus) et parce qu'il ne contient
pas d'arginine.

En effet, l'absence d'arginine indique qu'il
s'agit du peptide situé en position COOH~terminale dans la mo-
lécule d'histone, en raison de l'étroite spécificité de la
trypsine pour les liaisons arginyles dans une protéine maléylée.

e tn e G . Tt G S S S D G S W " o o — i e -

Asp , Thr , Ser , Glu , Pro , Gly , Ala , val , Ile , Leu , Lys

4,01 1,80 2,86 4,29 2,12 5,21 2,46 2,97 2,03 6,00 4,70
(4) (2) (3) (4) (2) (5) (2) (3) (2) (6) (5)

Il a été isolé par électrophorése préparative de

la fraction 1 avec un rendement de 21,2 p.100.

Dégradation_de_Edman : Huit cycles de dégradation de Edman avec

identification directe des PTH-aminoacides libérés ont permis
d'établir la séquence NH2-terminale de ce peptide :

Asn-Asp-Glu-Glu-Leu-~Asn-Lys-Leu-

Hydrolyse_par_les_carboxypeptidases : Une &tude cinétique de

1l'hydrolyse du peptide Tm-12 par les carboxypeptidases B et A
a permis d'établir la séquence COOH-terminale : Ser-Lys (OH).
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Les résultats de cette é&tude ciné&tique sont
présentés dans le tableau XXVI.

Cette séquence COOH-terminale est &galement celle
de la proté&ine. En effet, l'action de la carboxypeptidase B sur
l'histone H2A libére de la lysine, mais aussi de la sérine.
Cette libération de sé&rine par la carboxypeptidase B doit &tre
imput&e a8 la présence d'une activité carboxypeptidasique 3,
souvent observée dans les lots de carboxypeptidase B.

Nous pouvons donc placer le peptide Tm-12 en position COOH-ter-
minale de l'histone H2A. Le reste de la séquence de ce peptide
n'a pu étre détermin&, en raison de la faible quantité de ma-
tériel dont nous disposions.

Discussion

L'hydrolysat trypsique de l'histone H2A maléylée
d'Oursin nous a permis de recouvrir 77 p.100 de la sé&quence de
la protéine. Seule, la région hydrophobe (résidus 42 a 71) a
&chappé & nos investigations.

Cette mé&me région hydrophobe n'a pu &tre isolée de
l'histone H2A de thymus de Veau (SAUTIERE et al.,1974), 1'abon-
dance de résidus apolaires lui conférant une insolubilité to-
tale dans nos conditions opératoires. La séquence de cette ré-
gion hydrophobe a &té& d&terminée par l'étude des peptides chy-
motrypsiques et thermolysiques de la protéine.

Les peptides Tm-4 et Tm-1l qui ont &té& retrouvés
dans 2 fractions différentes sont présents dans l'hydrolysat
sous 2 formes : forme amide et forme acide obtenue par désamida-
tion du résidu de glutamine pendant l'hydrolyse trypsique.

Les ré&sidus de glutamine et d'acide glutamique ont &té respec-
tivement identifiés sous forme de PTH-Gln et PTH-Glu.

Certains peptides trypsiques de l'histone H2A
d'oursin possé&dent leur homologue dans l'hydrolysat trypsique de
1'histone H2A de thymus de Veau (SAUTIERE et al.,1974). Il s'agit
des peptides Tm-1, Tm-3, Tm-4, Tm-5, Tm-9, Tm-10 et Tm-11l.

Par contre, nous avons isolé 4 peptides qui sont
absents de l'hydrolysat trypsique de l'histone H2A de Veau.




TABLEAU XXVI

ETUDE CINETIQUE DE L'HYDROLYSE DU PEPTIDE Tm-12 PAR LES CARBOXYPEPTIDASES B ET A

Acides CpB CpB+A CpB+A CpB+A CpB+A CpB+A CpB+A CpB+A CpB+A

aminés 10' 15 20" 40°' 50°' 70°' 100' 130° 190"

Sérine 4,074 8,131 10,293 12,851 13,809 20,592 23,190

Glycine 1,938 2,184 2,405 2,678 1,322 5,133 4,652

Alanine 0,858 1,405 1,905 2,441 1,416 3,761 3,987

Lysine 12,460 13,106 11,256 12,678 13,927 15,661 14,990 19,852 21,050
Un prélévement correspond d 20 nanomoles environ,
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l- La composition en acides aminés du peptide

Tm-2 d'Oursin se rapproche de celle correspondant 3 la séquen-
ce de l'histone H2A de Veau 4 3 17. Elle montre, en effet, la
présence de 3 résidus de glycine, 3 résidus d'alanine et de 5

résidus de lysine.

Toutefois, la comparaison des 2 séquences (fi-
gure 26) met en évidence une délétion et des mutations qui
sont toutes conservatives :

- délétion d'un résidu de glutamine en position 6,

- remplacement d'un résidu de glycine en position 8 par un
résidu d'alanine,

- remplacement de la séquence Ala-Arg (10-11) par la ségquence
Gly-Lys,

- remplacement d'un résidu de thréonine en position 16 par un
résidu de sérine.

2~ Le peptide Tm=-6 : Phe-Leu-Arg peut &tre rap-
proché du peptide Tm~7 de 1l'histone H2A de thymus de Veau :
Leu~Leu-Arg.

La présence de ce peptide implique le remplace-
ment du résidu de leucine en position 33 par un résidu de

phénylalanine.

3~ Le peptide Tm-7 d'Oursin : Lys-Gly-Asn-Tyr-
Ala-Asn-Arg se rapproche du peptide Tm-8 de Veau : Lys-Gly-
Asn-Tyr-Ala-Glu-Arg.

Le résidu d'acide glutamique en position 41 est
remplacé par un résidu d'asparagine, ce qui confére 3 ce pepti-
de un caractére plus basique, mis en é&vidence par la différen-

ce de migration en électrophorése 3 pH 3,6.

4- La composition en acides aminés du peptide
Tm=-12 d'Oursin différe sensiblement de celle du peptide homolo-
gue du thymus de Veau, surtout par la présence de 3 résidus de
sérine, au lieu d'un seul chez le Veau, de 5 résidus de lysine,
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au lieu de 7 chez le Veau, et par l'absence de résidus d'his-
tidine, alors qu'il en existe 2 chez le Veau.

C) Etude des peptides chymotrypsiques de la

protéine maléylée

L'hydrolysat chymotrypsique de l'histone H2A
maléylée a &té fractionné sur une colonne de Chromobeads P.
Le diagramme d'&lution est représenté& dans la figure 27 et
montre la séparation des peptides en 9 fractions. Chaque frac-
tion, soulignée par un trait plein, est numérotée suivant
l'ordre d'élution de la colonne.

Les peptides sont désignés par les lettres Chm,
suivies d'un numéro qui indique leur position dans la séquence
de la protéine.

Par purification des différentes fractions,
nous avons obtenu 11 peptides dont les compositions en acides
aminés et les sé&quences sont présentées respectivement dans
les tableaux XXVII et XXVIII.

Peptide Chm-2 (résidus 23 & 30)

Glp-Phe-Pro-vVal-Gly—-Arg-Val-His

Le peptide Chm=-2 d&rive du peptide : Gln-Phe-
Pro-Val=-Gly-Arg-Val-His par cyclisation de la glutamine en
acide pyroglutamique.

Dépourvu de groupe o—-aminé libre, il ne réagit
pas avec la ninhydrine ou le chlorure de dansyle et ne peut pas
8tre soumis & la dégradation de Edman. Sa localisation dans
1'&luat de colonne ou sur carte peptidique est assur&e par la
réaction de Pauly, gracé au résidu d'histidine qu'il renferme.

Hydrolyse_par_les_carboxypeptidases : Une hydrolyse de 2 heures

- oma e Wi emn e v S e S wmm Ge G S FEm GEm SER e o . — - woe S . —

par la carboxypeptidase A a permis d'identifier 2 résidus :
la valine et l'histidine. L'histidine a été& placée en position
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COMPOSITION EN ACIDES AMINES DES PEPTIDES CHYMOTRYPSIQUES

DE L'HISTONE H2A MALEYLEE
Acides aminés Chm=-2 Chm-3 Chm-3a Chm-5
Acide aspartique 1,04 (1)
Thréonine
Sérine
Acide glutamique 1,18 (1)
Proline 1,08 (1) 0,96 (1)
Glycine 1,12 (1) 1,96 (2)
Alanine 2,67 (3)
Valine 2,14 (2) 1,92 (2)
Isoleucine
Leucine 1,12 (1) 1,00 (1)
Tyrosine 0,85 (1)
Phénylalanine 1,05 (1) 1,01 (1)} 1,00 (1)
Histidine 1,00 (1)
Lysine
Arginine 1,01 (1) 0,87 (1)} 0,81 (1)| 0,94 (1)
Nombre de ré&sidus 8 3 2 12
Rendement (%) 33,2 6,9 13,5 14,5
NH2-terminal bloqué (Glp) Arg Arg Ala
- COOH-terminal His Leu Phe Leu
N° de la fraction
ol le peptide a 4 9 8 7
été isolé
ek N N

% Les méthodes de purification sont indiquées de la fagon suivan-

te : E =
C =

électrophorése préparative

ehromatographie préparative
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TABLEAU XXVII (suite)

COMPOSITION EN ACIDES AMINES DES PEPTIDES CHYMOTRYPSIQUES
DE L'HISTONE H2A MALEYLEE

Acides aminés Chm-5a Chm-6 Chm-6a Chm-7
Acide aspartique 1,28 (1)
Thréonine
Sérine
Acide glutamique 0,92 (1) 1,01 (1)
Proline 1,00 (1)
Glycine 2,01 (2)
Alanine ‘ 3,35 (3) 1,73 (2) 1,84 (2)| 1,98 (2)
Valine 1,99 (2) 0,90 (1) 1,09 (1)
Isoleucine 0,77 (1)
Leucine ' ’ 1,00 (1) 1,00 (1)} 2,01 (2)
Tyrosine 0,93 (1) 0,80 (1)
Phénylalanine
Histidine
Lysine
Arginine 1,17 (1)

Nombre de résidus 11 6 4 6
Rendement (%) 10,9 21,15 3 10,1
NH2-terminal Ala Ala Ala Leu

COOH-terminal Tyr Tyr Leu Leu

N° de la fraction :

ol le peptide a : 6 2 et 3 2 2
été isolé
pemindne | - fEeesc mec | ne

% Les méthodes de purification sont indiquées de la fagon suivan=-
te ¢+ E = électrophorése préparative
C = chromatographie préparative
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TABLEAU XXVII (suite)

