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Dans les c e l l u l e s  des Eucaryotes,  le  DNA se trouve asso- 
cié àr un grand nombre de p r o t é i n e s  a i n s i  qu'a une f a i b l e  quan- 

t i t é  de RNA en un ensemble complexe appelé  CHROMATINE. S i  le 

DNA c o n t i e n t  t o u t e s  les informat ions  n é c e s s a i r e s  a l a  v i e  d 'un 

organisme, les p r o t é i n e s  jouent  pour l e u r  p a r t  un r 6 l e  e s s e n t i e l  

en  maintenant l a  s t r u c t u r e  de ce  DNA e t  en c o n t r 6 l a n t  l ' expres -  

s i o n  des gènes. Le c o n t r e l e  de  l ' a c t i v i t é  des génes est  essen- 

t i e l  pour des  processus  a u s s i  fondamentaux que l a  d i £  £ é renc ia -  I 
t i o n  ou pour des  processus anormaux t e l s  que le  cancer.  I 

, 
Un groupe de p r o t é i n e s  chromosomales joue un r61e p a r t i -  

cu l iè rement  impor tant  dans l a  s t r u c t u r e  du m a t é r i e l  génét ique  : 

ce s o n t  les HISTONES- Ces p r o t é i n e s  o rgan i sen t  le DNA e n  p a r t i -  

c u l e s  fondamentales communes 2l t o u t e s  les chromatines e t  appe- 

l é e s  NUCLEOSOMES, La s t r u c t u r e  nucléosornale est  maintenue à l a  1 
f o i s  p a r  des  i n t e r a c t i o n s  du DNA avec les h i s t o n e s  mais s u r t o u t  

p a r  des i n t e r a c t i o n s  e n t r e  les h i s t o n e s  elles-mémes. I l  appa- 

,raTt donc i n t é r e s s a n t  .de p r é c i s e r  l a  n a t u r e  e t  l e  s i te  des in-, 

t e r a c t i o n s  h i s tone-h i s tu t l e  a f i n  de connar t re  les mécanismes 

, impl iqués  dans les v a r i a t i o n s  s t r u c t u r a l e s  de l a  chromatine, 

q u i  accompagnent les ph6nornSnes de r e g u l a t i o n .  

Grace l a  connaissance p a r f a i t e  de  l e u r  s t r u c t u r e  p r i -  

maire, les h i s t o n e s  c o n s t i t u e n t  e n  o u t r e  un m a t d r i e l  p a r t i c u -  

l i 8 r e m n t  i n t t i r e s s a n t  pour l f 6 t u d e  p l u s  gGnérale des i n t e r a c -  

t i o n s  p ro té ine -p ra té ina .  

C ' e s t  dans cette double p e r s p e c t i v e ,  biologique e t  physico-, 

chimique, que nous avons abordé l ' é t u d e  des  i n t e r a c t i o n s  h i s t c -  

ne-histone.  

Deux techniques de biophysique o n t  é t é  u t i l i s é e s  : le d i -  

chrorsme c i r c u l a i  re e t l a  spec t roscop ie  d i f f é r e n t i e l l e .  C e s  deux 
méthodes complémentaires pe rmet t en t  d ' o b t e n i r  des  renseignements 

s u r  l a  conformation des  h i s t o n e s  p r i s e s  indiv iduel lement  e t  s u r  

les changements de conformation i n t e r v e n a n t  l o r s  de l 'assemblage 
des  h i s t o n e s .  Les Gtudes de dichroïsme c i r c u l a i r e  on t  é t é  e f f e c -  

t u é e s  p l u s  p a r t i c u l i è r e m e n t  s u r  des  complexes H2A-H2B formés a 
p a r t i r  d ' h i s t o n e s  provenant d 'une même espèce ou d 'espèces d i f -  

f é r e n t e s ,  a f i n  d ' é t u d i e r  une é v e n t u e l l e  s p é c i f j  z i t é  d ' i n t e r a c -  
tion &s hiskcmes entra eP1es. 
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CHAPITRE 1 

ORGANISATION GENERALE DE LA CHROMATINE 

Dans l a  c h r o m a t i n e ,  le  DNA e s t  a s s o c i é  à d e s  p r o t é i n e s  

q u e  l ' o n  p e u t  c l a s s e r  e n  deux g r o u p e s  : les HISTONES, p o u r  les- 

q u e l l e s  l e  r a p p o r t  histones/DLVA es t  g é n é r a l e m e n t  p r o c h e  d e  1 

e t  les PROTEINES NON HISTONES ou NHP q u i  e x i s t e n t  e n  q u a n t i t é  

beaucoup p l u s  v a r i a b l e  e t  p o u r  l e s q u e l l e s  l e  r a p p o r t  NHP/DNA 

est compris  e n t r e  0 , 5  e t  1 , 5  s e l o n  l e  t i s s u  ou l ' e s p è c e  c o n s i -  

d é r é  ( 3 9 ) .  

La compos i t ion  g l o b a l e  d e  l a  c h r o m a t i n e  de  thymus de  Veau 

est  r a p p e l é e  c i - d e s s o u s  (126) : 

DNA ( 3 9 % )  

/ 
HISTONES ( 39 % )  

CHROMATINE ---j PROTEINES 

\ NHP ( 1 9 , 5 % )  

RNA ( 2 , 5 % )  

Les HISTONES se d i s t i n g u e n t  n e t t e m e n t  d e s  a u t r e s  p r o t é i -  

n e s  chromoso~nales  : 

- el les  s o n t  f o r t e m e n t  b a s i q u e s  ( 3 0  p.100 des r é s i d u s  

s o n t  des l y s i n e s  ou des a r g i n i n e s )  . 
- e l les  e x i s t e n t  e n  g r a n d e  q u a n t i t é .  Le r a p p o r t  h i s t o n e s /  

DNA es t  g é n é r a l e m e n t  c o n s t a n t .  D e s  é t u d e s  r i g o u r e u s e s  o n t  mon- 

t r é  t o u t e f o i s  q u e  dans  des cas p a r t i c u l i e r s  ce r a p p o r t  p o u v a i t  

var ier  c o n s i d é r a b l e m e n t  (55 ,89,144)  . 11 p e u t  a i n s i  a t t e i n d r e  

l a  v a l e u r  d e  3 dans  des sys tèmes  g é n é t i q u e m e n t  dormants  t e l s  

q u e  les g r a i n e s  (55)  o u  les c e l l u l e s  complbtement  d i f f e r e n c i é e s  

( 8 9 )  



- el les  se r é p a r t i s s e n t  e n  c i n q  classes : Hl, HîA, HSB, 

H 3  e t  H4.  E l l e s  e x i s t e n t  s a u f  Hl, e n  q u a n t i t é  3 p e u  p r è s  é q u i -  

m o l é c u l a i r e  (2,98) . Les  é r y t h r o c y t e s  nucleses d e s  o i s e a u x ,  des 

p o i s s o n s ,  des r e p t i l e s  e t  d e s  b a t r a c i e n s  r e n f e r m e n t  e n  o u t r e  

une  h i s t o n e  p a r t i c u l i è r e  : l ' h i s t o n e  H 5 ,  q u i  p r e s e n t e  d e s  Ca-  

r a c t é r i s t i q u e s  p r o c h e s  d e  celles d e  l ' h i s t o n e  H l .  

Le  r61e d e s  h i s t o n e s  dans  l a  c h r o m a t i n e  e s t  e s s e n t i e l .  - 

Les  h i s t o n e s  s o n t  des p r o t é i n e s  de s t r u c t u r e  q u i  m a i n t i e n n e n t  

l e  DNA d a n s  une conformat ion  d é t e r m i n é e .  E l l e s  n e  p r é s e n t e n t  

apparemment aucune s p é c i f ~ c i t é  v i s - a - v i s  d ' u n e  séquence  nuc léo-  

t i d i q u e  donnee ( 9 0 , 1 0 7 ) .  Il a p p a r a î t  t o u t e f o i s  d e  p l u s  e n  p l u s  

que l e u r  rdle dans  l a  chromat ine  n ' e s t  p a s  e n t i è r e m e n t  p a s s i f .  

Les  c a r a c t é r i s t i q u e s  d e s  d i f f é r e n t e s  h i s t o n e s  e t  ce que  l ' o n  

c o n n a î t  de l e u r  o r g a n i s a t i o n  e t  de l e u r  r61e d a n s  l a  ch romat i -  

n e  s o n t  p r é s e n t é s  dans  l e  c h a p i t r e  s u i v a n t .  

Les a u t r e s  p r o t é i n e s  chromosomales,  les PROTEINES NON 

HISTONES, fo rment  un g roupe  beaucoup p l u s  h é t e r o g è n e .  On e n  a 

dénombré e n v i r o n  150 q u i  v a r i e n t  s e l o n  l e  t i s s u  o u  l ' e s p a c e  

CO , s i d é r é .  Un g r a n d  nombre d ' e n t r e  e l les  n ' e x i s t e  q u ' e n  très 

p e t i t e  q u a n t i t é  e t  p e n d a n t  longtemps,  ces p r o t é i n e s  s o n t  res- 

tées p e u  é t u d i é e s .  

P l u s i e u r s  s o n t  c e p e n d a n t  connues.  C e r t a i n e s  p o s s è d e n t  

une a c t i v i t é  b i o l o g i q u e  : ce s o n t  des enzymes a g i s s a n t  s u r  l e  

DNA ( p o l y m é r a s e s ,  e n d o n u c l é a s e s ,  d é r o u l a s e s .  . .) o u  s u r  les 

p r o t é i n e s  ( a c é t y l a s e s ,  k i n a s e s ,  m é t h y l a s e s )  . D e s  r é c e p t e u r s  

d 'hormones t n y r o ï d i e n n e s  ( 6 8 )  a i n s i  que d 'hormones  s t é r o ï d e s  

( 2 9 )  o n t  éga lement  é té  i a e n t i f i é s  dans  l a  c h r o m a t i n e .  

D o  a u t r e s  p r o  t é i n e s  non h i s t o n e s  p a r t i c i p e n t  à 1 ' o r g a n i -  

s a t i o n  de l a  s t r u c t u r e  de  l a  chromat ine .  D e s  p r o t é i n e s  c o n t r a c -  

t i l e s  tel les que l ' a c t i n e ,  l a  myosine,  l a  t ropomyosine  e t  l a  

t u ü u l i n e  (35)  o n t  Été  m i s e s  e n  é v i d e n c e .  On a  pu é g a l e m e n t  

c o n s t a t e r  que  c e r t a i n e s  NHP é t a i e n t  c a p a l e s  d e  se l i e r  a u  DNA; 

les unes p o u r  l e  d e s t a b i l i s e r  (30)  , ce ' qu i  - c o n s c i - t u e r a i t  une 

é t a p e  p r é a l a b l e  à s o n  e x p r e s s i o n ,  les  a u t r e s  a u  c o n t r a i r e  p o u r  



le  s t a b i l i s e r  ( 1 5 8 ) .  L e s  p r o t é i n e s  de  t ype  HMG (n ign  m o b i l i t y  

group)  t o n t  p a r t i e  de  ce d e r n i e r  groupe.  c h e z  les Mammifères, 

il e x i s t e  q u a t r e  p r o t é i n e s  HMG majeures  : HMG-1, HMG-2, HMG-14 

e t  HMG-17. D e s  p r o t é i n e s  comparables  o n t  e t é  i s o ~ é e s  chez  l a  

t r u i t e .  E l l e s  s t a b i l i s e n t  l a  double  h é l i c e  du  UNA v i s - 3 - v i s  de 

l a  d é n a t u r a t i o n  the rmique  ( 1 5 8 ) .  Les HMG-1 e t  2 i n t e r a g i s s e n t  

de  p l u s  a v e c  l ' h i s t o n e  H l  (123 ,159) .  

Un d e s  b u t s  de l a  b i o l o g i e  e s t  de comprendre comment 

t o u s  ces c o n s t i t u a n t s  s ' o r g a n i s e n t  e n  un ensemble f o n c t i o n n e l .  

L a  découve r t e  d ' u n e  u n i t é  de  r é p é t i t i o n  p u i s  l a  m i s e  e n  év iden-  

ce du  nucléosome a c o n s t i t u é  une é t a p e  i m p o r t a n t e  da 3 l ' é l u c i -  

d a t i o n  de l a  s t r u c t u r e  de  l a  chromat ine .  

