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Dans le thymus de Veau, deux formes d'histone 

H 2 A, possédant toutes deux un résidu de thréonine en position 16, ont été 

identifiées, l'une avec un résidu de lysine en position 99 et l'autre, avec un 

résidu d'arginine en position 99 (SAUTIERE et col1 ., 1974). 

Les résultats acquis dans notre laboratoire sur 

I'histone H 2 A de chloroleucérnie du Rat nous ont donc incitée b rechercher 

d'éventuelles modifications structurales au niveau de I'histvne H 2 B isolée 

de ce tissu tumoral et de I'histone H 2 B isolée du thymus de Rat, le thymus 

étant considére comme le tissu sain de référence le plus appropri6 pour nos 

études comparatives. 

Nous avons pu ainsi établir une totale identité 

de structure primaire de I'histone H 2 B de Rat (Chloroleucémie et thymus) 

avec celle de I'histone H 2 B de thymus de Veau et confirmer les travaux d' 

lWAl et de son groupe (IWAI et col l ., 1970). 

Ces études structurales ont constitué en outre, 

une étape préliminaire indispensable au cours de laquelle fut mise au point 

la m6thodologie qui allait ensuite nous permettre de déterminer les sites de 

phosphorylation in  vitro de I 'histone H 2 B de thymus de Rat. 

La phosphorylation de cette histone a 6td 
32 

réalisée en présence d'A T P par le Professeur MARCH IS-MOUREN et ses 

collaborateurs (Université d'Aix-Marseille) b l'aide d'une kinase du pancréas 

de Rat isolée par leurs soins. 



Ce travail s'inscrit dans le cadre général des 

recherches du groupe "Histones" de l'Unité 124 1. N .S .E .R .M. de Lille dont 

l'orientation majeure est l'étude des variations de la structure primaire des 

histones au cours de l'évolution des espèces. 

Les études structurales que nous avons réalisées 

sur I'histone H 2 B de Chloroleucémie du Rat, ont été précédées de la déter- 

mination de la structure primaire des histones H 4 et H 2 A isolées de ce même 

tissu . 
La structure primaire de I'histone H 4 d'origine 

tumorale (SAUTIERE et col1 ., 197l) est identique à celle de I'histone H 4 de 

thymus de Veau. Aucune différence dans le taux d'acétylation et de méthylation 

n'a pu &tre notée. 

Dans I'histone H 2 A de Chloroleucémie du Rat, 

on rencontre un certain polymorphisme qui se traduit par la présence de 3 

histones H 2 A (LAINE et col1 ., 1976) : 

- L'histone H 2 A- d qui représente 60 p. cent des molécules d'histone 

H 2 A, possède un résidu de sérine en position 16 et un résidu de lysine en 

position 99. 

- L'histone H 2 A - (3 1 qui représente 20 p. cent des molécules 

d'histone H 2 A, possède un résidu de thréonine en position 16 et un résidu 

d'arginine en position 99. 

- L'histone H 2 A -P 2 qui représente 20 p. cent des molécules - 
d'histone H 2 A, possède un résidu de sérine en position 16 et un résidu 

d'arginine en position 99. 

Un polymorphisme est également observé dans I'histone H 2 A de thymus 

de Rat où la forme H 2 A -3 intervient pour 33 p. 100 des mol6cules et la 

forme H 2 A - (3 1 pour 66 p. 1 00 des molécules (LAINE et col 1 ., manuscrit - 
en préparation). 



I N T R O D U C T I O N  
-------1-1------------ 

La Chromatine est un complexe D.N.A. 

protéines dans le noyau ce1 lulaire des Eucaryotes. De faibles quantités de 

R . N .A. y sont également associées. 

Les protéines nuclécrires sont réparties essen- 

tiellement en 2 groupes : 

- les histones, protéines basiques qui représentent la plus grande 

partie des protéines nucléaires. 

- les proteines non-histones ( N  .H.P.), par opposition aux précédentes, 

qui forment un groupe beaucoup plus hétérogène comprenant des pro thes  à 

caractére acide et aussi des enzymes nuclécrires. 

Alors que le rapport histone / D. N .A. est 

gén6ralement voisin de 1, quelle que soit l'espèce animale ou végétale 

considérée, le rapport protéines non-histones / D. N .A. est plus vuriable 

(015 1,s) 

Au sein de la Chromatine, de nombreuses 

interactions ont lieu entre les protéines et le D.N.A. (intemctions histone - 
D.N.A. ; interactions N.H.P. -D.N.A.) ou (et) entre les protéines elles- 

mêmes (interactions histone-N.H .P. ; intemctions histone - histone). 

Ces interactions sont essentielles à I'organi- 

sation et à la fonction de la chromatine. 



A l  LES HISTONES - --------------- 
Les histones constituent une famille de protéines 

basiques associées au D .N .A. dans les cellules somatiques des Eucaryotes. 

Cinq types d'histones sont normalement présents 

dans la chromatine. Toutefois la chromatine isolée d'eryth rocytes nucléés en 

renferme six. 

L'association de ces protéines avec le D . N .A. 

est le fait de multiples liaisons ioniques entre les groupements phosphates du 

0. N .A., chargés négativement et les groupements aminés basiques de la lysine 

et de I'arginine charges positivement. 

Ces protéines dont la séquence en acidesaminés 

a très peu varie au cours de l'évolution des espèces, sont parmi celles qui 

subissed le plus de modifications chimiques après leur synthèse. Ces modifica- 

tions comprennent : I'a~ét~lation, la phosphorylation et la méthylation. 

Les conséquences de ces modifications ne sont pas 

encore exactement connues mais I'acétylation et la phosphorylation en diminuant 

la basicité des histones, influencent la structure de ces protéines et par I à même, 

la structure de la chromatine (DE LANGE et SMITH, 1975). La structure qui 

r6sultemit de ces modifications pourmit être reliée b une activité particulière 

de la chromatine. 

1 ) Camct6risation chimique ---------------- - 
En fonction de leun compositions en acides aminés 

les histones sont réparties en 3 classes : 

a) les histones très riches en lvsine : 

- l'histone H 1 : c'est l'histone la plus variable, à la fois 



par le nombre de ses sous-fractions dans un tissu donné et 

par les différences qu'elle présente dans sa structure au cours 

de l'évolution . ELGIN et WE INTRAUB (1975) ont noté 15 

p. cent de substitutions parmi les sous-fmctions d'un orga- 

nisme donné. 

Outre son hétérogénéité, I'histone H 1 se distingue par le 

caractère fortement basique de sa moitié C-terminale a lors 

que dans les autres histones, il y a nette prédominance des 

résidus basiques dans la moitié N-terrnina le. 

- I'histone H 5 : cette histone, spécifique des réticulocytes et 

des érythrocytes nucléés rencontrés chez les Oiseaux, les 

Reptiles, les Batraciens et les Poissons, est synthétisée 

durant la maturation des globules rougesoùelle remplace 

progressivement et partiellement I'histone H 1 . 
Elle se distingue de I'histone H 1 par son taux élevé d'arginine. 

b) I'histone riche en lysine : H 2 B 

Cette histone peu irvolutive est capable d'interagir avec 

les histones H 2 A et H 4. 

Elle est caractérisée par sa richesse en sérine. 

c) les histones riches en arginine : H 2 A, H 3 et H 4 -- 
Les histones H 3 et H 4 sont parmi les protéines les moins 

évolutives. 

L'histone H 3 est la seule histone renfermant de la cystéine. 

Cependant, chez les Echinodermes, I'histone H 4 en renferme 

également. 



Les histones sont caractérisées par leur faible poids 

moléculaire (1 1 .O00 b 22 .O00 daltons), leur richesse en acides aminés basiques 

et aussi, il faut le noter, b l'exception de I'histone H 1, leur richesse en acides 

aminés hydrophobes (x) dont le nombre est égal ou supérieur à celui des acides 

aminés basiques. 

Le tableau I résume les principales caractéristiques des 

histones H 1, H 5, H 2 B, H 2 A, H 3 et H 4. 

21 Structureprimaire - 9 I - œ - I  - m - m -  

N ou s connaissons actuellement la séquence 

complète en acides aminés de 4 histones isolées du thymus de Veau : H 4 ( DE 

LANGE et col1 ., 1969 - a  ; OGAWA et col1 ., 1969) ; H 2 B (HNILICA et 

col1 ., 1970 ; iWAl et col1 ., 1970) ; H 3 ( DE LANGE et col1 ., 1972) ; H 2 A 

(SAUTIERE et COI 1 ., 1972 ; YEOMAN et col1 ., 1972). 

La structure primaire de l'histone H 1 isolée du 

thymus de Lapin a récemment été déterminée par COLE (Communication person- 

nelle). 

La séquence en acides aminés de I'histone H 5, 

spécifique des erythrocytes nucléés, est actuellement en cours de détermination 

dans notre laboratoire (SAUTIERE et colt ., 1976). 

De nombreuses études ont été entreprises ces 

dernières années pour rechercher une certaine variabilité des histones b travers 

I 'évolution des espèces. 

- - - - - - - - - - - - - -  - _ _ _ _  - _ _ _  
(x) Les acides aminés hydrophobes comprennent : leucine, isoleucine, valine, 

methionine, proline et phenylalanine. 





La première histone dont la séquence ht déterminée 

est I'histone H 4 (DELANGE et col1 ., 1969-b) isolée de thymus de Veau. Très 

rapidement, des études comparatives ont été entreprises sur cette histone isolée de 

différentes espèces végétales ou animales ( Pois : DELANGE et col1 ., 19694 ; 

Porc : SAUTIERE et col1 ., 19n)b; Oursin : WOUTERS-TYROU et col1 ., 1976). 

Entre I'histone H 4 isolée du thymus de Veau et du 

Pois, il n'apparaît que deux mutations conservatives . Par contre, I 'histone H 4 

d'Oursin est caractérisée par la présence d'un résidu de cystéine, jusqu'alors 

trouvée uniquement dans I'histone H 3. 

Des études similaires ont été réalisées sur différents 

tissus cancéreux : cellules leucémi ques humaines (DESAI et FOLEY, 1970), 

hépatome de Novikoff (WILSON et col l ., 1970), chloroleucémie du Rat (SAUTIERE 

et col1 ., 1971 ), tumeur au benzopyrene du Rat (MARTINAGE, résultats non 

publiés). 

L'histone H 2 A a également été l'objet d'études 

comparatives de structure (thymus de Veau : SAUTIERE et col1 ., 1972 ; testicule 

de Truite : BAlLEY et DIXON, 1973 ; chloroleucémie du Rat : LAINE et col1 ., 
1976 ; érythrocyte de Poulet : LAINE, non publi6 ; thymus de Rat : LAINE, non 

publié ; gonades d'Oursin : WOUTERS-TYROU, 1977). 

II ressort de ces études une certaine variabilité 

dans la structure primaire de I'histone H 2 A. La plupart des changements observés 

sont, cependant, de caractère conservatif et sont localisés en dehors des séquences 

hydrophobes de la molécule (séquences 43 - 70 et 100 - 11 7). 

Un certain polymorphisme a pu être observé dans 

I'histone H 2 A isolée du thymus (Veau, Rat) et de la chloroleucémie du Rat. 

Ce caractère a également été retrouvé dans les histones H 3 et H 5.  



Par mpport aux autres histones, I'histone H 2 B 

n'a pas fait I 'ob jet d'études intensives de structure comparée. Ce fait est sans doute 

l ié  aux difficultés de préparer cette histone b l'état pur. 

Sa structure primaire a cependant été déterminée chez la Truite (Salmo Trutta) par 

KOOTSTRA et BAILEY (1976) et chez l'Oursin (Parechinus angulosus) par 

STRICKLAND et col1 ., (communication personnelle) . 
La structure primaire de I'histone H 2 B présente 

un taux de variabilitg durant l'évolution, analogue b celui de la structure primaire 

de I'histone H 2 A.  Comme dans I'histone H 2 A, les changements interviennent 

surtout dans la partie N-terminale de la protéine et en dehors de la zone hydro- 

phobe de la protéine. 

La comparaison des structures primaires des différentes . *  I - 1 
classes d'histones fait apparaître l'irrégularité dans la distribution des résidus I 

basiques et des résidus hydrophobes. 1 

II ressort de ces travaux que les histones ont subi 

peu de transformations au cours de l'évolution des espèces. Deux d'entre elles 

- les histones H 3 et H 4 - sont hautement conservathes. De plus, il semble que 

la cancérisation ne modifie pas leur structure : ceci a été observé dans le cas des 

histones H 2 A, H 2 B et H 4. 

3) Modifications chimiques des histones 
-----.1----1-1- - - - - - O - - - - -  l 

Les protéines chromosomales et particulièrement 

les histones, sont l'objet, après leur synthhe, de nombreuses modifications 

chimiques telles que I'acétylation, la phosphorylation, la rnéthylation. 

Ces modifications sont spécifiques de certaines 

phases du cycle cellulaire : la phosphorylation de I'histone H 1 en est un exemple 

typique et particuliérement bien étudié ; elle est importante au cours de la phase S, 



phase de synthèse des histones et du D. N .A. De plus, cette histone est "super- 

phosphorylée" au moment de la condensation des chromosomes iuste avant la 

mitose. 

Les modifications chimiques des histones sont 

également spécifiques de certains sites basiques dans la séquence des histones. 

Réversibles pour la plupart, el les altèrent de 

façon importante les interactions histone-D. N .A. et pourraient avoir ainsi une 

influence considérable : 

- dans l'organisation de la chromatine pour la transcription du D. N .A. 

(1 'acétylation) . 
- dans les changements de conformation de la chromatine et de la struc- 

ture du chromosome (la phosphory la tion) . 

a) I'acétylation 

2 types d'acétylation sont trouvés dans les histones : 

- I'acétylation de I'extrêmité N-terminale de la protéine 

- I 'acétylation intrachaîne du groupement -NH de la lysine. 
2 

L'acétylation de 1 'extrêmité N-terminale de la 

protéine est une modification étroitement associée b la synthèse de la chaîne 

polypeptidique et apparemment irréversible. Le résidu de sérine N-terminal est 

acétylé dans les histones H 1, H 2 A et H 4. 

Ltacétylation des groupements 6 -NH2 de la 

lysine est au contraire postsynthètique et localisée dans le noyau. C'est une 

modification réversible. Les sites d'acétylation interne sont spécifiques : les 

histones H 3 et H 4 ont le degré d'acétylation le plus élevé. L'histone H 1, bien 

que très riche en lysine, ne possède pas de groupement acétyl intra-chaîne. 

Les sites d'acétylation interne ont été identifiés par 

les études de séquence peptidique . 



L'histone H 3 de thymus de Veau est acétylée 

sur les résidus de lysine en positions 14 et 23 (DE LANGE et  col1 ., 1973). 

L'histone H 3 de testicule de Truite est acétylée sur les résidus de lysine en 

positions : 9, 14, 18 et 23 (CANDIDO et D lXON ; 1972 - b). 

L'histone H 4 de thymus de Veau possède un résidu 

de lysine en position 16 acétylé à 50 p. 100. 11 représente l e  site majeur d'acé- 

tylation de cette histone. 

Cette acétylation se traduit par la présence de 

2 bandes électrophorétiques d'égale intensité en gel de polyacrylamide à pH 2,7 

et en milieu urée 2,5 M - . La bande la plus rapide correspond à la forme non- 

acétylée et I 'autre, b la forme monoacétylée . 
Une troisième bande de faible intensité et de 

migration plus lente que les précédentes, correspond vraisemblablement à une 

forme diacétylée de 1 'histone H 4. 

Le second site d'acétylation de cette histone 

pourrait se situer au niveau des résidus de lysine en position 5, 8 ou 12. 

Du reste, dans I'histone H 4 de Pois, DE LANGE et 

col1 . , 1969 - b) ont mis en évidence 2 sites d'acétylation, I 'un majeur en position 

1 6, I 'autre en position 8. 

Ces sites d'acétylation sont spécifiques et leur 

nombre varie avec le  tissu considéré : ainsi I'histone H 4 de Truite possède 4 

sites d'acétylation localisés sur les résidus de lysine 5, 8, 12 et 16 (CANDIDO 

et DIXON, 1972 - a).  

Dans I'histone H 2 A de testicule de Truite, un 

seul sité d'acétylation a été identifié sur le résidu de lysine en position 5 

(CANDIDO et DIXON, 1972 - a). 



II apparaït que les histones H 2 A et H 4 ont en 

commun, 1 site d'acétylation (acétyllysine 5). Ceci n'est pas étonnant compte 

tenu du fait que ces 2 histones ont la même séquence N-terminale. 

L'étude des sites d'acétylation des histones de 

testicule de Truite a conduit DlXON et col1 ., (1975) b individualiser 2 types 

d'acétylation (Tableau II). 

- Type A : la lysine acétylée est placée entre deux acides aminés b 

courte charne (Glycine, Alan ine, Sérine ou Thréonine) . 
- Type B : la lysine acétylbe est adjacente b un résidu basique de lysine 

ou d'arginine . 
Ces deux types d'acétylation pourraient refléter 

l'existence de 2 acétylases de spécifité différente. 

L'acétylation en modifiant la charge des histones 

peut altérer les interactions histone - D. N .A. En étudiant chacune des sous- 

fractions d'histones non acétylées, monoacbtylbes, diacétylées, par dichrol~me 

circulaire, ADLER et col1 . , (1 974) ont pu montrer que la forme monoacétylée de 

l'histone H 4 a l the  moins la conformation du D.N.A. que la forme non-acétylée. 

Ainsi, I'acétylation en modifiant la structure de la chromatine pourrait jouer un 

rôle important dans la replication du D.N.A. 

b) la phosphorylation 

La ph~s~horylation porte principalement sur le 

groupement hydroxyle de la sérine et, à un degré moindre, sur le groupement 

hydroxyle de la thréonine (ORD et STOCKEN, 1966) (KLEINSMITH et col1 . , 
1 966). 

Comme I'acbtylation, la phosphorylation est une 

modification post-synthétique et réversible. 



TABLEAU Il 

Classification des s i tes  d'acétylation IN VIVO dans les histones de 

testicule de Truite (CANDIDO et DIXON, 1971 ; CANDIDO et DlXON 

1972 - a  et 1972 -b)  

Histone l Type A 1 1 Y P ~  B 

8 - Gly - Lys (Ac) - Gly - l 
5 - Gly - Lys (Ac) - Gly - 

12 
- Gly - Lys (Ac) - Gly - l 

16 
Ala - Lys (Ac) - Arg 

5 
- Gly - Lys (Ac) - Thr - 

14 9 - Gly -Lys (Ac) -A la  - - Arg - Lys (Ac) - Ser 

23 I 18 - Thr - Lys (A+ Ala - - Arg - Lys (Ac) - Gln 

5 - Ala - Lys (Ac) - Ser - 10 - Lys - Lys (Ac) - Gly - 



C'est une réaction enzymatique faisant intervenir 

une protéine kinase qui transfère le groupement phosphate en position de 

1 'A .T .P. sur un résidu de sérine ou de thréonine. 

Dans un second temps, ce groupement phosphate 

est déplacé de la protéine sous forme de phosphate inorganique par une phos- 

phatase . 
Ces deux réactions et particulièrement la phos- 

phorylation à partir de 1 'A .T. P .consanment beaucoup d'énergie : leur rôle 

serait peut-être de réguler les fonctions des autres protéines (SEGAL, 1973). 

En 1975, ELGIN et WEINTRAUB soulignent la 

spécificité de la phosphorylation dans le temps (au cours du cycle ce1 lulaire) 

et la spécificité de lieu (existence de sites privilégiés liés à 1 'action d'enzymes 

spécifiques). En aucun cas, toutes les histones ne sont modifiées de la même 

façon et en même temps. 

Les sites de phosphorylation sont liés h la spéci- 

ficité des protéines kinases. La première protéine kinase fut isolée et caracté- 

risée par LANGAN et SMITH (1 967) . Toutes les histones sont phosphorylées 

par cette histone kinase mais les histones riches en lysine se révèlent être le 

meilleur substrat. L'activité de l'enzyme peut être stimulée 8 à 20 fois par 

1 'A .M. P. cyclique (adenosine - 3', 5' - monophosphate). Par contre, 1 'histone 

kinase prédominante dans les cellules en mitose, n'est pas activée par le nuclé- 

otide cyclique (LAKE, 1973). 

De nombreuses et récentes études sur la ~ h o s ~ h o -  

rylation lui confère un rôle clé dans la régulation de la croissance ce1 lulaire 

(BALHORN et coll ., 1972 - a  ; STEIN  et coll ., 1974 ; BRADBURY et col1 ., 
1974 ; KRUH et coll ., 1975). 

En bloquant les cellules dans la phase G 1 par 

privation d'un acide aminé essentiel (la lysine), SHEPHERD et coll ., (1971) 

trouvent un turn-over lent des phosphates liés alors qu'un turn-over rapide des 

phosphates est mis en évidence dans un milieu qui stimule la croissance des 

cellules. 



BALHORN et col1 ., (1975) ont montré que la 

phosphorylation était nettement augmentée durant la phase S du cycle ce1 lulaire 

ainsi que pendant la mitose. Au cours des autres phases du cycle cellulaire,dans 

les cellules en division rapide, les histones sont phosphorylées mais b un degré 

moindre. 