COMPOSITION EN ACIDES AMINES DES PEPTIDES CHYMOTRYPSIQUES
- DE L'HISTONE H2A MALEYLEE

Acides aminés Chm-8 Chm-11 Total Histone H2A
Acide aspartique 2,82 (3) 4 9
Thréonine 3
Sérine 7
Acide glutamique 0,83 (1)]|] 2,03 (2) 6 9
Proline | 2 5
Glycine 3 15
Alanine 1,33 (1) 8 17
Valine 5
Isoleucine 0,89 (1) 2 6
Leucine 1,00 (1)] 1,96 (2) 7 ‘15
Tyrosine { 2 3
Phénylalanine 2 2
Histidine 1 2
Lysine . 1,01 (1) 1 13
Arginine 1,01 (1) 4 11
Nombre de résidus 2 11 47 125
Rendement (%) 6,15 4,5 '
- NH2-terminal Glu Ala
COOH-terminal Leu Leu
N°® de la fraction
ol le peptide a 1 5
été isolé
Méthode de
purification c -

% Les méthodes de purification sont indiquées de la fagon suivan-
te : E = électrophorése préparative
C = chromatographie préparative

ey




TABLEAU XXVIIX

SEQUENCES EN ACIDES AMINES DES PEPTIDES CHYMOTRYPSIQUES DE L'HISTONE H2A MALEYLEE

Chm-2 (résidus 23 & 30) Glp-Phe-Pro-Val-Gly-Arg-Val-His

ol wv——

Chm-3 (ré&sidus 31 & 33) Arg-Phe-Leu

Chm-3a (résidus 31 et 32) Arg-Phe

N 5 LY LY LY

Chm-5 (résidus 39 & 50) Ala-Asn-Arg-Val-Gly-Ala-Gly-Ala-Pro-Val-Tyr-Leu
<=

Chm-5a (résidus 39 3 49) Ala~Asn-Arg-Val-Gly-Ala-Gly-Ala-Pro-Val~-Tyr
> > > A e < ;
Chm~-6 (résidus 51 & 56) Ala-Ala-Val-Leu~Glu-Tyr i
— — a—
Chm-6a (résidus 51 3 54) Ala~Ala-Val-Leu
— m— L > L N
Chm-7 (résidus 57 & 62) Leu-Ala-Ala-Glu-Ile-Leu

Chm~8 (résidus 63 et 64) Glu-Leu

LY ~ b K'Y —

Chm-11 (résidus 85 & 95) Ala-Ile-Arg-Asn-Asp-Glu-Glu-Leu-Asn-Lys-Leu
-

La signification des signes placés au-dessus et au-dessous des résidus d'acides aminés est

indiquée dans le tableau XV, page 96.
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COOH-terminale, d'aprés la spécificité de la chymotrypsine.
La liaison histidinyl est cependant un site de coupure secon-
daire pour cet enzyme.

Ensuite, l'addition de carboxypeptidase B et
la poursuite de l'hydrolyse pendant 2 heures ont permis d'i=-
dentifier 2 nouveaux résidus : l'arginine et la glycine.
Les résultats sont présentés dans le tableau ci-dessous :
(ils sont exprimés en nombre de nanomoles d'acides aminés libérés
et chaque prélévement correspond environ 3 75 nanomoles)

Acides aminés : Gly, vVal, His, Arg
CpA 2h 83,441 75,972
CpA 2h +

CpB 2h 20,826 79,619 73,538 70,169

La séquence COOH-terminale de ce peptide a
donc pu é&tre établie dans l'ordre suivant :

-Gly-Arg-Val-His

Le peptide Chm-2 recouvre de toute évidence la partie COOH-
terminale du peptide trypsique Tm-4, de mé&me que la partie
NH2-terminale du peptide Tm-5 : Val-His-Arg, ce qui nous per-
met d'aligner ces 2 peptides et d'établir la séquence partielle

suivante :

< , Tm-4 —» &—Tm=-5 —>
Ala-Gly-Leu-Gln-Phe-Pro-Val-Gly-Arg-Val-His-Arg
& Chm-2 —>

Nous pouvons expliguer 1'absence de coupure par la chymotryp-
sine de la liaison phénylalanyle par la présence d'une liaison
Phe-Pro. De mé&me, l'hydrolyse par la carboxypeptidase A ne
peut se poursuivre au-deld du résidu de glycine & cause de

la présence du résidu de proline.
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Peptide Chm~3 (résidus 31 & 33)

Arg~Phe-Leu

Le peptide Chm-3 contient le second résidu de
phénylalanine de la molécule.

Dégradation_de_Edman : Deux cycles de dégradation de Edman

avec identification directe des PTH-aminoacides libéré&s nous
ont permis d'établir la séquence de ce tripeptide.

Peptide Chm~3a (résidus 31 et 32)

Arg-Phe

Dansylaminoacide NH2-terminal : DNS-Arg

La ségquence de ce peptide peut &tre déduite de
la spécificité de la chymotrypsine. Ce peptide dérive du
peptide Chm=3 par hydrolyse partielle de la liaison Phe-Leu.

Nous n'avons qu'un seul peptide trypsique qui
posséde un résidu de phénylalanine en position NH2-terminale.
Il s'agit du peptide Tm-6 : Phe-Leu-Arg. D'autre part, un seul
peptide trypsique est susceptible d'é&tre coupé par la chymo-
trypsine juste avant l'arginine. Il s'agit du peptide Tm-5 :
Val-His=Arg. Ceci nous permet d'é&tablir la séquence partielle
suivante :

&— Tm=5~—> ¢~ Tn-6 —>

Val-His-Arg-Phe-Leu-Arg
&~ Chm=3 —>
«Chm=-3a2

Peptide Chm-5 (ré&sidus 39 & 50)

Ala-Asn-Arg-Val-Gly-Ala-(Gly,Ala,Pro,Val)~-Tyr-Leu

Dansylaminoacide NH2-terminal : DNS-Ala

Dégradation_de_Edman : Six cycles de dégradation de Edman avec

identification directe des PTH-aminoacides libé&rés nous ont
permis d'établir la séquence NH2-terminale du peptide :

Ala~-Asn-Arg-~Val-Gly-Ala-
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Hydrolyse par_la_carboxypeptidase A : Une hydrolyse de 2 heu-
res par la carboxypeptidase A a 1libéré 1 ré&sidu de leucine et |
1l résidu de tyrosine. Ils sont placés dans l'ordre Tyr-Leu

par l'é&tude du peptide Chm-5a.

Ensuite, l'action de la carboxypeptidase A est
bloquée par la présence d'un résidu de proline.

Le reste de la séquence de ce peptide a été
déduit de 1l'étude des peptides thermolysiques.

Peptide Chm-5a (résidus 39 a 49)

Ala-Asn-Arg-(vVal,Gly,Ala,Gly,Ala,Pro,Val)~-Tyr ;

Dansylaminoacide NH2-terminal : DNS=-Ala

e o S (e S Gy G T e S G e S S — W i A

Dégradation_de_Edman : Trois cycles de dégradation de Edman,

avec identification directe des PTH-aminoacides libérés, nous
ont permis d'établir la séquence NH2-terminale :

Ala~-Asn-Arg-

Hydrolyse par_la_ carboxypeptidase A : Une hydrolyse de 2 heu-
res par la carboxypeptidase A a libé&ré uniquement de la tyro-
sine, en raison de la proximité d'un résidu de proline qui

bloque 1l'hydrolyse.

Ce peptide dérive du peptide Chm-5 par hydroly-
se partielle de la liaison Tyr-Leu.

Les 2 peptides Chm-5 et Chm~5a recouvrent la ‘
région COOH-terminale du peptide Tm-7 et permettent d'établir
la séquence partielle suivante :

€ Tm=-7 ->
Lys-Gly-Asn-Tyr-Ala-Asn=Arg-Val-Gly-Ala-(Gly,Ala,Pro,Val)~-Tyr-Leu
- Chm=5 -y
< Chm-5a

v
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Peptide Chm~6 (résidus 51 3 56)

Ala-Ala-Val-Leu-Glu-Tyr

Dansylaminoacide NH2~terminal : DNS-Ala

= o ove e e wme S St v T Y S SRR G M g o e G e e S — g —

Dégradation_de_Edman : Cing cycles de dégradation de Edman,

avec identification directe des PTH-aminoacides libérés, nous
ont permis d'établir la séquence complé&te de ce peptide.

Il est obtenu par coupure incomplé&te de la
liaison Leu=Glu (54-55) par la chymotrypsine.

Peptide Chm-6a (résidus 51 & 54)

Ala=-Ala-Val-Leu

Dégradation_de_Edman : Deux cycles de dégradation de Edman

suivis de la dansylation du peptide résiduel nous ont permis
d'établir la séquence de ce peptide.

Il recouvre la région NH2-~terminale du peptide
Chm-6.

Peptide Chm-7 (résidus 57 & 62)

Leu=-Ala-Ala-Glu=Ile-Leu

suivis de l'identification directe des PTH-aminoacides libérés,
nous ont permis d'établir la séquence compléte en acides ami-

nés de ce peptide.

Peptide Chm-8 (ré&sidus 63 et 64)

Glu-Leu

Dansylaminoacide NH2-terminal : DNS-Glu

reiranp=_ingumi” Sppringeiigumptghit g SR = = T R

L'élution précoce du peptide Chm-8 et son com-
portement anodique en &lectrophorése a pH 3,6 traduisent le
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caractére acide de ce peptide qui reléve de la présence d'un
résidu d'acide glutamique. En outre, la présence d'une fonc-
tion a-aminée libre rendant possible la détection du peptide
par la ninhydrine et la dansylation élimine la possibilité
d'un résidu de glutamine en position NH2-terminale dans ce
dipeptide.

Peptide Chm~-11 (résidus 85 & 95)

Ala-Ile-Arg-Asn-Asp-(Glu,Glu,Leu,Asn)-Lys-Leu

Dansylaminoacide NH2-terminal : DNS-Ala

Dégradation_de_Edman : Cing cycles de dégradation de Edman,
suivis de l'identification directe des PTH-aminoacides libérés,
nous ont permis d'établir la séquence NH2-terminale de ce

peptide :
Ala-Ile-Arg-Asn-Asp-

Hydrolyse _par_ les_carboxypeptidases : L'hydrolyse du peptide

pendant 2 heures par la carboxypeptidase A n'a libéré qu'un

résidu de leucine.

L'hydrolyse du peptide résiduel pendant 1 heure
par la carboxypeptidase B a permis la libération d4'un résidu

de lysine.

La séquence NH2-terminale du peptide Chm-11
recouvre la région COOH-terminale du peptide trypsique Tm-11
et la région NH2-terminale du peptide Tm-12, ce qui nous per-
met d'établir la séquence partielle suivante :

€ Tm-11 -» & Tm-12 -———
His-Leu~Gln-Leu-Ala-Ile-Arg—-Asn—-Asp-Glu~-Glu-Leu-Asn-Lys-Leu---
< Chm-11 >
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Discussion

Le bilan des peptides chymotrypsiques de l'his-
tone H2A maléylée d'Oursin fait apparaltre un fort déficit
puisqu'ils ne recouvrent que 47 résidus sur les 125 présents
dans la molécule. Pourtant, la composition an acides aminés
de la protéine (tableau XI, page 76) laissait présager de meil-
leurs résultats. En effet, elle montre la présence de 3 résidus
de tyrosine, 2 résidus de phénylalanine et 15 résidus de leu-
cine qui constituent 20 sites majeurs de coupure pour la

chymotrypsine.