1 - 1 EXISTENCE D ' U N E  UNITE DE REPETITION 

1 - 1 - 1 Les p r e m i e r s  arguments 

L e s  p r e m i e r s  arguments e n  r a v e u r  d ' u n e  u n i t e  de  r g p é t i -  

t i o n  dans l a  chromat ine  p rov i ennen t  des  é t u d e s  de d i f f u s i o n  du  

rayonnement X s u r  les noyaux d e s  c e l l u 7  os .  Par cette t e c h n i q u e  

e n  e E f e t ,  WILKINS e t  a2 ( 1 5 4 )  p u r e n t  o b s e r v e r  dès  1956 d e s  

s p e c t r e s  p r é s e n t a n t  d e s  s é r i e s  r é g u l i è r e s  de bandes de  ciiffil-- 

s i o n ,  ne  pouvan t  s ' e x p l i q u e r  que  p a r  l ' e x i s t e n c e  d ' u n e  u n i t e  

de  r é p é t i t i o n .  S u r  des coniplexes uNA-histones, ce m ê m e  d i a -  

gramme de d i f f u s i o n  f u t  ob tenu  un peu p l u s  t a r d  ( 7 9 ) .  D e s  é t u -  

d e s  d ' a c c e s s i b i l i t é  enzymat ique r é v é l a n t  p a r  a i l l e u r s ,  que  le  

DNA é t a i t  r e c o u v e r t  de  p r o t é i n e s ,  on supposa  à cette  époque l e  

DNA e n r o u l é  e n  une s u p e r - h é l i c e  p o n t é e  p a r  des h i s t o n e s ,  1.e 

p a s  de l a  s u p e r - h é l i c e  forma t l ' u n i t é  de r é p é t i t i o n  (104,161)  . 
C e  modèle f u t  géné ra l emen t  a c c e p t é  j u squ ' en  1974 , d a t e  

à l a q u e l l e  a p p a r u t  l a  n o t i o n  de  nucléosome. 



1 - 1-2 Notion de nucléosome 

D e s  é tudes  p a r  d i g e s t i o n  à l a  nucléase de Staphylocoque 

montrèrent  t o u t  d 'abord  que l e  DNA n ' é t a i t  pas uniformément re- 

couver t  de p r o t é i n e s .  I l  e x i s t e  des  s i t e s  s e n s i b l e s  à l ' a c t i o n  

de l ' endonucléase  e t  régul ièrement  espacés (58) . 

A l a  mEme époque, en microscopie é l e c t r o n i q u e ,  WOODCOCK 

( 1 5 5 ) ,  p u i s  OLINS ( 9 9 )  observèrent  des p a r t i c u l e s  sphér iques  
O 

de 6 0  à 80 A de diamètre ,  d isposees  l inéa i rement  à l a  maniëre 

de " p e r l e s  s u r  un f i l " .  Ces m ,les p a r t i c u l e s  f u r e n t  o ~ s e r v é e s  

peu après  s u r  une chromatine depourvue d ' h i s t o n e  H l  (F igure  1) 

e t  puren t  être r e c o n s t i t u é e s  i n  v i t r o  à p a r t i r  de DNA e t  des 

q u a t r e  h i s t o n e s  H 2 A ,  H 2 R ,  H 3  e t  H 4  (100) .  

Tenant compte des p r o p r i é t é s  a s s o c i a t i v e s  des h i s t o n e s  

(27,b7)  e t  de l e u r  s toechiomètr ie  dans l a  chromatine,  KORNBERG 

proposa une o r g a n i s a t i o n  en octamère pour les h i s t o n e s  H 2 A ,  

H Z B ,  H 3  e t  H 4  ( 6 6 )  ; l 'oc tamère  comportant deux f o i s  chacune 

des q u a t r e  molécules.  

La m i s e  au  p o i n t  de l a  technique de ciifEusion des neu- 

t r o n s  e n f i n  a  permis à BALDWLN ( 9 )  de montrer que l a  s é r i e  ré- 

g u l i è r e  de bandes de d i f f u s i o n  obtenue en rayons x é t a i t  d u e ,  

non pas au  DNA comme l ' a v a i e n t  l a i s s é  suggérer  l e s  premières 

é tudes  s u r  l a  chromatine,  mais b i e n  a une d i s t r i b u t i o n  régu- 

l i è r e  des p r o t é i n e s .  Ces obse rva t ions  devaient  E t r e  d é c i s i v e s  

pour l ' a c c e p t a t i o n  d é f i n i t i v e  du concept de nucléosome comme 

u n i t é  s t r u c t u r a l e  de base dans l a  chromatine. 

Ains i ,  p a r  d i g e s t i o n  poussée à l a  nucléase de s taphylo-  

coque, on d é f i n i t  dans tous  l e s  types  de c e l l u l e s  é t u d i é e s  

jusqu 'à  p r é s e n t ,  une p a r t i c u l e  nucléosomique é lémenta i re  ap- 

p e l é e  "core  p a r t i c l e " ,  contenant  tou jours  146 p a i r e s  de bases  

de DNA ( 3 2 )  e t  l 'oc tamère  des q u a t r e  h i s t o n e s  H 2 A ,  H2B, H 3  e t  



F I G U R E  1 - CHROMATINE A P R E S  D I G E S T I O N  TRYPSIQUE DE L 'HISTONE H l  - 
OUDET e t  a 2  ( 1 9 7 5 )  C e 1 1  - 4 , 281-300. 



H 4 .  Le  DmA non i n c l u s  dans l a  "co re  p a r t i c l e " ,  de longueur  va- 

r i a b l e  s e l o n  le  t i s s u  ou  l ' e s p è c e  c o n s i d é r é  (94,112,115,124) , 
forme le  DNA internucléosornique ou DNA " l i n k e r "  . 

L a  cinquième h i s t o n e ,  l ' h i s t o n e  H l  i n t e r a g i t  avec les 

" c o r e  p a r t i c l e s "  (12,14,47,56,111) , en p a r t i c u l i e r  avec l ' h i s -  

t o n e  HLA ( 1 4 ) .  E l l e  i n t e r a g i t  également avec  l e  DNA m a i s  ne 

f a i t  pas  p a r t i e  i n t é g r a n t e  de l a  " co re  p a r t i c l e "  ( 8 , 1 5 3 ) .  L'en- 

semble "core p a r t i c l e " ,  DNA " l i n k e r "  e t  h i s t o n e  H l ,  c o n s t i t u e  

l e  nucléosome. 

1 - 2 ASPECT S'I'RUCTURAL DU NUCLEOSOME 

En t r a i t a n t .  l a  chromat ine  p a r  l a  nuc l éase  de Staphyloco-  

q u e ,  on p e u t  i s o l e r ,  p u i s  a n a l y s e r  les nucléosomes ou les "CO-. 

re p a r t i c l e s " .  Des d é t a i l s  o n t  a i n s i  é té  oDtenus s u r  l a  forms,  

les dimensions e t  l a  s t r u c t u r e  g l o b a l e  des  h i s t o n e s  e t  du DNA 

dans  l a  p a r t i c u l e  nucléosornique é l é m e n t a i r e .  Des é t u d e s  phys i -  

co-chimiques menées s u r  l e  nucléosome o n t  démontré l 'exi.: t e n c e  

de  v a r i a t i o n s  de conformat ion de ce d e r n i e r  en f o n c t i o n  d 'a-  

g e n t s  phys iques  ou chimiques d i v e r s .  Nous signai .ons également  

dans  ce paragraphe  que p a r  d i g e s t i o n  b rève  de l a  chromat ine  

p a r  l a  nuc l éase  de Staphylocoque,  on p e u t  r e c u e i l l i r  des formes 

de mononucléosornes auxque ls  se t r o u v e n t  a s s o c i é e s  des  p r o t é i n e s  

supp lémen ta i r e s .  L e  r ô l e  de ces p r o t é i n e s  s u r  l a  s t r u c t u r e  des  

nucléosomes reste m a l  connu. 

1 - 2 -1  Fonne e t  dimensions 

D e s  d é t a i l s  s u r  l a  forme e t  les dimensj-ons de  l a  " c o r e  

p a r t i c l e "  o n t  é t é  ob tenus  p a r  c r i s t a l l o g r a p h i e .  F I N C H  e t  a2 

(43)  en  effet o n t  r é u s s i  à c r i s t a l l i s e r  e t  a n a l y s e r  aux rayons  X 

d e s  "co re  p a r t i c l e s " .  

L e  diagramme de d i f f u s i o n  ob tenu  à p a r t i r  d e s  c r i s t a u x  a  

permis  de conc lu re  que l a  p a r t i c u l e  n ' é t a i t  pas s p h é r i q u e  mais 



se p r é s e n t a i t  p l u t d t  s o u s  l a  forme d 'un c y l i n d r e  p l a t  de  110 A 
de d iamèt re  e t  de 57 A de h a u t e u r .  Les n i s t o n e s  s i t u é e s  à l ' i n -  

t é r i e u r  s ' a s s o c i e n t  a un t o u r  t r o i s  q u a r t s  d 'une s u p e r - h é l i c e  

de  DNA a y a n t  un pas  de  28 A . (F iga re  2 )  ; un t o u r  

d ' h é l i c e  cor respond  à 80 p a i r e s  de  b a s e s .  Ces dimensions ,  ob- 

t enues  p a r  c r i s t a l l o g r a p n i e ,  c o n f i r m a i e n t  celles dé te rminees  

p a r  les t ecnn iques  de  microscopie  é l e c t r o n i q u e  ( 7 1 ) ,  de d i f f u -  

s i o n  des  neu t rons  (9,1061,  de  d i £  f u s i o n  d e s  rayons X (105) . 

1 - 2-2 E x i s t e n c e  d ' une  s y m é t r i e  

Une c a r a c t e r i s t i q u e  s t r u c t u r a l e  impor tan te  du nucléosorne 

e s t  l ' e x i s t e n c e  d ' un  axe  de s y m é t r i e .  On p e u t  l e  m e t t r e  e n  é v i -  

dence dans l a  "co re  p a r t i c l e "  p a r  les techniques  enzymatiques 

e t  physiques .  

Les n u c l é a s e s ,  e n  e f f e t ,  a g i s s e n t  non seulement  s u r  l e  

DNA " l i n k e r "  mais à v i t e s s e  p l u s  f a i b l e  sur l e  UNA de l a  "co re  

p a r t i c l e "  (Tableau 1) . L '  i d e n t i f i c a t i o n  des fragments ob tenus  

a p r è s  d i g e s t i o n  enzymatique permet  d ' o b t e n i r  des renseignements  

s u r  l ' o r g a n i s a t i o n  i n t e r n e  d e s  p a r t i c u l e s .  

La DNAse  1 p a r  exemple, f o u r n i t  une série de f ragments  

de  DNA d o n t  les longueurs ,  expr imées  en  nombre de p a i r e s  de ba- 

ses, s o n t  des  m u l t i p l e s  de 10 ( 9 5 ) .  L ' i n t e n s i t é  des bandes ob- 

t enues  s u r  g e l  i n d i q u e  que t o u s  les s i t e s  de c l i v a g e  ne s o n t  

p a s  également accessibles à 1 'enzyme. P a r  marquage r a d i o a c t i f ,  

il est  p o s s i b l e  de r e p é r e r  l e u r  p o s i t i o n  r e l a t i v e .  D i f f é r e n t s  

l a b o r a t o i r e s  (78,121) o n t  pu a i n s i  montrer  que les r é g i o n s  de  

f a i b l e  a c c e s s i b i l i t é  à l a  DNAse  1 se reg roupa ien t  de £açon sy-  

mét r ique  p a r  r a p p o r t  à un axe.  P a r  c r i s t a l l o g r a p h i e ,  F I N C H  et a2 

(43)  o n t  confirmé c e s  o b s e r v a t i o n s .  Se b a s a n t  s u r  les r é s u l t a t s  

précédemment a c q u i s ,  les a u t e u r s  o n t  p r é s e n t é  un modèle permet- 

t a n t  de r e n d r e  compte de  l ' a c t i o n  s p é c i f i q u e  des D N A s e s  s u r  l a  

" c o r e  p a r t i c l e "  ( F i g u r e  3) . 