I Par I 'étude des enzymes catalysant les réactions, 

par le nombre de sites de phosphorylation et le taux de phosphorylation -- in vivo, 

LANGAN et HOHMANN (1975) ont mis en évidence deux types de phosphory- 

lation de I'histone H 1, l'une dépendant de l 'A .M. P. cyclique, l'autre non 

dependant. Lorsque les cellules sont au repos, la phosphorylation nécessite la 

présence d'A .M. P. cyclique ou une stimulation hormonale (glucagon) . Cette 

phosphoryiation est limitée à environ 1 p. cent des molécules de I'histone H 1 

de foie de Rat. 

Par contre, au cours de la croissance des ce1 iules, 

dans le foie en régénération et les cellules tumorales, la phosphorylation est 

massive et concerne toutes les molécules d'histones H 1 ; elle n'est pas stimulée 

par I 'A .M. P. cyclique et elle est localisée sur la thréonine comme sur la sérine. 

I BALHORN et col1 ., (1 972 - b) avaient déjà 

observé une relation proportionnelle entre le taux de croissance cellulaire et le 

taux de phosphorylation de I'histone H 1, isolée de différentes tumeurs de Rat et 

de Souris. 

Selon BRADBURY et col 1. , (1 974), la phosphorylation 

de I'histone H 1 est maximale à la fin de la phase G 2 au moment de la conden- 

sation des chromosomes, avant la mitose. Puis, le taux de phosphorylation 

décroft très rapidement jusqu'b un minimum au moment de la métaphase. Ceci 

a conduit les auteurs b émettre l'hypothèse que la phosphorylation de I'histone 

H 1 est l'étape d'initiation de la mitose. 

L'histone H 2 B est, après I'histone H 1, un bon 

substrat pour l'action des protéines kinases in vitro. La détermination des sites -- 
de phosphorylation de cette histone a été réalisée avec différentes kinases : 

kinases de lymphocytes (FARAGO et col1 ., 1975) ; kinases de Ver b soie 

(HASHIMOTO et col1 ., 1975) .kinases de cerveau de Porc (SHLYAPNIKOV et 

col l ., 1975) 



Un site de phosphorylation, commun jusqu'à présent 

à toutes les kinases, est la sérine 36. 

Les autres sites de phosphorylation de I'histone 

H 2 B (ser 14, ser 32) sont spécifiques d'une kinase donnée. 

L'importance de certains sites de phosphorylation 

est fonction également de la présence ou de l'absence d'A.M.P. cyclique : 

FARAGO et col 1 .  , (1 975) rapportent la présence de 4 s i  tes de phosphoryl a tion, 

à peu près équivalents, dans I'histone H 2 B phosphorylée par un enzyme indé- 

pendant de I 'A .M. P. cyclique. 

En présence de ce nucléotide cyclique, l'un de ces 

sites est phosphorylé préférentiellement (sérine 36). 

La phosphorylation de I'histone H 2 B comme celle 

de I'histone H 1 débute juste avant la phase S et pourrait ainsi constituer un 

mécanisme d'activation pour les synthèses de la phase S (SHEPHERD et col1 ., 
1972). 

Des études similaires ont été menées sur l'histone 

H 2 A : I'histone H 2 A est phosphorylée dès sa synthèse et sa phosphorylation 

n'est pas spécifique d'une phase du cycle cellulaire ; elle est indépendante de la 

synthèse du D .N.A. 

Un site de phosphorylation a été déterminé par 

SHLYAPNIKOV et col1 ., (1975) sur I'histone H 2 A de thymus de Veau, sur la 

sérine en position 19. 

Dans les histones H 2 A et H 4 de testicule de 

Truite, LOUlE et col1 ., (1 973) ont mis en évidence la phosphorylation de la 

sérine en position N-terminale de la protéine en isolant le peptide trypsique 

N-Ac .Ser - Gly - Arg . 



Les travaux réalisés sur la phosphorylation des 

histones H 3 et H 4, sont beaucoup moins nombreux : I'histone H 3, très peu 

phosphorylée pendant I 'interphase, I 'est fortement quand les ce1 Iules entrent 

en mitose. (GURLEY et col1 ., 1974). 

Par contre, I 'histone H 4 est très peu phosphorylée 

tout au long du cycle cellulaire. Sa phosphorylation est un processus continu et 

régulier qui pourrait avoir quelque rôle dans la détermination de la structure des 

chromosomes dans la cellule (LOUIE et col1 ., 1973). 

De nombreuses formes possibles d'histones modifiées 

par acétylation et phosphorylation ont été mises en évidence sur I'histone H 4 
l 

d'erythroblastes d'oiseaux par RUIZ-CARRILLO et col1 ., (1 975) (Figure 1 ) . La 1 

l 
complexité du métabolisme de l'histone H 4 peut htre encore accrue par une 1 

1 

autre modification chimique qui suit la synthèse de I'histone et peut modifier ses 

interactions avec le D . N .A. : la méthylation . 
c) la méthylation 

La méthylation d'acides aminés dans les histones a 

été découverte par MURRAY (1 964). 

La présence d'acides aminés méthylés tels que 

I ' t - N - monométhyllysine, - N - diméthyllyline, t - N - triméthyllyrine, 
1 

3 - méthylhistidine et u - N - méthyllarginine a été trouvée dans les hydro- 
l 

1 

lysats d'histones de différents tissus (MURRAY, 1964 ; PAlK et KIM, 1967 ; HEMPEL l 

et col1 ., 1968; GERSHEY et col1 ., 1969 ; PAlK et KIM, 1970). 
1 

Les dérivés méthylés de l'histidine et de I'arginine 

sont généralement présents b I 'état de traces. Seule la  lysine E -  N - méthylée a 

été identifiée à des positions spécifiques par la détermination de la séquence en 

acides aminés des histones (DE LANGE et col1 ., 1969 - a)(DE LANGE et col1 . , 
1 9731 

La réaction qui a lieu dans le noyau, est caialysée 

par des méthylases hautement spécifiques qui tranfèrent le groupe méthyl de la 

s adénwyl  - L - méthionine sur les histones. Les histones riches en arginine 

semblent être un meilleur substrat que les histones riches en lysine. 



Figure 1 -- ----- 

Synthèse et modifications structurales de l'Histone H 4 

d'érythroblastes d'oiseaux. 

Dans le cytoplasme, I 'histone H 4 nouvel lement synthétisée est acétylée sur 

la sérine en position N-terminale et sur un résidu de lysine dans la charne 

pol ypeptidique . La sérine N-termina le est également phosphorylée . 
En pénetrant dans le noyau, les molécules d'histone H 4 modifiées (forme 1) 

sont déacétylées (forme II) et déphosphorylées (forme II 1). Plus tardivement, 

cette forme III peut être acétylée en 4 sites sur les r6sidus de lysine 5, 8, 

12, 16 de la charne polypeptidique donnant ainsi les formes IV, V, VI, VII. 

La forme II phosphoryl6e peut aussi être ac6tylée et donner ainsi les formes 

If V l l l  et IX. 

Ces 9 formes ont été détectées dans les noyaux d'érythroblastes d'oiseaux 

(RU IZ-CARRILLO et col 1 .  , 1975). 





Plusieurs sites spécifiques de 6 - N - méthylation 

ont été identifiés dans les histones : 

L'histone H 4 de thymus de Veau est méthylée sur le résidu de lysine en position 

20 (DE LANGE et col 1 . , 1969 - c ; SAUT IERE et col 1 ., 197'04) 

15 p. cent du résidu de lysine méthylée correspondent b un dérivé monométhylé 

et 85 p. cent b un dérivé diméthylé (DE LANGE et col1 ., 1969 - b). 

L'histone H 3 est méth~lée sur les résidus de lysine 

en position 9 et 27 donnant un mélange de dérivés monométhyl, diméthyl et tri- 

méthyl lysine. 

Les résidus de lysine méthylée dans les histones H3 

et H 4 sont situés dans les régions polaires de ces protéines. La méthylation en 

augmentant la charge cationique et I 'hydrophobicité de la molécule, pourrait 

accronre éga lement la liaison de ces régions avec le D N A. 

L'acétylation, la phosphorylation et la méthylation 

sont les modifications chimiques les plus importantes qui affectent la structure des 

histones. 

En déplaçant les histones du D .N .A ., I'acétylation 

et la phosphorylation diminueraient l'effet inhibiteur de ces protéines sur la 

synthèse du R . N .A. 

B) LES PROTEINES NON-HISTONES LN .H .P.) ................................... ------- 
1 ) Caractérisation chimique -------------- --  

L'électrophorèse monodimensionnel le des N . H . P. 

en gel de pol yacrylamide contenant du sodium dodecylsulfate (S . D .S. ) révèle 

de 14 b 27 bandes. De nombreuses autres bandes mineures peuvent être mises en 

évidence par marquage radioactif (BORUN et STEIN, 1972 ; LEVY et col 1 . ,1973) 

ou par électrophorèse bidimensionnelle en gel de polyacrylamide (ORRICK et 

col 1. , 1 973, YEOMAN et col 1 .  , 1 973). 



Le poids moléculaire des N .H. P. se répartit entre 10 .O00 

et plusieurs centaines de mil le daltons . 
Leur point isoélectrique est compris entre 3.7 et 9 .O (MAC 

G ILLIVRAY et RICKWOOD, 1974). 

La composition en acides aminés des N .H .P. non purifiées 

indique une richesse en acides aspartique et glutamique ou en leun amides. 

2) Seécificité de tissu - - ----------- 
Les diagrammes électrophorétiques des N .H .P. varient 

l 

d'un organe à l'autre ou d'une espèce à I 'autre. (DAVIS et col1 ., 1972 ; ELGIN 

et BO NNER, 1970, 1 972). 

Ces vuriations sont à la fois qualitatives et quantitatives mais 

elles ne concernent que quelques protéines ; en particulier les phosphoprotéines 
i 
l 

nucléaires ont été signalées pour leur spécificitédespéces (TENG et col1 ., 1971) 1 
b la fois par les variations de leur taux de phosphorylation et par leur mobilité 

électrophorétique, ces deux caractéristiques étant vraisemblablement reliées . I 
1 

La preuve la plus frappante de la spécificité de ces phospho- 

protéines est dans l'étude de leur capacité b former des complexes avec le D.N.A. 

d'espèces varibes . 
Les interactions les plus fortes ont lieu avec le D. N.A. de 

la même espèce. Ainsi les phosphoprotéines de Rat se complexent bien avec le 

D. N .A. de Rat ; elles se complexent moins avec le D. N .A. de Souris et aucune 

interaction n'a lieu avec le D.N.A. de Veau. 

Parmi les non-histones proteines, certaines semblent gtre 

spécifiques des espèces et des tissus : elles joueraient un rôle dans le contrôle 

de l'activité des gènes. 

31 Rôle dans la réplation de l'activité desgènes. - - - - - - - O - - -  - O - - - - - - - - - - - - -  ---- 
I I est maintenant admis par de nombreux auteun que le rôle 

de régulation de I 'activité génétique précédemment attribue aux histones par 

STEDMAN et STEDMAN (1 950), incomberait plutôt aux N .H .P. 



En 1969,avec l'introduction de technique de reconsti- 

tution de la chromatine, BEKHOR et col1 . , ; HUANG et HUANG ; GILMOUR 

et PAUL, démontrent que les N .H .P. sont impliquées dons la transcription spéc i f i -  

que de la chromatine in  vitro. 

Tous ces travaux sont confirmés, un an ~ l u s  tard, par 

GILMOUR et PAUL (1970), SPELSBERG et HNlLlCA (1970). 

Selon STEIN et col1 ., (1975), les N.H.P. pourraient 

se lier spécifiquement au D . N .A. en reconnaissant ceriaines séquences nucléoti- 

diques . 
KLEINSMITH, en 1973, isole une fraction de N.H. P. 

phosphorylée qui active la transcription du D.N.A. in vitro alors qu'une autre 

fraction isol6e des N .H .P. semble I 'inhiber. 

Les protéines chromosomales non-histones sont phos- 

phorylées et déphosphorylées dans le noyau intact. Un turn-over -ide du phos- 

phate a été observé par KLEINSMITH et col1 ., (1966) dans les érythrocytes 

d'oiseaux. 

La phosphorylation des protéines chromosomales 

non-histones semble jouer un rôle imporkint dans la régulation de la transcription 

au cours du cycle cellulaire. En déphosphorylant spécifiquement les N .H .P. par 

une phosphatase,KLEINSMITH et col 1. , (1 975), se sont aperçus qu'il y avuit une 

reduction d'environ 50 p. cent du nombre de sites d'initiation de la transcription. 

Enfin, la phosphorylation des N. H .P. peut être altérée 

au cours de la croissance des cellules, de la carcinogénèse ou du traitement par 

certaines drogues (KLEINSMUH, 1975) . 

I L'al tération de la phosphorylation des N . H . P. entra;- 

I nemit des changements de structure de la chromatine qui impliquerait paral lèlle- 

ment une modulation de l'activité génétique. 



C l  DONNEES ACTUELLES SUR LA CHROMATINE - ---------.-----..--.-.-.o.-----------.-..o-- 

En modulant le degré de condensation et d'accessibi- 

l i t6 du D. N .A ., les interactions protéine - protéine et protéine - D.N.A. condi- 

tionnent la structure de la chromatine. 

L'association étroite de la microscopie électronique, de 

la biophysique et de la biochimie ont permis d'énormes progrès, au cours de ces 

dernières années, dans l'étude de ces interactions et par conséquent dans la déter- 

mination de la structure de la chromatine. 

L'existence d'unités fondamentales répétitives ( U 
bodies ou nucléosomes) dans la chromatine a été mise en évidence par observation 

directe au microscope électronique : OLlNS et OLlNS (1974), OUDET et coll;, 

(1975), VAN HOLDE et ISENBERG (1975), LANGMORE et WOOLEY (1975). 

L'uni té fondamentale est une particule sphérique dont 
O 

l e  diamètre est estimé, suivant les auteurs, entre 60 et 130 A . 
I Du fait que la fixation des particules par le formaldéhyde, 

nécessaire à leur visualisation, tend à réduire la tai l le apparente de l'unité fonda- 
O 

mentale, le diamètre de 130 A préconisé par OUDET serait probablement le plus 

proche de la réalité . 
Le nucléosome est constitué pour moitié de D.N.A. et 

d'un octamère formé par quatre paires des différentes histones : H 2 A, H 2 B, H 3 

et H 4. Ces histones interagiraient entre elles par leun régions apolaires pour 

former un core protéique central autour duquel s'enroulerait le D.N.A. 

L'extrêmité N-terminale basique de chaque histone 

formant I 'octamère, serait complexée, par liaison ionique, h une l~ngueur de D . N .A 

de 180 paires de bases. (BALDWIN et col1 ., 1975 ) . 
Dans ces régions N-terminales sont situés les centres 

basiques qui, en interagissant avec le D . N .A. situé b I 'extérieur de 1 'unité globu- 

laire seraient ainsi accessibles aux modifications chimiques que subissent les histones 

a près 



leur synthése : en particulier, ceci est en parfait accord avec la mise en évidence de 

sites préférentiels de phosphorylation,d'acétyIation et de méthylation au niveau de 

ces centres basiques. (Tableau III). 

Un schéma détaillé de l'association des histones pour 

former I'octamère, est proposé par L I  (1975) : chacune des histones H 2 A, H 2 B, 

H3 et H4 se di  merise : (H 2 A)2t (H 2 B)2r (H 3)2, (H4)*, puis compte tenu des 

interactions préférentielles histone - histone (travaux de D'ANNA et ISENBERG, 

1974), deux dimères s'unissent pour former un tétramere : (H 2 A) (H 2 B) d'une 
2 2 

part, et (H 3)2 (H 4)2 d'autre part. Enfin, un octamère est formé par l'union de 

ces deux tétramères . 
Cet octamère d'histones serait placé b l'intérieur de 

la double hélice du D.N.A. alors que l'histone H 1 serait fixée b l'extérieur et 

établierait des liens entre différentes parties du filament de chromatine : c'est le  

mojele de structure de la chromatine en "collier de perles" proposé par BALDWIN 

et col 1 ., (1 975) (Figure 2). 

Des résultats comparables ont 6th obtenus par HEWISH 

et BURGOYNE (1973) par digestion de la c'hmmatine de foie de Rat par des endo- 

nucléases. 

Ces auteurs obtiennent une série de fragments de D. N .A 

qui migrent, en électrophorèse en gel de polyacrylamide, oomme s ' i l s  étaient les 

multiples d'une unité de base, longue de 200 paires de bases. Ces fragments de 

D . N .A. seraient protégés de I 'action de la nucléase par les protéines auxquelles 

i l s  sont associ6s. 

D'autre part, les particules résistant b une action limitée 

de la nucléase ont dté observées au microscope électronique. Leur masse moléculaire 

serait de 240.000, ce qui correspond b l'union de 150 Si 200 paires de bases de 

D. N.A (130.000) et d'un octamère d'histones (1 10.000) (OUDET et coll ., 1975) 

(NOLL et coll ., 1975). 



TABLEAU III 

Histones de 

thymus de Veau 

H 3 

H 4 

H 2 A  

H 2 B 

Principaux 
Sites de modification 

Me 
I - Ala - Arg - Lys - Ser - 
9 

tC - Gly - Gly - Lys -A la  - Pro -Arg - Lys - 
14 

Ac Me 
I I - Ala - Thr - Lys - A ~ Q  - Ala - Arg - Lys- 

2 3 27 

Ac Me 
l l - Gly - Ala - Lys - Arg - His - Arg - Lys- 
16 20 

PO" 
\ 4 - Arg - Ser - Ser - Arg 

19 

p?4-- - 
Lys - Lys - Gly - Ser - Lys - Lys 

14 

PO;- 

Lys - Arg - Ser - Arg 
32 

i 

pP4-- 
Arg - Lys - Glu - Ser - Tyr 

36 



La spire de DNA 

moyen d'environ 

Fiqure 2 

~ e p r e s e n t a t i o n  s o h l m a t i q u e  de  l ' o r g a n i s a t i o n  de t a  c h r o m a t i n e  

e n  8ous -uni  t l s  r l p l t i t i v e e  s e  t o n  BALDWIN J .  P . ,  BOSELEY P .  G .  

e t  BRADBURY S.M., IBEL K . ,  N a t u r e ,  253 ,  245-248 ( 1 9 7 5 ) .  - 



Alors que la notion d'unité répétitive de structure de 

la chromatine est maintenant admise par tous, des divergences apparaissent sur 

I 'existence de filaments de D . N .A. réunissant les différentes particules . Selon 

NOLL et coll., (1975) ; BAKAYEN et coll., (1975); FlNCH et coll., (1975), 

les unités de structure seraient jointives. 

Des techniques élaborées de diffraction des neutrons 

ont permis à BRAM (1975) de proposer un modèle très compact de structure de la 
O 

chromatine où les unités globulaires jointives forment une fibre de 1 00 A de 

diamètre entourée par une super-hélice de D . N .A. L 'histone H 1 serait à I 'ex- 

térieur de cet ensemble dont elle maintiendrait la conformation en meme temps 

qu'elle fournirait des possiblités d'interaction avec d'autres unités et avec les 

protéines non-histones dont la localisation n'est pas déterminée. 

Ce modèle proposé par BRAM présaite l'avantage d'une 

très grande cohésion et explique le degré très élevé de repliement du D.N.A. 

dans le chromosome. 

Néanmoins, malgré les énormes progrès réalisés ces 

dernières années dans la connaissance de la structure de la chromatine, de nombreux 

points restent à éclaircir et notamment celui de la nature et de la spécificité des 

intemctions protéine - protéine et protéine - D.N.A. Ces interactions, étant 

modulées au cours du cycle cellulaire par les modifications chimiques (phosphory- 

lation, acétylation, méthylation) des protéines, pourraient conduire b une recon- 

naissance mutuel le de macromolécules fondamentales en biologie : le D . N .A. et 

les protéines. 



C H A P I T R E  1 

I S O L E M E N T  E T  C A R A C T E R I S A T I O N  D E  ---.------.------------------------------------------- 
L ' H I S T O N E  H 2 B  ------------------.--- 

A) PREPARATION DE IA CHROMATINE ET EXTRACTION SELECTIVE 

DES HISTONES 

Pour tous les tissus sains ou tumoraux autres que 

le  thymus, la préparation des histones comporte trois étapes : 

1) isolement des noyaux en milieu aqueux (solution de saccharose) 

2) préparation de la desoxyribonucIéoprotéine fondée sur son 

insolubi l i t6 en milieu NaCl 0.14 - M 

3) extraction sélective des histones 

Dans le cas du thymus, tissu pauvre en cytoplasme, 

la desoxyribonucléoprot6ine est préparée directement à partir du tissu par homo- 

généisation en milieu NaCl 0 .1  4 - M . 
La préparation et I 'extraction des histones sont 

réal isées à 4 O  C en présence de d i  isopropyIfluorophosphate pour inhiber toute 

protéolyse. 

Obtention des tissus ------------- 

de 2 mois (x) . 
Le thymus est prélevé sur des Rats Wistar Bgés 

La chloroleucémie du Rat est prélevée sur le Rat 

Wistar adulte pesant environ 250 g (x) . - -  - - -  - ------- -------- - - - - -  

(x) Les animaux proviennent de l'institut de Recherches sur le Cancer. 

Les tissus ont été excisés par Mesdames HERNO et TULLIER que nous 

remercions vivement. 



Tissu sain et tumeurs sont congelés dans la neige 

carbonique immédiatement aprh  excision et conservés à - 30°C jusqu'à leur 

utilisation. 