Nous avons retrouvé 2 résidus de tyrosine, les
2 résidus de phénylalanine et seulement 7 résidus de leucine.
Nous pouvons noter le déficit particuliérement important des
résidus de lysine : un seul résidu sur les 13 de la molécule

a été retrouvé.

Ce déficit trés important est explicable par la
présence d'une fraction insoluble qui apparait lors de la
démaléylation de la protéine, aprés hydrolyse, et qui est é&li-
minée par centrifugation avant le dépbt sur la colonne de

chromobeads P.

Toutefois, l'étude des peptides chymotrypsiques
de la protéine maléylée présente un certain intérét : elle
nous a permis de recouvrir presque entiérement la région média-

ne hydrophobe de la protéine (résidus 42 & 70) qui correspond
au peptide trypsique insoluble Tm-8.

D'autre part, elle nous a permis d'établir de
larges séquences partielles de la protéine (présentées dans
le tableau XXIX) par recouvrement avec les peptides trypsiques.
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D) Etude des peptides obtenus par hydrolyse de

l'histone H2A avec la thermolysine

L'hydrolysat de la protéine par la thermolysine
a &té fractionné sur Chromobeads P. Le diagramme d'&lution est
pré&senté dans la figure 28 et montre la séparation des peptides
en 27 fractions.

_ Chaque fraction, représentée par un trait plein,
est numérotée selon l'ordre d'élution de la colonne.

Par purification de ces différentes fractions,
nous avons pu obtenir 35 peptides désignés par les lettres Th
et numérotés selon leur position dans la séquence de la pro-
téine. Les compositidns en acides aminés et les séquences de
ces peptides sont représentées respectivement dans les ta-
bleaux XXX et XXXI.

Peptide Th~1 (résidus 1 3 8)

Ac~Ser-Gly-Arg-Gly-Lys-Gly-Ala-Lys

Le peptide Th-1 a été isoléd pur de la fraction 19.
Nous n'avons pas pu identifier de dansylamino-
acide NH2-terminal. L'absence d'un groupe c~-aminé libre ainsi
que la présence d'un résidu de sérine et la richesse en résidus
de glycine sont caractéristiques de la sé&quence NH2-terminale
de la protéine.

Hydrolyse_par_les_carboxypeptidases : L'hydrolyse du peptide
par la carboxypeptidase B pendant 2 heures a permis la libé-
ration d'un résidu de lysine. Ensuite, l'action de la carboxy-
peptidase A pendant 2 heures supplémentaires n'a libéré qu'un
résidu d'alanine.

De plus, l'hydfolyse du peptide par la carboxy-
peptidase C pendant 30, 60, 180 et 360 minutes (figure 29) nous
a permis d'identifier un résidu supplémentaire de glycine et
d'établir la séquence COOH~-terminale suivante :

-Gly-Ala-Lys
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TABLEAU XXX

COMPOSITION EN ACIDES AMINES DES PEPTIDES OBTENUS PAR ACTION DE LA THERMOLYSINE SUR L'HISTONE H2A

ggiig: Th-1 Th-3 Th-4 Th-5 Th-6 Th-6a Th-7 Th-8 Th-8a

Asp 1,03 (1) 1,11 (1) |1,07 (1)

Thr

Ser (0,89 (1) {0,68 (1)

Glu 1,06 (1)

Pro 0,97 (1) 1,00 (1)

Gly 2,90 (3) |1,19 (1) 1,04 (1) 1,07 (1) (2,12 (2)

Ala 0,95 (1) |1,13 (1) 2,92 (3) {0,97 (1)

val | 1,00 (1) 1,00 (1) [1,00 (1) 1,97 (2)

Ile

Leu 1,03 (1) 1,00 (1)

Tyr 0,95 (1) 0,72 (1)

Phe 0,93 (1) 1,07 (1)

His _ 0,98 (1) {0,95 (1)

Lys |2,02 (2) 1,14 (1)

Arg 1,02 (1) |1,00 (1) 1,14 (1) 1,17 (1) }1,07 (1) |1,07 (1) |1,02 (1) |1,00 (1)
Nombre e 8 4 4 3 4 3 6 1 3
Rendement 7,6% 3,1% 38,6% 20,6% 2,9% 3,1% 21% 6,9% 15,2%

N-terminal Bloqué Ser " Leu Val val Val Leu Ala Ala
C-terminal Lys Gly Pro Arg Phe Arg | Tyr Tyr Arg

Pot




TABLEAU XXX (suite)
COMPOSITION EN ACIDES AMINES DES PEPTIDES OBTENUS PAR ACTION DE LA THERMOLYSINE SUR L'HISTONE H2A

Acides | _g} Th-9 Th-9a Th-9b Th-9¢ Th-10 | Th-10a Th-11 | Th-lla
aminés

Asp . 2,91 (3)

Thr v 0,91 (1) [1,00 (1)
Ser o
Glu 1,41 (1) 0,87 (1) |1,08 (1) |2,07 (2) |2,06 (2)

pro  |1,05 (1) |

cly [2,26 (2) | 1,30 (1)

Ala 2,11 (2) 1,99 (2) |2,29 (2) |[2,00 (2) 2,04 (2) [1,85 (2) |3,09 (3)

val 1,98 (2) 0,96 (1) 1,32 (1) |0,98 (1)

Ile - 1,00 (1) |o0,89 (1)

‘Leu 2,00 (2) }1,00 (1) |1,08 (1) 1,02 (1) |2,01 (2) [1,05 (1) |0,77 (1)

Tyr 0,95 (1) 0,87 (1) : . 10,98 (1) (0,83 (1)

Phe '

His

Lys . 1,81 (2) )

Arg - - 1,70 (2) |0,98 (1)

Nombre Je 8 7 3 6 4 7 6 13 2
Rendement 12,5% 1,8% 10% 6,7% 24,9% 7% 3,7% - 5,3% 5,2%
N-terminal Val Leu Leu Ala val Leu Ala Leu Thr
C~-terminal Tyr Tyr Ala Tyr Tyr Glu Glu Arg Arg

S91
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TABLEAU XXX (suite)

COMPOSITION EN ACIDES AMINES DES PEPTIDES OBTENUS PAR ACTION DE LA THERMOLYSINE SUR L'HISTONE H2A

iﬁiig: Th-16a | Th-17 Th-17a { Th-17b | Th-17¢ | Th-18 Th-18a | Th-18b | Total [Histone H2A
Asp 1,23 (1) 1,02 (1) 9 -9
Thr 1,00 (1) 1,08 (1)(0,94 (1) 3 3
Ser 2,80 (3) 2,70 (3) 5 7
Glu 2,09 (2)}1,00 (1)}§1,07 (1)]1,03 (1) 9 9
Pro 0,75 (1) 0,98 (1) 0,98 (1) 5 5
Gly 2,29 (2)]2,36 (2)12,29 (2)|1,98 (2) 1,37 (1) 1,11 (1) 14 .15
Ala 1,89 (2)]0,92 (1)1,02 (1)}{1,00 (1) 15 17
val 1,08 (1)]1,13 (1) 0,99 (1) 0,94 (1)}1,05 (1) 8 8
Ile 1,65 (2))0,75 (L)y1,00 (1)|0,89 (1) 6 6
Leu |0,92 (1)|1,08 (1) 1,00 (1) 2,00 (2)}2,02 (2) 15% 15
TYyx | 3 3
Phe 2 2
His v 2 2
Lys 3,78 (4)[2,09 (2)]2,19 (2)] 10 13
Arg 10 11
Nombre de 5 12 5 9 3 13 6 6 116 125
Rendement 6,2% 5,1% 2% 26,1% 11,3% 5,8% 5,6% 6,2%
N~-terminal Leu Ile Ile Ile Ile Val Val Gly
C-terminal Thr Ala Gly Asn Ala Lys Thr Lys

% En fait, le nombre de leucine recouvré par l'ensemble des peptides thermolysiques est de 17. Ce nombre
refléte le recouvrement du méme résidu de leucine par 2 peptides

Leu

-

A
EARAN
Losi®

(peptides Th-15 et Th-16).

: Leu 84 (peptides Th-13 et Th-14);

(=]
(=)
~
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Th-1
'Th-3

Th-4

- Th-5

Th-6
Th-6a
Th-7
Th-8

Th-8a

Th~8b
Th-9

Th-9a
Th-9b

Th-9c

Th-10

Th—iOa
Th-11

Th-11a

La signification des
est indiquée dans le

SEQUENCE EN ACIDES AMINES DES

(résidus 1 3 8)

(résidus

(résidus
(résidus
(résidus
(résidus

(résidus

(résidus

(résidus
(résidus
(résidus

(résidus

(résidus

(résidus
(résidus
(résidus
(résidus

(résidus

18
22
26
29
29
33
39
39
42
50
50
51
53
57
58
64
75

21)
25)
28)
32)
31)
38)
49)

a

a

a

a

a

a

a
a41)
a 49)
a 5e6)
a 52)
a 56)
a 56)
a 63)
a 63)
a

76)

et 76):

TABLEAU XXXI

PEPTIDES OBTENUS PAR ACTION DE LA THERMOLYSINE SUR L'HISTONE H2A

Ac-Ser-Gly-Arg-Gly—Lys-Gly—Ala-Lys

— ——p P
Ser~-Arg-Ala-Gly

: Leu-éiz—ghe-ggg
: Vai—éi?—Arg

Vai-His-K;g-Phe

Val-His-Arg

Leu-Arg-Lye-Gly-Asn~Tyr

Ala-Asn-ﬂ;a-Vzi-Gly-iia-§T§-KT3-Pro-Val-Tyr

Ala-Asn-Arg

—_— = —p —
¢ Val-Gly-Ala-Gly-Ala-Pro-Val-Tyr

Leu-KTE-KIE-VEi-Leu—Glu-Tyr

—_— —
Leu~Ala-Ala

—_— —> —
Ala-Ala-Val-Leu-Glu-Tyr

—_— ) —p
Val-Leu-Glu-Tyr

—_— > ——p ——y —>
: Leu-Ala-Ala-Glu-Ile-Leu-Glu
— — ——p —p ——p
: Ala-Ala-Glu-Ile-Leu-Glu
_— P e P P P P e D
: Leu-Ala-Gly-Asn-Ala-Ala-Arg-Asp-Asn-~Lys-Lys-Thr-Arg

Thr-Arg

891

signes placés au-dessus et en dessous des résidus d'acides aminés
tableau XV, page 96.