L a  p r o t é i n e  e s t  représen-  

t é e  c m e  un c y l i n d r e  de 7 0  A 
de d iamèt re  e t  35 A de n a u t e u r  

Le  DNA s ' e n r o u l e  a u t o u r  

de l a  p r o t é i n e  en  1 t o u s  3/4 

de s u p e r - h é l i c e  de  DNA a y a n t  

un pas  de 28 A.  

F I G U R E  2 - Forme e t  dimensions de  l a  "core  p a r t i c l e "  d ' a p r è s  

les r é s u l t a t s  d e  FINCH e t  a l  f 4 3 )  e t  PARDON e t  a l  (105) . 
TATCHELL,K e t  VAN H O L D E , K . E .  (1978) Proc.Nat.Acad.Sci.U3Ar75, 

3583-3587. 

L e s  s i tes  d i s t a n t s  

de  80 p a i r e s  de  bases  

s o n t  p roches .  Les ré -  

g i o n s  de f a i b l e  acces-  

s i b i l i t é  à l a  D N A s e  1 

se reg roupen t  symét r i -  

quement dans les zones 

hachurées .  L e s  f l è c h e s  

i n d i q u e n t  l a  p o s i t i o n  

de 1 ' axe  de dyade. 

FIGURE 3 - Act ion  des  nuc l éases  s u r  l a  " co re  p a r t i c l e "  -- 
FINCH e t  a l  (1977) ,  Nature ,  - 269, 29-36. 
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I l  e x i s t e  également un s i te  p r é f é r e n t i e l  de  c l i v a g e  au 

m i l i e u  du nucléosome. Dans c e r t a i n e s  c o n d i t i o n s  de  f o r c e  i o n i -  

que e t  en  p ré sence  d ' h i s t o n e  H l ,  l a  D N A s e  II f o u r n i t  e n  e f f e t  

des  f ragments  de  DNA con tenan t  100 p a i r e s  de bases ou des  mul- 

t i p l e s  de  100. C e  s i t e  n ' e s t  p r é s e n t  que dans des ol igomères  

de nucléosomes ou dans l a  chromat ine  ( 5 ) .  

L ' e x i s t e n c e  d 'une  c e r t a i n e  symé t r i e  dont  l a  "co re  p a r t i -  

cle" e t  dans  le  nucléosome a c o n d u i t  WEIPJTRAUB e t  ai! à é m e t t r e  

l ' h y p o t h è s e  s e l o n  l a q u e l l e  l e  nucléosome s e r a i t  c a p & l e  de 

s ' o u v r i r  e n  deux demi-nucléosornes symét r iques  (150) . C e t t e  hy-- 

p o t h è s e  es t  appuyée p a r  des  o b s e r v a t i o n s  e n  microscopie  é l e c t r o -  

n ique  (101) e t  des é t u d e s  d ' i n t e r a c t i o n  e n t r e  les h i s t o n e s  en 

absence de  DNA ( 1 4 9 )  . C e  t ype  de s t r u c t u r e  o u v e r t e  p e r m e t t r a i t  

d ' e x p l i q u e r  les phénomènes de r é p l i c a t i o n  e t  de t r a n s c r i p i i o n  

dans  un système de chromat ine  où l e  nucléosome ou du moins une 

s t r u c t u r e  t ype  nucléosome s u b s i s t e .  

1 - 2-3 V a r i a t i o n s  de conformat ion 
-- - 

Des é t u d e s  physico-chimiques d i v e r s e s ,  menées s u r  des 

n~icléosomes i s o l é s ,  o n t  m i s  en  évidence l a  p o s s i b i l i t é  de  va- 

r i a t i o n s  de conformat ion q u i  p o u r r a i e n t  corresk3ondre à d i f f é -  

r e n t s  é t a t s  f o n c t i o n n e l s  dans l a  chromat ine .  

L ' e f f e t  de  d i v e r s  a g e n t s  te ls  l e s  s o l v a n t s  organiqu-es e t  

l e  p H  (130,160) , l ' u r é e  (97) , l a  tempéra ture  e t  l e  f o r c e  i o n i -  

que (53,125)  , permet de m e t t r e  e n  évidence des  t r a n s i t i o n s  

dans l a  conformat ion des nucléosomes. C e s  t r a n s i t i o n s  se tra--  

d u i s e n t  p a r  des v a r i a t i o n s  des  p r o p r i é t é s  hydrodynamiques e t  

o p t i q u e s  : el les  a f f e c t e n t  l a  s t r u c t u r e  g l o b a l e  du nucléosome 

au n i v e a u  du DNA (203) e t  au n iveau  des h i s t o n e s .  L e s  v a r i a -  

t i o n s  de conformat ion des  h i s t o n e s  dans le  nucléosome peuvent  

être m i s e s  en  évidence p a r  l ' i n t e r m é d i a i r e  de sondes  molécu- 

laires v i s -3 -v i s  d e s q u e l l e s  l e s  h i s t o n e s  r é a g i s s e n t  d i f t é r em-  , 

ment s u i v a n t  l e u r  t ype  e t  l e s  c o n d i t i o n s  u t i l i s é e s  (1 ,8 ,16 ,19 ,  

1 5 2 ) .  



Le nucléosome p e u t  p r é s e n t e r  t r o i s  conformat ions  d i s t i n c -  

tes e n  f o n c t i o n  de l a  t o r c e  i on ique  (53)  : 

- une conformat ion "ouverteI1 au-dessous d '  une c o n c e n t r a t i o n  

e n  c h l o r u r e  de  po tass ium de 0 ,7  mM. 

- une conformat ion i n t e r m é d i a i r e  pour  une c o n c e n t r a t i o n  

comprise e n t r e  2 e t  5 mM. 

- une conformat ion compacte à p a r t i r  d ' une  c o n c e n t r a t i o n  

de 11 mM. 

1 - 2-4 V a r i a t i o n s  de composi t ion 

Une c e r t a i n e  h é t é r o g é n é i t é  e x i s t e  parmi les "mononucléo- 

somes" ob tenus  a p r è s  d i g e s t i o n  à l a  nuc l éase  micrococca le .  D e s  

formes é l e c t r o p h o r é t i q u e s  d i £ f é r e n t e s  s o n t  s i n s i  p r o d u i t e s  a-- 

p r è s  d i g e s t i o n  enzymatique (7 ,74,141)  . E l l e s  d i f f è r e n t  non seu-- 

lement  p a r  l a  longueur  de UNA q u ' e l l e s  c o n t i e n n e n t ,  mais éga- 

lement p a r  l a  p ré sence  ou non de p r o t é i n e s  H l  e t  HMG ( 7 4 ) .  D e s  

p r o p o r t i o n s  v a r i a b l e s  des  d i f f g r e n t e s  h i s t o n e s  p o u r r a i e n t  ê t re  

également  r e sponsab le s  de 1 ' h é t é r o g é n é i t é  é i e c t r o p h o r é t i q u e  des  

nucléosomes ( 2 )  . 

1 - 3 S'I'RUCTURES D'ORDRE S U P E K I E U K  

O 

Des f i b r e s  é p a i s s e s  de 250  à 300 A de d i amè t r e  peuvent  

ê t re  observées  s u r  des  p r é p a r a t i o n s  de noyaux, s u g g é r a n t  que 

l a  chromat ine  p r é s e n t e  normalement un n iveau  d ' o r g a n i s a t i o n  

s u p é r i e u r  à c e l u i  des  nucléosomes ( 2 8 )  . 
C e s  f i b r e s  é p a i s s e s  ne s o n t  observées  q u ' à  f o r c e  i o n i q u e  

é l e v é e  e t  en  p ré sence  de l ' h i s t o n e  Hl (110). 

F I N C H  e t  KLUG ( 4 2 )  o n t  proposé en 1976 un enroulement  du 

nuc l éo f i l amen t  en  une s u p e r s t r u s t u r e  s o l é n o ï d a l e  d 'un d i amè t r e  
O O 

de 300 A e t  d ' u n  pas  de 110 A env i ron ,  comprenant 6 à 8 nucléo- 

somes p a r  t o u r .  



P l u s  récemment, t e n a n t  compte de d i f f é r e n t e s  o b s e r v a t i o n s ,  

THOMA e t  a2 (135) o n t  proposé un modèle de  chromatine mon t r an t  

comment, e n  f o n c t i o n  de  l a  f o r c e  i o n i q u e ,  celle-ci s e  conden- 

s a i t  p rogress ivement  e n  une s t r u c t u r e  de p l u s  e n  p l u s  compacte 

(F igu re  $ A ) .  A p a r t i r  d 'une  c o n c e n t r a t i o n  en s e l  de 1 mM, l e  

f i l a m e n t  de  nucléosome se p l i e  en  des  s t r u c t u r e s  i n t e r m é d i a i r e s  

h é l i c o ï d a l e s  d i f f é r a n t  p a r  l e  nombre de nucléosones  p a r  t o u r .  

A 6 0  rnM, il s e  forme une f i b r e  é p a i s s e  de 2 5 0  A de  d iamèt re  cor-  

respondant  au s o l é n o ï d e  de F I N C H  e t  KLUG ( 4 2 )  . L a  chromatine 

s a n s  Hl se condense également  en f o n c t i o n  de l a  f o r c e  i o n i q u e  

m a i s  d 'une  façon moins dense e t  e n  une s t r u c t u r e  beaucoup moins 

b i e n  d é f i n i e .  

Se lon  THOMA e t  a l ,  l ' h i s t o n e  H l  se l i e r a i t  avec 10 p a i r e s  

de b a s e s  de  DIiJA de chaque c ô t é  de l a  " e  I r e  p a r t i c l e " ,  p e r m e t t a n t  

a i n s i  l a  fo rmat ion  de deux t o u r s  complets  de s u p e r - h é l i c e  de DNR 

( au  l i e u  de un t o u r  t r o i s  q u a r t s  s a n s  h i s t o n e  H l )  (F igu re  4 R )  . 
Lors de l a  format ion  des s t r u c t u r e s  d ' o r d r e  s u p é r i e u r ,  

les r ég ions  otl se l o c a l i s e  l ' h i s t o n e  H l ,  v i e n d r a i e n t  à proximi- 

t é  l ' u n e  de l ' a u t r e  de  façon  à ce  que des  polymères de H l  se 

forment  au  c e n t r e  des s t r u c t u r e s .  

L e s  r é s u l t a t s  ob tenus  p a r  les a u t e u r s  o n t  amené c e s  der -  

n i e r s  à r e d é f i n i r  les p r o p o r t i o n s  de DNA dans le nucl6osome de 

l a  manière s u i v a n t e  : 

Envi ron  2 0 0  p a i r e s  de  b a s e s  

DNA du nucléosome 

VARIABLE 

1 6 6  p a i r e s  de b ;es Environ 34 p a i r e s  de bases 

DNA du nucléosonie minimum 

INVARIABLE 

DNA " l i n k e r "  

VARIABLE 

L'octamère des  " c o r e  h i s t o n e s " ,  l ' h i s t o n e  H l  e t  les  1 6 6  

p a i r e s  de  bases  de DNA o r g a n i s é e s  en  deux t o u r s  complets  de su-  

p e r - h é l i c e ,  c o n s t i t u e r a i e n t  s e l o n  THOYA e t  a l  (135) un nucléoso-  

me  minimum, p a r t i c u l e  fondanientale conmune à t o u t e s  les chroma- 

t i n e s .  
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1 - 4 STRUCTURE DE LA CHROMATINE ET ACTIVITE BIOLOGIQUE 

L e s  paragraphes  p récéden t s  o n t  d é c r i t  l a  s t r u c t u r e  de l a  

chromat ine  s a n s  que s o i t  p r é c i s é  son  e t a t  f o n c t i o n n e l .  O r ,  de- 

p u i s  q u ' e s t  é t a b l i e  l a  n o t i o n  de nucléosome, un c e r t a i n  nombre 

d ' é t u d e s  v i s e n t  main tenant  à é t a b l i r  l a  r e l a t i o n  e n t r e  s t r u c t u -  

re e t  a c t i v i t é  b io log ique .  L e s  q u e s t i o n s  fondamentales  concer-  

n a n t  l ' a c t i v i t é  b io log ique  de l a  chromat ine  r e s t e n t  e n  e f f e t  à 

é l u c i d e r .  Q u e l l e  e s t ,  p a r  exemple, l a  s t r u c t u r e  q u i  dé te rmine  

dans une c e l l u l e  d i f f é r e n c i é e  l ' e x p r e s s i o n  s é l e c t i v e  de c e r t a i -  

nes  r é g i o n s  du DNA e t  l a  r é p r e s s i o n  de c e r t a i n e s  a u t r e s  ? C e t t e  

r e s t r i c t i o n  de l ' a c t i v i t é  " t empla t e "  du DNA es t  l i é e  a u  moins 

en  p a r t i e  à l a  r é g u l a t i o n  de  l a  t r a n s c r i p t i o n .  Q u e l l e  e s t  l a  

s t r u c t u r e  de l a  chromat ine  au  cou r s  de l a  t r a n s c r i p t i o n  ou l o r s  

de l a  r é p l i c a t i o n  ? On p e u t  s e  demander s i  l e  nucléosome t e l  

que nous 1' avons d e c r i  t dans  l e s  paragraphes  p r é c é d e n t s  cons ti- 

t u e  ou non un é t a t  permanent de l a  chromatine.  