1 ) Prépration des noyaux - - -  - - - O - - - - -  --- 
200 g de tissu sont émincés et homogénéisés dans 

10 volumes d'une solution de saccharose 0.25 M - CaC12 - - 
3 m - M - D F P 0,l m M. L'homogénéisation est réalisée dans - 
un Waring Blendor, pendant 1 minute, à faible vitesse. 

Les débris de tissu con jonctif sont éliminés par 

filtration de I 'homogénat b travers quatre épaisseurs de gaze. 

La solution est ensuite centrifugée à 11 00 g pendant 30 minutes. 

Le sédiment obtenu est constitué de noyaux 

souillés de cellules intactes et de mitochondries. II est lavé deux 

fois par homogénéisation dans 5 volumes d'une solution de saccha- 

rose 0.25 - M - CaC12 3 m M - D F P 0.1 m M et centrifuge - - 
pendant 30 minutes (SAUTIERE et col1 ., 1971 ) . 

Les noyaux ainsi obtenus sont finalement purifiés 

par homogénéisation dans 250 ml d'une solution de saccharose 

2.2 - M -&Cl 3 m M  contenant0.15~. 100deTriton - 
X - 1 00. Le Triton X - 1 00 est un détergent non-ionique qui 

décape la membrane nucléaire. 

La suspension est centrifugée à 36000 g pendcn t 

90 minutes. Le sédiment obtenu constitue les noyaux. Ce sont 

les seules structures ce1 lulaires dont la densité (1 ,4) soit supé- 

rieure à celle de la solution de saccharose 2,2 M (1.28) - 
La pureté de la préparation a été contrôlée au 

microscope en contraste de phase. 



2) Préparation de la desoxyribonucléoprotéine ---------------- 9- - - - - -  1-11- 

a) b partir des noyaux 

Le sédiment contenant les noyaux obtenus précé- 

demment, est homogénéisé dans un Waring Blendor, pendant 

une minute, à grande vitesse, dans 500 ml d'une solution 

NaCl 0.1 4 -. M - citrate trisodique 0.01 M, pH 7.1 en 

présencede D F P 0.1 m - M. 

La membrane nucléaire est alon rompue et deux 

lavuges sont effectués avec la même solution. Le sédiment 

obtenu après centrifugation est traité par 500 ml de tampon 

Tris O .l M, pH 7.6 (STEELE et col 1 .,( 1963) . 
La désoxyribonucIéoprotéine obtenue est lavée deux 

fois par homogénéisation dans l'éthanol à 80 p. 100, puis 

recueillie par centrifugation b 11 00 g pendant 15 minutes. 

Le sédiment est retenu pour l'extraction ultérieure 

des histones. 

b) b eartir du tissu 
-99  -------- 

Cette méthode ne s'applique qu'aux tissus dont les 

cellules possèdent un énorme noyau et peu de cytoplasme : 

c'est le cas du thymus. 

La préparation de la désoxyribonucléoprotéine est 

fondée sur son insolubilité dans le chlorure de sodium 0 .14 - M 

La préparation est effectuée en présence de diisopropylfluo- 

rophosphate (D F P), de fluorure de phenylmethanesulfonyle 

( P  M S F) ou de bisulfite de sodium pour inhiber toute 

activité protéolytique. 



28 

L'utilisation de ces inhibiteurs est indispensable car 

PAN YlM et col1 ., (1 968) ont mis en évidence la dégradation 

protéolytique des macromolécules en 6tudian t I 'accroissement 

de la solubilité de la D . N. P. dans le chlorure de sodium 

0.14 - M . Purallèllement, i l s  ont observé l'augmentation de 

la mobilité 6lectrophor6tique du complexe nucléoprotéique . 
150 g de thymus de Rat provenant d'environ 400 

animaux sont homogénéisés en milieu NaCl 0.1 4 - M - citrate 

trisodique 0.01 M, pH 7.1, D F P 0.1 m M - , dans un 

Waring Blendor pendant 1 minute à grande vitesse. 

L'homogénat est filtré sur 4 épaisseurs de gaze et 

centrifugé b 1100 g pendant 30 minutes . 
Le sédiment obtenu est lavé 5 fois encore dans la 

même solution puis finalement lavé dans l'éthanol b 80 p .100. 

3) Extraction des histones -----------------  
La dissociation des histones de la chromatine peut 

être réalisée par : 

- des solutions salines 

- les acides inorganiques 

a) dissociation de la chromatine par des solutions salines 

20 p. 100 des histones sont dissocié es du D N A par 

une solution de NaCl 0.6 M. A cette force ionique pour - 
laquelle toutes les interactions électrostatiques entre l e  

D N A et les histones, sont supprimées, seule l'histone 

H 1 est dissociée du D N A. Pour déplacer les autres 

histones une concentration beaucoup plus élev6e en NaCl 

(jusqu'b 2 - M ) est requise 



TOCZKO et KALINSKI (1 974) ont montré que les 

histones et le D N A étaient non seulement associés par 

des liaisons ioniques mais également par des liaisons hydro- 

phobes sensibles à l'action de détergent non-ionique comme 

le Triton X - 100. 

Ainsi, toutes les histones peuvent être dissociées du 

D N A par une solution de NaCl 0.6 - M contenant 0.15 

p. 100 de Triton X - 100. 

Toutefois, nous n'avons pas retenu cette méthode 

en raison des difficultés rencontrées pour séparer les histones 

ainsi obtenues . 
b) dissociation de la chromatine par les acides inorganiques 

- extraction des histones totales. 

Les histones sont globalement extraites de la désoxyribonu- 

cléoprotéine par des solutions d'acide dilué : HCI 0.25 - N 

- extraction sélective des histones. 

Nous avons utilisé les méthodes 1 et 2 de JOHNS (1964), 

(1 967). 

Les fractions F2 a et F2 a sont extraites directement à 

partir de la désoxyribonucléoprotéine par le mélange éthanol- 

chlorhydrate de guanidine 6 40 p. 100, pH 7 ( 3 : I ; v/v ) 

et séparées par précipitation différentielle à I 'acétke 

(JOHNS , 1967). 

La fraction F 3 est extraite 3 fois par le mélange éthanol- HCI 

1 .25 - N ( 4 : 1 ; v/v ) (JOHNS , 1964). Le sédiment obtenu 

contient essentiellement les fractions riches en lysine F 1 et 

F 2 b mais aussi des fractions riches en arginine qui n'ont pas 

été bliminées précédemment. C'est pourquoi le sédiment 

obtenu est extrait 3 fois avec le mélange éthanol-HCI 0.83 - N 



(7 : 3 ; v,Iv ) pour éliminer le  plus complètement possible 

les fractions F 2 a 1, F 2 a 2 et F 3 (GOUREVITCH M., 

Communication personnel le). 

Les histones riches en lysine H 1 et H 2 B sont ensuite 

extraites dans les fractions F 1 et F 2 b par une solution 

dlHCI 0.25 - N . Les fractions F 1 et F 2 b sont séparées 

par précipitation différentielle à l'acétone (JOHNS, 1964) 

Nous avons rassemblé dans le tableau IV les différentes 

étapes de la préparation des histones. 

Les étapes terminales de cette préparation (Figure 3) 

ainsi que les étapes ultérieures de purification sont con- 

trôlées par électrophorèse en gel de polyocrylamide . 

4) Contrôle électrophorétique des différentes étapes de préparation 
- - - - - - - - - O - -  -1-1 ------------- ----------- 

e t de purification des histones . .................... 
Les étapes de pré-paration et de purification des histones 

sont contrôlées par électrophorèse analytique en gel de 

polyacrylamide. Cette techniquesépare les histones 

suivant leur tail le moléculaire et leur charge électrique. 

Nous avons réalisé I 'électrophorbe à pH 2.7, en 

milieu urée 2.5 M, selon la méthode décrite par 

PANYIM et CHALKLEY (1969) mais avec une concen- 

tration en acrylamide de 1 7 p. 1 00. 
-- 

Les gels sont soumis à une pr6électrophorèse pendant 

15 heures, sous une intensité constante de 1,5 mA/tube. 

L'échantillon est dissous, 24 heures avant I'électro- 

phorhe, dans la solution : HCI 0.01 N - - urée 8 M-  - (3 - 
mercapto-éthanol 1 p . IO0  (1 mg de protéine/ lm1 de 

solution). 



TABLEAU IV  

PRE PARAT I O N  DES HISTONES 

THYMUS DE RAT CHLOROLEUCEMIE DU RAT 

Saccharose 0.25 M - CaCI2 3rnM - DFP 0 . l r n ~  1 - - - 

NaCl 0.14 M-Citrate Na 0.01 M - NOYAUX - 
D F  PO.1 m M Saccharose 2.2 M - CaCI2 hi M - - - 

Triton X - 100 0.15 p. 100 1 
NOYAUX PURIFIES 

. NaCl 0.14 M - Citrste Na 0.01 M - - 
D F P  O . l m M  - 

. Tris 0.1 M, pH 7.6 - 
3. 

DESOXYRIBO NUCLEOPROTE INES HCI 0.25 N Histones totales - 

1 Ethanol - GuCl 40 p. 100, pH 7.0 

1 (3/1 8 V/V) 
5 

Sédiment Extrait (F a) 

Ethanol - HCI 1 .25 N 
Acétone (1 vol .) 

l~ thanol  - HCI 0.83 N - Surnageant Précipité 

Sédiment 

Extrait (F 1 + F 2 b) 
Acétone (3 vol .) 

S L 
Précipite Extrait 

l~cé tone (2 vol .) 
J* 

Précipité 

1 Acétone 
(1 vol .) 

Précipité 



F i g u r e  3 

Diagramme 6 7 e c t r o p h o r 4 t i q u e  d e s  f r a c t i o n 8  d 'histones o b t e n u e  4 
par  Zes mgthodes  l e  J.9HN.S. I 

L ' i S l e c t r o p h o r 6 s e  e n  g e l  de p o l y a c r y l a r n i d e  es t  réalisée 
s e l o n  l a  méthode d e  PANYIM et CHAJXLEY ( 1969) en  m i l i e u  u r é e  
2 . 5  - M a PH 2 .7 .  

Depet  : 10 u l  d ' u n e  s o l u t i o n  de p r o t é i n e  a 1 rng/ml 
HC1 0.01 - N - u r é e  8 - Y - 3 - m e r c a p t o é t h a n o l  1 %. 

Y i g r a t i o n  : 4 h e u r e s  s o u s  une i n t e n s i t é  de  1,s  mA/tube 

C o l o r a t i o n  : Amidoschwarz 10 B p e n d a n t  30 m i n u t e s .  I 
1 : H i s t o n e s  t o t a l e s  d e  thymus de  Veau. 
2 : H i s t o n e s  t o t a l e s  de thymus de R a t .  
3 : F r a c t i o n  F1 d e  thymus de  R a t .  
4 : F r a c t i o n  F2b de thymus de R a t .  
5 : F r a c t i o n  F2a2 d e  thymus de Rat.  
6 : F r a c t i o n  F2a l  de  thymus de  Rat .  

A 



L'électrophorèse est effectuée pendant 4 heures sous 

une intensité constante de 1 ,5 m A / tube. 

Les gels sont colorés pendant 30 minutes avec une 

solution dlAmidoschwarz b 1 p. cent dans le mélange 

acide acétique - éthanol - eau ( 7 : 20 : 73 ; v/v ) 

puis décolorés pendant 48 heures dcn s le même système 

solvant. 

B) ISOLEME NT DE L' HISTONE H 2 B 

La fraction F 2 b que nous avons obtenue après avoir 

extrait à plusieurs reprises les histones riches en arginine, est très hétérogène en 

électrophorèse en gel de polyacrylamide (Figure 3 - gel 4). L'histone H 2 B qui 

en est le composant majeur, apparart fortement contaminée par l'histone H 3 et 

légèrement contaminée par I 'histone H 2 A. Ceci est en parfait accord avec les 

travaux de SE NSHU et lWA l (1 970). 

D'autres composants de migration plus lente sont 

également présents dans la fraction F 2 b : il s'agit vraisemblablement de protéines 

non-histones acido solubles. 

De nombreuses méthodes ont été décrites pour débar- 

rasser I 'histone H 2 B de ces contaminants . 
Ces méthodes sont basées : 

- soit sur la chromatographie d'échange d'ions : lWAl et col1 ., (1 970) ; 

HNlLlCA et col1 ., (1970) ; SKANDRANI et col1 ., (19R) 

-soit sur la chromatographie de gel filtration : BOHM et col1 ., (1973) ; 

V A N  DER WEST-HUYZEN et col1 ., (1974) ; SOMMER et CHALKLEY 
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1) Essais d'isolement de I'histone H 2 B p r  des méthodes . . . ...................... ----------- 
chromatographiques - -__- -  _--  -- 

Les méthodes chromatographiques proposées indé- 

pendamment par lWAl (1970) et par HNlLlCA (1970) nécessitent 

de longues et fastidieuses étapes avec emploi de différents supports 

qui nécessitent un matériel de départ abondant. 

Nous avons préféré utiliser la méthode proposée 
1 

par SKANDRANI et col1 . (1 972). La chromatographie d'échange 

d'ions est réalisée sur Amberlité I R C 5 0  en tampon phosphate de 

sodium 0.1 M, pH 6,8 avec un gradient de 8 b 15 p. 100 en chlorhy- 
l - 

drate de guanidine . l 
Cette méthode ne nous a pas permis d'isoler I'histone 

H 2 B dans un état de pureté satisfaisant. La mauvaise qualit6 d'un 

lot de résine Biorex 70 est b l'origine de cet échec. 

D'autre part, le rendement faible obtenu était 

pour nous un sérieux handicap puisque notre mat6riel de départ est 

constitué, soit d'une tumeur expérimentale du Rat, soit de thymus 

de Rat, ce qui nécessite l'élevage et le sacrifice de nombreux 

anima ux . 
Nos essais de purification ont alors été poursuivis 

en utilisant la chromatographie de gel filtration : 

- sur colonne de Sephadex G - 100 en milieu HCI 0.01 - N 

- urée 4 M - 
- sur colonne de Biogel P 60 en milieu HCI 0.02 - N - NaCl 

0.05 - M - M N 3  0.02 %, pH 1.7 (VANDER WESTHUYZEN 

et col1 ., 1974). 

Aucune de ces méthodes ne nous a permis d'isoler 

à l'état pur, I'histone H 2 B b laquelle reste attachée vraisemblable- 

ment sous forme de complexe I'histone H 2 A. 



Nous nous sommes alors tournée vers l'électrophorèse préparative 

en gel de polyacrylamidel méthode qui présente l'avantage d'isoler 

en une seule étape et à l'état très pur, I'histone H 2 B à partir de 

la fraction F 2 b de JOHNS. 

2) Isolement de 1 'histone H 2 B par électrophorèseprépimtive en gel ------i1----i--ii--- 1-1-1- ---- i - m i - - - -  -- 
de -- eolyacrylamide - _ ----- 

L'électrophorèse est réalisée sur des plaques de gel 

polyacrylamide (20 x 15 x 0.5 cm) dans un appareil identique à celui 

décrit par KALTSCHMIDT et WITTMANN (1970), pour la séparation 

des protéines ribosomales. Cet appareil peut contenir quatre plaques. 

Le gel est préparé en milieu acide acétique 0.9 Ml ur6e 2.5 M ; - - 
la concentration en acrylamide est de 1 7 p. cent. 

L'échantillon (50 mg) est dissous dans 10 ml d ' une 

solution d'HCI 0.01 - M - urée 8 M et 2.5 ml de cette solution - 
sont déposés sur chaque plaque. L'électrophorèse est réalisée à 1 00 

volts pendant 15 heures à la température du laboratoire (MARTINAGE 

et col l ., 1976). 

Après migration, deux bandes latérales (de 1,5 cm 

de large chacune) sont découpées et colorées au bleu de Coomassie 

à 0.25 p. cent dans l'acide acétique à 9 p. 100. 

Les protéines ainsi reg6rées, nous découpons dans 

la plaque de gel non colorée, la bande correspondant à I'histone 

purifiée. 

Le gel est ensuite broyé dans un Waring Blendor 

pendant 10 secondes à basse vitesse dans 100 ml d'HCI 0.02 M - . 
La suspension est mélangée pendant 1 heure dans un 

agitateur secoueur (Prolabo) à 4OC et centrifugée à grande vitesse 

6000t / mn) . Cette opération est répétée deux fois encore mais en 

prolongeant le  temps d'extraction. 



Les extraits centrifugés sont rassemblés et f i l  trés 

2 fois sur filtre Mil lipore : une fois sur filtre de tail le de pores 1,2 r et une fois 

sur filtre de tail le de pores 0,22 /J . Ilssont ensuitedialysés contre de l'eau 

distil lée et lyophilisés . 
Les dernières traces de polyacrylamide sont éliminées 

par chromatographie de gel filtration sur colonne de Biogel P 60. 

La colonne (2,6 x 90 cm) est équilibrée en milieu 

HCI 0.01 - M , NaCl 0.05 - M et NaN3 0.02 %. l 

Le débit de la colonne est de 28 ml/h I 

Dans ces conditions, les volumes d'élution de la 

polyacrylamide et de I'histone H 2 B sont respectivement de 170 ml et de 31 0 ml. 

La courbe d'élution est présentée dans la Figure 4. 

L'histone H 2 B ainsi préparée est obtenue à l'état 

très pur (Figure 5) avec un rendement d'environ 40 p. cent. 

C ) CARACTERISATION DE L'HISTONE H 2 B 

1) comportement électrophorétique 

Le comportement électrphorétique en gel de 

polyacrylamide est un critère simple pour la caractérisation des histones. 

Dans les conditions opératoires décrites précé- 

demment, I'histone H 2 B a un comportement cathodique intermédiaire entre 

les histones H 3 et H 2 A. 

2) composition en acides aminés 

Nous avons déterminé la composition en acides 

aminés de l'histone H 2 B après hydrolyse par I'HCI 6 N - (1 ml par mg de 

protéine) à 11 O°C en tubes scellés sous vide, pendant 24 et 72 heures. L'addition 

d'une goutte de phenol b 1 p. cent permet d'éviter une dégradation excessive 

de la tyrosine. 



E f f l u e n t  
ml 

D.O. 

220 nm 

2.0 - 

1.5 

1.0 

0.5 

F igure  4 ,Hz 
i 

El i rn ina t ion  de l r a c r y  larnide de l ' h i s t o n e  H 2 B  par ge l f i l t r a t i o n  \:' --..* * 

s u r  B i o g e l  P 6 0 .  

Les f r a c t i o n s  1 e t  2 correspondent  3 l a  polyacrylamide.  

- 

- 

- 

L a  f r a c t i o n  3 correspond à l ' h i s t o n e  H2B obtenue dans un 
é t a t  de  p u r e t é  t r é s  s a t i s f a i s a n t .  

l 

3 



Figure  5 

ContrGle  k t e c t r o p h o r d t i q u e  de 2 'homogdnditd de  nos p r d p a r a t i o n  

d ' h i s t o n e  H2B. 1 
L'électrophorGse e n  g e l  d e  polyacrylamide est réalisée 

s e l o n  l a  méthode de PANYIM e t  CHALKLEY (1969) e n  m i l i e u  u rée  
2 . 5  - M a PH 2.7. 

Dépot : 10 d 'une s o l u t i o n  de  p r o t é i n e  a 1 mg/ml 
HC1 0.01 - N - u r é e  8 - M - B-mercaptoéthanol 1 %. 

Migrat ion : 4 heu re s  sous  une i n t e n s i t é  de 1,s *tube{ 

Co lo ra t ion  : Amidoschwarz 10 B. I 
1 : His tones  totales  d e  Chloroleucémie du R a t .  
2 : F r a c t i o n  F2b d e  Chloroleucémie du R a t .  
3 : Histone H2B d e  Chloroleucemie du R a t .  
4 : Histone H2B de Ch lo ro l euc~~mie  du R a t  + 

h i s t o n e  H 4  u t i l i s é e  comme marqueur. 
5 : Histone H2B d e  thymus de  R a t .  
6 : Histone H2B de  thymus de  R a t  + h i s t o n e  H4 

u t i l i s 6 e  comme marqueur 



L'analyse des acides aminés est effectuée sur un 

analyseur BECKMAN, type Mul tichrom A; équipé d'un intégrateur INFOTRO N ICS 

C R S 210. 

La séparation est effectuée avec un système mono- 

colonne, (0.6 x 32 cm) sur résine Aminex A A 20 (BECKMAN), thenostatée b 

50°C ; le débit du tampon est de 35 ml/h ; celui du réactif b la ninhydrine est 

de 1 7,5 ml/h . 
L'élution des acides aminés se fait selon un procéd6 

1 

adapté de Moore et STEIN, b l'aide de 3 tampons de pH croissant et de molarité ~ I 
1 

croissante en sodium. ~ 
- Tampon 1, pH 3.25 

ion citrate 

ion sodium 

thiodiglycol 

acide n -capryl ique 

méthanol 

le pH est amené b 3,25 par addition d'HCI 

concentré . 
L'addition de méthanol au tampon 1 permet d'obtenir 

une séparation satisfaisante de la thréonine et de la serine. 

- tampon 2, pH 4.12 

ion citrate 

ion sodium 

thiodiglycol 

acide n-capryl ique 

Le pH est amené b 4.12 par addition d'HCI 

concentré. 



- tampon 3, p H  6.40 

ion citrate 

ion sodium 

acide n-caprylique 

Le pH est amené à 6.40 avec de I'HCI concentré. 