Th-12
Th-13
§ | Th-13a
Th-14
Th-15
Th-15a
Th-15b

Th=15c¢

Th-16
Th-16a
Th-17
Th-17a
Th-17b
Th-17c
Th-18
Th-18a

Th-18b

(résidus
(résidus

(résidus

" (résidus

(résidus
(résidus
(résidus
(résidus
(résidus
(résidus
(résidus
(résidus
(résidus
(résidus
(résidus
(résidus

(résidus

77 a 81)

82 a 84)

82
84
86
86
86
92
95
96
101
101
101
110
113
113

120

et

et

83)
85)

a 95)

a 91)

a 94)

a 95)

a 100)

a 100)

a

a
a
a
a
a
a

112)
105)
109)
112)
125)
119)

125)

TABLEAU XXXI (suite)

SEQUENCE EN ACIDES AMINES DES PEPTIDES OBTENUS PAR ACTION DE LA THERMOLYSINE SUR L'HISTONE H2A

—_> —> —> —

Ile-Ile-Pro-Arg-His

Ega-Gln-Leu

—_— >

Leu-Gln

Leu-Ala

—_— > —) — —> —3 —

Ile-Arg-Asn-Asp-~Glu-Glu-Leu-Asn~Lys-Leu

fI;-KE;—Asn—Asp-Glu-Glu

—_—> =P > —p —p ——p ——3 —

Ile-Arg-Asn-Asp~Glu-Glu~-Leu-Asn~Lys

Leu-Asn-Lys-Leu

— e ——p —P —p

Leu-Leu-Gly-Gly-Val-Thr

—_— ——d — —p

Leu-Gly-Gly-Val-Thr

—_— —— ——p ——

Ile—Ala-Gln-Gly-Gly—Val-Leu—Pro—Asn-Ile-Gln-éla

Ile-Ala~-Gln-Gly-Gly

—_ = —3 — —p —p —p —

Ile-Ala-Gln-Gly-Gly-Val-Leu-Pro-Asn

—_— —

Ile-Gln-Ala

—_— P P —Pp P ——p P ——p —

Val-Leu-Leu-Pro-Lys-Lys-Thr-Gly-Ser-Lys-Ser-Ser-Lys
— —

Val-Leu-Leu-Pro~Lys-Lys-Thr

— — —— —
Gly-Ser-Lys-Ser-Ser-Lys

691
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ETUDE CINETIQUE DE L'HYDROLYSE DU PEPTIDE Th-1
PAR LA CARBOXYPEPTIDASE C

Nb de nanomoles

libérées
15 >
10 | Lys
o
5 ¢
Ala

. tps (min)
30 60 180 360

FIGURE 29

Chaque prélévement correspond théoriquement & 15 nanomoles.

Le faible rendement obtenu lors de cette hydrolyse est di &
la faible activité du lot de carboxypeptidase C utilisé.
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Ce peptide Th-1 recouvre les peptides trypsiques
Tm=-1 et Tm-2, ce qui nous permet d'aligner ces 2 peptides dans
l'ordre suivant :

<& Tm-1 > & —Tm~2 -

Ac-Ser-Gly-Arg-Gly-Lys-Gly=-Ala-~Lys—=Gly-Lys-Ala-Lys-Ala-Lys-

“« Th-1 -> “Seroary
Th Ser-Arg

Nous pouvons remarquer une coupure tout a fait
inhabituelle pour la thermolysine, au niveau d'une liaison
X-Gly. Toutefois, ce fait a déja &té signalé& par SUNG et DIXON
(1970).

Peptide Th-3 (résidus 18 a 21)

Ser-Arg-Ala-Gly

Le peptide Th-3 a été isolé par chromatographie
préparative de la fraction 15, ol il est contaminé par le pep-
tide Th-5.

utilisée en méthode soustractive, nous ont permis d'établir la
séquence de ce peptide.

Ser, Gly, Ala, Arg
Composition : 0,68 1,19 1,13 1,00
ler cycle : 0,19 1,04 0,91 1,00
2éme cycle : 0,43 1,00 0,84 0,36
3éme cycle : 0,21 0,80 0,28 0,28

Peptide Th-4 (résidus 22 i 25)

Leu=-Gln-Phe=-Pro

Le peptide Th-4 a été isolé pur de la fraction 8.
Il contient l'un des 2 résidus de phénylalanine de la molécule.

vis de l'identification directe des PTH-aminoacides libérés,
nous ont permis de déterminer la séquence Leu-Gln.
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Hydrazinolyse : L'hydrazinolyse du peptide a 1lib&ré 1 résidu
de proline, identifié & l'analyseur d'acides aminés.

Hydrolyse par_les_carboxypeptidases : L'action de la carboxy-

peptidase C pendant 6 heures a libé&ré& de la proline et de la
phénylalanine.

La séquence du peptide a donc été établie. Elle
recouvre la région médiane du'peptide Tm-4 et la partie NH2-
terminale du peptide Chm-2. Nous pouvons noter une absence de
coupure au niveau de la liaison X-Phe, provoquée par la pré-
sence d'un résidu de proline, situé immédiatement aprés le
résidu de phénylalanine. ‘

Peptide Th-5 (résidus 26 a 28)

Val-Gly-Arg

Le peptide Th-5 a été& isolé par chromatographie
préparative de la fraction 15.

Dansylaminoacide NH2-terminal : DNS-Val

Dégradation_de_Edman : Un cycle de dégradation de Edman, suivi

de la dansylation du peptide résiduel nous a permis d'établir
la séquence du peptide. -

Il recouvre la partie COOH-terminale du peptide
Tm-4 et la région mé&diane du peptide Chm~-2.

Peptide Th-6 (ré&sidus 29 a 32)

Val-His=-Arg~Phe

Le peptide Th-6 a été isolé par électrophorése
préparative de la fraction 27, avec un rendement de 3 p.100.
Ce rendement particuliérement bas peut cependant s'expliquer
par la coupure partielié de la liaison Arg-Phe et la forte ré-
tention du peptide sur la colonne de Chromobeads P, cette ré-
tention étant liée au caractére basique du peptide et & la pré-

"sence d'un résidu aromatique.

Ce peptide contient le second résidu de phényla-

lanine de la molécule.
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Dansylaminoacide NH2-terminal : DNS-Val

- on e e Sy g gy S P . G S g R £ T G IR G GES G SV G

Dégradation _de_Edman : Trois cycles de dégradation de Edman,

e s e e s R - - -

utilisée en méthode soustractive, nous ont permis d'é&tablir la
séquence du peptide.

val, Phe, His, Arg
Composition : 1,00 1,07 0,98 1,17
ler cycle : 0,05 1,12 0,75 1,00
2éme cycle : 0,09 1,05 0,05 1,00
3&me cycle : 0,06 1,00 0,07 0,43

Ce peptide recouvre le peptide trypsique Tm-5,
la partie COOH-terminale du peptide chymotrypsique Chm-2 et le
peptide chymotrypsique Chm-3a.

Peptide Th-6a (résidus 29 a 31)

Val-His-Arg

Le peptide Th-6a a été isolé par électrophorése
préparative de la fraction 23.

Dansylaminoacide NH2-terminal : DNS-Val

Ce peptide recouvre le peptide Th-6. Son obten-
tion résulte d'une coupure partielle de la liaison Arg-Phe par
la thermolysine.

Peptide Th-7 (résidus 33 & :38)

Leu-Arg-Lys-Gly-Asn-Tyr
Le peptide Th-7 a é&té& isolé pur de la fraction 26.

Dansylaminoacide NH2-terminal : DNS-Leu

- e s Gllp T Y T A L S G W D T G = - - .

Dégradation_de Edman : 5 cycles de dégradétion de Edman, avec

identification directe des PTH-aminoacides libérés, nous ont
permis d'établir la séquence du peptide.

Il recouvre la région COOH-terminale du peptide
trypsique Tm-6 et la région NHZ-terminale du peptide Tm-7, ce
qui nous permet d'obtenir la séquence partielle suivante :

«——Tm-6 - & Tm—-7 -

Phe~Leu-Arg-Lys-Gly-Asn-Tyr-Ala-Asn-Arg
&~————Th-7 ——————>
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Peptide Th-8 (résidus 39 a 49)

Ala-Asn-Arg-Val-Gly-Ala-Gly-Ala-Pro-Val-Tyr

Le peptide Th-8 a &té isolé par électrophorése
préparative de la fraction 14.

Dansylaminoacide NH2-terminal : DNS-Ala

S s e S Wiy 0 e S e W G S G VIR TP IR e TER GER M G G SED S Suy D SE

Dégradation_de_ Edman : Neuf cycles de dégradation de Edman, sui-

vis de la dansylation du peptide résiduel, nous ont permis d4'é-
tablir la séquence du peptide. Seul, le DNS-Pro n'a pas é&té
identifié aprés le 8éme cycle de dégradation. Par contre, aprés
le 9&me cycle, nous avons pu identifier la valine.

Hydrolyse par _les_carboxypeptidages : Une hydrolyse du peptide
pendant 2 heures par la carboxypeptidase A n'a libéré que de
la tyrosine, ce qui indique un blocage de l'hydrolyse, 1ié a
la présence d'un résidu de proline, situé immédiatement avant

le résidu de valine.

Ce peptide Th-8 recouvre la région COOH-termi-
nale du peptide trypsique Tm-7. Il est analogue au peptide chy-
motrypsique Chm-5a. La présence d'asparagine, en position 2,

a été déduite de 1l'étude du peptide Chm=5 (identification d'une
PTH-asparagdine). '

Peptide Th-8a (résidus 39 a 41)

Ala-Asn-Arg

Le peptide Th-8a a été isolé par électrophorése

>préparative de la fraction 12.

Dansylaminoacide NH2-terminal : DNS-Ala

Dégradation de_Edman : Deux cycles de dégradation de Edman, avec

identification directe des PTH-aminoacides libérés, ont permis

' d'établir la séquence de ce peptide, qui recouvre la région

NH2~-terminale du peptide Th-8.

Peptide Th-8b (résidus 42 3 49)

Val-Gly-Ala—Gly-Ala—Pro-Val-Tyr

Le peptide Th-8b a &té isolé par électrophorase
préparative, suivie d'une chromatographie de la fraction 6.
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Dangylaminocacide NH2-terminal : DNS-Val

suivis de la dansylation du peptide résiduel, ont permis d4'é-
tablir la séquence NH2-terminale de ce peptide :

vVal-Gly-Ala-Gly~-

De toute é&vidence, ce peptide recouvre la région COOH~terminale
du peptide Th-8.

L'obtention des peptides Th-8 et Th-8b nous per-
met de préciser la séquence partielle n° 2 du tableau XXIX,
page 161 et d'établir la position respective des résidus :

Gly-Ala~-Pro~Val-

Peptide Th-9 (résidus 50 & 56)

Leu-Ala-Ala-Val-Leu-Glu-Tyr

Le peptide Th-9 a été isolé par électrophorése
préparative de la fraction 9, avec un rendement de 1,8 p.100.
Ce rendement particuliérement bas pourra s'expliquer, par la

suite, & cause des coupures partielles trés nombreuses dans
cette région.