1 - 4-1  S t r u c t u r e  de l a  chromat ine  e t  t r a n s c r i p t i o n  
---- 

Un c e r t a i n  nombre de méthodes o n t  é t é  u t i l i s é e s  pour  é tu -  

d i e r  l a  s t r u c t u r e  dg: l a  chromat ine  a c t i v e  : 

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

- I so lement  des  r é g i o n s  a c t i v e s  de l a  chromat ine  

- Expér iences  d ' h y b r i d a t i o n  du DNA nucléosomal 

- Etudes  de  microscopie  é l e c t r o n i q u e .  

Chaque méthode donne des  a s p e c t s  d i £  f é r e n t s  de l a  s t r u c -  

t u r e  de l a  chromatine a c t i v e .  Quelques  f o i s ,  deux niéthodes don- 

n e n t  d e s  r é s u l t a t s  c o n t r a d i c t o i r e s .  



1 - 4-1-1 U t i l i s a t i o n  des n u c l é a s e s  s u r  des qènes s p é c i f i q u e s  

Les d i f f é r e n t e s  n u c l é a s e s  d é c r i t e s  précédemment (Tableau 1) 

o n t  également é t é  u t i l i s é e s  s u r  l a  chromatine a f i n  de d é t e c t e r  

d '  é v e n t u e l l e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  s t r u c t u r a l e s  des  r ég ions  a c t i v e s .  

La nuc l éase  s t a p h y l o c o c c a l e  t o u t  d '  abord n e  semble pas - - - - - - - - - - - - - -  
d é t e c t e r  de c a r a c t é r i s t i q u e  s t r u c t u r a l e  p a r t i c u l i è r e  d e s  ré-  

g i o n s  a c t i v e s  p a r  r a p p o r t  à l a  chromatine t o t a l e .  Dans les ré- 

t i c u l o c y t e s  p a r  exemple,  les gènes de l a  g l o b i n e  s o n t  p r o t é g é s  

de l a  d i g e s t i o n  complète ( 6 , 1 4 8 )  o u  p a r t i e l l e  ( 6 9 )  p a r  l a  nu- 

c l é a s e  de  s taphylocoque au  méme  deg ré  que l ' e s t  l a  chromat ine  

t o t a l e .  D e s  r é s u l t a t s  semblab les  o n t  é t é  ob tenus  s u r  les gènes 

de l ' ova lbumine  da )s l ' o v i d u c t e  ( 4 5 ) .  C e s  r é s u l t a t s  p e r m e t t e n t  

de pense r  que le  DNA a c t i f  s e  t r o u v e  impl iqué dans  des  s t r u c -  

t u r e s  ayan t  l a  même u n i t é  de  r é p é t i t i o n  que l e  nucléosome. 

La DNASe 1 cependant  a s u r  l a  chromatine un comportement - - - - - -  
très d i f f é r e n t  de c e l u i  de  l a  nuc l éase  de s taphylocoque .  En e f -  

f e  t ,  c e t t e  enzyme d é t r u i t  p r é f é r e n t i e l l e m e n t  les fragments  de 

DNA t r a n s c r i t s  dans un t i s s u  donné. Après que 10 à 2 0  p.100 

du DNA de l a  chromatine a i t  é t é  d i g é r é ,  on p e u t  montrer  q u ' i l  

manque parmi l e  DNA r e s t a n t ,  les séquences  des  gènes s p é c i f i q u e s  

a c t i f s  dans l e  t i s s u  é t u d i é .  A ins i  l a  d i g e s t i o n  de  10 p .  100 du 

DNA dans l e  r S t i c u l o c y t e  touche l e  gène de l a  g l o b i n e  a l o r s  que 

l e  gène de  ~ ' o v a l ~ u r n i n e  reste i n t a c t .  Le meme t r a i t e n i e n t  app1.x- 

qué à ~ ' o v i d u c t e  d é t r u i t  l e  qène . . l lova lbumine  sans  t ouche r  

l e s  gènes non exprimés dans  c e t  organe (45,148) . Le f a 1  t que 

l a  D N A s e  1 dégrade p l u s  rapidement  l e s  séquences  a c t i v e s  i n d i -  

que c l a i r e m e n t  une d i f f é r e n c e  de conformation e n t r e  les r ég ions  

a c t i v e s  e t  i n a c t i v e s  de  l a  chromat ine .  

On ne * p e u t  pas  a t t r i b u e r  à l ' a b s e n c e  de l a  sus -  

c e p t i b i l i t é  p a r t i c u l i è r e  des  gènes  a c t i f s  à l a  UNAse 1 c a r  

les mënes séquences  q u i s o n t  d i g é r é e s  p a r  c e t t e  enzyme s o n t  ré -  

s i s t a n t e s  à l a  nuc l éase  de  s taphylocoque.  Pour e x p l i q u e r  l e s  

r é s u l t a t s  ob tenus  avec  ces deux enzymes, WEINTRAUB e t  GROUDINE 

(148) o n t  proposé pour  l a  cnromat ine  a c t i v e ,  une s t r u c t u r e  



t y p e  nucléosomale 00 le  DNA se t r o u v e r a i t  p a r t i c u l i è r e m e n t  

exposé à l ' a c t i o n  de  l a  D N A s e  1 s a n s  que l a  nuc l éase  de s ta-  

phylocoque ne d é t e c t e  de d i f f é r e n c e s .  

L a  DNAse  II e n f i n  semble d é t e c t e r  des  c a r a c t é r i s t i q u e s  - - - - - -  
s t r u c t u r a l e s  d i f f é r e n t e s  e n t r e  r é g i o n s  a c t i v e  e t  i n a c t i v e .  A- 

p r è s  a c t i o n  de l 'enzyme, on p e u t  e n  e f f e t  s é p a r e r  l e s  deux 

t y p e s  de r é g i o n s  ( 1 4 6 ) .  Contra i rement  à l a  D N A s e  1 q u i  dégrade 

complètement les séquences  a c t i v e s  du DNA, l a  D N A s e  II présen-  

t e  l ' a v a n t a g e  de  p r é s e r v e r  l a  s t r u c t u r e  de  ce s  séquences .  La 

DNAse II a é t é  u t i l i s é e  pour i s o l e r  les r ég ions  a c t i v e s  de  l a  

chromat ine .  

1 - 4-1-2 I so lement  de l a  chromatine a c t i v e  e t  é t u d e  s t r u c t u r a l e  

L e  f a i t  de pouvoi r  i s o l e r  les r é g i o n s  a c t i v e s  de l a  chro- 

mat ine  c o n s t i t u e  une é t a p e  impor t an t e  dans  l ' é l u c i d a t i o n  de  

l e u r  s t r u c t u r e .  

L a  chromatine t o t a l e  e s t  d i g é r é e  p a r  l a  D N A s e  II.  L e  su r -  

nageant  obtenu a p r è s  c e n t r i f u g a t i o n  d i t f é r e n t i e l l e  e s t  f r a c t i o n -  

n é  p a r  t r a i t e m e n t  avec  une s o l u t i o n  de  c h l o r u r e  de  magnésium. 

La f rac  i o n  s o l ~ b l e  c o n t i e n t  une chromat ine  p r é s e n t a n t  t o u s  les 

c r i t è r e s  q u i  c a r a c t é r i s e n t  l a  chromat ine  a c t i v e  : p r é s e n c e  de 

RNA n a i s s a n t ,  h y b r i d a t i o n  du RNA c e l l u l a i r e  t o t a l ,  complex i té  

f a i b l e  des  séquences  de DNA ( 5 4 )  . 
C e t t e  méthode de f r ac t ionnemen t  a é t é  app l iquée  a v e c  suc- 

cès s l ' i s o l e m e n t  du gene de l a  g l o b i n e  dans  l e  système c e l l u -  

l a i re  de l a  leucémie é r y t h r o b ï a s t i q u e  de F K I E N D  ( 1 4 6 )  . C e  sys -  

t è m e  c e l l u l a i r e  e s t  i n t é r e s s a n t  c a r  il es t  p o s s i b l e  d ' i n d u i r e  

l ' e x p r e s s i o n  du gène de l a  g l o b i n e  p a r  un c e r t a i n  nombre de  

p e t i t e s  molécules ,  en  p a r t i c u l i e r  p a r  l e  d iméthyl  s u l f o x i d e  

( D M S O ) .  Lorsque les c e l l u l e s  s o n t  s t i m u l é e s  p a r  l e  DMSO, l a  

f r a c t i o n  de  chromatine s o l u b l e  dans le c h l o r u r e  de  magnésium 

c o n t i e n t  les séquences  du gène de l a  g l o b i n e .  Lorsque l ' e x p é -  

r i e n c e  e s t  r é a l i s é e  s u r  des  c e l l u l e s  ne s y n t h é t i s a n t  jamais  l a  

g l o b i n e ,  l a  f r a c t i o n  de chromat ine  s o l u b l e  ne renferme aucune 



séquence de  ce gène. I l  e s t  i n t é r e s s a n t  de  n o t e r  que même l o r s -  

que les c e l l u l e s  de F R I E N D  ne s o n t  pas  s t i m u l é e s  p a r  l e  DMSO e t  

donc ne  s y n t h é t i s e n t  pas  l e  mRNA de l a  g l o b i n e ,  l a  f r a c t i o n  s o l u -  

b l e  c o n t i e n t  les séquences  de ce gène. 

C e s  expé r i ences  s u g g è r e n t  que l a  D N A s e  II s é p a r e  deux ca- 

t é g o r i e s  de séquences  de DNA, celles q u i  s o n t  e f f e c t i v e m e n t  ex- 

pr imées  ou d o n t  on p e u t  i n d u i r e  l ' e x p r e s s i o n  e t  c e l l e s  q u i  ne s o n t  

jamais exprimées ou don t  on ne p e u t  pas  i n d u i r e  l ' e x p r e s s i o n .  

Les f r a c t i o n s  con tenan t  l a  "chromat ine  a c t i v e "  o n t  é t é  i s o -  

l é e s  e t  é t u d i é e s .  GOTTESFELD e t  son  équipe (54)  o n t  mon? y - 6  q u ' e l -  

les c o n t e n a i e n t  des  "nucléosomes". Ces d e r n i e r s  s o n t  cependant  

d i i  f é r e n t s  de  ceux ob tenus  généralement  à p a r t i r  d 'une chromat ine  

non f r a c t i o n n é e .  Leur cons t a n t e  de  s éd imen ta t ion  e n  p a r t i c u l i e r  

es t  p l u s  f o r t e  : 1 4  S au l i e u  de  12 S. Du RNA e t  des  NHP appa- 

r a i s s e n t  en  o u t r e  a s s o c i é s  à c e s  s t r u c t u r e s .  