Les deux premiers tampons permettent I'élution des 

acides aminés acides et neutres. Le troisième assure I'élution des acides aminés 

basiques. 

I 
I 

Les résultats sont présentés dans le Tableau V. 

La composition en acides aminés de l'histone H 2 B 

isolée d'un tissu sain (le thymus de Rat) ou d'un tissu néoplasique chez le même 

animal (chloroleucémie du Rat) ne présente aucune différence par rapport à celle 

de I 'histone homologue de thymus de Veau. 

Outre la richesse de la protéine en résidus de lysine, 

sérine et alanine, il faut noter la présence de 5 résidus de tyrosine, 2 résidus de 

méthionine, et I 'absence de N - - methyllysine . 
D'autre part, l'histone H 2 B contient un nombre 

équivalent de résidus hydrophobes (x) (31), de résidus hydroxylés (xx)(27) et de 

résidus basiques (xxx)(31) . 
Le poids moléculaire , calculé sur la base de 125 

résidus, est de 13.774 daltons (IWAl et col1 ., 1970). 

Le rapport lysine/arginine est de 2.5 

(x) Résidus hydrophobes : Valine, Leucine, Isoleucine, Methionine, Phenyla - 
lanine et Proline . 

(xx) Résidus hydroxylés : Sérine, Thréonine et Tyrosine 

(xxx) Résidus basiques : Histidine, Lysine, Arginine 



TABLEAU V : COMPOSITION E N  ACIDES AMINES DE L'HISTONE H 2 B 
------O---- ---------------------------------------------------.---- 

- - .  - - 

Les valeurs obtenues, exprimées en moles d'acides aminés pour 100 moles 

sont les moyennes de 8 déterminations réalisées sur des hydrolysais de 24 

et 72 heures . 

Les valeurs de la thréonine et de la sérine sont obtenues par extrapolation 

linéaire au temps zéro de l'hydrolyse. 

Les valeurs de la valine, I'isoleucine et la leucine sont les valeurs obtenues 

après 72 heures d'hydrolyse. 

Les va leurs entre parenthèses representent le nombre de résidus arrondis b 

I 'unité la plus proche. 

(x) Les valeurs données pour l'histone H 2 B de thymus de Veau sont celles 

trouvées par H N  ILICA et col l ., (1 970). 

(xx) Les valeurs entre parenthèses ont été déduites de l'étude de la séquence 
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TABLEAU V COMPOSlTlON EN ACIDES AMINES DE L'HISTONE H 2.6 



3) détermination de 1 'extrêmité N-termina le 

L'acide aminé en position N-terminale de I'histone 
l 

H 2 B de Rat (thymus et chloroleucémie) a été déterminée par dansylation selon la l 

méthode de GROS et LABOUESSE (1 969). Comme dans I'histone homologue de 

thymus de Veau, I 'acide aminé ainsi identifié est la proline. 

4) Détermination de I 'extrêmité C -termina le 

L'extrêmité C-terminale de I'histone H 2 B a été 
1 

l 

déterminée par une étude cinétique de l'hydrolyse de la protéine avec les carbo- 

xypeptidases B et A (x) . 
- préparation de la solution de carboxypeptidase A 1 

Pour éliminer les acides aminés libres, la suspension 1 
de carboxypeptidase A est lavée 5 fois avec 2 ml d'eau distillée glacée. 

1 
l 

L'enzyme est ensuite dissous dans 1 ml de chlorure 

de lithium à 10 p. 100. 

- hydrolyse de I 'histone H 2 B 1 ~ 
1,4 mg d'histone H 2 B correspondant environ à 

100 nanomoles sont dissous dans 0.5 ml de N-méthylmorpholine 0.1 2, pH 8 .O 

Après une hydrolyse de 2 heures à 40°C par la carboxypeptidase B (rapport enzyme/ 

substrat : 1/50) on a joute la carboxypeptidase A . Des pré1 èvements, correspondant 

à 20 nanomoles, effectués à différents temps d'hydrolyse, sont recueil l i s  dans 0.5 

ml d'acide acétique à 30 p .IO0 et évaporés à sec. 

L'analyse des acides aminés libérés est effectuée à 

I 'aide d'un a~toanal yseur Beckman type Mul tichrom A. 

Les résultats sont rassemblés dans le Tableau VI. 

Nous avons pu en déduire la séquence C-terminale : 

Ser - Lys (OH). 
- - _ _ _  - - _ _ - - _ - - -  - - - - - -  

(x) Carboxypeptidase A (E C 3. 4. 2. l)(Worthington)traitée par le D F P 

Carboxypeptidase B (E C 3. 4. 2. 2)(Worthington)traitée par le D F P 



TABLEAU VI 

ETUDE CINETIQUE DE L' HYDROLYSE DE L'HISTONE H 2 B 

PAR LES CARBOXYPEPTIDASES B ET A 

Chaque prélèvement correspond à 20 nanomoles 

Les résultats sont exprimés en nombre de nanomoles d'acides aminés libérés . 

C p B 2  h 

CpA 3 
h 

14.203 

14.394 

11 .643 

10.097 

11 .731 

25.904 

C P B ~ ~  

C p A 6 h n  

6.858 

8.416 

6.847 

7.249 

7.1 79 

17.962 

CpB 2 

CpA 3 h n  

4.532 

-. 6.439 

4.873 

4.603 

4.252 

17.287 

Acides aminés 

'Ihréonine 

Sarine 

Alanine 

Val ine 

Tyrosine 

Lysine 

CpB 2h 

12.665 

Cp B 2 
h 

CpA 15mn 

3.198 

- 4.61 1 

3.501 

3.437 

3.51 7 

15.868 



C H A P I T R E  I I  
---O--------- ------O 

S T R U C T U R E  P R I M A I R E  D E  L ' H I S T O N E  H 2 B  ......................................................... 

8) METHODES 

1 ) coupure au bromure de cyanogène 

2) hydrolyse trypsique 

3) degradation automatique dlEdman 

C) RESULTATS 

1 )  coupure de l'histone H 2 B par le bromure de cyanogène 

2) Btude des peptides trypsiques 

3) détermination de I 'extr&mité N-terminale par dégradation 

automatique d'Edman 

4) discussion 



C H A P I T R E  II .................... 

S T R U C T U R E  P R I M A I R E  D E  L ' H I S T O N E  H 2 B ............................................................ 

La composition en acides aminés des histones H 2 B 

de chloroleucémie et de thymus de Rat est semblable à celle de I'histone homolo- 

gue de thymus de Veau. On peut donc s'attendre à ce que les histones H 2 B de 

Rat aient une structure primaire identique sinon analogue à celle de I'histone 

H 2  BdeVeau. 

Nous avons cependant entrepris l'étude de la séquence 

en acides aminés de cette protéine dans un double but : 

1) cette étude nous a permis de mettre au point les techniques de coupure 

de la protéine et de séparation des peptides en vue de travaux ultérieurs sur 1 a 

détermination des sites de phosphorylation de I'histone H 2 B : ces travaux font 

I 'objet de la deuxième partie de ce mémoire. 

2) les techniques que nous avons utilisées seront appliquées aux études 

structurales qui seront réalisées dans notre laboratoire sur les histones H 2 B d'éry- 

throcyte de Poulet, d'Oursin et de Pois. 

Nous nous sommes d'abord attachée à la détermina- 

tion de la structure primaire de I'histone H 2 B de chloroleucémie de Rat. 

La protéine renferme 2 résidus de méthionine 

situés vraisemblablement au centre de la chaîne peptidique comme HNlLlCA et 

col l ., (1970) et lWAl et col1 ., (1970) l'ont montré pour I'histone H 2 B de thymus 

de Veau. 



Notre première démarche a donc consisté à couper 

la protéine par le bromure de cyanogène de façon à obtenir 3 fragments que l'on 

pouvait facilement aligner et replacer dans la séquence de la protéine. Les f mg- 

ments N- et C- terminaux présentaient I I1intéri3t de correspondre à la moitié de 

I 'histone H 2 B. 

Nous avions ensuite prévu de soumettre chacun de 1 

ces fragments isolés à l'hydrolyse trypsique : les hydrolysats ainsi obtenus seraient 1 

moins complexes que I'hydrolysat trypsique de la protéine "native". 

Mal heureusement, nous nous sommes heurtée à 2 
écueils : 

- difficulté de séparer totalement les fragments N- et C- termim ux 

de poids moléculaires voisins sans toutefois égarer le tripeptide central. Pour cela, 
l 

plusieurs étapes chromatographiques étaient nécessaires et nous avons été confrontée 1 
l 

alors à un deuxième problème : 1 I 

- perte de la souche de chloroleucémie, entretenue à Villejuif, à partir 

de laquelle nous obtenions les tumeurs par transplantations successives. 

Pour cette raison et compte tenu du peu de matériel 

dont nous disposions, nous avons décidé d'entreprendre l'étude de la structure 

primaire sur le mélange des 2 fragments N- et C- terminaux. 

~ Dans un deuxième temps, nous avons étudié 
l 
1 

I I 'histone H 2 B de thymus de Rat, mais en raison des difficultés rencontrées pour 
1 
l 

la chloroleucémie, nous avons hydrolysé la protéine native par la trypsine sans la 

soumettre à une coupure préalable par le bromure de cyanogène. 

La séquence en acides aminés des peptides trypsiques 

a été déterminée et leur localisation dans la séquence a été effectuée en tenant 

compte des résul tats obtenus par lWAl et col 1 . (1 97Qsur I 'histone H 2 B de thymus 

de Veau. 



Enfin, I'histone H 2 B présente l'avantage d'avoir son 

extrêmité N-termina le l ibre . C'est pourquoi, a lors que nous n'avions pas encore 

retrouvé, dans I1hydroIysat trypsique, le peptide N-terminal de la protéine, nous 

avons envisagé de soumettre I'histone H 2 B de thymus de Rat à la dégradation 

automatique dlEdman à 1 'aide d'un séquenceur opérant en phase liquide. 

BLMET H O D E S  - -------------- 

I 1 ) Coupure au bromure de cyanogène. 

La coupure au bromure de cyanogène a été réalisée 

sur I'histone H2 B de chloroleucémie de Rat suivant la méthode de GROSS et 

WITKOP (1962). 

126 mg de protéine correspondant à 9 moles environ . 
sont dissous dans une solution d'acide formique à 70 p. cent. On y a joute 191 mg de 

bromure de cyanogene (1 00 moles/ mole de methionine). Le mélange réac- 

tionnel placé en atmosphère d'azote est maintenu à 34 OC., à l'obscurité, sous 

agitation magnétique pendant 24 heures. 

Le mélange est ensuite dilué et lyophilisé. 

Les produits de clivage ont été fractionnés par 

chromatographie de gel filtration en milieu HCI 0.01 N - . Une première chromato- 

graphie a été effectuée sur colonne de Sephadex G 25 F pour séparer lesgros fragments 

et un tripeptide. Une seconde chromatographie a été effectuée sur colonne de 

Sephadex G 50 F pour fractionner les gros fragments. 

Une tentative de purification des fragments N- et C - 
terminaux a été réalisée par chromatographie sur CO lonnede carboxyrnethylcellulose 

I C M 52 équilibréeen tampon acétate de sodium 0.125 M , pH 4.3 et éluée avec un - 



2) hydrolyse trypsique 

Conformément à la stratégie que nous avions adoptée, ~ 
nous avons, dans un premier temps, soumis à l'hydrolyse trypsique, les fragments 

N- et C- terminaux obtenus par coupure de I'histone H 2 B de chloroleucémie du 

Rat, avec le bromure de cyanogène. 
l I 

Au terme de cette expérimentation, trois peptides 

trypsiqumn'ayant pas été retrouvés, nous avons décidé de refaire une hydrolyse 

trypsique sur I'histone H 2 B intacte de chloroleucémie du Rat. 

Paral lèl lement nous avons réalisé I 'hydrolyse de 

I'histone H 2 B de thymus de Rat. 

a l  conditions d'hydrolyse - --------- -- --  
L'hydrolyse est réalisée en milieu bicarbonate 

1 d'ammonium 0.1 hJ pH 8.0, par la T PCK-trypsine (x), à 37OC pendant 2 heures. 

1 L'enzyme, utilisé dans un rapport final enzyme/substrat de 1/50, est ajouté au 

temps zéro et après 1 heure d'hydrolyse. L'arrêt de I 'hydrolyse est obtenu par 

abaissement du pH à 3.5 avec de I 'acide formique pur. 

L'hydrolysat lyophilisé est repris par 2 ml d'acide 

formique à 10 p. 1 0 0 .  

b) fractionnement des peptides trypsiqes -------------- i----- -- --  
Les peptides trypsiques de I'hydrolysat sont séparés 

par chromatographie d'échange d'ions sur colonne de chromobeads P (xx) (1 00 x 

0,635 cm) équilibrée dans un tampon pyridine 0.1 M - acide formique, pH 2.9, et 

thermostatée à 60°C. 

L'élution des peptides est réalisée selon SAUTIERE 

et col1 ., (1970) avec un gradient de pH croissant -pH 2.9 à pH 5.0 - et de 

molarité croissante en pyridine - 0.1 M - à 2 M - 
_ _  - - - - - -  - 

(x ) Trypsine traitée par le TPCR : L - (1 - tosylamide - - 2 -ehenyl) ethyl chloro- - 
méthyl Kétone 

(xx) La résin~chrmobeads P est une résine cationique type Dowex 50 x 2, soigneu- 
sement calibrée et commercialisée par Technicon Corporation. 



Ce gradient est obtenu avec un appareil Varigrad 

à 9 cellules contenant chacune 200 ml de tampon (Tableau VII). 

Après le passage du gradient, I'élution des peptides 

basiques est poursuivie pendant 24 heures avec un tampon pyridine 2 M - - acide 

acétique, pH 5.0 

Le repérage des peptides dans I'éluat est effectué 

par la réaction à la ninhydrine à I'autoanalyseur TECHNICON, sur des aliquotes 

prélévées automa tiquement. 

Les fractions correspondant à un pic d'élution sont 

rassemblées et évaporées à sec sous vide à l'aide d'un Rotary Evapomix Buchler 

équipé d'un piège à neige carbonique. Chaque fraction peptidique est ensuite 

dissoute dans 1 ml d'acide acétique à 1 0 p. 1 00 et conservée à - 20°C. 

c) contrôle d'homogénéité et euri fication des fractionspytidiques ------------ ------  --------------- - - -  - 
L'analyse des fractions peptidiques est effectuée 

par électr~chromato~raphie sur papier Whatmann 3 MM lavé pendant 48 heures à 

I 'acide acétique à 1 0 p. 1 00. La chromatographie est réalisée pendant 1 8 heures 

dans le solvant : butanol -pyridine-acide acétique- H O dans les proportions 15 - 
2 

10 - 3 - 12 (v/v) 

Le rouge de phenol qui migre avec le  front du solvant 

est utilisé comme marqueur. 

La séparation électrophorétique est ensuite réalisée 

pendant 90 minutes sous une tension de 2.200 volts, dans un tampon de pH 3.6 : 

pyridine - acide acétique - H20 : 1 : 10 : 289 (v/v). 

L'appareil utilisé est un Electrophomtor GILSON . 
Un mélange d'acides aminés témoins - acide aspartique, 

tyrosine, arginine - permet de déterminer le comportement électrophoré tique acide 

neutre ou basique des peptides. 



TABLEAU -. - . .  VI1 

COMPOSITION DU GRADIENT POUR - - -  - a - - - - - -  L'ELUTION . DES PEPTIDES DE IA COLONNE DE CHROMOBEADS P 

f i  - 
: - '  (x) La pyridine (RP Prolabo) est purifiée par distillation sur ninhydrine (1 $litre) , ~- - , r i  .iI> 

\ -. 

Tampon 

pyridine - 
acide acétique 

2 4 - PH 5,0 

200 ml  

k 

Tampon 

Numéro pyridine - (x) 

de la cellule acide formique 

0,1 M, - pH 2,9 

1 200 m l  

Tampons pyridine - acide formique 
PH 510 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

I 

0,s M - 

50 ml  

100 ml  

150 ml  

200 ml  

200 ml  

100 ml  

150 m l  

100 m l  

50 ml  

1 - M 

100 m l  

200 ml  
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Les peptides sont localisés sur I 'électrochromato- 

gramme par coloration avec le réactif à la ninhydrine - cadmium (LIU et col1 ., 
1 965). 

Les fractions hété rogènes sont purifiées par 

chromatographie ou électrophorèse préparative ou par les deux méthodes associées, 

dans les mêmes conditions que celles décrites précédemment. 

Les peptides sont élués du papier avec de l'acide 

acétique à 1 O p. 100, évaporés à sec et repris dans un volume déterminé d'acide 

acétique à 10 p. 100. 

4)étude des peptides trypsiques 

- composition en acides aminés 

Les peptides sont hydrolysés pendant 24 heures b 

1 10°C en tubes scellés sous vide, en milieu HCI 6 N e t  - en présence d'une goutte 

de phenol b 1 p .cent pour éviter une dégradation excessive de la tyrosine, 

La composition en acides aminés est établie à I 'aide 

d'un analyseur d'acides aminés BECKMAN type Multichrom A équipé d'un intégra- 

teur INFOTRONICS C R S 21 0. 

- détermination de 1 'extrêmité N-terminale 

L'acide aminé N-terminal est déterminé par dansy- 

Iation en milieu bicarbonate de sodium 0.2 M selon la technique décrite par GRAY 

et HARTLEY(l963-a)Le peptide dansylé est hydrolysé par I'HCI 6 N, - pendant 18 

heures b 105 OC. Ce temps est réduit b 15 heures sous vide lorsque l'on est en 

présence de dansylamino-cides hydroxylés (serine ou thréonine) . 
Les dansylamino-acides sont identifiés sur couche 

mince de gel de silice (Silicagel Merck - Ref 5 R l )  (20 x 20 cm) : 

- soit en chromatographie monodimensionnel le selon la technique de STEHELIN 

et DURANTON (1969) avec un seul système solvant : 

benzène - pyridine -acide acétique : 80 : 20 : 2 (v/v) 

La chromatographie est réalisée pendant 90 minutes. 



- soit en chromatographie bidimensionnelle à angle droit selon la méthode 

préconisée par GROS et LABOUESSE (1969) : 

Solvant I : benzène - pyridine - acide acétique 

80 : 20 : 2 (v/v) 

migration 90 minutes 

Solvant II : toluène - 2 - Chloroéthanol - ammoniaque 

30: 50: 20 (v/v) 

la migration dans ce deuxième solvant est réalisée pendant 

120 minutes 

- dégradation des peptides par la méthode d'Edman 

La schématisation des différentes étapes de la 

dégradation d'EDMAN (1 956) est donnée dans le Tableau VIII . Après chaque 

cycle de dégradation, l'acide aminé peut être identifié : 

. directement sous forme de son dérivé PTH (phenylthiohydantolhe de 

I'acide aminé 

Nous avons utilisé pour l'identification des PTH 

la méthode décrite par COHEN SOLAL et BERNARD (1973). La microchromato- 

graphie est réalisée sur couche mince de gel de s i  l ice (Kieselgel 60 F 254) 

découpées aux dimensions de 63 x 63 mm. 

Avant emploi, les plaques sont trempées dans une 

solution d'amidon soluble à 1 p. 100 et séchées à 80°C pendant 30 minutes. 

La plaque est soumise à deux migrations successives : 

- première migration dans le solvant V : 

chloroforme - méthanol : 90 : 10 (v/v) 1 
Cette migration est effectuée jusqu'à ce que le front du solvant 

atteigne 3,3 cm. 

- Après séchage de la plaque, une deuxième migration est effectuée dans 

le même sens, en utilisant du chloroforme pur (solvant 1) 

Les PTH amino-acides sont révélés par vaporisation de la solution : 



SCHEMA DES ETAPES DE LA DEGRADATION DE EDMAN 

Réaction de couplage avec le  P. I .T .C . (phénylisothiocyanate) 

Elirnination de l'excès de P.I.T.C. 

L 
Cyclisation et coupure par l'acide trifluoro acétique (TFA) 

I 
50°C 7 mn 

Formation de dérivés 2 - anilinothiazolinone 

HCI 80°C 10 mn 

Phényl thiohydantolhe de I 'acide aminé 
I 
1 Extraction mr l'acétate d'éthyle 

Phase organiyue - - - - - -  --  - -  
Séparation des phényl thiohydantolhe - 
Acides - aminés par chromatographie 

sur couche mince de gel de silice : 

(KIESELGEL 60 F 254) 

COHEN SOLAL et BERNARD (1 973) 

- Solvant V 

Chloroforme - méthanol 90:lO (v/v) 

- Solvant I 

Chloroforme 

Phase agueuse - - - - - -  - - - -  
- Phényl thiohydantolhe - arginine 

- Phénylthiohydantolhe - histidine 

Identification sur papier : - - - - - - - - - - -  - -  
- Réaction de SAKAGUCHI ou réac- 

tion à la phénanthrène-quinone 

( détection de I'ARGININE ) 

- Réaction de PAULY 

( détection de l'HISTIDINE 



. Après chaque cycle de dégradation dlEdman, la dansylation associée à la 

dégradation dlEdman, selon le  protocole de GRAY et HARTLEY (1963 - b)permet 

d'identifier l'acide aminé en position N-terminale, dans le  peptide résiduel. 