Dansilaminoacide NH2-terminal : DNS-Leu

Dégradation_de_ Edman : Quatre cycles de dégradation de Edman,

suivis de la dansylation du peptide résiduel, nous ont permis
d'établir la séquence NH2~-terminale du peptide :

Leu-Ala~Ala-Val-Leu-

Hydrolyse_par_les_carboxypeptidases : Une hydrolyse du peptide

pendant 2 heures par la carboxypeptidase A a permis la libéra-
‘tion d'un résidu de tyrosine.

Les données fournies par la dégradation de Edman
et 1l'hydrolyse par la carboxypeptidase A ont permis d'établir
la séquence du peptide Th-9, le résidu d'acide glutamique ayant
été placé par différence. Cette séquence recouvre la région
NH2-terminale du peptide Chm-6.
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Peptide Th-9a (résidus 50 & 52)

Leu-Ala-~Ala

Le peptide Th-9a a été isolé de la fraction 5,
par chromatographie, suivie d'une é&lectrophorése préparative
d pH 1,9.

de la dansylation du peptide résiduel, a permis de vérifier la
séquence du peptide, qui recouvre de toute é&vidence la région
NH2~terminale du peptide Th-9.

Peptide Th-9b (ré&sidus 51 & 56)

Ala-Ala-Val-Leu-Glu-Tyr

Le peptide Th-9b a &té& isolé par &lectrophorése
préparative de la fraction 7.

Dansylaminoacide NH2-terminal : DNS-Ala

vis de la dansylation du peptide résiduel, ont permis d'établir
la séquence NH2-terminale :

Ala-Ala-Val-

Ce peptide recouvre de fagon évidente la région COOH-terminale
du peptide Th-9.

Peptide Th-9c (résidus 53 & 56)

Val-Leu-Glu-Tyr
Le peptide Th-9c a &té isolé pur de la fraction 10.

Dangylaminoacide NH2-terminal : DNS-Val

Dégradation_de_Edman : Trois cycles de dégradation de Edman,
avec identification directe des PTH-aminoacides libé&rés, nous
ont permis d'établir la séquence de ce peptide, qui recouvre

de fagon évidente la région COOH-terminale du peptide Th-9.
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Peptide Th-10 (résidus 57 & 63)

Leu-Ala~-Ala-Glu~Ile-Leu-Glu

Le peptide Th-10 a été isolé par électrophorése
préparative de la fraction 4.

Dansylaminoacide NH2-terminal : DNS-Leu

Dégradation_de_Edman : Cing cycles de dégradation de Edman, sui-

vis de l'identification directe des PTH-aminoacides libérés,
ont permis d'é&tablir la séquence NH2-terminale de ce peptide :

Leu=-Ala~-Ala-Glu-Ile~-

Peptide Th=-10a (résidus 58 3 63)

Ala-Ala-Glu~-Ile-Leu~Glu

Le peptide Th-10a a été isolé par chromatographie
préparative de la fraction 3.

Dansylaminoacide_ NH2-terminal : DNS-Ala

Dégradation_de_Edman : Quatre cycles de dégradation de Edman,

suivis de la dansylation du peptide résiduel, ont permis d'é-
tablir la séquence de ce peptide.

Il recouvre la séquence du peptide chymotrypsique

Chm=7 ¢é————— Chm-7 ——————>¢Chm-8->

Leu~-Ala-Ala-Glu~Ile~Leu-Glu-Leu
€ Th-10 ->

Peptide Th-11 (résidus 64 & 76)

Leu-Ala-Gly-Asn-Ala-Ala-Arg=Asp-Asn-Lys-Lys=Thr-Arg

Le peptide Th-11 a été& isolé par électrophoreése
préparative de la fraction 23.

Dansylaminoacide NH2-terminal : DNS-Leu

avec identification directe des PTH-aminoacides libérés, nous
ont permis d'établir la séquence NH2-terminale :

Leu-Ala-Gly-Asn-
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Quatre cycles supplémentaires de dégradation de Edman, suivis
de la dansylation du peptide résiduel, ont permis d'établir la
position des 5 résidus suivants :

-Ala-Ala-Arg-Asx-Asx-

La séquence COOH-terminale de ce peptide a été déduite de 1'é-
tude du peptide trypsique Tm~-9 :

Asp-Asn-Lys=-Lys=-Thr-Arg
qui recouvre de toute évidence cette région COOH-terminale.

Nous avons également déduit de l'étude du pep-
tide Tm-9 la présence d'un résidu d'acide aspartique et d'un
résidu d'asparagine en position 8 et 9 du peptide Th-11.

Peptide Th-lla (résidus 75 et 76)

Thr-Arg

Le peptide Th-lla a &té isolé pur de la frac-
tion 1l6.

Dansylaminoacide NH2-terminal : DNS-Thr

Le peptide Th-l1lla recouvre la région COOH-ter-
minale du peptide Th-11. Son obtention implique la coupure
d'une liaison X=Thr par la thermolysine. Cette coupure est
plutdt mineure pour cet enzyme. Cependant, elle a déja été si-
gnalée par SAUTIERE et al. (1974). Elle est due & une analogie
de structure avec l'alanine.

Peptide Th-12 (résidus 77 a 81)

Ile-Ile-Pro—-Arg~His

Le peptide Th-12 a été isolé par chromatographie
préparative de la fraction 21. Il contient 1l'un des 2 ré&sidus
d'histidine de la protéine. La présence d'une liaison Ile-Ile
a été& mise en évidence par une hydrolyse du peptide pendant

72 heures;

Dansylaminoacide NH2-terminal : DNS-Ile
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Dégradation_de_Edman : Quatre cycles de dégradation de Edman,
avec identification directe des PTH—~aminoacides libérés, ont
permis d'établir la séquence compléte de ce peptide

Le peptide Th-12 recouvre le peptide trypsique
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Tm-10. De plus, la position COOH-terminale de l'histidine, juste
aprés un résidu d'arginine, nous permet d'aligner le peptide
trypsigque Tm=-11 qui possé&de un résidu d‘hiStidine en position
NH2-terminale. Nous obtenons la séquence partielle suivante :

€——Tm-10 > ¢ Tm~-11 —
Ile-Ile-Pro~-Arg-His-Leu~-Gln-Leu-Ala-Ile-Arg

&<~ Th-12 ——>

Peptide Th=-13 (résidus 82 3 84)

Leu=-Gln<Leu

Le peptide Th-13 a é&té isolé par électrophorése
préparative de la fraction 7.

‘Dansylaminoacide NH2-terminal : DNS-Leu

Dégradation_de_Edman : Deux cycles de dégradation de Edman, sui-
vis de la dansylation du peptide résiduel, ont permis d‘'établir
la séquence du peptide. Etant donné le trés faible rendement
avec lequel le peptide a été obtenu, il ne nous a pas é&té pos-
sible d'identifier directement la glutamine, soit aprés hydro-
lyse du peptide par l'aminopeptidase, soit par identification
des PTH-aminoacides, lors de la dégradation de Edman du peptide.

Toutefois, le caractére neutre de ce peptide
peut étre mis en évidence en comparaht sa position d'é&lution
de la colonne de Chromobeads et sa migration électrophorétique
sur papier a4 pH 3,6 avec celles du peptide Leu-Gln, de compo-
sition trés voisine. '

'Le peptide Th-13 contiendrait donc un résidu
de glutamine et non un résidu d'acide glutamique.

Peptide Th-13a (résidus 82 et 83)

Leu~Gln

Le peptide Th~13a a &té& isolé par chromatographie
suivie d'une &lectrophorése préparative a3 pH 1,9, de la frac-
tion 5.

bansylaminoacide NH2-terminal : DNS~-Leu

Dégradation de_Edman : Deux cycles de dégradation de Edman,

avec identification directe des PTH-aminoacides libérés, ont
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permis d'établir la présence d'un résidu de glutamine en posi-
tion COOH-terminale de ce peptide, qui fait partie de la sé-

quence du peptide Tm-11.

Peptide Th-14 (résidus 84 et 85)

Leu-Ala

Le peptide Th-14 a été isolé par électrophorése
préparative de la fraction 6.

Il existe dans la protéine une autre séquence
Leu-Ala (résidus 50 et 51). Cependant, l'obtention du peptide

Leu-Ala aurait pour corollaire l'obtention du peptide
50 51

Ala-Val=-Leu-Glu-Tyr que nous n'avons pas rencontré dans l'hydro-
52 56

lysat thermolysique de la protéine. Toutefois, on ne peut pas
exclure totalement cette possibilité car nous avons obtenu
dans cet hydrolysat de l'alanine libre et le peptide

Val-Leu=-Glu-Tyr (peptide Th-9c).
53 56

Peptide Th-15 (résidus 86 & 95)

Ile-Arg-Asn-Asp-Glu~Glu-Leu~Asn-~Lys-Leu
Le peptide Th-15 a &té isolé pur de la fraction 13.

Dégradation_de_Edman : Sept cycles de dé&gradation de Edman,

avec identification directe des PTH-aminoacides libé&rés, nous
ont permis d'établir la séquence NH2-terminale du peptide :

Ile-Arg-Asn-Asp-Glu-Glu-Leu-

Peptide Th-15a (résidus 86 a 91)

Ile~Arg=-Asn=-Asp-Glu—-Glu

Le peptide Th-15a a &té isolé par chromatographie

de la fraction 1ll.

Dansylaminoacide NH2-terminal : DNS-Ile
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avec identification directe des PTH-aminoacides libérés, nous
ont permis d'établir la séquence de ce peptide, qui recouvre
la région NH2-terminale du peptide Th-15.

Peptide Th-15b (résidus 86 & 94)

Ile-Arg-Asn-Asp-Glu-~Glu-Leu-Asn=Lys

Le peptide Th-15b a é&té isolé par électrophorése
préparative de la fraction 12.

Dansylaminocacide NH2-terminal : DNS-~Ile
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Dégradation_de_Edman : Sept cycles de dégradation de Edman, sui-
vis de la dansylation du peptide résiduel, nous ont permis
d'établir la séquence de ce peptide, qui recouvre de toute évi-

dence la région NH2-terminale du peptide Th-15.

Peptide Th-15c¢ (résidus 92 & 95)

Leﬁ-Asn-Lys-Leu

Le peptide Th-15c a,été isolé par électrophorése
préparative de la fraction 14.

Dansxlaminoacide_NHz-terminal : DNS~Leu
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vis de la dansylation du peptide ré&siduel, ont permis 4'é&tablir
la séquence de ce peptide. )

‘La présence d'asparagine en position 2 a &té mise
en évidence par &tude du peptide Tm-12 dont la région NH2~termi-
nale est recouverte par les peptides Th-15, Th-15a, Th-15b et
Th-15c.

D’autre‘part, les peptides Th-15, Th-l5a et
Th-15b recouvrent égalemént la région COOH~terminale du peptide.
trypsique Tm-11. '

Peptide Th-16 (résidus 95 & 100)

Leu-Leu-Gly-Gly-Val~Thr

Le peptide Th-16 a &té isolé par chromatographie
préparative de la fraction 5.
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Dangylaminoacide NH2-terminal : DNS-Leu
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Dégradation de_Edman : Cing cycles de dégradation de Edman,

avec identification directe des PTH—aminoacides libérés, ont
permis d'établir la séquence du peptide Th-16.