1 - 4-1-3 ---. Expér iences  d ' h y b r i d a t i o n  du DNA nucléosomal. - 

U n  a u t r e  type  d ' é t u d e s  d l a  chromatine a c t i v e  a  c o n s i s t é  

à i s o l e r  les nucléosomes p a r  a c t i o n  de l a  nuc l éase  de s t a p h y l o c o -  

que afin de d é t e c t e r  s i  les nucléosomes c o n t e n a i e n t  ou non des  

séquences  de  DNA a c t i f .  D e  tel les séquences  ont étQ r e p é r é e s  se- 

lon  l e  système c e l l u l a i r e  u t i l i s é ,  p a r  h y b r i d a t i o n  avec les mRNA 

c e l l u l a i r e s  t o t a u x  ( 1 4 0 )  , les c D N A  s p é c i f i q u e s  (6 ,69,148)  ou les 

r R N A  ( 1 0 9 )  . L e s  r é s u l t a t s  o n t  montré que dans  chaque c a s ,  il y 

a v a i t  h y b r i d a t i o n  du DNA nucléosomal.  C e s  r é s u l t a t s  semblent  donc 

e n  accord  avec  l ' e x i s t e n c e  des  nucléosomes dans l a  chromat ine  ac- 

t i v e .  Se lon  c e r t a i n s  a u t e u r s  t o u t e f o i s  ( 1 0 8 , 1 0 9 )  , l a  d e n s i t é  d e s  

nucléosomc: s e r a i t  p l u s  f a i b l e  dans  c e s  r é g i o n s  a c t i v e s .  

1 - 4-1-4 E tudes  de microscopie  é l e c t r o n i q u e  

L e s  r é g i o n s  a c t i v e s  de  l a  chromatine o n t  également é t e  ob- 

s e r v é e s  en microscopie  é l e c t r o n i q u e .  Les é t u d e s  se s o n t  p o r t é e s  

t o u t  d ' a b o r d  s u r  les gènes  des  RNA ribosomaux c a r  ceux-ci  s o n t  

a i sément  v i s u a l i s é s .  L e s  r é s u l t a t s  ob tenus  o n t  é t é  a s s e z  s u r p r e -  

n a n t s .  En e f f e t ,  aucun nucléosome n ' e s t  jamais observé  a u  n iveau  



d e s  gènes e n  cours  de  t r a n s c r i p t i o n .  En o u t r e ,  d e s  mesures s u r  

l a  longueur  du DNA t r a n s c r i t  o n t  montré que c e l u i - c i  é t a i t  à 

p e i n e  moinSs é tendu  qu 'un  DNA l ibre  ; ce  q u i  semble e x c l u r e  tou-  

te compaction du DNA a c t i f  dans une s t r u c t u r e  nucléosomale ( 8 1 ) .  

L e s  m ê m e s  t ypes  d ' o b s e r v a t i o n s  o n t  é t é  f a i t e s  s u r  les gè- 

nes  non ribosomaux, Lors  du développement de l ' o e u f  de Xaenopus  

Zaevis ,  les nucléosomes ne s o n t  jamais obse rvés  dans  les r é g i o n s  

ac t ivemen t  t r a n s c r i t e s .  Ils a p p a r a i s s e n t  p a r  c o n t r e  l o r s q u ' u n e  

r é g i o n  de l a  chromatine d e v i e n t  i n a c t i v e  ( 118) . T o u t e f o i s ,  cer- 

t a i n s  a u t e u r s  (44,80) o n t  ob t enu  des  photos  de microscopie  é l e c -  

t r o n i q u e  e n  accord  avec  l ' e x i s t e n c e  de nucléosomes dans l a  chro-  

mat ine  a c t i v e .  M c  K N I G H T  e t  a2 (80) o n t  même démontré que les 

s t r u c t u r e s  observées  c o n t e n a i e n t  des  h i s t o n e s  c a r  e l l e s  r é a g i s -  

s a i e n t  notamment avec des  a n t i c o r p s  anti-H2B e t  anti-H3. 

1 - 4-1-5 Conclusion 

Les o b s e r v a t i o n s  de m i  c r o s c o p i e  é l e c t r o n i q u e  s o n t  donc 

en  appa ren te  c o n t r a d i c t i o n  avec les r é s u l t a t s  ob tenus  p a s  les 

a u t r e s  t echn iques .  I l  e s t  v r a i  que t o u t e  méthode d ' é t u d e  peut- 

i n t e r f é r e r  avec l a  s t r u c t u r e  n a t i v e  e t  f i g e r  l ' en semble  de l a  
p r é p a r a t i o n .  

D'une manière g é n é r a l e  t o u t e f o i s ,  l a  m a j o r i t é  des  a u t e u r s  

semblent  admet t re  l ' e x i s t e n c e  d ' une  s t r u c t u r e  de t ype  nucléoso-  

m a l e  t o u t  l e  long du DNA, y  compris l e  long  des  séquences  de 

DNA ac t ivement  t r a n s c r i t e s .  C e c i  é t a b l i ,  les mécanismes q u i  pe r -  

m e t t e n t  ou répr iment  l a  t r a n s c r i p t i o n ,  r e s t e n t  enco re  à é luc i -der .  

I l  en  es t  de m ê m e  des  c a r a c t é r i s t i q u e s  s t r u c t u r a l e s  q u i  d é f i n i s -  

s e n t  l e s  r é g i o n s  ac t ivemen t  t r a n s c r i t e s .  Dans c e  domai-ne, s e u l e s  

des  hypothèses  peuvent  être proposées  : l e  f a i t  e s s e n t i e l  es t  

que des  p r o t é i n e s ,  vra isemblablement  des h i s t o n e s ,  r e s t e n t  asso-  

c i é e s  au DNA, même dans  les  r é g i o n s  a c t i v e s .  

C e r t a i n s  a u t e u r s  o n t  suggéré  que les m o d i f i c a t i o n s  p a r  

a c é t y l a t i o n  des  r é s i d u s  b a s i q u e s  des  h i s t o n e s  p e r m e t t r a i e n t  de  

l e v e r  loca lement  e t  de façon  r é v e r s i b l e  l a  r é p r e s s i o n  du DNA ( 4 )  . 



C e  t ype  de  m o d i f i c a t i o n ,  a i n s i  que nous l e  v e r r o n s  p l u s  l o i n ,  

a f f e c t e  les r é g i o n s  d ' i n t e r a c t i o n  histone-DNA. E l l e  ne concerne 

p a s  les r é g i o n s  d ' i n t e r a c t i o n  des  h i s t o n e s  e n t r e  e l l e s ,  fonda- 

mentales  dans  le  ma in t i en  de  l a  s t r u c t u r e  nucléosomale. 

I l  es t  p o s s i b l e  d ' e n v i s a g e r  également une o u v e r t u r e  du 

nucléosome en  deux demi-nucléosornes (150) .  Un t e l  mécanisme 

f a c i l i t e r a i t  l a  t r a n s c r i p t i o n  s a n s  que les h i s t o n e s  s o i e n t  dé- 

t a c h é e s  du DNA. 

En f in ,  les m o d i f i c a t i o n s  q u i  s e  p r o d u i s e n t  dans l a  compo- 

s i t i o n  de  l a  chromat ine  (p ré sence  de  RNA, de  NHP) peuvent  a v o i r  

un r61e s u r  l ' a c t i v i t é  des  gènes  ( 2 5 ) .  C e s  composés supplémen- 

taires p o u r r a i e n t  a f f e c t e r  l a  fo rmat ion  d e s  s t r u c t u r e s  d ' o r d r e  

s u p é r i e u r ,  l a  conformat ion ou l a  m o b i l i t é  des  mononucléosomes, 

a f i n  de p e r m e t t r e  l ' e x p r e s s i o n  s é l e c t i v e  de  c e r t a i n e s  r é g i o n s  

du DNA. 

1 - 4-2 S t r u c t u r e  de  l a  chromat ine  e t  r é p l i c a t i o n  

Lors de l a  r é p l i c a t i o n ,  on s a i t  q u ' i l  y a  t o u t  d ' abo rd  

déroulement  du DNA nucléosomal p a r  l e s  d é r o u l a s e s ,  p u i s  s y n t h è s e  

des  n o u v e l l e s  séquences  de DNA à p a r t i r  d e s  deux b r i n s  du DNA 

p a r e n t a l  e t  e n f i n  réassemblage des  nucléosornes au-delà de l a  

fourche  de r é p l i c a t i o n .  La s y n t h è s e  du DNA es t  con t inue  s u r  

une branche de l a  fou rche  de r é p l i c a t i o n ,  e l l e  e s t  d i s c o n t i n u e  

s u r  l ' a u t r e  (segments d'OKAZAKI) . 
Un c e r t a i n  nombre de t r a v a u x  o n t  démontré que l e s  h u i t  mo- 

l é c u l e s  d ' h i s t o n e s  p r 6 s e n t e s  dans un octamère r e s t a i e n t  a s s o c i é e s  

au  cours  de  l a  r é p l i c a t i o n  ( 7 3 )  . Il  est p robab le  que les o c t a -  

mères p r é e x i s t a n t s  s o i e n t  t r a n s f é r é s  (125,131) , i n t a c L s  , s u r  

1' une des  molécules  de DNA nouvellement s y n t h é t i s é e s  a l o r s  que 

les nouve l l e s  h i s t o n e s  s ' a s s o c i e r a i e n t  à l a  seconde molécule de  

DNA nouvellement s y n t h é t i s é e .  On ne  s a i t  pa s  enco re  s i  les o c t a -  

mères p r é e x i s t a n t s  e t  n é o s y n t h é t i s é s  s o n t  d i s t r i b u é s  de façon 

"random" ou  c o n s e r v a t i v e  l e  long  des  deux branches  de l a  fou rche  

de  r é p l i c a t i o n  (F igu re  5 ) .  



Distribution rand'om Distribution conservative 
selon la polariti du DNA 

Dist ribut ion conservative selon la synthèse du DNA 

F I G U R E  5 - Q u a t r e  d i s t r i b u t i o n s  p o s s i b l e s  d e s  o c t a m è r e s  p r é -  -- 
e x i s  t a n t s  ( O ) e t  n é o s y n t h é t i s é s  ( 0 ) s u r  les deux b r a n c h e s  

d e  l a  f o u r c h e  d e  r é p l i c a t i o n .  L a  s y n t h è s e  du DNA s ' e f f e c t u e  

d a n s  le s e n s  5 '  --, 3 ' de f a ç o n  c o n t i n u e  s u r  l ' u n e  d e s  b r a n c h e s  

( +  ) ,  de f a ç o n  d i s c o n t i n u e  s u r  l ' a u t r e  b r a n c h e  ( - - - - )  à p a r t i r  

de  l ' o r i g i n e  de r é p l i c a t i o n  ( o r i )  ( 3 3 )  . 



L e s  nouve l l e s  molécules  de DNA s ' a s s o c i e n t  aux h i s t o n e s  e n  

des  p a r t i c u l e s  semblab les  mais non i d e n t i q u e s  aux nucléosomes 

matures.  Ces p a r t i c u l e s  d i f f é r e r a i e n t  des nucléosomes matures  

p a r  l e u r  s t r u c t u r e  e t  l a  longueur  du DNA " l i n k e r "  ( 2 4 )  . E l l e s  

s u b i r a i e n t  en o u t r e  un p roces sus  de ma tu ra t ion  (156), l a  r é p l i -  

c a t i o n  se pour su ivan t  p a r  a i l l e u r s  . 



CHAPITRE 2 

LES HISTONES 

Les  p r e m i è r e s  p r o t é i n e s  chromosomales i s o l é e s  e t  p u r i -  

f iées  f u r e n t  les h i s t o n e s .  E l l e s  o n t  f a i t  l ' o b j e t  d ' u n  g r a n d  

nombre d ' é t u d e s .  Leurs  c a r a c t é r i s t i q u e s ,  l e u r  o r g a n i s a t i o n  e t  

l e u r  f o n c t i o n  d a n s  l a  ch romat ine  s o n t  p r é s e n t é e s  dans  ce deu- 

xième c h a p i t r e .  

2 - 1 CARACTERISTLQUES - 

2 - 1-1 Les d i f f é r e n t s  t y p e s  d ' h i s t o n e s  
- 

L e s  h i s t o n e s  se r é p a r t i s s e n t  a i n s i  que  nous  l ' a v o n s  vu 

p l u s  h a u t  e n  c i n q  c l a s s e s  : H l ,  H2A, H2B, H 3  e t  H4.  L e  t i s s u  

de  r é f é r e n c e  e s t  g é n é r a l e m e n t  le  thymus d e  Veau ( t a b l e a u  II 

- Les d i f f é r e n t e s  h i s t o n e s  s o n t  t o u t e s  f o r t e m e n t  b a s i -  

q u e s .  A l a  d i f f é r e n c e  d e  c e r t a i n e s  p r o t é i n e s  chromosomales 

non h i s t o n e s  d e  t y p e  HMG éga lement  b a s i q u e s ,  les h i s t o n e s  con- 

t i e n n e n t  r e l a t i v e m e n t  peu  d e  r é s i d u s  a c i d e s  : l a  r a p p o r t  ba- 

s i q u e s / a c i d e s  es t  e n  e f f e t  s u p é r i e u r  à 1 , 5 .  