. Enfin, dans certains cas douteux, on peut utiliser la méthode soustractive 

proposée par HlRS et col1 ., (1 960) dans laquel le on réalise une composition en 

acides aminés du peptide résiduel après chaque cycle de dégradation. 

- détermination de I 'extrêmité C-terminale 

Lorsque la séquence en acides aminés des peptides 

trypsiques n'a pu être déterminée complétement par la dégradation dlEDMAN, 

nous avons effectué une hydrolyse cinétique du peptide par la carboxypeptidase 

B puis A .  

L'hydrolyse est effectuée à 40°C, en milieu 

N - méthyl - morpholine 0.1 M - , pH 8 .O, avec un rapport enzyme/substrat de 
' 

1/50. Le ou les acides aminés libérés sont identifiés à l'analyseur d'acides aminés. 

3) Dégradation automatique dlEDMAN de l'histone H 2 B de thymus 

de Rat 

L'appareil que nous avons utilisé est un séquenceur 

en phase liquide de type SOCOS l PS 1 00 (x) . 
La technique proposée, en 1967, par EDMAN et 

BEGG rend automatique la réaction de couplage de la protéine (ou du polypeptide) 

avec le phenylisothiocyanate (PI TC) ainsi que la réaction de clivage qui entrarne 

la rupture de la liaison peptidique terminale et libère la thioazolinone formée. 

Par contre, la conversion de la thioazolinone en 

PTH -aminoacicie ainsi que l'identification du PTH restent manuelles. 

Le principe de cet appareil est d'étaler un f i lm 

très mince de protéine par centrifugation dans une coupelle cylindrique. I 
( X ) ~ a  dégradation automatique dVEdman a été réa l isée par  les soins des 

Docteurs K. HAN e t  P. SAUTIERE que nous remercions vivement. 
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Les réactifs et les solvants entrai'nés sur la paroi 

de la coupelle, peuvent réagir avec la protéine, extraire les divers composés 

et être évacués par l'intermédiaire d'une vanne b 3 voies, soit vers le collecteur 

de fractions, s ' i l  s'agit d'un produit de réaction extrait par un solvant, soit vers 

la poubelle s ' i l  s'agit d'un solvant de lavage. 

Dans le cas d'un réactif, le niveau de liquide ne 

doit pas dépasser la limite supérieure du dêpot ; dans le cas d'un solvant, il 

atteint la gorge située b la partie supérieure de la coupelle d'où il est évacué 

(Figure 6) (PLANCHON, 1973). 

La protéine d issoute dans I 'eau est déposée déli- 

catement près du fond de la coupelle tandis que ce1 le-ci tourne à 1500 t/minute. 

Elle est alors plaquée contre la paroi de la coupe sous l'effet de la force centrifuge. 

II est important que la protéine soit répartie 

régulièrement sur la paroi et qu'el le y adhère parfaitement. En effet, toute 

accumulation de produits en un point de la coupe tendrait b entrai'ner un décol- 

lement du film protéique et son élimination lors des étapes de mise sous vide.(HAN 

et coll., 1973). 

Les tmces d'acide tr i f luoro~cét i~cie sont éliminées 

par lavage du film au chlorobutane . 
La coupe cylindrique est mise progressivement sous 

vide pour dessécher la protéine et en atmosphère inerte par passage d'azote. 

Aussitôt après, le PlTC et le quadrol (x) sont injectés au fond de la coupe et 

montent le long de la paroiesous l'effet de la force centrifuge. 

Les hauteurs des liquides le longde la paroi sont 

proportionnels aux volumes introduits. En général, on s'armnge pour que le 

niveau du quadrol arrive très légèrement au-dessus de celui du dépôt. 

L'étape de clivage est ensuite réalisée par l'injection 

d'acide heptafluorobutyrique . ic 

(x) Quadrol : NI N, N', N' - tétrakis - (2 - hydroxypropyl) éthylène - diamine 



v e r s  
3 

s o l v a n t  

1, 2 : t ubes  e n  or 

Figure 6 

Schéma de Za coupe du séquenceur PS 100 



Les thioazolinones obtenues sont recueillies dans 

les tubes d'un collecteur de fractions disposé dans une enceinte réfrigérée. 

Tous les réactifs et les solvants utilisés sont 

"sequentia I grade" (x) 

A ce stade, se termine I 'automatisation de la 

dégradation récurrente d ' E D M N .  

La thioazolinone pbtenue à chaque cycle est ~ 
transformée par une réaction de "réarrangements" en thiohydantofhe beaucoup 1 

plus stable. 

Cette opération de conversion ainsi que I'identi- 
I 

fication des PTH - amino -acides est réalisée comme décrit plus haut (Tableau VIII) l 

l 

C) RESULTATS 

1) coupure de l'histone H 2 B de chloroleucémie du Rat par le bromure 

de cyanogène. 

Les fragments obtenus après coupure de I 'histone 

H 2 B de chloroleucémie du Rat par le bromure de cyanogène, n'ont pu être 

complétement séparés, n i  par chromatographie de tamisage moléculaire, ni par 

chromatographie d'échange ionique. 

En effet, nous n'avons pu multiplier les essais 

de séparation des fragments obtenus car, à ce stade de notre travail, nous avons 

été informée que la souche qui pemettait le développement de la tumeur par 

greffe, était morte. 

Etant donné la faible quantité de matériel dont 1 
nous disposions alors, nous avons décidé d'entreprendre la structure de la protéine 1 
en réalisant l'hydrolyse trypsique sur le mélange. 
_ _ _ _  - - - -  - _  - - - -  
(x) Pierce Chemicals (Rockford, Illinois, U .S .A .) 



2) Etude des peptides trypsiques de I'histone H 2 B 

Au terme de l'hydrolyse de I'histone H 2 B par la 

trypsine, I'hydrolysat est lyophilisé, puis repris par 2 ml d'acide formique à 10 

p. cent. Une fraction de I'hydrolysat n'est pas soluble dans ces conditions. Elle 

est recueil l ie par centrifugation et solubilisée dans I 'acide acétique à 30 p. cent. 

Comme nous le verrons plus loin, cette fraction insoluble constitue le core 

hydrophobe de la protéine (peptide T - 13). 

Une partie aliquote de la fraction soluble de 

I'hydrolysat est prélévée pour la séparation des peptides en électrochromato- 

graphie sur papier. 

La comparaison des cartes peptidiques réalisées sur 

la fraction soluble de I'hydrolysat d'histone H 2 B de thymus de Rat, de chloro- 

leucémie du Rat et de thymus de Veau montre une très étroite analogie de structure 

entre les 3 histones H 2 B (Figure 7). 

Les peptides trypsiques de la fraction soluble sont 

ensuite fractionnés sur colonne d'échangeur cationique. Le diagramme d'élution 

des peptides trypsiques de I'histone H 2 B de thymus de Rat est présenté dans la 

Figure 8 . Un diagramme identique a été obtenu pour la séparation des peptides 

trypsiques de I'histone H 2 B de chloroleucémie du Rat. 

Les fractions peptidiques sont numérotées d'après 

leur ordre d'élution de la colonne. Les peptides sont désignés par la lettre T 

e t  numérotés d'après leur position dans la séquence de la protéine. La lettre "a" 

signifie qu'une partie de la séquence du peptide a été retrouvbe dans 2 fractions 

différentes par suite de coupure partielle de la trypsine : 

exemple : T 3 Gly - Ser - Lys 
15 





*+ 
* Q  1 
t 4  

'ru m 1 - ml 
'Q a 



Les peptides sont éventuellement purifiés par 

chromatographie dans le système solvant butanol 1 - pyridine - acide acétique - 
eau : 5 : 10 : 3 : 12 v/v, en utilisant un papier Whatrnan 3 M M lavé pendant 

48 heures avec de I 'acide acétique à 1 0 p. 100. 

L'histone H 2 B contient 20 résidus de lysine dont 

un en position C-terminale et 8 résidus d'arginine, ce qui représente 27 sites 

potentiels de coupure par la trypsine. Nous avons obtenu 23 fractions dont 2 

sont hétérogènes. Deux autres fractions - les fractions 2 et 6 - correspondent 

respectivement à l'ammoniaque et à la lysine libre. De I'arginine libre est 

présente dansla fraction 12. 

La composition en acides aminés et la séquence 

des peptides trypsiques de I'histone H 2 B de thymus de Rat sont respectivement 

présentées dans les tableaux IX et X . Des résultats identiques que nous n'avons 

pas introduits dans notre mémoire de thèse, ont été obtenus sur les peptides 

trypsiques de I'histone H 2 B de chloroleucémie du Rat. 

Peptide T - 1 (résidus 1 à 5) 

Pro - Glu - Pro - Ala - Lys 

Ce peptide est obtenu pur dans la fraction 5 avec un rendement de 10.8 p .IO0 

Dans lamino -acide N-terminal : DNS - Pro 

Ce peptide qui est le seul à posséder un résidu de 

proline en N-terminal, ne peut être situé dans la charne polypeptidique puisque 

la trypsine ne coupe pas les liaisons Lys - Pro ou Arg - Pro. D'autre part, nous 

avons identifié, par dansyl ation de la protéine, la proline en N-terminal . Nous 

en concluons que le peptide T - 1 est placé à I 'extrêmité N-terminale de la 

protéine. Ceci a été vérifié par la dégradation automatique d'Edman au séquenceur 

en phase liquide (page 76) 



TABLEAU IX - ------------- 

COMPOSITIONS EN ACIDES AMINES DES PEPTIDES DE L'HYDROLYSAT TRYPSIQUE DE L'HISTONE H 2 B DE THYMUS ................................................................................................................ 



TABLEAU IX (suite) l ------------------- 
l 

COMPOSITIONS EN ACIDES AMINES DES PEPTIDES DE L'HYDROLYSAT TRYPSIQUE DE L'HISTONE H 2 B DE THYMUS DE RAT ......................................................................................................................... ~ 
l 

( exprimées en rapports molaires) (x) 
(x) les chiffres entre parenthèses indiquent le nombre de résidus arrondi à l'entier le  plus proche 
(xx) le peptide T - 13 isolé de la fraction insoluble de I'hydrolysat trypsique constitue le core hydrophobe de la protéine 

c - 

13 11 1 l5 1 7  1 6 

T - 1 0  

1 .40 (2) 

l.OO(1) 

1.90(2) 

2.68(3) 

1 .13 (1) 

9 

T - 1 6  

1 .83 (2) 

1 .92 (2) 

1 .O0 (1) 

1 .O0 (1) 

T - 9  

0.82 (1) 

1 .O0 (1) 

1 .O0 (1) 

3 

4 

- 

T -15  

1 .15 (1) 

1.12 (1) 

0.75 (1) 

0.58 (1) 

1 .CQ (1) 

1 .18 (1) 

Acides aminés 

Acide aspartique 

Thréonine 

Sérine 

Acide glutamique 

Pro1 ine 

Glycine 

Alanine 

Val ine 

Méthionine 

lsol eucine 

Leucine 

Tyrosine 

Phenylalanine 

Lysine 

Histidine 2 
,,'3 O Arainine 

Nombre de résidus 1 0  

T - 1 4  

0.97 (1) 

1 .O9 (1) 

1.06(1) 

1.94(2) 

1 .O0 (1) 

T - 1 3  
( 4  

3.02 (3) 

1 .O0 (1) 

1 .32 (1) 

l.OO(1) 

l.ûO(1) 

1 .13 (1) 

1 .38 (2) 

1 .88 (2) 

1 .96 (2) 

1 -00 (1) 

T -12 

0.93 (1) 

0.90 (1) 

1 .56 (2) 

0.95 (1) 

1 .O2 (1) 

1.05(1) 

0.93 (1) 

0.91 (1) 

1 .O0 (1) 

0.88 (1) 

T - l O a  

1 .46 (2) 

1.27(1) 

1.82(2) 

2.36(3) 

2.1 8 (2) 

T -11 

0.91 (1) 

0.93 (1) 

1 .O0 (1) 

, 



TABLEAU -------------_--- IX (suite) 

COMPOSITIONS ........................................................................................................................ EN ACIDES AMINES DES PEPTIDES DE L'HYDROLYSAT TRYPSIQUE DE L'HISTONE H 2 B DE THYMUS DE RAT 

(exprimées en rapports molaires) (x) 

(x) les chiffres entre parenthèses indiquent le nombre de residus arrondi d l'entier le plus proche. 
(xx) la différence entre le nombre total de r6sidus trouvés et le nombre de lysine et d'arginine pr6sents dans la protéine correspond b la 

lysine libre et b I'arginine libre. 



Les méthodes utilisées pour la détermination 

de la sequence des peptides sont indiquées de la façon suivante : 

- Dansyla tion placé au-dessus du résidu d'acide aminé 

- Degradation dlEdman ,-) placé au-dessus du résidu d'acide aminé 

- Hydrolyse par les carboxypeptidases B, A ou C 

<-'placé au dessous du résidu d'acide aminé 



TABLEAU X ------------- 

SEQUENCES EN ACIDES AMINES DES PEPTIDES DE L'HYDROLYSAT TRYPSIQUE DE L'HISTONE H 2 B DE THYMUS 
-------------_--------------------------------------:----,------.-----,------------------------------------------- 

DE RAT -------- 

(résidus 1 à 5) 

(résidus 6 à 11 ) 

(résidus 13 à 15) 

(résidus 12 à 15) 

(résidus 17 à 20) 

(résidus 1 1 7 à 120) 

(résidus 21 à 23) 

(résidus 21 à 24) 

(rés idus 25 à 27) 

(résidus 24 à 27) 

(résidus 28 - 29) 

(résidus 30 - 31 ) 

(résidus 32 à 34) 

(résidus 35 à 43) 

+ + 
Pro - Glu - Pro - Ala - Lys 

+ 4  
Gl y - Ser - Lys 

-4 --j ---+ 
Ala - Val - Thr - Lys 

+ 
Ala - Gln - Lys - Lys 
-+ -$ 
Asp - Gly - Lys 

-j Ï$ - Asp - Gly - Lys 

Lys - Arg 

+ - .  
Ser - Arg - Lys 
- * - 4 -  
Glu -Ser -Tyr -Ser -=-$r -3 -3 -Lys 



TABLEAU X (suite) 

SEQUENCES EN ACIDES AMINES DES PEPTIDES DE L'HYDROLYSAT TRYPSIQUE DE L'HISTONE H 2 B DE THYMUS .............................................................................................................. 
DE RAT -------- 

T - 1 O a (résidus 34 à 43) 

T - 11 (résidus 44 à 46) 

T -12 (résidus47b57) 

(résidus 58 à 72) 

(résidus 73 à 79) 

(résidus 80 à 85) 

(résidus 87 à 92) 

(résidus 93 à 99) 

(résidus 100 à 108) 

(résidus 109 à 116) 

(résidus 121 à 125) 

G-Gj? - Ser -Tyr -Ser -Val  -Tyr -Va l  -Tyr - Lys - * 
Val -Leu -Lys 

(Fin, Val, His, Pro, Asp, Thr) Gl  y - Ile - a -&r -* 
T 1 0 - T h A  f T 10 - Th'B 

I + + - 4 . - $ - - t *  
Ala -Met - ay -% - Met - Asn - Ser - Phe - Val - Asn - Asp - (lle, Phe, Glx) - Arg 
-4 -3 -? 1 -  
I le - Ala - Gly - Glu - Ala - Ser - Arg 
* --? _+ Leu - Ala - (His) - Tyr - (Asn) - Lys 
9 + -* --, 3 Ser - Thr - Ile - Thr - Ser - Arg 

g u  -3 - d n  -Th: - n a  -=-Arg 
- 3 - 3 - 3  + Leu - Leu - Leu - Pro - 3 - Glu -@ -Alg -a 

A -  z-z- 3 - s e r  - Glu - Gly - Thr - Lys 
-+ --? * -3 
Tyr - Thr - Ser - Ser - Lys 

cf- 7, \d*)  



Dégradation dlEdman - - - - - - - m m - - -  

4 cycles de dégradation dlEdman avec identification 

directe du PTH - aminoacide libéré après chaque cycle, ont permis d'établir la 

séquence de ce peptide. 

Peptide T - 2 (résidus 6 à 11) 

Ser - Ala - Pro - Ala - Pro - Lys 

Ce peptide est obtenu pur dans la fraction 3 avec 

un rendement de 17.3 p.100. 

ûansylamino -acide NH2 - terminal : D N S - Ser - --  - - - - - - - - - m m  - - m m - - - - - - - - - - -  

Dépdat ion  dlEdman -- - - - - - - - - - - -  
4 cycles de dégradation dlEdman associés à la 

dansylation du peptide résiduel ont permis d'établir la séquence du peptide. 

Pe~t ide T - 3 (résidus 13 Ib 15) 

Gly - Ser - Lys 

Ce peptide est obtenu dans la fraction 12 en même 

temps que de I'arginine libre dont il est séparé par chromatographie prépamtive. 

Le peptide T - 3 est obtenu avec un rendement de 2 

p.  100, ce qui montre que la liaison Lys - Gly  du peptide T-3a n'est que très 

partiellement hydrolysée par la trypsine. 

2 cycles de dégradation dlEdman avec identification 

directe du PTH amino -acide libéré après chaque cycle, ont permis d'établir la 

séquence du peptide T - 3 



Peptide T - 3 a (résidus 12 b 15) 

Lys - Gly - Ser - Lys 

Ce peptide est obtenu pur dans la fraction 19 

avec un rendement de 1 3 p. 1 00 

Dansylamino - acide NH - termina t di - DNS - Lys - --  --------O-- 2----------------- 

Dégradation dlEdman - -  - - - - - - m m - - -  

2 cycles de dégradation dlEdman en couplage avec 

la méthode de dansylation ont permis d'établir la séquence du peptide T - 3 a. 

Peptide T - 4 (résidus 17 à 20) et Peptide T - 20 (résidus 1 1  7 à 120) 

Ala - Val - Thr - Lys 

Ce peptide est obtenu dans la fraction 9 en même 

temps que le peptide T - 1 8 dont il a été séparé par chromatographie préparative 

sur papier. 

il est obtenu avec un rendement de 28 p. 100. Ce 

rendement élevé par rapport au rendement des autres peptides, peut s'expliquer 

par la présence de deux séquences identiques (Ala - Val - Thr - Lys ) dans la 

protéine. 

Danzlamino --------,------,2--------------------- - acide NH - terminal : DNS - Ala --- 
Dégrada tion dlEdman - -----------  

2 cycles de dégradation dlEdman associés à la 

dansylation du peptide résiduel ont permis d'établir la séquence du peptide. 

Peptide T - 5 (résidus 21 à 23) 

Ala - Gln - Lys 

Ce peptide est obtenu dans la fraction 1 1  avec un 

rendement de 12,l p. 100. 



Dégradation d'Edman -- - - - - - - - - - - -  
La séquence du peptide T - 5 a été déterminée par 

2 cycles de dégradation dlEdman avec identification directe des PTH - aminoacides 

libérés. 

Peptide T - 5 a (résidus 21 b 24) 
- --ppp 

Ala - Gln - Lys - Lys 

Ce peptide est obtenu dans la fraction 18 avec un 

rendement de 2.6 p. 1 00. Ce faible rendement s'explique par la coupure de la 

liaison Lys - Lys par la trypsine avec un rendement de 82 p. 100 qui libère le 

peptide T - 5 Ala - Gln - Lys et de la lysine libre. 

Dégradation dlEdman --  - - - - - - - - - - -  
2 cycles de dégradation dlEdman ont été effectués 

L'identification directe du PTH - amino - acide libéré après le premier cycle a permis 

de déterminer un résidu d'alanine en position NH2 - terminale. 

La glutamine n'a pu être identifiée après le second 

cycle vraisemblablement par blocage de la dégradation récurrente dû à la cycli- 

sation de la glutamine en acide pyr~~lutamique. 

Peptide T - 6 (résidus 25 à 27) 

Asp - Gly -Lys 

Ce peptide est obtenu dans la fraction 4 avec un 

rendement de 4.3 p.100. 

2 cycles de dégradation dlEdman avec identification 

directe du PTH - amino - acide libéré après chaque cycle, ont permis d'établir 

la séquence : Asp - Gly - Lys 



Peptide T - 6 a (résidus 24 b 27) 

Lys - Asp - Gly - Lys 

Ce peptide est obtenu dans la fraction 16 avec 

un rendement de 2,6 p. cent. 

Dégradation dlEdman - -  - - - - - - - - - - -  
3 cycles de dégradation dlEdman avec identifica- 

tion directe du P T H ~ m i n o ~ c i d e  libér6 après chaque cycle, ont permis d'établir 

la séquence du peptide T - 6 a 

Peptide T - 7 et T - 8 (résidus 28-29 et 30-31) 

Lys - Arg 

Dansylamino~cide N H - terminal : di  - DNS - Lys 
2 

Ce peptide est obtenu dans la fraction 23 avec 

un rendement de 6,5 p. cent. Ce rendement faible est dû au fait que la liaison 

Lys - Arg est partiellement coupée par la trypsine. 

D'autre part, s i  on compare ce rendement avec 

celui du peptide T - 9 élué dans la même zone, ce peptide correspond à une 

séquence unique. Nous pouvons cependant postuler 1 'existence de deux séquences 

Lys - Arg par comparaison avec la séquence en acides aminés de I'histone H 2 B 

de thymus de Veau et d'après le nombre de résidus de lysine et d'arginine présents 

dans I'histone H 2 B de Rat. 