Peptide Th-16a (résidus 96 3 100)

Leu-Gly-Gly-Val=Thr

Le peptide Th-16a a été isolé par électrophorése
préparative, suivie d'une chromatographie de la fraction 4.

Dégradation_de_Edman : Trois cycles de dégradation de Edman, sui-

vis de la dansylation du peptide résiduel, ont permis d'établir
la séquence de ce peptide qui recouvre le peptide Th-16.

Peptide Th~17 (résidus 101 & 112)

Ile-Ala-Gln-Gly~Gly-Val-Leu-Pro~-Asn-Ile~Gln-Ala

Le peptide Th-17 a été isolé par chromatographie
préparative de la fraction 1.

Dansylaminoacide NH2-terminal : DNS~Ile
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vis de la dansylation du peptide résiduel, nous ont permis d4d'é-
tablir la séquence NH2~-terminale du peptide :

Ile-Ala-Glx~Gly-
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pendant 2 heures par la carboxypeptidase A a permis de libérer
un résidu d'alanine.

v Le reste de la séquence de ce peptide a été
déduit de l'étude des peptides Th-17b et Th-17c.

Peptide Th-17a (résidus 101 & 105)

Ile-Ala-Gln-Gly-Gly

Le peptide Th~17a a &té isolé par chromatographie

préparative de la fraction 3.
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Dansylaminoacide NH2-terminal : DNS~Ile
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Peptide Th-17b (résidus 101 & 109)
Ile-Ala-Gln~-Gly-Gly=-Val-Leu-Pro-Asn
Le peptide Th~17b a été isolé pur de la fraction 2.

Dansylaminoacide NH2-terminal : DNS-Ile

Dégradation de_Edman : Huit cycles de dégradation de Edman, avec

identification directe des PTH-aminoacides libé&ré&s, ont permis
d'établir la sé&quence compléte de ce peptide.

Hydrolyse_par_les_carboxypeptidases : Une hydrolyse du peptide
pendant 6 heures par la carboxypeptidase C a permis la libéra-
tion d'asparagine, mise en é&vidence par électrophorése sur pa-
pier & pH 1,9. La révélation de l'électrophorégramme a &té

réalisée par le réactif 3 la ninhydrine-collidine.

Ce peptide recouvre la séquence NH2-terminale
du peptide Th~17a. Nous pouvons noter une absence de coupure
de la liaison Val-Leu due 3 la proximité& d'un résidu de proline,
situé immédiatement aprés le résidu de leucine.

Peptide Th~=17c¢ (résidus 110 3 112)

Ile-Gln=-Ala

Le peptide Th-17c a été isolé par chromatographie
préparative, suivie d'une électrophoré&se & pH 1,9 de la frac-

tion 5.

Dansylaminocacide NH2-terminal : DNS-Ile

Dégradation_de_Edman : Deux cycles de dégradation de Edman, avec
identification directe des PTH-aminoacides libérés, ont permis
d'établir la séquence de ce peptide, de méme que la présence

d'un résidu de glutamine en positidn 2.

Ce peptide vient en position COOH-terminale du
peptide Th-17. ’

Peptide Th-18 (résidus 113 & 125)

Val-Leu-Leu-Pro-Lys-Lys-Thr-Gly-Ser~-Lys—Ser-Ser-Lys

Le peptide Th-18 a &té isolé par é&lectrophorése
préparative de la fraction 24.
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Dansylaminoacide NH2-terminal : DNS-Val
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Dégradation de_Edman : Huit cycles de dégradation de Edman, sui-
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vis de la dansylation du peptide résiduel, ont permis d'établir
la séquence NH2-terminale de ce peptide :

Val-Leun-Leu-Pro-Lys=Lys-Thr~Gly~Ser-

Hydrolyse_par_les_carboxypeptidases : Une hydrolyse du peptide
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pendant 2 heures par la carboxypeptidase B a permis la libéra-

tion d'un résidu de lysine. La poursuite de l'hydrolyse pendant
2 heures par la carbbxypeptidase A a permis la libération d'un

résidu de sérine.

La séquence COOH-terminale du peptide a donc été
établie : =-Ser-Lys.
Elle correspond & la séquence COOH-terminale de l'histone H2A,
ce qui nous permet de placer ce peptide Th-18 en position COOH-
terminale de la protéine.

De méme gque pour le peptide Th-17, la présence
d'un résidu de proline empéche la coupure de la liaison Leu-Leu
par la thermolysine.

Peptide Th-18a (résidus 113 a 119)

Val=Leu-Leu-Pro-Lys-Lys-Thr

Le peptide Th-18a a &té& isolé pur de la frac-
tion 18. '

Dansylaminoacide NH2-terminal : DNS-Val

vis de la dansylation du peptide ré&siduel, ont permis d'établir
la sé&quence NH2-terminale suivante :

Val-Leu-Leu-Pro-

qui est aussi la séquence NH2~-terminale du peptide Th-18.

Peptide Th-18b (ré&sidus 120 a 125)

Gly-Ser-Lys-Ser-Ser-Lys
Le peptide Th-18b a &té isolé& pur de la frac-
tion 17.

Dansylaminoacide NH2-terminal : DNS-Gly
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Dégradation_de Edman ¢ Quatre cycles de dégradation de Edman,

utilisée en méthode soustractive, ont permis d'établir la sé&-
quence NH2-terminale de ce peptide.

Ser, Gly, Lys
Composition 2,7 1,11 2,19
2&me cycle 1,87 0,40 1,49
3éme cycle 1,60 0,31 0,82
4&me cycle 0,96 0,24 0,49

Hydrolyse _par_les_carboxypeptidases : Une hydrolyse du peptide
pendant 3 heures et 6 heures par la carboxypeptidase C a permis
uniquement la libération de lysine et de sérine, comme 1l'indi-

quent les résultats exprimés ci-dessous (en nombre de nanomoles
d'acides aminés libé&rés) :

Cp C 3h Cp C 6h
Sérine 2,053 5,020
Lysine 10,023 15,375

Ce peptide se place en position COOH-terminale
du peptide Th-18 et donc de l'histone H2A. Il est obtenu par

la coupure d'une liaison X-Gly par la thermolysine, coupure
déja signalé&e 3 propos du peptide Th-l.

Discussion

L'hydrolyse de l'histone H2A de thymus de Veau
pendant 4 heures par la thermolysine, avait libé&ré& 35 peptides
"thermolysine" dont béaucoup étaient assez courts, et aussi des
acides aminés libres : alanine, valine et leucine.

Nous avons voulu obtenir des peptides plus longs
en limitant l'action de la thermolysine 3 30 minutes sur 1l'his-
tone H2A de gonade d'Oursin. &alheureusement, cette action li-

mitée de la thermolysine nous a plutdt désavantagée car de

nombreuses coupures se sont avérées partielles, multipliant
le nombre des peptides et diminuant d'autant le rendement de
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chacun, ce qui a rendu les &tudes structurales assez délica-
tes. C'est pourquoi les sé&quences complétes des longs pepti-
des n'ont pu toujours &tre menées 3 terme, mais souvent dé-
duites de 1'Btude des peptides dérivés.

De plus, des acides aminés libres oant aussi
&té obtenus : alanine, venant sans doute de la coupure par-
tielle au niveau des résidus 84 et 85; leucine, venant sans
doute de la coupure partielle au niveau des résidus 57 et 58
(voir le tableau XXXII, page 188).

L'ensemble des peptides thermolysiques que nous
avons isolés et &tudiés recouvre 116 des 125 résidus présents
dans la protéine. L'étude des peptides thermolysiques nous a
ét& particuliérement utile pour &tablir la s&quence compléte
du peptide COOH-terminal Tm-12.

Les 9 résidus que nous n'avons pas retrouvés
correspondent au peptide Th-2 qui, trop basique, a &té& retenu
sur la colonne d'échangeur cationique malgré& une &lution par
le tampon pyridine 2 M de pH 5,0, poursuivie pendant 24 heures.

L'obtention des peptides Th-3 et Th-lla impli-
que respectivement la coupure d'une liaison X-Ser et d'une
liaison X-Thr par la thermolysine. Ces 2 acides aminés, dont
l'analogie de structure avec l'alanine est évidente, sont plutét
des sites mineurs de coupure pour la thermolysine.

Par contre, l'obtention des peptides Th-1 et
Th-18b implique la coupure au niveau des liaisons X-Gly, cou-
pure tout 3 fait inhabituelle pour la thermolysine.

Parmi les 18 peptides thermolysiques que nous
avons obtenus, 9 comprennent 1 ou plusieurs peptides dérivés,
résultant de coupures partielles.

Comme SAUTIERE et al. (1974) l'ont 4&ja signa-
18, i propos de l'histone H2A de thymus de Veau, nous avons
constaté une absence de coupure par la thermolysine des liai-
sons de type X-Y-Pro, représentées par une fléche dans le

schéma suivant :

Il s'agit des peptides :
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Th-4 Leu~Gln-Phe-Pro
22 25
Th~-8 Ala-Gly~-Ala-Pro
44 47

/

Th=-12 Ile-Ile~Pro-Arg

77 80
Th-=17 Val-Leu~Pro-Asn
106 109
Th-18 Val-Leu-Leu-Pro
113 116

E) Sé&quence compléte de l'histone H2A de
gonade d'Oursin

La séquence compléte en acides aminés de 1'his-
tone H2A de gonade d'Oursin a &té déduite de l'étude des pep-
tides trypsiques et chymotrypsiques de la protéine maléylée,
de l'étude des peptides thermolysiques de la proté&ine native
et de la comparaison avec la séquence en acides aminés de
l'histone H2A de thymus de Veau (tableau XXXII).

Le peptide Th-1 recouvre les peptides Tm-1 et
Tm-2 et permet d'aligner les 16 premiers résidus de la protéine.

Le peptide Th-3 recouvre la séquence NH2-termi-
nale du peptide Tm-4 et la séquence COOH-terminale Ser-Arg,
qui peut provenir soit du peptide Tm=-2, soit du peptide Tm-3.
En fait, l'ordre Tm-2—Tm-3-—~Tm-4 est seul compatible avec le
reste de la séquence de la protéine, le peptide Tm=-3 ne pouvant
étre placé qu'aprés un résidu d'arginine, d'apré&s la spécificité
étroite de la trypsine pour les liaisons arginyles dans une

protéine maléylée.

Les peptides Chm-2 et Chm-3 permettent d‘'aligner
les peptides Tm~4, Tm-5 et Tm-6.