- Leur  masse m o l é c u l a i r e  e s t  comprise  e n t r e  11.000 e t  

2 1 . 0 0 0 .  

- E l l e s  r e n f e r m e n t  peu  d e  r é s i d u s  a r o m a t i q u e s  : e n  par -  

t i c u l i e r  e l l es  n e  c o n t i e n n e n t  p a s  d e  t r y p t o p h a n n e  . 
- E l l e s  n e  c o n t i e n n e n t  p a s  d e  c y s t é i n e ,  s a u f  l ' h i s t o n e  

H 3  q u i  e n  renfe rme  un o u  deux  r é s i d u s  s u i v a n t  les e s p è c e s  e t  

l ' h i s t o n e  H 4 ,  chez  les Echinodermes ,  q u i  e n  renfe rme  un r é s i d u .  





- E l l e s  se d i s t i n g u e n t  l ' u n e  de l ' a u t r e  d ' a p r è s  un cer- 

t a i n  nombre de c r i t è r e s  : 

. l e u r  s o l u b i l i t é ,  

. l e u r  mig ra t ion  é l e c  t r o p h o r é t i q u e ,  

. l e u r  ana lyse  e n  a c i d e s  aminés. Le r a p p o r t  l y s i n e /  

a r g i n i n e  est  p a r t i c u l i è r e m e n t  i n t é r e s s a n t  à c o n s i d é r e r .  I l  pe r -  

m e t  de d i s t i n g u e r  H l ,  t r è s  r i c h e  e n  l y s i n e ,  de H2B r i c h e  en ly -  

s i n e  e t  de  H 2 A ,  H 3 ,  H 4  r i c h e s  en a r g i n i n e .  

. l e s  r a p p o r t s  t y ros ine /phény la l an ine ,  i so l euc ine / l eu - -  

c i n e  c o n s t i t u e n t  également de  p r é c i e u x  c r i t è r e s  pour  l a  c a r a c t é -  

r i s a t i o n  des  h i s t o n e s ,  notamment e n  ce q u i  concerne les h i s t o n e s  

H2A e t  H2B. 

Dans c e r t a i n s  cas, l a  dé t e rmina t ion  de l a  séquence s e u l e ,  

permet  de c l a s s e r  s a n s  équivoque,  l ' h i s t o n e  é t u d i é e .  En e f f e t ,  

pour  chaque type  d ' h i s t o n e ,  i l  e x i s t e  des  séquences  b i e n  ca rac -  

t é r i s t i q u e s  q u i  s e  r e t r o u v e n t  q u e l l e  que s o i t  l ' o r i g i n e  de 

l ' h i s t o n e  é t u d i é e .  

2 - 1-2 L e s  données de l a  séquence 
-- .- 

Deux t y p e s  de renseignements  o n t  é t é  ob tenus  : 

- L a  r é p a r t i t i o n  asymétr ique des  r é s i d u s  b a s i q u e s  e t  hy- 

drophobes a  permis  de d é f i n i r  des  domaines f o n c t i o n n e l s  d i s t i n c t s  

l e  long de  l a  cha îne  polypept idi&ie .  

- La dé t e rmina t ion  des  séquences  d ' h i s t o n e s  provenant  

d ' e s p è c e s  d i f f é r e n t e s  a  permis  de m e t t r e  e n  év idence  les r é g i o n s  

v a r i a b l e s  e t  conservées  au cou r s  de l ' é v o l u t i o n ,  m e t t a n t  a i n s i  

e n  lumiè re  l e  r61e fondamental  des  s t r u c t u r e s  conservées  dans  

1 ' a r c h i t e c t u r e  mo lécu la i r e  de  l a  chromat ine .  

La  f i g u r e  6  p r é s e n t e  l a  d i s t r i b u t i o n  des  r é s i d u s  b a s i q u e s ,  

a c i d e s  e t  hydrophobes le long  de l a  charne  p e p t i d i q u e  dans  les 

d i f f é r e n t s  t ypes  d ' h i s t o n e s ,  a i n s i  que l e  degré  de  c o n s e r v a t i o n  

des  séquences  de  ces h i s t o n e s  ( v o i r  les revues  g é n é r a l e s  

dtISENBERG (60) e t  de VON HOLT e t  a2 ( 1 4 3 ) .  
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2 - 1-2-1 Réwar t i t i on  des  r é s i d u s  

On r e t r o u v e  généralement  une accumulat ion d e s  r é s i d u s  

b a s i q u e s  dans l a  m o i t i é  N-terminale des  h i s t o n e s  de  l a  "co re  

p a r t i c l e " ,  t a n d i s  que l a  m o i t i é  C-terminale  p r é s e n t e  un carac-  

t è r e  hydrophobe ne t tement  marqué. Une s i t u a t i o n  i n v e r s e  p r é v a u t  

dans  l ' h i s t o n e  H l .  

De cette d i s t r i b u t i o n  asymét r ique ,  il s e  dégage deux 

conséquences immédiates : 

- La r é g i o n  N-terminale,  chargée  p o s i t i v e m e n t ,  de s  h i s -  

t o n e s  de l a  " c o r e  p a r t i c l e "  s e ra i t  l e  s i è g e  d ' i n t e r a c t i o n s  pu- 

rement é l e c t r o s t a t i q u e s  avec les groupements phosphate  n é g a t i -  

vement chargés  du DNA. I l  f a u t  r a p p e l e r  à ce propos ,  que c ' e s t  

a u  n iveau  de c e s  séquences  q u ' i n t e r v i e n n e n t  les m o d i f i c a t i o n s  

p o s t - s y n t h é t i q u e s  des  h i s t o n e s ,  q u i  se t r a d u i s e n t  p a r  l a  p e r t e  

d ' u n e  charge  p o s i t i v e  ( a c é t y l a t i o  ) ou 1' a p p a r i t i o n  d ' u n e  char-  

ge  n é g a t i v e  (phosphory la t i on )  . 
- L e s  r ég ions  hydrophobes des  h i s t o n e s  s e r a i e n t  imp l i -  

quées  dans les i n t e r a c t i o n s  h i s t o n e - h i s t o n e .  

2 - 1-2-2 D é f i n i t i o n  de domaines v a r i a b l e s  ou c o n s t a n t s  ------ 

L e s  t r a v a u x  de DELANGE s u r  les h i s t o n e s  H3 e t  H4 d e  

Veau e t  de  P o i s  o n t  m i s  en  év idence  une remarquable conserva-  

t i o n  de l a  s t r u c t u r e  de  c e s  p r o t é i n e s  au  cours  de  l ' é v o l u t i o n .  

Aucune v a r i a t i o n  de l a  séquence ne semble être t o l é r é e  ; ce 

qui impl ique pour  c e s  p r o t é i n e s  un r ô l e  &ondamental dans  l a  

chromat ine .  L e s  que lques  changements q u i  o n t  pu ê t r e  obse rvés  

dans  l e s  h i s t o n e s  H3 e t  H4 d ' a u t r e s  Eucaryotes  s u p é r i e u r s ,  s o n t  

de  n a t u r e  c o n s e r v a t i v e  du type  V a l  I l e ,  Tyr Phe,  Lys Arg. 

Chez l e s  Eucaryotes  i n f é r i e u r s  t o u t e f o i s ,  l e v u r e  ou p r o t i s t e s ,  

les  h i s t o n e s  H3 e t  H4 p r é s e n t e n t  des  v a r i a t i o n s  s t r u c t u r a l e s  

impor t an t e s  p a r  r a p p o r t  aux h i s t o n e s  d 'Eucaryotes  s u p é r i e u r s .  

A i n s i ,  1 ' h i s t o n e  H4 de Te t rahymena  ( p r o t o z o a i r e  c i l i é )  possè-  

de  une séquence N-terminale t r è s  d i f f é r e n t e  de c e l l e  de l ' h i s -  

t o n e  H 4  de  Veau ( 4 9 ) .  



L e s  h i s t o n e s  H 2 A  e t  H2B, q u a n t  B e l l e s ,  p r é s e n t e n t  des  

v a r i a t i o n s  s t r u c t u r a l e s  i m p o r t a n t e s  q u i  se t r a d u i s e n t  p a r  de s  

changements généra lement  non c o n s e r v a t i f s  , des  d é l é  t i o n s  ou 

d e s  i n s e r t i o n s , e t  a f f e c t e n t  d e s  r é g i o n s  b i e n  dé t e rminées  de ces 

molécu les .  C e s  v a r i a t i o n s  i n t e r v i e n n e n t  e s s e n t i e l l e m e n t  dans 

l a  r é g i o n  b a s i q u e  N-terminale  de  ces p r o t é i n e s .  L e s  que lques  

changements q u i  o n t  p u  étre o b s e r v é s  dans les r é g i o n s  hydropho- 

b e s  s o n t  le  p l u s  s o u v e n t  de  n a t u r e  c o n s e r v a t i v e .  L e s  é t u d e s  

s t r u c t u r a l e s  compara t ives  d e s  h i s t o n e s  H 2 A  e t  H2B o n t  permis  

de  d é f i n i r  d i £  f é r e n t s  domaines f o n c t i o n n e l s  dans l a  cha rne  pep- 

t i d i q u e  d e s  h i s t o n e s  H 2 A  e t  H2B. 

En ce q u i  concerne  l ' h i s t o n e  H2A, o n  p e u t  d é f i n i r  t r o i s  

domaines ( 1 5 7 )  : 

- Une r é g i o n  N- te rmina le ,  du r é s i d u  1 au  r é s i d u  20, riche 

e n  r é s i d u s  b a s i q u e s  e t  v a r i a b l e .  

- Une r é g i o n  médiane,  du r é s l d u  2 1  au  r é s i d u  118 compor- 

t a n t  deux zones hydrophobes ne t t emen t  d é f i n i e s  : 43-71 e t  100- 

118. 

- Une r é g i o n  C- te rmina le ,  du r é s i d u  1 1 9  au  r é s i d u  C - t e r -  

m ina l  dans  l e  thymus de  Veau, b a s i q u e  e t  v a r i a b l e .  

En ce q u i  concerne  l ' h i s t o n e  H 2 B ,  on peu r  d é f i n i r  é g a l e -  

ment t r o i s  domaines ( 1 4 3 )  : 

- Une r é g i o n  N- te rmina le ,  du r é s i d u  1 au r é s i d u  2 6 ,  r i c h e  

e n  r é s i d u s  b a s i q u e s  e t  v a r i a b l e .  

- Une r é g i o n  i n t e r m é d i a i r e  de  s e p t  r é s i d u s ,  t r è s  b a s i q u e ,  

p o s s é d a n t  dans t o u s  les cas s i x  r é s i d u s  de l y s i n e  ou d ' a r g i n i n e ,  

cons  t a n t e .  

- Une r é g i o n  C- te rmina le  de 9 1  r é s i d u s ,  r i c h e  en  r é s i d u s  

hydrophobes e t  généra lement  c o n s t a n t e  a u  cou r s  d e  l ' é v o l u t i o n .  

I l  semble donc q u ' e n  ce q u i  concerne  les h i s t o n e s  H2A e t  

H2B, un c e r t a i n  nombre de séquences  N- te rmina les  a i t  é t é  sélec- 

t i o n n é  au  cou r s  de  l ' é v o l u t i o n ,  p e u t - ê t r e  pour  a s s u r e r  d e s  p ro-  

c e s s u s  de r é g u l a t i o n  s p é c i f i q u e  au  n i v e a u  du DNA. 