Du reste, nous avons isolé, dans 1 'hydrolysat 

trypsique de I'histone H 2 B de chloroleucémie du Rat, un peptide de composition : 

Lys 1 .O7 (1) ; Arg 1 .93 (2) et dont la séquence Arg - Lys - Arg a été déterminée 

par dégradation dlEdman suivie de l'identification des P T H aminoacides libérés. 

En chromatographie sur colonne de chromobeads P le volume d'élution de ce peptide 

est dei 2558 ml alors que celui du peptide Lys - Arg est de 2305 ml. Ce peptide 

correspond sans ambiguité aux résidus 29-30 et 31 de la séquence en acides aminés 

de I'histone H 2 B. 



Peptide T - 9 (résidus 32 à 34) 

Ser - Arg - Lys 

Ce peptide est obtenu dans la fraction 22 avec 

un rendement de 8,6 p. cent. 

Danqlominoacide N H - terminal : D N S - Ser ---  - - - - - - - - - - - - 2  --------- 
Dégradation diEdman : -- - - - - - - - - - - -  

Un cycle de dégradation diEdman associé à la 

dansylation du peptide résiduel a permis d'établir la séquence : Ser - Arg - Lys. 

Nous n'avons pas retrouvé dans I 'hydrol ysat le 

peptide Ser - Arg 

Pe~tide T - 10 (résidus 35 à 43) 

Glu - Ser - Tyr - Ser - Val - Tyr - Val - Tyr - Lys 

Ce peptide est obtenu dans la fraction 17 avec 

un rendement de 6 p. cent . 
Dégradation dlEdman -- - - - - - - - - - - -  

8 cycles de dégradation dlEdman avec identifica- 

tion directe du P T H - amino-acide libéré après chaque cycle, ont permis d'éta- 

bl ir la séquence du peptide T - 1 0. 

Peptide T - 10 .a (résidus 34 b 43) 

Lys - Glu - Ser - Tyr - Ser - Val - Tyr - Val - Tyr - Lys 

Ce peptide est retrouvé dans la fraction 20 avec 

un rendement de 2,8 p. cent 

Dansylaminoacide N H - terminal : di - D N S - Lys - - - - - - - - - - - - - - - 2  - - - - - - -  
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Dé radation d' Edman --9-----,,---,- 

2 cycles de dégradation dlEdman nous ont permis 

de déterminer l 'encharnement Lys - Glu. 

Le reste de la séquence a été déduit de I 'étude 

structurale du peptide dérivé T - 10 obtenu avec un rendement plus élevé. 

Peptide T - 11 ( résidus 44 à 46) 

Val - Leu - Lys 

Ce peptide est obtenu dans la fraction 14 avec 

un rendement de 18,2 p .  cent. 

Dansylamino-acide N H -terminal : DNS - Val - --  - - - - - - - - - - - - 2  - - - - - - -  

Un cycle de dégradation d'Edman associé à la 

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

Peptide T - 12 (résidus 47 à 57) 
- 

G lp  - Val - His - Pro - Asp - Thr - Gly  - I le - Ser - Ser - Lys 

Ce peptide est obtenu dans la fraction 1 avec 

un rendement de 1 0, 4 p. cent. Nous le  retrouvons également dans la fraction 2 

où il est élué de la résine de chromobeads P en même temps que l'ammoniaque. 

Le rendement est a lon de 3,4 p. cent. 

Ce peptide est faiblement révélé par la réaction 

à la ninhydrine, vraisemblablement à cause de la cyclisation de la glutamine en 

acide pyroglutamique . 
La dansylation ainsi que la dégradation dlEdman 

effectuées sur ce peptide n 'ont apporté aucun résultat . 
Nous avons alon soumis ce peptide à une hydrolyse 

enzymatique par la thermolysine : ce choix a été guidé par la présence de w l i n e  

et d'isoleucine dans ce peptide. 



7 1 

L'hydrolyse a été réalisée pendant 1 heure à 

40°C, en milieu bicarbonate d'ammonium 0.1 MpH - 8.0 ; l'enzyme a été ajouté 

à la concentmtion de 0,l mg pary Mole de peptide. 

L'hydrolyse a été arrêtée en amenant le pH à 

3,5 par addition d'une goutte d'acide formique. 

Les peptides que nous avons obtenus ont été séparés 

par électrophorbse préparat ive sur papier. Nous les avons désignés par les lettres 

Th - A et Th - B en fonction de leur comportement plus ou moins anodique en 

électrophorèse. 

Les deux peptides T - 12 Th - A  et T - 12 Th - B 

que nous avons obtenus ont été séparés par électrophorèse préparatfivesur papier. 

La composition en acides aminés de ces peptides 

est donnée dans le Tableau XI. 

TABLEAU X I  

T -12 Th - B  

1 .87 (2) 

1.00 (1) 

0.80 (1) 

1.00 (1) 

Acide aspartique 

Thréonine 

Sérine 

Acide glutamique 

Prol ine 

Glycine 

Val ine 

lsoleucine 

Histidine 

Lysine 

T -12 Th - A  

1 .O4 (1) 

0.93 (1) 

1.03 (1) 

0.90 (1 ) 

0.86 (1) 

1.02 (1) 



Peptide T - 12 Th - A ( résidus 47 à 52) 

Glp, Val, His, Pro, ASP, Thr 

La séquence de ce peptide n'a pas été déterminée. 

La dégradation d'Edman effectuée sur ce peptide ne 

nous a apporté aucun résultat en raison de la cyclisation de la glutamine en 

acide pyroglutamique. 

D'autre part, par action de la thermolysine sur le 

peptide T - 12, nous pensions hydrolyser la liaison Glp - Val et déterminer 

ensuite la séquence du peptide Val - His - Pro - Asp - Thr. Or, la liaison 

Glp - Val n'a pas été rompue par action de la thermolysine. 

Peptide T - 12 Th - B (résidus 53 à 57) 

Gly - Ile - Ser - Ser - Lys 

Dansylamino-acide N H - terminal : D N S - Gly - --------------  2 -------  
Carboxypeptidases B et A ---- - ---------  

L'hydrolyse du peptide par la carboxypeptidase 

B pendant 2 heures suivie de l'action de la carboxypeptidase A pendant 6 heures 

a permis de déterminer la séquence : 

Ser - Ser - Lys 

L'ensemble des resultats obtenus par dansylation 

du peptide et par action des carboxypeptidases B et A a permis d'établir la 

séquence : 

Gly - Ile - Ser - Ser - Lys 

Le résidu d'isoleucine a été placé par différence. 

Le peptide Gly - lie - Ser - Ser - Lys résulte de l'hydrolyse d'une liaison Thr - Gly 

par la thermolysine. C'est un site de coupure inattendu, mais qui a déjà été 

observé par SUNG et DlXON (1970) et par SAUTIERE et col1 ., (1974) 



Peptide T - 13 (résidus 58 à 72) 

Ala-Met-Gly-lle-Met-Asn-Ser-Phe-Val -Am-Arp-(lle, Phe, Glu)-Arg 

Ce peptide a été identifié dans la fraction insoluble de I'hydrolysat trypsique 

de l'histone H 2 B. 

Sur la carte peptidique de cette fraction solubilisée dans l'acide acétique 

à 30 p.  cent, le peptide T - 13 apparalt sous forme de traînée. II est légèrement 

contaminé par des peptides de la fraction soluble. Le peptide T - 13 a été purifié 

par chromatographie prépamtive suivie d'une électrophorèse pr6parative. 

Dépdat ion  d'Edman - -  - - - - - - - - - - -  
11 cycles de dégradation dlEdman avec identi- 

fication des P T H amino-acides ont permis d'établir la séquence : 

Ala - Met - Gly - l le - Met - Asn - Ser - Phe - Val - Asn - Asp 

L'arginine est placée en position C-terminale 

en raison même de la spécificité de la trypsine. Le reste de la séquence n'a pu 

être déterminé. 

Peptide T - 14 (résidus 73 à 79) 

Ile - Ala - Gly  - Glu - Ala - Ser - Arg 

Ce peptide est obtenu dans la fraction 10 en même 

temps que le peptide T - 16 dont il est séparé par chromatographie préparative 

sur papier. 

Le peptide T - 14 est obtenu avec un rendement 

de 18.2 p. cent. 

Dégradation d'Edman --  - m m - - - - - - - -  

6 cycles de dégradation dlEdman avec identifica- 

tion directe du P T H aminoacide libéré après chaque cycle ont permis d'établir 

la séquence de ce peptide. 

Peptide T - 15 (résidus 80 à 85) 

Leu - A b  - (His) - Tyr - (Asn) - Lys 

Ce peptide est obtenu dans la fraction 21 avec un 

rendement de 8.6 p. cent 
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Dégradation dlEdman -- -----------  

5 cycles de dégradation dlEdman avec identifica- 

tion directe du P T H amino-acide libéré ont été effectués. Deux remarques 

s'imposent : La première concerne le 3bme cycle de dégradation. Aprbs ce cycle, 

la phase organique ne contenait aucun P T H amino-acide . La recherche de P T H 

-histidine, par la réaction de Paul y, dans la phase aqueuse s'est révélée négative. 

La seconde remarque concerne le 5ème cycle de dégradation : après ce cycle, nous 

n'avons pas identifié de P T H-Asn ou de P T H - Asp dans la phase organique. 

Les résidus d'histidine et d'asparagine ont donc ét6 

placés dans la séquence du peptide T - 15 par comparaison avec la séquence en 

acides aminés de l'histone H 2 B de thymus de Veau. 

La présence d'asparagine plutôt que d'acide aspar- 

tique dans le peptide T - 15 a été déduite du comportement très basique de ce 

peptide à la fois en chromatographie sur échangeur cationique et en électrophorèse 

sur papier à pH 3.6. 

Peptide T - 16 (résidus 87 à 92) 

Ser - Thr - Ile - Thr - Ser - Arg 

Ce peptide est obtenu dans la fraction 10 en même 

temps que le Peptide T - 14 dont il est séparé par chromatographie prépamtive 

sur papier. Le peptide T - 16 est obtenu avec un rendement de 13.4 p. cent. 

ûansylamino-acide N H - termina 1 D N S - Ser - --  -----------  - - - - - - .  
Dégradation dlEdman - ------------  

4 cycles de dégradation dlEdman associés à la 

méthode de dansylation du peptide résiduel ont permis d'établir la séquence de 

ce peptide 

Peptide T - 17 (résidus 93 à 99) 

Glu - Ile - Gln - Thr - Ala - Val - Arg 

Ce peptide est obtenu dans la fraction 7 avec 

un rendement de 15.2 p. cent 



Dé radation dlEdman - ,a-,, - - , , - , , - 
6 cycles de dégmdation dlEdrnan avec identifica- 

tion directe du P T Hdrnino-acide libéré après chaque cycle, ont permis d'établir 

la séquence du peptide T - 17. 

Peptide T - 1 8 (résidus 100 à 1 08) 

Leu - Leu - Leu - Pro - Gly - Glu - Leu - Ala - Lys 

Ce peptide est obtenu pur dans la fraction 8, avec 

un rendement de 4.3 p .  cent. La fraction 8 constitue un épaulement de la fraction 

9. Le peptide T - 18 est donc égalernent présent dans la fraction 9 où il est accom- 

pagné des peptides T - 4 et T - 20. Les peptides T - 4 , T - 20 et T - 18 ont été 

séparés par chromatographie préparative sur papier. 

Le peptide T - 18 est obtenu, à partir de la fraction 

9, avec un rendement de 8.6 p. cent. 

Dé radation dlEdman --il ------------ 
6 cycles de dégradation dlEdman avec identifica- 

tion directe du P T H-amino-acide libéré après chaque cycle, ont permis d'établir 

la séquence : 

Leu - Leu - Leu - Pro - Gl y - Glu 

Hvdrolvse Dar les carboxv~e~tidases B et A 

L'étude cinétique de l'hydrolyse du peptide T - 18 

par les carboxypeptidases B et A a permis d'établir la séquence C- terminale 

suivunte : Leu - Ala - Lys 

L'ensemble des résultats fournis par la dégmdation 

dlEdrnan et par l'hydrolyse du peptide par les carboxypeptidases B et A conduit 

à la séquence : 

Leu -Leu -Leu -Pro - Gly - G l u  -Leu -A la  - Lys 



Pe~tide T - 19 (résidus 109 à 11 6 )  

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

Ce peptide est obtenu dans la fraction 15 avec 

un rendement de 6.9 p. cent. 

Dégradation dlEdman - - - - - - - - - - O -  

6 cycles de dégradation dlEdman avec identifica- 

tion directe du P T H amino-acide libéré après chaque cycle, ort permis d'établir 

la séquence : 

His - Ala - Val - Ser - Glu - Gly 

La position C-terminale de la lysine découle de la 

spécificité de la trypsine ; le résidu de thréonine a été placé par différence. 

Peptide T - 21 (résidus 121 à 125) 

Tyr - Thr - Ser - Ser - Lys 

Ce peptide est obtenu dans la fraction 13 avec 

un rendement de 12.1 p. cent 

Dansylamino-acide - --  - - - - - - - - - - - - 2  N H - ------  terminal : D N S - Tyr 

Dé radation dlEdman : -3 -- - - - - - - - - - -  
3 cycles de dégradation dlEdman associés à la 

dansylation du peptide résiduel, ont permis d'établir la séquence du peptide T - 21 

3) Détermination de 1 'extrêmité N-terminale de I'histone H 2 B de 

thymus de Rat par dégradation automatique dlEdman 

Nous avons soumis I'histone H 2 B de thymus de 

Rat à la degradation automatique dlEdman dans un double but : 



Notre premier objectif était la détermination de 

la séquence N-terminale de la protéine. A cette Rpoque, le peptide trypsique 

N-terminal (T - 1) : Pro - Glu - Pro - Ala -Lys n'avait pas encore été identifié 

dans I'hydrolysat trypsique de la protéine. En effet, notre système de repérage 

automatique des peptides dans 1 léluat d'une colonne ne comporte qu'un colori- 

mètre réglé à 570 nm pour mesurer la densité optique de I'éluat après réaction 

avec la ninhydrine. Dans ce système, les peptides possédant une proline en 

position N-termina le présentent donc à cette longueur d'onde, une réactivité 

faible. D'autre part, cette expérience devait nous permettre de rechercher les 

conditions opératoires idéales pour soumettre d'autres histones H 2  B à la dégra- 

dation automatique dlEdman .: 
En effet, les conditions expérimentales qui nous 

ont été proposées, se sont révélées mal adaptées à la dégradation automatique 

de I 'histone H 2  B. 

En effet, l'acide trifluoroacétique utilisé pour 

dissoudre la protéine, la dissout en fait très mal et pourrait être remplacé avan- 

tageusement par 1 'acide formique à 50 p. cent. 

Par ailleurs, en raison de la richesse en lysine de 

la protéine, une température de 56OC serait préférable à une température de 

50°C pour la réaction de couplage de la protéine avec le phenylisothiocyanate 

(P I T  C) ; pour cette même raison, le quadrol utilisé pour le tampon de couplage 

doit être remplacé par des dérivés volatils tels que la dimethylbenzylamine 

(D M B A) ou la dimethylaminopropyne ( D  M A P) 

Ces expériences nous ont permis cependant de 

déterminer la séquence des 12 premiers résidus et d'aligner les peptides T  - 1  et 

T - 2 :  
1 1 O 

H N - Pro - Glu - Pro - Ala - Lys - Ser - Ala - Pro - Ala - Pro - Lys - Lys 



4) Discussion 

La composition en acides aminés de I'histone 

H 2 B indique 28 sites potentiels de clivage pour la trypsine (présence de 20 

lysine et 8 arginine), ce qui devrait donner 28 peptides trypsiques puisque 

un résidu de lysine est placé à I'extrêmité C-terminale de la protéine. En 

fait, nous avons retrouvé 22 peptides dans la fraction soluble de I'hydrolysat 

trypsique et un peptide dans la fraction insoluble. 

Le déficit n'est qu'apparent et s'explique à la 

fois par la présence d'encharnements Lys - Lys et Arg - Lys qui libèrent de la 

lysine (fraction 6) ,  d'encharnements Lys - Arg qui libèrent de I'arginine, et 

par la présence de 2 séquences identiques : Ala - Val - Thr - Lys correspondant 

aux résidus 17 à 20e t  117 à 120. 

Nous avons déterminé la séquence en acides 

aminés des peptides trypsiques de I'histone H 2 B de thymus de Rat (Tableau X I  

pages 63 et 64) 

Des résultats identiques ont été obtenus avec les 

peptides trypsiques de I'histone H 2 B de chloroleucémie du Rat 

L'étude des peptides trypsiques constitue la base 

des études comparatives réalisées sur des histones homologues isolées de différents 

tissus. Cette étude confirme l'identité de la structure primaire de I'histone H 2 B 

de Rat (thymus et chloroleucémie) avec celle de I'histone H 2 B de Veau (Thymus) 

Les peptides ont été replacés dans la séquence 

de la protéine par comparaison avec la séquence de I 'histone homologue de thymus 

de Veau établie par lWAl et col 1 ., (1970) (Tableau XII) 

La séquence en acides aminés de I'histone H 2 B est 

camctérisée par : 

- un résidu de proline en position N-terminale 

- un résidu de lysine en position C-terminale 

- la présence d'un centre basique : Lys - Lys - Arg - Lys - Lys (résidus 27 

à 31) situé dans la région N-terminale de la protéine 



-- - 

TABLEAU XII 

S t r u c t u r e  p r i m a i r e  de t ' h i s t o n e  H2B de thymus de  Rat 

r--- l F 6 a  7 8 l F 9  - 4 T-10 b- T-11- 
LYS-ASP-GLY-LYS-LYS-ARG-LYS-ARG-SER-ARG-LYS-GLU-SER-TYR-SER-VAL-TYR-VAL-TYR-LYS-VAL-UU-LYS- 

3 O 40 

( ILE-PHE-GLU) -ARG-ILE-ALA-GLY-GLU-UA-SER-ARG-LEU-=A- (HIS ) -TYR- ( M N )  -LYS-ARG-SER-THR-IU- 
70 80 

T - 1 9  m-T-20 - - T-2 1 D 

SER-GLU-GLY-THR-LYS-ALA-VAL-THR-LYS-TY R-THR-SER-SER-LYS (OH) 



- la présence d'une zone hydrophobe (résidus 31 à 102) où sont localisés , 
comme nous le verrons plus loin, les sites d'interaction histone - histone. 

- la prédominance de résidus basiques dans la région N-terminale (30 résidus) 

qui renferme 10 charges positives nettes. Cette région est la zone privilégiée 

d'interaction de l'histone avec le D N A. 

Dans la deuxibme partie de notre travail, nous 

avons déterminé les sites de phosphorylation -- in vitro de l'histone H 2 B de thymus 

de Rat, par une kinase extraife du pancréas de Rat. 

Pour localiser les sites de phosphorylation nous 

avons utilisé une méthodologie identique b celle qui nous a permis de déterminer 

la séquence en acides aminés de l'histone H 2 B : hydrolyse trypsique. sur chromo- 

beads P, repérage des fractions radioactives et séquence en acides aminés. 



C H A P I T R E  III ..................... 

DETERMINATION DES SITES DE PHOSPHORYLATION IN VITRO DE ................................................................ 
L'HISTONE H 2 B DE THYMUS DE RAT PAR UNE KINASE PANCREATIQUE 
--------------I-------------------------------------------------------- 

A) INTRODUCTION 

Le rôle des modifications chimiques auxquelles sont 

soumises les histones après leur synthèse, n'est pas encoredéfinitivement établi 

mais il semble qu'en modifiant la charge des histones, par I 'intermédiaire d'un 

mécanisme enzymatique, ces réactions puissent moduler les interactions histones 

- D N A et affecter ainsi la structure de la chromatine. 

L1imporiance attribuée à ces modifications nous a 

conduite à étudier lessites de phosphorylation in vitro de I 'histone H 2 B de -- 
thymus de Rat. 

Suivant le type d'enzyme utilisé, la capacité des 

histones à accepter le groupe phosphate pourra être m d f i é e  : 

- influence de l'enzyme utilisé : - - - - - - - - - - -  - - - - - - -  
Différents types de protéines-kinases catalysent 

la phosphorylation des résidus de sérine ou de thréonine dans les histones. 

Ces enzymes qui transferent le phosphate en 

position Y de 1 '  A T P sur la fonction alcool de la sérine ou éventuellement 

de la thréonine, sont stimulés ou non par l 'A M P cyclique. I l s  peuvent être 

activés aussi par le G M P cyclique. 

Les travaux de K U 0  et GREENGARD (1970) 

montrent que les protéines kinases dépendantes de l 'A M P cyclique ou du G M P 

cyclique utilisent les histones comme substrat plutôt que d'autres protéines telles 

que protamines, caséine, sérum albumine bovine.. . 



Les protéines kinases ont été isolées d'un grand 

nombre de tissus de Vertébrés, d ' Invertébrés et de Bactéries . 
II semble que l'origine et la nature de l'enzyme 

(dépendant ou indépendant de nucléotides cycliques) soient I 'une des causes 

des variations observées dans les sites de phosphorylation des protéines, in vitro. 