TABLEAU XXXII

ALIGNEMENT DES PEPTIDES ET SEQUENCE COMPLETE EN ACIDES AMINES DE L'HISTONE H2A DE GONADE D'OURSIN

1 10 20
- N~Ac~-SER-GLY-ARG-GLY~LYS-GLY~ALA-LYS~GLY~LYS~ALA~LYS-ALA~LYS~SER~ARG~SER~SER-ARG~ALA-GLY~
¢ Tm-1 —> € Tm-2 > €&—Tm~-3 —» €¢—
Th-1 Th-3

30 40
LEU—GLN-PHE-PRO-VAL-GLY—ARG-VAL—HIS-ARG—PHE—LEU-ARG-LYS-GLY-ASN—TYR—ALA—ASN—ARG-VAL—GLY—
~————Tm-4 P ¢ Tm=-5—> ¢— Tm~6—> ¢ Tm=-7 >

Chm~2 Chm-3 Chm~5
Th~4 Th=5 Th-6 Th~7

50 60
ALA-GLY—ALA-PRO-VAL-TYR-LEU-ALA-ALA-VAL-LEU—GLU-TYR—LEU-ALA-ALA—GLU -ILE-LEU~-GLU~LEU~ALA -

Chm-6 Chm-7 Chm-8
Th-8 Th-9 Th-10

70 80
GLY~-ASN-ALA-ALA-ARG-ASP~ASN-LYS~-LYS~-THR-ARG~ILE~ILE~PRO-ARG~HIS~-LEU~-GLN-LEU-ALA~ILE~ARG~-
&———Tm-9 > & Tm-10 > & Tm-11 >

Th-11 Th~12 Th=13 o 14
90 100
ASN-ASP-GLU-GLU—LEU-ASN-LYS—LEU—LEU—GLY GLY—VAL-THR-ILE-ALA-GLN—GLY-GLY—VAL-LEU-PRO-ASN-
¢ Tm-12
Chm-11
Th-15 Th-16 Th-17

110 120 125
ILE~GLN~ALA~VAL~LEU~LEU ~PRO~LYS ~LYS ~-THR~GLY~SER~LYS~SER~SER~LYS (OH)

»
”

Th-18

881
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Le peptide Th-7 recouvre la séquence COOH-ter-
minale du peptide Tm-6 et la séquence NH2-terminale du peptide
Tm—7 .

Les peptides Chm-5 et Th~8 qui ne différent
que par un résidu de leucine, recouvrent tous deux la sé&quence
COOH-terminale du peptide Tm-7. Le peptide Chm-5 permet d'é&-
tendre la séquence NH2~terminale de la protéine jusqu'au ré&-
sidu de leucine en position 50.

Les peptides thermolysiques Th-9 et Th-10 cou~-
vrent la moitié de la séquence de la région hydrophobe mé&diane
de la protéine (résidus 50 i 63) .

Dans cette région, seuls les peptides chymotrypsiques de la
protéine maléylée auraient pu permettre le recouvrement et
l'alignement des peptides thermolysiques.

Malheureusement, la chymotrypsine et la ther-
molysine ont un site de coupure commun - il s'agit de la li-

aison Tyr~Leu - et les peptides Th~9 et Th~10 ne différent
56 57

respectivement des peptides Chm=-6 et Chm-7 que par un seul
résidu. Il ne nous a donc pas &té possible d'aligner les pep-
tides Th-9 et Th-10 autrement que par comparaison avec la
séquence de l'histone H2A de thymus de Veau.

Le peptide Chm-8 permet d'aligner les peptides
Th-10 et Th-11.

La ségquence COOH-terminale du peptide Th-11
correspond au peptide Tm-9 : Asp-Asn-Lys-Lys-Thr-Arg.
Donc, le peptide thermolysique qui suit le peptide Th~-11 doit
avoir la m@me séquence NH2-terminale qu'un peptide trypsique.
Un seul répond a cette condition : il s'agit du peptide Th-12 :
Ile-Ile~Pro-Arg-~His qui posséde la méme sé&quence NH2~-terminale
que le peptide Tm=-10 : Ile-Ile-Pro-Arg. Nous pouvons donc ali-
gner les peptides Th-11 et Th-12.

Le peptide Th-12 recouvre le peptide trypsique
Tm-10. Il a en outre 3 son extrémité COOH-terminale un résidu
d'histidine qui ne peut appartenir qu'au peptide Tm-11.
Le peptide Th-12 permet donc de déterminer l'ordre des peptides
Tm~10 et Tm-11 dans la séquence de la protéine.
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Le peptide Th~15 recouvre la partie COOH~termi-
nale du peptide Tm<=ll et la partie NH2«terminale du peptide

Ce peptide Tm~12, dépourvu d'arginine et de
caractére trés hydrophobe, occupe la position COOH-terminale
dans la séquence de la protéine. Sa structure a &té déduite
de 1l'é&tude des peptides thermolysiques.

Les peptides Th-15 et Th-16 se recouvrent au ni-
veau du résidu de leucine en position 95 : c'est le seul ali-
gnement compatible avec le nombre de résidus de leucine déter-
miné & la fois par la composition en acides aminés de la protéine
et par celle du peptide Tm-12.

En effet, l'ordre Th-15—~Th-~17-—Th~16 conduirait
4 l'obtention d'un résidu de leucine supplémentaire.

Le peptide Th-17 a été placé par différence
immédiatement aprés le peptide Th=16, car le peptide Th-18
qui posséde la séquence COOH-terminale Ser-Lys correspondant
& la s&quence COOH-terminale de la protéine, ne peut se placer
qu'en position COOH-terminale dans la chaine peptidique de
1'histone H2A.

Discussion

La s&quence compléte de l'histone H2A d'Oursin

-a donc &té é&tablie. La comparaison de cette séquence avec

celle de l'histone H2A de thymus de Veau fait apparaitre 11
mutations et 4 délétions (tableau XXXIII).

Par souci de clarté&, nous avons choisi l'histone
H2A de thymus de Veau comme histone de référence, alors gque
logiquement, pour respecter le sens de l'évolution, nous au-
rions dQ prendre l1l'histone H2A d'Oursin.

Nous pouvons observer que les mutations inter-
viennent essentiellement dans la région NH2~terminale (ré&sidus
1 & 42) et dans la région COOH-terminale (résidus 121 a 129) de
la protéine, régions riches en résidus basiques et, de ce fait,




NATURE ET POSITION DES MUTATIONS DANS LA STRUCTURE DE L'HISTONE H2A D'OURSIN

TABLEAU XXXITI

PAR RAPPORT A L'HISTONE H2A DE VEAU

Posttion |veau [oursin [MUEAEIO] B0 b Do e A L | O espondant du DNA ¢

6 GLN —_
8 GLY ALA GG (X) — > GC (X) cC (X) ————CG (X)
10 ALA GLY GC (X) ——> GG (X) CG (X) ——>CC (X)
11 ARG LYS AG (A,G) ——> AA (A,G) ™ (r,) —>T7 (T,C)
16 THR | SER AC (X) ——Y{UC (X) TG (X) - —?{AG (X)

4 AG (U,C) TG (A,C)
33 LEU PHE cUu (X)) —————>UU (X) GA (X) 3> AA (X)
41 GLU ASN GA (A,G) ————>AA (U,C) ¢r (r,0) ——> TT (A,G)
59 THR ALA Ac (X) ——————>GC (X) ¢ (X) ——>»CG (X)
99 LYS GLY AA (A,G) ———> GG(X) T (T,C) —> CC (X)
99 ARG GLY {AG (a,G) 7——)GG (X) {TC (T,C) 7——>cc (X)

cG (X) GC (X)

121 GLU GLY GA (A,G) —» GG (X) ¢r (r,c) —> CC (X)
123 HIS —_—
124 HIS R—
126 ALA SER Gc (X) ——UC (X) CG (X) ——> AG (X)
127 LYS _
128 GLY | SER GG (X) ———> AG (U,C) cCc (X) ~————>7C (A,G)

161
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vraisemblablement impliquées dans les interactions électro-
statiques avec les groupes phosphate du DNA.

Un seul changement intervient dans la zone mé-
diane hydrophobe de la protéine comprise entre les résidus
d'arginine 42 et 71. Ce changement est d'ailleurs conservatif
puisqu'un résidu d'alanine remplace un résidu de thré&onine.

Les différentes mutations observées sont essen-
tiellement conservatives & 3 exceptions prés. En position 41,
une asparagine remplace un acide glutamique; en position 99,
une glycine remplace une lysine et en position 121, une gly-
cine remplace un acide glutamique. Ces mutations sont impor-
tantes car elles entrainent une modification de charge &lec-
trique de la proté&ine.

Le remplacement d'une lysine par une glycine en
position 99 produit l'extension de la zone hydrophobe COOH-
terminale qui, chez l1l'Oursin, s'étend des résidus 94 & 117.

La plupart de ces mutations sont entrainées par
le changement d'une seule base du DNA : premiére ou deuxiéme
base du triplet nucléotidique, selon les cas (tableau XXXIII).
Les mutations C=2T sont les plus fréquentes.

Il faut cependant signaler le remplacement, en
position 41, d'une asparagine par un acide glutamique. Celui-
ci entraine la mutation de 2 bases (la premiére et la derniére

du triplet nucléotidique). Ce fait, plutdt rare, suggére l'exis-

tence d'une étape intermédiaire avec, par exemple, le passage
par l'acide aspartique ou par la lysine, ainsi que le montre
le schéma suivant :

(1) Lys
AAA

/\
\/
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(2) Lys

BIRNSTIEL et ses collaborateurs (communication
personnelle) ont récemment déterminé& dans la sé&quence nuclé&o-
tidique du géne codant pour l'histone H2A dans 1'embryon
d'Oursin Psammechinus miliaris une séquence nucléotidique cor-
respondant 3 la séquence en acides aminés s'é&tendant des rési-
dus 26 3 46. Dans cette sé&quence, le triplet nucléotidique
codant pour le résidu 40 est AAG : ce triplet ne correspond

pas & l'asparagine, mais & la lysine. Notre hypothé&se est ain-
si confirmée.

De méme, en position 99, le remplacement d'une
lysine par une glycine implique le changement des 2 premiéres
bases du triplet nucléotidique.

Lys Gly
AA (A,G) GG (X)
\Arq/

AG (A,QG)

L3 encore, on peut suggérer une é&tape intermé-
diaire passant par l'arginine, que l'on retrouve d'ailleurs
en position 99 dans l'histone H2A du Veau et du Rat.
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CONCLUSION

Nos travaux nous ont permis d'isoler et de ca-
ractériser les 5 histones présentes dans les gonades de 1'Our-
sin Psammechinus miliaris, et d'établir la séquence en acides
aminés de deux d'entre elles : l'histone H2A et l'histone H{4.

A partir des é&tudes structurales que nous avons
réalisées sur les histones de gonade d'Oursin, on peut faire
les observations suivantes :

- La premié&re concerne la structure primaire
de l'histone H4 qui apparait "figée" au cours de l'é&volution.
Nos résultats confirment les études structurales antérieures
(DELANGE et ql.,1969b; WILSON et al.,1970; SAUTIERE et al.,
1971la et 1971b) ainsi que les conclusions de PANYIM et al.
(1971) tirées des &tudes &lectrophorétiques des histones de
Vertébrés supérieurs.