L ' é t r o i t e  c o n s e r v a t i o n  d e  l a  r é g i o n  N- te rmina le  d e s  h i s -  

t o n e s  H 3  e t  H4 p e u t  p a r a î t r e  s u r p r e n a n t e .  En e f fe t ,  l a  l i a i s o n  

d e s  h i s t o n e s  a u  DNA n ' e s t  p a s  s p é c i f i q u e  e t  n ' i m p l i q u e  donc p a s  

un t e l  d e g r é  d e  c o n s e r v a t i o n  d e s  s t r u c t u r e s .  SPIKER e t  ISENBERG 

( 1 2 9 )  o n t  é m i s  1 ' h y p o t h è s e  s e l o n  l a q u e l l e  l a  r é g i o n  N- te rmina le  

d e  ces h i s t o n e s  n e  s e ra i t  p a s  i m p l i q u é e  dans  d e s  i n t e r a c t i o n s  

histone-DNA m a i s  p l u t ô t  dans  d e s  i n t e r a c t i o n s  beaucoup p l u s  

s p é c i f i q u e s  e t  v i t a l e s  tel les q u e  d e s  i n t e r a c t i o n s  h i s t o n e - h i s -  

t o n e  s u p p l é m e n t a i r e s  p a r t i c i p a n t  à l a  c o n d e n s a t i o n  d e s  nucléo-  

somes ou  d e s  i n t e r a c t i o n s  h i s t o n e - p r o t é i n e  non h i s t o n e .  

2 - 2 ORGANISATION DES HISTONES DANS LA CHROMATINE 

J u s q u ' à  p r é s e n t ,  les données  d e  l a  c r i s t a l l o y - a p h i e  

n ' o n t  p a s  p e r m i s  de  t i re r  d e  c o n c l u s i o n s  s u r  l ' o r g a n i s a t i o n  

d e s  h i s t o n e s  à l ' i n t é r i e u r  du nucléosorne. L e s  é l é m e n t s  d ' i n -  

f o r m a t i o n  dans  ce domaine, nous o n t  é t é  donnés  e s s e n t i e l l e m e n t  

p a -  les é t u d e s  de p o n t a g e  e t  les é t u d e s  d V i n t e r a . c t i o n  e n t r e  

les d i f f é r e n t e s  h i s t o n e s  e n  s o l u t i o n .  C e s  deux t y p e s  d ' é t u d e s  

c o n c e r n e n t  deux  a s p e c t s  d i £  f é r e n t s  de 1 ' o r g a n i s a t i o n  d e s  h i s -  

t o n e s  : 

- Les  é t u d e s  de  p o n t a g e  d é t e r m i n e n t  une p r o p r i é t é  géo- 

m é t r i q u e  : elles mesuren t  l a  d i s t a n c e  e n t r e  les deux r é s i d u s  

p o n t é s  ; e n  m o d i f i a n t  l a  l o n g u e u r  d e s  d i f f é r e n t s  a g e n t s  de  

p o n t a g e ,  o n  p e u t  a l o r s  o b t e n i r  d e s  r e n s e i g n a m e n t s  s u r  les d i s -  

t a n c e s  r e l a t i v e s  d e s  h i s t o n e s .  

- L e s  é t u d e s  d ' i n t e r a c t i o n  e n t r e  les d i f f é r e n t e s  h i s t o n e s  

d é t e r m i n e n t  une  p r o p r i é t é  thermodynamique : el les  d é f i n i s s e n t  

les i n t e r a c t i o n s  e t  l a  f o r c e  d e  ces i n t e r a c t i o n s .  On p e u t  sup- 

p o s e r  p a r  exemple que  deux h i s t o n e s  s o i e n t  p o n t é e s  d a n s  l e  nu- 

c iéosome s a n s  p o u r  a u t a n t  i n t e r a g i r  l ' u n e  a v e c  l ' a u t r e .  Toute- 

fo i s ,  les a g e n t s  de  p o n t a g e  c o u r t s  tels  l a  l u m i a r e  u l t r a - v i o l e t -  

te ,  le  t é t r a n i  t rométhane ,  les c a r b o d i i m i d e s  ou l e  formaldéhyde 

d o n n e n t  n a i s s a n c e  à d e s  l i a i s o n s  e n t r e  r é s i d u s  q u i  a v a n t  pon- 

t a g e ,  d e v a i e n t  v r a i s e m b l a b l e m e n t  ê t re  i m p l i q u é s  dans  d e s  i n t e r a c -  

t i o n s  thermodynamiquement i m p o r t a n t e s .  
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2  - 2-1 Assemblage d e s  h i s t o n e s  

Avant  meme  l ' i d e n t i f i c a t i o n  d u  nucléosorne, on savai t  

que  les h i s t o n e s  p o u v a i e n t  i n t e r a g i r  e n t r e  e l les ,  e n  a b s e n c e  

d e  DNA. 

D è s  1972, un complexe é q u i m o l é c u l a i r e  formé p a r  les 

h i s t o n e s  H2A e t  H2B f u t  i d e n t i f i é  ( 1 2 2 ) .  I l  s ' a g i s s a i t  d ' u n  

d imère  K2A-H2B (65 ,67)  . D ' a u t r e s  t y p e s  d e  complexes f u r e n t  

e n s u i t e  m i s  e n  é v i d e n c e  : le  complexe H3-H4 s o u s  forme de t é -  

t r a m è r e  ( 6 7 , 1 1 3 ) ,  l e  complexe H2B-H4 s o u s  forme d e  d imère  ( 9 2 ) .  

D'ANNA e t  ISENBERG (27)  o n t  résumé les  s p é c i f i c i t é s  d e s  i n t e r -  

a c t i o n s  e n t r e  les d i f f é r e n t e s  h i s t o n e s  dans  l e  schéma s u i v a n t  : 

H2A cc> H23 I n t e r a c t i o n s  f o r t e s  +-+ 
T F-. . . , .T 

I . . . . . 1 I n t e r a c t i o n s  f a i b l e s  <- -> 
4 & *  ' ' *.A 
H3 6--> H4 I n t e r a c t i o n s  t r è s  f a i b l e s  

<* *> 

SpERLING e t  BUSTIN ( 1 2 7 )  o n t  f a i t  e n  1975,  une é t u d e  corn- 

p l è t e  du comportement d e s  h i s t o n e s  i n d i v i d u e l l e s  e t  d e s  pc . ' r e s  

d ' h i s t o n e s  p a r  v i t e s s e  e t  é q u i l i b r e  de s é d i m e n t a t i o n ,  p a r  n i i -  

c r o s c o p i e  é l e c t r o n i q u e ,  a i n s i  que p a r  é l e c t r o p h o r è s e  s u r  g e l  

d e  p o l y a c r y l a  :.de SDS a p r è s  p o n t a g e  d e s  h i s t o n e s  p a r  l e  dimé- 

t h y l s u b é r i m i d a t e .  C e s  t y p e s  d ' i n t e r a c t i o n  o b s e r v é s  i n  v i  t r o  se 

r e t r o u v e n t  d a n s  l a  c h r o m a t i n e  a i n s i  que l ' o n t  démontré les é- 

t u d e s  d e  p o n t a g e  a v e c  les r a y o n s  U.V. (84)  , ou des a g e n t s  c h i -  

miques à m o l é c u l e  c o u r t e ,  l e  t é t r a n i t r o m é t h a n e  ( 8 3 ) ,  les c a r -  

b o d i i m i d e s  (13)  o u  l e  formaldéhyde ( 6 1 ) .  

L ' h i s t o n e  H l ,  b i e n  que  p l a c é e  à l ' e x t é r i e u r  de l a  "core  

p a r t i c l e " ,  p e u t  ê t re  p o n t é e  a v e c  des " c o r e  h i s t o n e s "  ( 1 2 , 5 6 , 1 1 1 ) ,  

e n  p a r t i c u l i e r  a v e c  l ' h i s t o n e  H2A ( 1 4 ) .  

Le f a i t  q u e  les  h i s t o n e s  H3 e t  H 4  f o r m e n t  un t é t r a m è r e ,  

que  les h i s t o n e s  H2A, H2B, H 3  e t  H4 s o i e n t  p r é s e n t a e s  e n  q u a n t i -  

t é  é q u i m o l é c u l a i r e  dans  l a  c h r o m a t i n e ,  a  c o n d u i t  KORNBERG (66)  



à suggé re r  dés  1974, une o r g a n i s a t i o n  des  "co re  h i s t o n e s "  en  

octamère. L'année s u i v a n t e ,  THOMAS e t  KORNBERG (139) o n t  m i s  

e n  évidence cet octamére d ' h i s t o n e s  e n  pon tan t  l a  chromatine 

p a r  l e  d iméthylsubér imida te  e n  m i l i e u  N a C l  2M pH 9 .  WEINTRAUB 

e t  a2 ( 1 4 9 ) ,  l a  même  année,  o n t  r e t r o u v é  également une a s s o c i a -  

t i o n  des  q u a t r e  h i s t o n e s  à f o r c e  i o n i q u e  é l evée  m a i s  o n t  ob- 

t enu  a p r è s  pontage p a r  l a  formaldéhyde à pH 7, un t é t r a m è r e  

h é t é r o t y p i q u e  H2A-H2B-H3-H4. 

Depuis ces premières  o b s e r v a t i o n s ,  les é t u d e s  u l t é r i e u r e s  

o n t  confirmé l ' o r g a n i s a t i o n  en  octamère des  h i s t o n e s  dans  l a  

"core p a r t i c l e " .  C e t  octamère p e u t  meme étre i s o l é  e t  c a r a c t é -  

r i s é  en absence de pontage,  l i b r e  e n  s o l u t i o n  de  f o r c e  i o n i q u e  

é l e v é e  (38,~114,138) .  C e t t e  e n t i t é  m o l é c u l a i r e  e s t  cependant l a -  

b i l e  e t  f a c i l e m e n t  endommagée. Concernant l t  assemblage d e s  qua- 

t r e  h i s t o n e s ,  il reste les deux hypothèses  : 

- l a  première ,  proposée p a r  WEINTRAUB e t  a l  (150) , s e l o n  

l a q u e l l e  les h u i t  h i s t o n e s  s ' a s s e m b l e r a i e n t  en deux t é t r a m è r e s  

h é t é r o t y p i q u e s  

- l a  seconde,  proposée i n i t i a l e m e h t  p a r  KORNBERG ( 6 6 )  e t  

genéralement  accep tée  main tenant  (38,114,138) , s e l o n  l a y u e l  l e  

les h i s t o n e s  H3 et, II4 s ' a s s e m b l e r a i e n t  e n  un t é t r amère  (H3-Ii4)2 

auque 1 se ra i en t  associes deux dimères  H2A-H2B. 

Quelques  o b s e r v a t i o n s  s o n t  e n  f a v e u r  de l a  première  hy- 

po thèse .  CAMPBELL e t  COTTER (17)  o n t  ob tenu  p a r  d i f f u s i o n  l a -  

ser s u r  un mélange des  q u a t r e  h i s t o n e s ,  une masse mo lécu la i r e  

de  l ' o r d r e  de c e l l e  du t é t r a m è r e  h é t é r o t y p i q u e .  CHUNG e t  a l  ( 2 1 )  

o n t  m i s  e n  évidence p a r  s é d i m e n t a t i o n  à basse v i t e s s e ,  un équi-  

l i b r e  e n t r e  l t o c t a m è r e  e t  l e  t é t r a m è r e  h é t é r o t y p i q u e .  Un t e l  

modèle e s t  s é d u i s a n t .  Une o r g a n i s a t i o n  des  h i s t o n e s  en deux t é -  

t ramères  hé  t é r o t y p i q u e s  p e r m e t t r a i t  de r end re  compte des  demi- 

nucléosornes observés  p a r  OUDET e t  a2 e n  microscopie  é l e c t r o n i -  

que (101) . C e  modèle r e n d r a i t  compte également de  l a  s y m é t r i e  

observée dans l e  nucléosome p a r  des  t echniques  phys iques  ( 4 3 )  

ou p a r  d i g e s t i o n  enzymatique (5 ,121)  . L ' e x i s t e n c e  du t é t r amère  

h é t é r o t y p i q u e  H2A-H2B-H3-H4 f a i t  cependant  l ' o b j e t  de nombreu- 

s e s  c r i t i q u e s  (38 ,  138) e t  bon nombre d ' é t u d e s  v i e n n e n t  c o n f i r -  

m e r  l ' h y p o t h è s e  de KORNBERG. D e  p l u s  récemment, GODFREY e t  a l  



(50) o n t  c a r a c t é r i s é  l 'hexamère (H3-B4) (H2A-H2B) : e n t i t é  

mo lécu la i r e  i n t e r m é d i a i r e  e n t r e  l ' oc t amère  e t  ses p r o d u i t s  de 

d i s s o c i a t i o n .  