B) METHODES 

1) Phosphorylation -- in vitro de l'histone H 2 B de thymus de Rat par 

une kinase dépendante de l 'A M P cyclique, isoléedu pancréas de Rat (x) 

a) préparation de I'enzyme - ----------  --  
La préparation de l'enzyme a été décrite par 

CENATIEMPO et col 1. , (1 975). Nous en présentons les grandes 1 ignes . 
Le pancréas de Rat est homogénéisé dans une 

solution de sucrose 0.3 M contenant 6 m M de (3 mercaptoéthanol et 1 m M - - - 
de benzamidine . Aprbs centrifugation à 1 05 .O00 g pendant180 minutes, 50 p. 

cent de 1 'activité de 1 'enzyme est retrouvéedans le surnageant, I 'extraction du 

sédiment obtenu par une solution de NaCl 0.2 M contenant 0.2 M de bicar- - - 
bonate de sodium à pH 7.8 et 1 m M de benzamidine permet de retrouver toute - 
1 'activité de I 'enzyme. 

La sous-unité catalytique de la protéine kinase 

ainsi obtenue, dépendant de l 'A M P cyclique est purifiée en une seule étape 

par chromatographie sur D E A E cellulose. 

(x) La préparation de l'enzyme et la phosphorylation de l'histone H 2 B de 

thymus de Rat ont été réalisées par le Professeur MARCHIS-MOUREN et 

ses collaborateurs (Institut de Chimie Biologique , Université d1Aix- 

Marsei 1 le) . 
Nous les remercions vivement 



b) phosehorylation de I'histone H 2 B - -  -------------------  
L'histone H 2 B (1,5 M) est phosphorylée par - 

1 '  [ y  ? P] A T  P (4.10m4 M )  - , en présence d'une kinase extraitedu 

pancréas de Rat ( 1 OOy g) et d'A M P cyclique (1 0 M). La réaction est - 
effectuée à 30°C pendant 24 heures. 

2) hydrolyse trypsique et repérage des peptides marqués au 32 P 

L'hydrolyse trypsique a été effectuée dans un 

tampon Nméthylmorpholine 0.1 M, - de pH 8.0 : ce tampon a l'avantage d' 

être volatil . D'autre part, il évite la présence de quantité excessive d'ammo- 

niaque qui masque la séparation des peptides dans la zone d'élution des 

peptides de caractère acide lors du repérage à la ninhydrine, 
32 

21 mg de I'histone H 2 B marquér au P sont dissous dans 2,s ml de tampon 

Le rapport enzyme / substrat est de T / 50. La réaction est réalisée à 37OC 

pendant 150 minutes. L'arrêt de l'hydrolyse est obtenu en amenant le pH à 

2 .O par addition d'acide formique pur. 

Une électro~hromato~raphie est réalisée sur 

50p 1 de I'hydrolysat dans les conditions décrites dans le Chapitre IVMéthodes) 

Après séchage, la carte peptidique est soumise à 

une autoradiographie pendant 48 heures (film Kodirex, Kodak 45 x 45 cm), 

puis les peptides sont révélés par le réactif à la ninhydrine-cadmium 

Les peptides trypsiques de I 'hydrolysat sont séparés 

par chromatographie d'échange d'ions sur colonne de chromobeads P. Les fractions 

peptidiques sont repérées dans I'éluat par la réaction à la ninhydrine, à l'aide d'un 

autoanalyseur TECHNICON 
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La radioactivité est mesurée sur les tubes 

correspondant à chaque sommet de pic : 

0,5 ml de solution peptidique sont a joutés à 1 0 ml de solution de BRAY (x) 

Le mélgnge est passé au compteur à scintillation liquide "Nuclear Chicago" 

Les fractions peptidiques radioactives sont 

repérées et une carte peptidique suivie d'une autoradiographie est effectuée 

sur chacune d'entre el le. 

3) composition en acides aminés et détermination des sites de 

phosphorylation 

La composition en acides aminés des peptides est 

déterminée, après hydrolyse en milieu HCI 6 - N , pendant 24 heures b 11 O°C, 

en tubes scellés sous vide : ces conditions d'hydrolyse sont suffisantes pour 

obtenir une coupure complète des liaisons ester sérine - O - phosphate et 

thréonine - O - phosphate (BYLUND et HUANG , 1976) 

C) RESULTATS 

Nous présentons dans la Figure 9 la carte pepti- 

dique de I'hydrolysat trypsique de l'histone H 2 B phosphorylée de thymus de 

Rat. L'autoradiographie de cette carte révèle la présence de 4 taches radio- 

actives, correspondant aux peptides marqués. Trois de ces peptides ont un 

comportement neutre ; le quatrième, migrant presque au niveau de I 'arginine 

est de caractère basique. 
-. -- - - - -- ----- - - - 

(x) Liquide de scintillation : BRAY 

naphtalène 60 g 
PPO (1 ) 4 9 
POPOP (2) or2 
ethy1817~ 29 r d  
MAtli:i,~ol 1\00 ml 
Dioxanne Q .S. P 1 I 

(1 ) PPO 2, .5 diphenyloxazol 
(2) POPOP 2,2' - - phenylène - bis(5 - phenyloxazol) 



Carte peptidique de I'hydrolysat trypsique de 

I 'histone H 2 B phosphorylée de thymus de Rat. 

La chromatographie est réalisée pendant 18 

heures dans le  système : 

butanol - Pyridine - Acide acétique - Eau : 15 : 10 : 3 : 12 (v/v) 

L'électrophorèse est réalisée pendant 90 minutes 

sous 2200 volts dans le tampon : 

pyridine - acide acétique - eau : 1 : 10 : 289 (v/v) de pH 3.6 . L'acide 

aspartique, la tyrosine, I 'arginine sont déposés comme marqueurs de migration 

électrophorétique . 
Les peptides sont révélés par le réactif à la 

ninhydrine - cadmium. 

Les zones hachurées correspondent aux peptides 
32 

--- --- - - - - - 4 

marquésau P. ----- 





Dans les fractions peptidiques éluées de 

la colonne de Chromobeads P, nous avons détecté la présence de 5 pics radio- 

actifs au compteur à scintillation liquide. 

A I 'exception de ces fractions dont le volume 

d'élution de la résine Chromobeads P est forcément modifié par la présence d'un 

groupe phosphate, le diagramme d'élution des peptides trypsiques de I'histone 

H 2 B phosphorylée (Figure 1 0 - A) est semblable à celui obtenu avec les peptides 

trypsiques de l'histone H 2 B non phosphorylée (Figure 10 - B j -  

Pour ne pas surcharger la figure et faciliter 

la comparaison de ces deux diagrammes, nous avons représenté simplement les 

peptides dont le comportement chromatographique était différent. 

Les fractions 1, 2, 4, 7 et 8 sont radio- 

actives, (Figure 1 O - A). 

La carte peptidique suivie de I 'autoradio - 
graphie effectuée sur chaque pic radioactif nous a montré que chaque fraction 

contenait un seul peptide que nous avons localisé sur I'autoradiographie et sur 

la carte peptidique de I'hydrolysat trypsique global. 

La composition en acides aminés des 
32 

peptides trypsiques de I 'histone H 2 B de thymus de Rat marqués au P est 

donnée dans le Tableau XIII. 

Les peptides sont numérotés d'après leur 

position dans la séquence comme nous l'avons fait pour I'hydrolysat trypsique de 

I 'histone non phosphorylée . 
La fraction 1, fortement radioactive, 

correspond vraisemblablement a I 'excès de P] A T P ou à du phosphate 
32 

P. 

La fraction 2 correspond au peptide T - 16 

phosphorylé qui a pour séquence : 

P 
1 

P 
I 

Ser - Thr = Ile - Thr - Ser - Arg 





TABLEAU X l l l  ------------ 

Les résui ta ts sont exprimés en rapports molaires 

par rapport à la lysine ou à I'arginine. 

Les chiffres entre parenthèses correspondent au 

nombre de résidus arrondi à 1 'entier le plus proche. 

COMPOSITION EN ACIDES AMINES DES PEPTIDES ................................................. 
TRYPS IQUES MARQUES AU 32 P .............................. 

Thréonine 

Sérine 

Acide glutamique 

Val ine 

lsol eucine 

Tyrosine 

Lysine 

Arginine 

T - 8 a  

0.88 (1) 

0.95 (1) 

2.00 (2) 

T -16  

1.68 (2) 

2.01 (2) 

1 .O0 (1) 

1 .O0 (1) 

T - 9 a 

0.68 (1) 

1 .O0 (1) 

. 
T -10  

1.93 (2) 

1 -18' (1) 

1 .90 (2)) 

2.68 (3) 

1 .O0 (1) 



La ph~sphorylation de ce peptide n'est pas 

totale puisque dans la fraction 6, nous avons identifié le peptide T - 16 non 

phosphorylé . 
Ce peptide renferme 2 résidus de sérine . 
Après un cycle de degradation dlEdman 

qui libère le résidu de sérine en position N-terminale, 50 p. cent de la radio- 

activitéi du peptide initial a disparu. Les sérines 87 et 91 représentent donc 2 

s i  tes équivalents de phosphorylation . Nous avons cependant poursuivi les dégra - 
dations dlEdman jusqu'au Sème cycle, de façon à libérer le 2ème résidu de sérine 

Conformément à ce que nous attendions, la radioactivité mesurée après le 5ème 

l cycle de dégradation dlEdman s'est révélée nulle. 

I La radioactivité du peptide T - 16 repré- 

sente 7.5 p. cent de la radioactivité globale. Elle est répartie d'une façon 

équivalente entre la sérine 87 et la sérine 91 . 
Les fractions 3 et 5 correspondent respec- 

tivement à l'ammoniaque et à la lysine libre. La diminution du pic d'ammoniaque 

(Figure 1 O - A) est liée à l'emploi de tampon N-méthylmorpholine au lieu de 

tampon bicarbonate d'ammonium (Figure 10 - B-) pour l'hydrolyse de la protéine 

par la trypsine. 

1 La fraction 4 correspond au peptide T - 10 

i phosphorylé qui a pour séquence : 

P 
I 

Glu - Ser - Tyr - Ser - Val? Tyr - Val - Tyr - Lys 
35 43 

Après 2 cycles de dégradation d'Edman 

effectués sur ce peptide, toute la radioactivité a disparu . Nous pouvons donc 

déduire que seule la sérine 36 est phosphorylée. La radioactivité de ce site de 

phosphoryla tion représente 26,6 p. cent de la radioactivité totale. 



Dans I'hydrolysat trypsique de l'histone H 2 B 

non phosphorylée, nous avons obtenu, outre le peptide T - 10, un peptide 

T - 1 O a de structure : Lys-Glu-Ser-Tyr-Ser-Val-Tyr-Val-Tyr-Lys 

Ce peptide T - 10 a résultait d'une hydrolyse 

incomplète de la liaison Lys - Glu (34-35) par la trypsine. Cette hydrolyse in- 

complète probablement dûe à la présence d'acide glutamique au voisinage de la 

lysine (SAUTIERE et col1 ., 1974) n'a pas été observée au cours de l'hydrolyse 

trypsique de la protéine phosphorylée. 

La fraction 7 correspond au peptide T - 9 a : s i r  - Arg 
32 

La fraction 8 renferme uniquement le peptide T - 8 a dont la structure est la 

P 
I 

suivante : Lys - Arg - Ser - Arg 
3 O 33 

2 cycles de dégradation dlEdman suivis de 

l'identification des P T H amino-acides libérées nous ont permis d'établir la 

séquence de ce peptide . 
Ce peptide représente une séquence unique 

dans la séquence en acides aminés de I 'histone H 2 B 

La liaison peptidique Arg - Ser semble par- 

tiellement protegée de l'action de la trypsine par la présence du groupement 

phosphate sur le résidu de sérine. D'ailleurs, dans I'hydrolysat trypsique de 

I 'histone H 2 B non phosphorylée, nous n'avons pas retrouvé le peptide 

Lys - Arg - Ser - Arg n i  le peptide Ser - Arg ; par contre nous avons identifié 

les peptides Lys - Arg et Ser - Arg - Lys . 
Les peptides T - 8 a et T - 9 a renferment 

ensemble 65,8 p .  cent de la radioactivité totale. La sérine 32 apparart donc 

comme un site majeur de phosphorylation dans I 'histone H 2 B 

Nous avons présenté dans le  Tableau XIV les 

différents sites de phosphorylation, in vitrg que nous avons identifiés dans -- 
l'histone H 2 B de thymus de Rat. 



TABLEAU XIV 

SITES DE PHOSPHORYLATION DE L'HISTONE H 2 B DE THYMUS .............................................................. 
DE RAT 

- 

i 

Radioactivité 

65,8 p.100 

26.6 p .lm 

7.5 p.100 

Résidu 

Sérine 32 

Sérine 36 

Sérines 87 
et 91 

i 

Peptide 

T - 8 a 

T - 9 a  

T - 1 O 

T - 16 

Séquence 

P 
I 

Lys-Arg-Ser-Arg 

32 

P 
1 

Ser-Arg 

32 

P 
I 

Glu-Ser-Tyr-Ser-Va 1 -Tyr-Val -Tyr-Lys 

36 

P P 
L I 

Ser-Thr-lle-Thr-Ser-Arg 

87 91 



D) CONCLUS ION 

Les résultats que nous avons obtenus sur 

la phosphorylation de l'histone H 2 B de thymus de Rat associés aux résultats 

antérieurs d'autres auteurs, nous permettent de tirer quelques conclusions sur 

le mécanisme complexe de la phosphorylation : 

1) les sites de phosphorylation d'une histone sont différents suivant 

l'origine tissulaire ou d'espèce dela protéine kinase 

En utilisant une protéine kinase indépen- 

dante de I ' A M P cyclique, isolée des lymphocytes d'amygdale humain, 

FARAGO et col 1. , (1975) ont observé 4 peptides également phosphorylés dans 

I'hydrolysat trypsique de I'histone H 2 B de thymus de Veau. 

Avec une protéine kinase, dépench nte 

de l 'A M P cyclique et de même origine, on observe un seul site de phosphory- 

lation localisé dans le peptide : 

35 43 

Glu - Ser - Tyr - Ser - Val - Tyr - Val - Tyr - Lys 

La phosphorylation de I'histone H 2 B 

de thymus de Veau, en présence d'une kinase dépendante de l 'A M P cyclique 

isolée du cerveau de Porc, s'effectue au niveau des résidus de sérine 14 et 36 

(SHLYAPNIKOV et col1 ., 1975) 

Avec une kinase, dépendante de l 'A M P 

cyclique, isolée du Ver b soie, HASHIMOTO et col1 . (1 975) ont phosphorylé 

les résidus de sérine 32 et 36. 

En utilisant une kinase, dépendantede 

l 'A M P cyclique, isolée du pancréas de Rat (MANGEAT et col1 ., 1977), nous 

avons obtenu les mêmes résultats : nous avons retrouvé plus de 92 p. cent de la 

radioactivité totale sur ces 2 résidus. 
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La sérine 36 semble être un site commun 

de phosphorylation pour de nombreuses kinases: kinase de lymphocyte dlamygda le 

humain (FARAGO et col1 ., 1975) ; kinase de Ver b soie (HASHIMOTO et col1 . , 
1975); kinase de Cerveau de Porc (SHLYAPNIKOV e t  col1 .,1975) ; kinase de 

pancréas de Rat (MANGEAT et col1 ., 1977). 

Par contre, la phosphorylation des résidus 

de sérine en position 87 et 91 dans I'histone H 2 B, semble spécifique de la 

protéine kinase pancréatique de Rat de même que la phosphorylation du résidu 

de sérine 14 semble spécifique de la kinase de cerveau de Porc. 

La phosphorylation des résidus de sérine 

87 et 91 de l'histone H 2 B de thymus de Rat constitue des sites mineurs de phos- 

phorylation puisqu'ils ne représentent chacun que 4 p. cent de la radioactivité 

totale. 

2) Localisation des sites de phosphoryla tion 

Quel le que soit la protéine kinase utilisée, 

les sites de phosphorylation sont souvent situés dans descentres basiques. 

Généralement les résidus de sérine phospho- 

rylés par une protéine kinase dépendant de l 'A M P cyclique sont situés dans une 

séquence X - Y - Ser où X est la lysine ou l'arginine, Y pouvant être un résidu 

acide, basique ou neutre (SHLYAPNIKOV et col1 ., 1975). 

Ceci est particulièrement vérifié dans le 

cas de I'histone H 2 B de thymus de Rat (Tableau XV).Seul le résidu de sérine en 

position 91 n'est pas situé dans ce type de séquence. II est l ié  néanmoins par 

son extrêmité C-termina le à un résidu d'arginine . 
Selon SHLYAPNIKOV et col1 .,(1975), la 

spécificité réelle de la protéine kinase serait en fait probablement liée à I'environ- 

nement des résidus de sérine dans la structure secondaire de la molécule. 



TABLEAU XV 

ENVIRONNEMENT DES SITES DE PHOSPHORYLATION DANS .......................................................... 
LES HISTONES 

t 

k 

Histone H 1 

Histone H 5 

Histone H 2 B 

Histone H 2 A 

P 
I - Lys - Ala - Ser - 
3 7 

P 
I - Ser - Gly - Ser - 

106 

P 
- Thr - Glu - Gr - 

3 

P 
f - Val - Leu - Ser - 

7~ 
I - Lys - Arg - Ser - 

1 04 

P 
- Lys - Arg - Ser - 

32 

P 
- Lys - Glu - Ser - 

36 

P 
1 - Lys - Arg - Ser - 

87 

P 
I - Ile - Thr - Ser - 

91 

P 
N - Ac s L ~  - Gly - Arg - 

1 

P 
- Arg - Ser - ter - 

19 



Toutefois, dans I 'histone H 5, spécifique 

des réticulocytes et des érythrocytes nucléés, l'environnement des sites de 

pho~phor~lation ne répond pas de façon aussi nette à la séquence X - Y - Ser 

proposée par S HLYAPN IKOV puisque 2 s i  tes de phosphorylation sur 3 ne sont 

pas localisés près d'un résidu basique. 

Depuis les travaux de KLElNSMlTH et 

col1 ., (1966) et d'ORD et STOCKEN (1966) qui ont mis en évidence I'incor- 

poration de phosphate dans les histones, la phosphorylation de ces protéines 

a été étudiée dans de nombreux tissus et à des moments précis du cycle cellulaire. 

En particulier, I'histone H 1 semble être 

le  meilleur substrat pour les kinases : 

Deux sites de phosphorylation faisant 

intervenir des kinases spécifiques ont été déterminés dans I'histone H 1 de foie 

de Rat (LANGAN, 197l). Le premier site de ph~sphor~lation est localisé sur 

le résidu de sérine en position 37 : cette phosphorylation est stimulée par le 

glucagon et nécessite la présence d'A M P cyclique. Elle est limitée à 1 p. 

cent des molécules d'his bne H 1 . Cette phosphorylation limitée in vivo ne -- 
peut être expliquée pour l'instant, mais elle pourrait constituer une réponse 

sélective d'une fraction de la chromatine à une stimulation hormonale. 

Ce site de phosphorylation dans I'histone 

H 1 de foie de Rat n'est pas retrouvé dans toutes les sous-fractions de I'histone 

H 1 de thymus de Lapin où, dans la sous-fraction R T L - 3, un rdsjdu d'alanine 

remplace la sérine en position 37. 

L e  taux de phosphorylation des différentes 

sous-fractions de I'histone H l  sont donc liés b des modifications dans la structure 

primaire de cette protéine (LANGAN et col1 ., 1971 ) 

Le deuxième site de phosphorylation est 

localisé sur le résidu de sérine en position 106. La phosphorylation de la sérine 

106 s'effectue par l''intermédiaire d'une seconde kinase spécifique non activée 

par 1' A M P cyclique. 



Dans les cellules en division, (foie en 

régéneration, testicule de Truite, Ovaire d'Hamster de Chine, cellules Hela), 

jusqu'à 85 p. cent des mol6cules de H 1 sont phosphorylées en 1 à 4 sites. 

(LOUIE et DIXON, 1972 ; LAKE et SALZMAN, 1972 ; CHALKLEY et col1 ., 1973) 

Ces sites de phosphorylation sont 'distincts 

des résidus de sérine 37 et 106. La kinase associée à la croissance ce1 lulaire 

n'est pas activée par I ' A M P cyclique et elle phosphoryle les résidus de 

thréonine comme les résidus de sérine (LANGAN et HOHMANN, 1975). 

S i  la phosphorylation de sites spécifiques 

dans les cellules en division est associée à une structure particulière de la chro- 

matine, on peut s'attendre à ce que les sites de phosphorylation au cours de la 

mitose soient différents des sites de phosphorylation de la phase S : ceci expli- 

querait les mcdifications de structure de la chromatine au cours de ces 2 phases 

du cycle cellulaire et justifierait l'intérêt particulier apporté à la détermination 

des sites de phosphorylation de l'histone à des rnomerits donnés du cycle cellulaire. 

Parmi les 5 fractions d'histones, I'histone 

H 1 est incon.tasi-ablement la plus activement phosphorylée . L'identité de la 

seconde histone activement phosphorylée in vivo est l'objet de controverses : -- 
longtemps identifiée à l'histone H 2 B qui est un bon substrat pour les kinases 

in vitro il semble que in  vivo le taux de phosphorylation de I'histone H 2 A 
- 1  -- 
soit supérieur à celui de I 'histone H 2 B (GURLEY et WALTERS, 1973) : une 

contamination possible de ces histones par des protéines non-histones phospho- 

rylées pourrait être à l'origine de cette confusion. De plus, les histones H 2 A et 

H 2 B ont une migration voisine en électrophorèse en gel de polyacrylamide . 
La phosphorylation de I 'histone H 2 A, en diminuant la charge positive de la 

protéine, entrarne une migration plus lente de H 2 A qui colhcide alors avec 

la migration de I'histone H 2 B 

Pour cette raison, dans notre laboratoire, 

nous avons entrepris parallèlement la détermination i n  vitro des sites de phos- -- 
phorylation de l'histone H 2 B de thymus de Rat et de l'histone H 2 A -a( de 

chloroleucémie du Rat. 