Il faut néanmoins souligner que la présence de
cystéine dans l'histone H4 semble &tre un caractére spécifique
des Echinodermes. L'histone H4 de Pois (DELANGE et al.,1969b)
et l'histone H4 de la Seiche Sepia officinalis (observation
personnelle) ne renferment pas de cystéine.

- La seconde observation concerne l'histone
H2A dont la structure primaire présente une certaine variabi-
lité&. Cette variabilité& a non seulement &té déduite des tra-
vaux de PANYIM et al. (1971) mais surtout des &tudes structura-
les réalisées dans notre laboratoire sur les histones H2A de
Rat (tumeur de chloroleucémie : LAINE et al.,1976; thymus de
Rat sain : LAINE, non publié), de Poulet (LAINE, non publié)
et d'Oursin et par BAILEY et DIXON (1973) sur l'histone H2A
de Truite (tableau XXXIV).

Un cértain polymorphisme se manifeste dans 1l'his-
tone H2A de Veau et de Rat. Dans d'autres espéces, comme chez




COMPARAISON DES

TABLEAU XXXIV

SEQUENCES DE L'HISTONE H2A ISOLEE DE DIFFERENTES ESPECES

Position 6 8 10 11 16 33 41 78
Espéce
Veau =-GLN~-GLY-GLY-LYS-ALA-ARG~- -THR~- -LEU~- -GLU- ~-ILE-
Rat Thymus -THR/SER-
Tumeur CL ~-THR/SER-~
Poulet -SER-
Truite ~THR- -THR- —
Oursin = —GLY~ALA~LYS~GLY~LYS - -SER- ~PHE-~ -ASN-
87 99 121 129
Veau -ILE- -LYS/ARG- -GLU-SER-HIS-HIS-LYS—ALA-LYS—GLY-LYS(OH)
Rat Thymus -LYS/ARG-
Tumeur CL -LYS/ARG-
128
Poulet -LYS- -ASP- e e -ALA-LYS (OH)
126
Truite -VAL- -GLY- ~VAL-ALA-LYS (OH)
125
Oursin -GLY- -GLY-SER-——=—=-LYS-SER SER~-LYS (OH)

Les délétions sont

indiquées par un trait plein — .

S61
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le Siponcle Sipunculus nudus (A. MAZEN et M. CHAMPAGNE, commu-
nication personnelle) ou chez le Pois (J. JOHNSON, communica-
tion personnelle), ce polymorphisme se traduit par la pré&sence
de 2 histones H2A &lectrophorétiquement distinctes.

Un polymorphisme existe &galement dans l'histone
H5 d'érythrocyte de Poulet (GREENAWAY et MURRAY, 1971) et dans
l1'histone H3 de Veau (MARZLUFF et gl., 1972) et de Pois
(PATTHY et al.,1973).

1) L'étude de la structure primaire de l'histone
H2A de Chloroleucémie du Rat a mis en évidence la présence de

3 histones H2A (LAINE et ¢l., 1976).

- H2A o qui posséde un résidu de sé&rine en po-
sition 16 et un ré&sidu de lysine en position 99 et qui repré-
sente 60 p.100 des molécules.

=~ H2A Bl qui posséde un résidu de thréonine
en position 16 et un résidu d'arginine en position 99. Elle
représente 20 p.100 des molécules.

- H2A B2 qui posséde un résidu de sérine en
position 16 et un résidu d'arginine en position 99. Elle re-
présente &galement 20 p.100 des molécules.

2) Cette étude a été complétée par 1l'étude
structurale de l'histone H2A de thymus de Rat sain afin de vé-

rifier si les modifications qui avaient été& observées dépen-
daient de la nature tumorale du tissu ou de l'espé&ce animale.

Dans le thymus de Rat sain, on observe é&gale-
ment un polymorphisme :

- H2A a qﬁi intervient pour 33 p.100 des molé-
cules.

-~ H2A Bl uniquement qui intervient pour 66 p.100

des molécules.
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3) Enfin, les études trds récentes de LAINE
et gl. (non puElié)‘sur 1'histone H2A d'érythrocyte de Poulet
ont permis de mettre en &vidence 3 substitutions (un résidu
de sérine remplace la thréonine, en posttion 16; un acide as-

partique remplace un acide glutamique, en position 121 et une
alanine remplace une glycine, en position 128) et la délé&tion
d'un résidu d'histidine, en position 123.

Quant 3@ l'histone H2A de Truite, sa structure
primaire a été établie par BAILEY et DIXON en 1973. Elle met
en &vidence 4 délétions, 4 substitutions et une insertion par
rapport & l'histone H2A de Veau (tableau XXXIV).

Il semble donc que plus on s'éloigne des Mammi-
féres, plus l'histone H2A présente de mutations.

Ces mutations intéressent essentiellement les
régions NH2~ et COOH-terminales de la séquence ol les positions
16 et 99 apparaissent privilégiées. Dans les zones hydrophobes,
on ne rencontre aucune mutation, & l'exception toutefois de
la mutation Ala=?Thr (résidu 59, dans l'histone H2A de Veau),
de caractére conservatif.

Enfin, c'est dans la région COOH-terminale que
l'on rencontre le plus de dé&létions.

Mais, le fait le plus intéressant que l'on peut
tirer de cette &tude comparative selon les espéces, ce sont
les relations que l'on peut faire avec la structure secondaire
de la‘molécule, relations que l'on peut aborder par 2 mé&thodes :

= méthodes de calculs tels que les ont déve-
loppés CHOU et FASMAN (1974)

- méthodes directes d'études physicochimiques.

Si l'on considére le schéma de prévision que
FASMAN et ql. (1976) ont &tabli pour l'histone H2A (figure 30),
on peut faire les constations suivantes :
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1) L'histone H2A Brésentegplusieurs types de

conformation, selon les régions :

~ structures en hélice a

- structures en feuillets §

- B turns ou coudes B qui sont des endroits ol 1la
protéine peut se replier sur elle-mé@me.

2) Entre les résidus 23 et 116, la molécule pré-
sente une zone fortement structurée, ol l'on peut trouver
5 feuillets 8, 3 hélices a et 7 B turns.
Les autres régions, 1 38 23 et 116 3 129, présentent des struc-
turations beaucoup moins stables. Elles pourront, en effet,

se déstructurer pour interagir avec le DNA.

3) Ce schéma de prévision permet d'expliquer

un certain nombre d'observations faites par des méthodes phy-

siques, qui ne sont pas toujours faciles a interpréter .

Par exemple, en RMN, on pouvait remarquer sur
certaines positions des élargissements de bande qui restaient
inexpliqués. En fait, si l'on considére qu'au niveau de ces
positions, la structure secondaire de la molécule est en
feuillets B antiparalléles, ces élargissements de bande se
congoivent aisément.

L'élargissement de bande qui &tait observé
au niveau de la phénylalanine s'explique car la protéine ne
contient qu'un seul résidu de phénylalanine, en position 25,
au centre de la zone en feuillets B qui s'é&tend du résidu 23
au résidu 27.

En ce qui concerne l'élargissement de bande dd
aux résidus d'histidine, le phénoméne est beaucoup plus com-
plexe & interpréter car l'histone H2A de Veau renferme 4 his-
tidines. Toutéefois, l'histone H2A d'Oursin qui ne renferme que
2 résidus d'histidine nous permet d'expliquer le phénoméne.

En effet, les &tudes de RMN menées par BRADBURY sur l'histone
H2A d'Oursin ont démontré qu'en fait, seule l'histidine en
position 31 provoquait l'é&largissement de bande et donc inter-
venait dans les interactions (BRADBURY et al., 1975).
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4) Ce seraient les zones en feuillets B qui
seraient impliquées dans les interactions protéine-protéine.
Sur le plan thermodynamique, il est bien &tabli que les li-
alsons par les feuillets B sont beaucoup plus résistantes
que celles qui se font au niveau des hélices a, car il y a
intervention & la fois de forces hydrophobes et de liaisons
hydrogénes.

Si ce sont les feuillets B8 qui interviennent

dans les interactions, il est intéressant de voir s'il y a des
mutations dans ces régions pour l'histone H2A des différentes
espéces.
En fait, une seule mutation intervient dans une zone en feuil-
lets B. C'est la mutation en position 33 : Leucine-—3Phénylala-
nine. Or, cette mutation ne peut entrainer aucune modification
de la structure secondaire de la protéine. Donc, la conforma-

tion de la zone médiane hydrophobe est remarquablement con- S
o

servée pendant l'évolution.

e

Ceci est &galement vrai pour l'histone H2B qui

présente une distribution des résidus basiques et hydrophobes
analogue & celle de l'histone H2A.

Les &tudes structurales réalisées par KOOTSTRA
et BAILEY sur l'histone H2B de Truite (1976) et par STRICKLAND
sur les histones H2B1l et H2B2 de l'Oursin Parechinus angulosus
(communication personnelle) ont montré que les changements
par rapport & l'histone H2B de Veau interviennent presque
exclusivement dans la région NH2~terminale de la protéine
(résidus 1 &8 37).

g Si 1l'on considére maintenant le schéma de
structure secondaire calculé par FASMAN et al. (1976) pour
l'histone H2B (figure 31), on peut remarquer qu'ad l'instar
de l'histone H2A, la structuration est beaucoup plus forte dans
la zone mé&diane (résidus 35 & 102), région qui d'une fagon
potentielle, peut intervenir dans les interactions avec l'histone
H2A.
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De plus, les modifications qui peuvent inter-
venir selon les espéces dans cette zone n'affectent en au-
cune maniére la structure secondaire de la protéine :

- région 39 i 48 Val—>Ile -

-~ région 61 & 66 Ile—»Val

-~ région 88 3 90 Ile—Val
Thr-sSer

A l'appui de cette hypoth&se, il faut signaler
les &tudes de MARTINSON et gl.(1976) qui montrent que les
histones H2A et H2B sont liées de mani&re covalente pour for-
mer un dimére, aprés irradiation ultraviolette de la chroma-
tine & 280 nm. La liaison s'effectue par l'intermé&diaire du
résidu de phénylalanine en position 25 dans l'histone H2A et
du résidu de tyrosine en position 40 dans l'histone H2B ,
chacun de ces 2 résidus étant situé dans une zone de structu-
re B.

Les études structurales que nous avons réalisées
chez 1'Oursin, sur les histones H4 et H2A, vont maintenant
s'étendre aux histones H2B et Hl.

L'intérét de ces &tudes comparatives se définit
en 3 points :

- localisation des mutations dans la séquence
des acides aminés.

-~ définition des sites d'interaction protéine-
protéine et en particulier H2A-~H2B, en association avec des
mé&thodes d'é&tudes biophysiques.

~ complémentarité de nos travaux de détermina-
tion de la structure primaire des histones d'Oursin Psammechi-
nus militarie, avec les travaux de BIRNSTIEL et de ses collabo-
rateurs qui, chez le méme oxganiéme, déterminent la séquence
nucléotidique des génes codant les histones.
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