D'autre part, I'histone H 2 A de chloro- 

leucémie du Rat présente un certain polymorphisme qui résulte de substitutions 

partielles au niveau des résidus 16 et 99. C'est ainsi que 80 p.cent des molécules 

d'histone H 2 A de chloroleucémie du Rat (LAINE et coll ., 1976) ont un 

résidu de sérine en position 16 tandis que les 20 p. cent restants ont un résidu 

de thréonine en cette position. Compte tenu des variations déjà observées 

dans la phosphorylation des sous-fractions de I'histone H 1, il nous a paru in- 

téressant d'étudier les sites de phosphorylation de cette histone afin de déter- 

miner s i  le polymorphisme de I'histone H 2 A au niveau du résidu 16, ne 

constitue pas un site potentiel d'action des kinases. 

Les résultats que nous avons obtenus sont 

en accord avec les travaux de SHLYAPNIKOV et coll ., (1975) qui identifient 

la sérine 19 comme un site de phosphorylation dans I'histone H 2 A de thymus de 

Veau. Un deuxième site de phosphorylation dans I'histone H 2 A -d de chloro- 

leucémie du Rat a été identifié sur la sérine N-terminale de la protéine. Ce site 

de phosphorylation a déjà été signalé par LOU lE (1 973)dans I 'histone H 2 A 

de Truite. 

La détermination des sites de phosphorylation 

des histones H 2 B et H 2 A par une kinase isolée du pancréas de Rat, nous permet 

de dire que l'histone H 2 B est plus activement phosphorylée, --, in vitro q ue l'histone 

H 2 A : 4 sites de phosphorylation ont été déterminés dans I'histone H 2 B de thymus 

de Rat en position 32, 36, 87 et 91 alors que I'histone H 2 A de chloroleucémie 

du Rat est phosphorylée sur les résidus de sérine 1 et 19. 

Ces sites sont localisés dans des séquences 

riches en résidus basiques qui interagissent avec le D NA mais ces études ont été 

réalisées sur des histones isolées et nous envisageons d'étudier l'action de la kinase 

de pancréas de Rat sur le complexe que forment les histones H 2 A et H 2 Br puis 

sur le nucléosome reconstitué afin de savoir s i  la structure de la chromatine ne 

rend pas inaccessible aux kinases certains de ces sites. 



3)  influence de la pho~phor~lation sur la liaison histones-D N A 

Comme un paradoxe de la constance de 

la structure primaire des histones au cours de I'évolution, ces protéines sont 

parmi celles qui présentent la plus grande variété de modifications post-syn- 

thétiques . 
Les sites de modifications (acétylation, 

phosphor~la tion, méth~lation) sont généralement localisés dans les régions 

basiques N-terminales des histones H 2 A, H 2 Br H 3 et H 4 .  

Dans l'histone H 1, les sites de phospho- 

rylation sont localisés dans la région C-terminale où s'accumulent la plupart 

des résidus basiques de la protéine. Ces régions riches en acides aminés basiques 

sont le siège des liaisons ioniques entre le groupe € - aminé de la lysine ou le 

groupe guanidyle de I'arginine et les groupes phosphate du D N A. 

L'apport de charges négatives, par la 

phosphorylation, dans ces régions basiques liées au D N A, entraîne une 

certaine répulsion entre histones et D N A. 

La coexistence, sur des résidus adjacents 

de sites de méthylation qui augmentent la charge cationique des histones et de 

sites de phosphorylation ou d'acétylation qui la diminuent, a été rapportée par 

DE UNGE et col l ., (1 972) dans les histones H3 et H 4 de thymus de Veau. 

Alors que I'acétylation et la phosphory- 

lation sont des réactions réversibles qui apparaissent essentiellement au cours de 

la phase S du cycle cellulaire, la méthylation semble irréversible (BYVOET et 

col1 ., 1972) et a lieu plus tardivement au cours du cycle cellulaire (SEDWICK 

et col1 ., 1972) 

Ces mod ilfications chimiques entraînent des 

modifications de structure de la protéine qui peuvent affecter son affinité pour 

le D N A et l'empêcher de remplir sa fonction dans le maintien de la structure 

condensée du D N A 



C O N C L U S I O N  ------------------- 

Les difficultés rencontrées pour préparer 1 'histone 

H 2 B à l'état pur ont longtemps constitué un facteur limitant les études structura- 

les comparatives, alors que pour les histones riches en arginine H 2 A, H 3 et H 4, 

ces études ont été particulièrement développées. 

Ces difficultés peuvent s'expliquer par l'existence 

d'un complexe équimolé culaire que forme I'histone H 2 B avec I'histone H 2 A. 

Ce complexe, mis en 6vidence pour la première fois 

à Lille, par SKANDRANI et col1 ., (1972) a été observé également par KELLEY 

(1 973) et par D'ANNA et ISENBERG (1974). 

La fraction F 2 b de JOHNS qui constitue le 

matériel de ddpart pour l'isolement de I'histone H 2 BI est très hétérogène,les 

ttontaminants de I'histone H 2 B étant I'histone H 2 A, I'histone H 3 et des 

protéines non-histones acido~olubles . 
Les méthodes chromatographiques que nous avons 

utilisées (gel filtration, échangeur d'ions) ne nous ont pas permis d'éliminer 

totalement I'histone H 2 A. 

Pour cette raison, nous avons mis au point une 

méthode d'électrophorèse prépara tive en gel de pol yacrylam ide qui nous a permis 

d'isoler 1 'histone H 2 B en une seule étape dans un état de pureté très satisfaisant. 

Nous avons caractérisé I'histone H 2 B de Rat par 

son cornpottement électrophorétique en gel de polyacrylamide qui est identique à 

celui de I'histone H 2 B de thymus de Veau, mais le comportement électrophorétique 

ne constitue pas à lui seul un critère suffisant d'analogie entre 2 protéines. 



D'ail leurs, en nous référant aux travaux effectués 

dans notre laboratoire, I'histone H 2 A de chloroleucémie du Rat a une mobilité 

électrophorétique identique à celle de I'histone homologue de thymus de Veau. 

Sa composition en acides aminés ainsi que sa structure primaire sont voisines de 

celles de I'histone H 2 A de Veau. Toutefois, un certain polymorphisme qui se 

traduit par la présence de 3 histones H 2 A a été mis en évidence par LAINE et 

col1 ., (1976). Ce polymorphisme résulte de substitutions partielles au niveau du 

résidu de sérine en position 16 (Ser c-, Thr) et du résidu de lysine en position 

99 ( L y s w  Arg) 
t 

Ces différences n'apparaissent n i  en électropho- 

rèse, n i  dans la composition en acides aminés. 

Seule la détermination de la séquence en acides 

aminés a révélé ces substitutions. 

C'est pourqu~i~bien que les histones H 2 B du Rat 

aient une composition en acides aminés assez voisine de celle de I'histone H 2 B 

de thymus de Veau, nous avons recherché s i  ces histones ne présentaient pas éga- 

lement certaines modifications dans leur séquence en acides aminés ; nous avons 

donc entrepris l'étude de leur structure primaire. 

Les résultats que nous avons obtenus montrent une 

parfaite identité de séquence de I'histone H 2 B de Rat et de I'histone H 2 B de Veau 

Des travaux similaires ont été réalisés sur I'histone 

H 2 B de Truite (KOOTSTRA et BAILEY, 1976), sur I'histone H 2 B d'Oursin 

Parechinus Angulosus (STRICKLAND, 1976) et sur I'histone H 2 B de Pois (JOHNSON, 

communication personnelle). 

Nous avons rassemblé dans le Tableau XVI, la 

composition en acides aminés de ces histones H 2 B par comparaison avec I'histone 

homologue de thymus de Veau. 



(x) Les résultats présentés dans ce tableau ont été déterminés par : 

- lWAl et col1 . (1970) H 2 B de thymus de Veau 

- KOOTSTRA et BAILEY (1976) H 2 B de testicules de Truite 

- WOUTERS-TYROU et col1 . (1977) : mélange des 2 sous-fractions de 

l'histone H 2 B de gonades d'Ourdin Psammechinus Miliaris (P.M.) 

- STRICKLAND (comm~nicat;~n penonnelle) : Histones H 2 B - 1 et 

H 2 B - 2 de gonades d'Oursin Parechinus Angulosus (P.A .) 

- JOHNSON (communication personnelle) : Histone H 2 B de Pois 



TABLEAU XVI  

COMPOSITION E N  ACIDES AMINES DE L'HISTONE H 2 B lx )  ........................................................ 
(en nombre de r6sidus par molécule d'histone) 



S i  I'histone H 2 B de Truite ne présente pas de 

modification profonde par rapport à ce1 le de I 'histone hcmologue de thymus de 

Veau, les histones H 2 B - 1 et H 2 B - 2 de l'Oursin Parechinus Angulosus 

(STRICKLAND, 1976),de I 'Oursin Psammechinus Miliaris (WOUTERS-TYROU, 

1977) et du Pois (JOHNSON, communication personnelle) s'en différencient 

par leur poids moléculaire plus élevé (16.000 daltons environ au lieu de 13.700 

pour I'histone H 2 B de thymus de Veau. 

L'histone H 2 B de Pois est particulièrement riche 

en lysine (29 résidus), ce qui lui  confère un rapport Lysine/Arginine de 4.83. 

E l  le  est également riche en alanine (1 6 résidus) et en résidus acides, surtout en 

acide glutamique (1 5 résidus) ; par contre le taux de sérine est moins élevé que 

dans I'histone H 2 B de thymus de Veau. 

Les histones H 2 B - 1 et H 2 B - 2 de I'Oursin 

Parechinus Angulosus sont riches en arginine (21 et 25 résidus, respectivement), 

ce qui leur confère un rapport Lysine/Arginine inférieur b I 'unité, caractéristique 

des histones riches en arginine. Elles sont également riches en glycine. 

Toutefois, elles gardent la nomenclature H 2 B 

en raison de plusieurs critères : 

- Les histones H 2 B - 1 et H 2 B - 2 d'Oursin ont la solubilité de I 'histone 

H 2 B de thymus de Veau : elles sont préparées par la méthode d'extraction 

sélective de JOHNS (1 967) 

- les histones H 2 B - 1 et H 2 B - 2 sont riches en sérine. 

- comme I'histone H 2 B de thymus de Veau, elles possèdent un résidu de 

proline en position Nterminale . 

Les différences dans la composition en acides 

aminés des histones H 2 B isolées de plusieurs espèces apparaissent de façon plus 

nette lors de la détermination de la séquence en acides aminés de ces protéines 

(Tableaux X V l l  et XVIII) 



Veau 

TABLEAU X V l l  -------------- SEQUENCES N-TERMINALES DES HlSTO NES H 2 B ................................................ 

5 
Truite Pro- -Glu- -Pro-Ala-Lys-Ser-Ala -Pro- -Lys- 

5 1 O 15 2 0  
Oursin H 2 B - 1 Pro-Ser-~In-Lys-Ser-Pro-Thr-L~s-Ar~-Ser-Pro-Thr-L~s-Ar~-Ser-Pro-Thr-Lys-Arg-Ser 

5 10 15 
H 2 B - 2  Pro- - -Arg-Ser-Pro-Ala-Lys-Thr-Ser-Pro-Arg-Lys-Gly-Ser-Pro-Arg-Lys-GIy-Ser- 

15 
Veau -Lys-Gl y-Ser-Lys-Lys-Ala - 

Truite 

25 30 35 
Oursin H 2 B - 1 Pro-Gln-Lys-GIy-GIy- -Lys-Gly-Gly-Lys-Gly-Ala-Lys-Arg-Gly-Gly-Lys-Ala- 
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Chez I 'Oursin comme chez la Truite, les modi- 

fications de structure sont essentiel lement localisées dans la région N-terminale 

de la protéine (Tableau XVII), la partie C-terminale étant plus généralement 

le siège des modifications de caractère conservatif (Tableau XVIII). Pour ne pas 

surcharger ce tableau, nous avons fait figurer uniquement les substitutions dans 

la séquence par comparaison avec la séquence de I 'histone homologue de thymus 

de Veau. 

Comme le laissaitprévoir la composition en acides 

aminés, I'histone H 2 B de Truite est peu modifiée par rapport à I'histone H 2 B 

de Veau. Elle est essentiellement caractérisée par la déletion de I'enchainement 

Ala - Pro dans la région N-terminale . 

C t e ~  l'Oursin, les histones H 2 B - 1 et H 2 B - 2 

ne présentent, dans leur région N-termina le (résidus 1 à 34), qu'une analogie 

lointaine avec I'histone homologue de thymus de Veau (Tableau XVII) : 

On y rencontre desséquences répétitives (Tableau XIX) et des multiple.fs, 

arginine caractéristiques (Tableau XVII) : 

C'est ainsi Que dans I'histone H 2 B - 1, du résidu 5 au rédisu 19, on trouve 

3 fois la séquence : 

Ser - Pro - Thr - Lys - Arg 

De la meme -faSon dans I ' histone H 2 B - 2, on trouve une certaine répétition de 

séquences homologues : 

Ser - Pro - Arg - Lys - Gly 

Les multiplets arginine (résidus 40 à 42 et 48 à 

53 pour H 2 B - 1 ; résidus 39 à 43 et 47 à 52 pour H 2 B - 2) ne sont pas sans 

évoquer une des caractéristiques structurales des protamines. La présence de ces 

multiplets arginine dans les histones H 2 B dusperme d'Oursin doit-elle être 

liée à l'origine de ces histones ou n'est-elle qu'une caractéristique bien particulière 

des histones H 2 B dans les organismes primitifs ? La réponse à ces questions ne 

pourra être apportée que par I 'étude de I 'histone H 2 B isolée de I 'embryon d'Oursin . 



TABLEAU XIX -------------- 

1 9 
Pro - Ser - Gln - Lys - Ser - Pro - Thr - Lys - Arg 

14 
- Ser - Pro - Thr ,-LYS - Arg 

19 - Ser - Pro - Thr - Lys - Arg 

24 
- Ser - Pro - Gln - Lys - Gly - Gly - Lys - Gly 

- Gly - Lys - Ser - Ala - 
- Lys - Arg - Gly - 

3 7 
- Gly - Lys - Ala 

1 7 
Pro - Arg - Ser - Pro - - Ala - Lys - Thr 

12 
- Ser - Pro - - Arg - ~~s - GIy 

17 
- Ser - Pro - - Arg - Lys - Gly 

23 
- Ser - Pro - Ser - Arg - Lys - Ala - 

28 
- Ser - Pro - -Lys -Arg  - Gly - ,Gly -Lys - Gly 

- Ala - Lys - Ser - Ala - 
- Gly -Lys - Gly - 

41 
- Gly - Lys - Gly 

Séquences répétitives dans la région N-terminale des histones H 2 B - 1 et 

H 2 B - 2 d'Oursin Parechinus angulosus . l 



Dans la partie N-terminale des histones H 2 B - 1 

et H 2 B - 2 d'Oursin, on rencontre également une séquence homologue commune 

aux histones riches en arginine H 2 A et H 4 (Tableau XX). 

Les analogies structurales observées entre les 

histones H 2 B d'oursin d'une part, et les histones H 2 B, H 2 A,  H 4 et les pro- 

tamines d'autre part, ne permettent pas de conclure comme l'ont fait STRICKLAND 

et col1 ., (1974) que les histones H 2 B d'Oursin constituent une étape intermédiaire 

entre les histones riches en lysine et les histones riches en arginine . 

S i  nous comparons les résultats obtenus par lWAl 

sur I'histone H '  2 B de thymus de Veau avec les résultats de KOOTSTRA et BAILEY 

sur I'histone H 2 B de Truite et STRICKLAND et coll. sur les histones H 2 B d'Oursin, 

nous remarquons que les modifications les plus nombreuses et les plus importantes 

sont localisées dans la région basique non structurée N-terminale qui est le siège 

d'interactions ioniques avec los groupements phosphates du D N A. 

L'étude de la séquence en acides aminés permet 

de mettre en évidence dans I'histone H 2 B, comme dans les autres histones H 1, 

H2 A, , H 3 et H 4, une certaine asymétrie dans la distribution des_résidus . 
L'existence de centres basiques est localisée, pour les histones H 2 A, H 2 B, H 3 

et H 4 b I'extrêmité N-terminale de la protéine. Ces régions renferment aussi une 

grande proportion de proline, sérine et glycine qui favorisent une structure étalée 

de la chaîne. 

Les régions centrales et C-terminales des histones 

H 2 A, H 2 B, H 3 et H 4 renferment une forte proportion de résidus apolaires. Ces 

régions particul ibrement structurées (hé1 ices d , feuillets f ) sont relativement 

stables au cours de l'évolution des espèces. Elles sont le sibge des interactions 

histone - histone. D'ANNA et ISENBERG (1 974) ont observé, par des méthodes 

physico-chimiques, I 'existence d'interactions fortes et hautement spécifiques 

entre les histones H 2 A - H 2 B, H 2 B - H 4 et H 3 - H 4. La formation de ces 

complexes est accompagnée d'une augmentation de structure en hélice G( . 



H 2 B - 1 Oursin (P.A .) 

H 2 B -2 Oursin (P.A.) 

H 2 A Oursin (P.M.) 

H 4 Oursin (P .M .) 

Homologie de séquence entre les histones H 2 B - 1 et H 2 B - 2 de l'Oursin 

Parechinus Angulosus (P .A .) et les histones H 2 A et H 4 de I 'Oursin Psammechinus 

miliaris. (P .M .) 

26 32 

Lys - Gly - Gly- Lys -'Gly - Ala - Lys 

27 33 
Arg - Gly - Gly - Lys - Gly - Ala - Lys 

36 40 

Gly - Lys - Gly - Gly - Lys 

3 8 
Arg - Gly - Lys - Gly - Ala - Lys 

3 8 
Arg - Gly -Lys - Gly - Gly - Lys 



Plus récemment, MARTINSON et  col1 . (1 976) 

ont montré que la formation de "pontages" entre histones était hautement sélective : 

ainsi le  traitement de la chromatine par le tétranitrométhane (T N M) induit la 

formation de dimères H 2 B - H 4 où les 2 histones sont liées par I'intermédiaire de 

résidus de tyrosine (MARTINSON et Mc  CARTHY, 1976) situés dans la partie 

C -terminale de chacune des 2 histones. Par contre, l e  traitement de la chromatine 

par irradiation ultra-violette induit la formation de complexe H 2 A - H 2 B : la 

liaison s'effectue par I'intermédiaire du résidu de phénylalanine 25 de I'histone 

H 2 A et du résidu de tyrosine 40 de I'histone H 2 B ; ces 2 résidus sont situés 

dans les zones structurées des histones H 2 A et H 2 B (Figures 11 et 12, FASMAN 

et col1 ., 1976), zones qui participent aux interactions histone - histone. Par contre, 

les sites d'interactions des histones H 4 et H 2 B sont localisés dans la partie C- 

terminale . La mise en évidence d'un trimère H 2 A - H 2 B - H 4 après traitement 

de la chromatine simultanément par les U V et par le  T N M serait en faveur de 

l'existence, dans I'histone H 2 B de 2 sites différents d'interaction histone -histone. 

Ces études menées par MARTINSON et M c  CARTHY 

(1 976) viennent confirmer les résultats obtenus par D'ANNA et ISENBERG (1 974) 

selon lesquels les histones possèdent au moins 2 sites distincts et spécifiques d'inter- 
I 

action avec les autres histones, et en particulier I'histone H 2 B serait complexée 

de façon spécifique et simultanée avec les histones H 2 A et H 4. i 



Figure 1 1  

Prédiction de la structure secondaire de I'histone H 2 A (FASMAN et ~011.1976) 

Les résidus sont représentés en hé1 ice (4, feuillets 9 (A) et non structurés- 

Figure 12 

Prédiction de la structure secondaire de I'histone H 2 B (FASMAN et ~011.1976) 



Les études que nous avons menées sur I 'histone 

H 2 B de Rat (thymus et chloroleucémie) nous ont permis : 

- de mettre au point une méthode simple d'isolement de I 'histone H 2 B 

(électrophorèse préparative en gel de polyacrylamide) 

- de rechercher d'éventuelle modification dans la structure primaire 

d'histones riches en lysine isolées de tissu sain et de tissu cancéreux. 

- de mettre au point une méthodologie adaptée à la détermination de 

la séquence en acides aminés de I 'histone H 2 B 

- de déterminer les sites de phosphorylation in  vitro de cette histone par une -- 
kinase isolée du pancréas de Rat et dépendant de l 'A M P cyclique : ce travail 

s'inscrit dans un ensemble de recherches, entreprises récemment au laboratoire avec 

la collaboration de Monsieur le Professeur MARCH IS-MOUREN de I 'Université 

d'Aix-Marseil le. 

Nous pensons dans un proche avenir étendre 

ces études à la phosphorylation des complexes d'histones (H 2 A - H 2 B , 
H 4 - H 2 B, H 3 - H 4) ainsi qu'à la ph~sphor~lat ion du nucléosome reconstitué 

afin de déterminer s i  I 'association des histones ne modifie pas leur accessibilité 

à l'action des kinases. 
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