La f i g u r e  7 p r é s e n t e  1' a s p e c t  topolog ique  de 

l ' a s semblage  des  h u i t  h i s t o n e s  dans l a  " co re  p a r t i c l e " ,  t e l  

q u ' i l  r e s s o r t  d e s  é t u d e s  de pontage.  

La f i g u r e  8 p r é s e n t e  l ' a s p e c t  thermodynamique de cet 

assemblage,  t e l  q u '  il r e s s o r t  des  é t u d e s  d ' i n t e r a c t i o n  e n t r e  

les h i s t o n e s .  

2 - 2-2 Nature  d e s  i n t e r a c t i o n s  

D'  ANNA e t  ISENBERG (27)  o n t  démontré q u ' i l  e x i s t a i t  d i f -  

f é r e n t s  t y p e s  d ' i n t e r a c t i o n  e n t r e  les h i s t o n e s .  En r e p l a ç a n t  

deux à deux les h i s t o n e s  p réa l ab l emen t  d é n a t u r é e s  dans d e s  con- 

d i t i o n s  de  f o r c e  i on ique  f a v o r i s a n t  l a  fo rma t ion  d 'un  complexe, 

c e s  a u t e u r s  o n t  montré p a r  dichroïsme c i r c u l a i r e  que l a  forma- 

t i o n  des  complexes s ' accompagnait d '  une augmentation très ne t -  

t e  du contenu h é l i c o ï d a l .  C e t t e  augmentation t r è s  n e t t e  pour 

l e s  p a i r e s  d ' h i s t o n e s  H2A e t  H2B,  H3 e t  H 4 ,  H2B e t  H 4  n ' e s t  

pas  observée  pour  les a u t r e s  conzbiiiaisons d ' h i s t o n e s .  

Des é t u d e s  de r e c o n s t i t u t i o n  e n t r e  les h i s t o n e s  e t  l e  

DNA o n t  démontré en  o u t r e  que l ' o r g a n i s a t i o n  du DNA en  supe r -  

s t r u c t u r e  é t a i t  e n  r e l a t i o n  avec l ' augmen ta t ion  du t a u x  d ' né -  

l i c i t é  des  h i s t o n e s  (151) 

D e s  é t u d e s  de s p e c t r o s c o p i e  i n £  ra rouge  (22,87,88)  ou 

raman (96,137) o n t  permis  de conc lu re  que l a  s t r u c t u r e  f3 n ' e -  

x i s t a i t  pa s  dans  les complexes d ' h i s t o n e s  ou s u r  l a  chromat i -  

ne e l l e - m ê m e  . 
EICKBUSH e t  MOUDRIANAKIS (38) o n t  p r é s e n t é  un schéma ( f i -  

gu re  7 )  i n d i q u a n t  l a  n a t u r e  des  i n t e r a c t i o n s  q u i  ma in t i ennen t  

les h u i t  h i s t o n e s  e n t r e  el les.  I ls  é t u d i e n t  p a r  chromatographie  

de tamisage m o l é c u l a i r e  l a  s t a b i l i t é  de l ' o c t a m è r e  e n  f o n c t i o n  

de  d i f f é r e n t s  pa ramè t r e s  : l a  f o r c e  i o n i q u e ,  l a  t empéra tu re ,  



FIGURE 7 - D i s p o s i t i o n  d e s  h i s t o n e s  d ' a p r è s  les r é s u l t a t s  

o b t e n u s  par pon tage .  

CARTER e t  a l  (1980)  J .Biol .Chem.,  - 295, 748-754. 
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FIGURE 8 - Assemblage d e s  h i s t o n e s  e n  s o l u t i o n  e t  n a t u r e  des 

i n t e r a c t i o n s  h i s t o n e - h i s t o n e .  

F o r c e s  hydrophobes  l i a i s o n s  hydrogène 

EICKBUSH e t  MOUDRIANAKIS (1978)  B i o c h e m i s t r y  - 1 7 ,  4955-4964. 



l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  u r é e  ou e n  c h l o r h y d r a t e  de guan id ine  a i n s i  

que l e  pH. Les r é s u l t a t s  ob tenus  l e u r  pe rme t t en t  de  p ropose r  

un modèle oh l ' o c t a m è r e  s e  t r o u v e  maintenu p a r  deux t y p e s  d ' i n -  

t e r a c t i o n s  : d e s  i n t e r a c t i o n s  f o r t e s  d 'une p a r t ,  de n a t u r e  hy- 

drophobe; s t a b l e s ,  main tenant  les h i s t o n e s  H 3  e t  H 4  en  t é t r a -  

mère e t  les h i s t o n e s  H2A e t  H2B e n  dimères ; des  i n t e r a c t i o n s  

f a i b l e s  d ' a u t r e  p a r t ,  a s s o c i a n t  en  un octamère l e  t é t r a m è r e  

(H3-H4) e t  deux dimères  (H2A-H2B) . C e s  i n t e r a c t i o n s  s e r a i e n t  

dues à l a  fo rma t ion  d ' un  nombre l i m i t é  de l i a i s o n s  hydrogène 

e n t r e  des  r é s i d u s  d ' h i s t i d i n e  e t  de  l y s i n e  e t / o u  e n t r e  d e s  r é -  

s i d u s  d ' h i s t i d i n e  e t  de  t y r o s i n e .  En e f f e t ,  l e  d i s s o c i a t i o n  

de 1 'octamère  es t  p a r t i c u l i è r e m e n t  s e n s i b l e  à l a  t empéra tu re  

a i n s i  q u ' à  de f a i b l e s  c o n c e n t r a t i o n s  en  agen t s  d é n a t u r a n t s ,  

b i e n  connus pour  l e u r  a c t i o n  s u r  les l i a i s o n s  hydrogène.  De 

p l u s ,  les é t u d e s  en  f o n c t i o n  du pH démontrent  l e  r61e joué  p a r  

les a c i d e s  aminés h i s t i d i n e  (.pK = 6 , O )  , t y r o s i n e  (pK = 10, l )  

e t  l y s i n e  (pK = 10,5)  . 
D e  te l les  l i a i s o n s  hydrogène,  impl iquant  un nombre l i m i -  

t é  d ' a c i d e s  aminés,  p o u r r a i e n t  être f ac i l emen t  r é g u l é e s  dans 

l a  c e l l u l e .  Leur b locage  on non r é s u l t e r a i t  en  d e s  changements 

dans l a  s t a b i l i t é  des  nucléosomes, s a n s  a f f e c t e r  l e s  a s s o c i a -  

t i o n s  e n  t é t r a m è r e  e t  e n  dimère des  h i s t o n e s  H 3  e t  H 4 ,  H 2 A  e t  

H2B.  De tels changements dans l e  nucléosome p o u r r a i e n t  a l o r s  

p e r m e t t r e  une a c c e s s i b i l i t é  p l u s  ou moins grande au DNA. I l  es t  

i n t é r e s s a n t  de n o t e r  également  que s i  des r é s i d u s  de l y s i n e  s o n t  

v é r i t a b l e m e n t  imp l iqués  dans l e  m a i n t i e n  de  l ' o c t a m è r e ,  1 'acé- 

t y l a t i o n  e t  l a  mé thy la t ion  f o u r n i r a i e n t  des  mécanismes de régu- 

l a t i o n  ponctue 1s des  i n t e r a c t i o n s  h i s  tone-h is  t one  dans l e  nu- 

cléosome. 

2  - 2-3 L o c a l i s a t i o n  des  r é g i o n s  d ' i n t e r a c t i o n  

D i f f é r e n t e s  méthodes p e r m e t t e n t  de l o c a l i s e r  les r ég ions  

s t r u c t u r é e s  des  cha înes -  p o l y p e p t i d i q u e s  e n  s o l u t i o n  : 

- La s p e c t r o s c o p i e  de résonnance magnétique n u c l é a i r e  (RMN)  

es t  p a r t i c u l i è r e m e n t  adap tée  à ce  t y p e  de r eche rche  . E l l e  per -  

m e t  en  e f f e t  d ' é v a l u e r  l a  r i g i d i t é  de  l a  molécule  a u t o u r  de 



groupements a tomiques  dé t e rminés  e t  l o c a l i s é s  dans  l a  séquence .  

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

séquence  permet  éga lement  de  l o c a l i s e r  les r é g i o n s  a y a n t  une 

for te  p r o b a b i l i t é  d ' a d o p t e r  les conformat ions  e n  h é l i c e s  a ,  e n  

f e u i l l e t s  p l i s s é s - B  o u  e n  8 - tu rns .  C e t t e  méthode r e p o s e  s u r  

1 ' a t t r i b u t i o n  a chaque a c i d e  aminé d ' un  paramèt re  conformat io -  

n e l .  C e  pa r amè t r e  e s t  c a l c u l é  d '  a p r è s  l a  f r équence  d  ' a p p a r i t i o n  

de  chaque a c i d e  aminé dans  les d i f f é r e n t s  t y p e s  de  s t r u c t u r e  

s e c o n d a i r e ,  s u r  une t r e n t a i n e  de  p r o t é i n e s  p a r f a i t e m e n t  connues 

p a r  c r i s t a l l o g r a p h i e  ( 2 0 )  . 
- L ' u t i l i s a t i o n  d e  f ragments  p e p t i d i q u e s  pos sédan t  d e s  c a r a c -  

t é r i s t i q u e s  s t r u c t u r a l e s  p r é c i s e s ,  permet  de  - l i m i t e r  les modèles 

d ' i n t e r a c t i o n  e t  de m e t t r e  e n  év idence  les r é g i o n s  i n d i s p e n s a -  

b l e s  à l a  fo rma t ion  d e s  complexes. 

- L e  degré  de  c o n s e r v a t i o n  d e s  séquences  i n d i q u e  l a  p o s i -  

t i o n  des  d i f f é r e n t s  domaines a y a n t  e u  de s  c o n t r a i n t e s  d i f f é -  

r e n t e s  au c o u r s  de l ' é v o l u t i o n .  

D'  a u t r e  t y p e s  d e  m e  thodes  c o n s i s t e n t  à t r a v a i l l e r  d i r e c -  

t ement  s u r  l e  nucléosome ou l a  chromat ine .  L ' u t i l i s a t i o n  d ' a -  

g e n t s  de pon tage  c o u r t s  e t  l ' i d e n t i f i c a t i o n  d '  a c i d e s  a m i  n é s  ;.on- 

tés permet  de  l o c a l i s e r  dans l a  séquence  les r é g i o n s  d ' i n t e r a c -  

t i o n .  Tout  r é a c t i f  s p é c i f i q u e  p e u t  c o n s t i t u e r  une sonde e t  p e r -  

m e t  d ' o b t e n i r  d e s  rense ignements  p o n c t u e l s  s u r  l e , ~  r é g i o n s  ex- 

posées  ou  non à l a  m o d i f i c a t i o n  chimique.  Ce.  d e r n i e r s  t y p e s  

de  méthodes p e r m e t t e n t  d ' é t u d i e r  les h i s t o n e s  dans un env i ron -  

nement p l u s  p roche  d e s  c o n d i t i o n s  p h y s i o l o g i q u e s  ( 1 5 2 ) .  

Les é t u d e s  dans  ce domaine o n t  é t é  t r è s  nombreuses. I l  

e n  r e s s o r t  que les q u a t r e  h i s t o n e s  p r é s e n t e n t  t o u t e s  une r é g i o n  

N-terminale p l u s  ou moins é t e n d u e ,  mobi le  (76,87,88,92)  , pré-  

s e n t a n t  peu de p r o b a b i l i t é  d ' a d o p t e r  une s t r u c t u r e  a  ou B s ta-  

b l e  ( 4 1 ) .  C e t t e  r é g i o n  n ' e s t  p a s  i n d i s p e n s a b l e  à l a  f o r m a t i o n  

de s  complexes (11) e t  du f a i t  de  sa  b a s i c i t é  se ra i t  p l u t - ô t  i m -  

p l i q u é e  dans  d e s  i n t e r a c t i o n s  é l e c t r o s t a t i q u e s  avec  l e  DNA. 



C e s  i n t e r a c t i o n s  é l e c t r o s t a t i q u e s  s ' e f f e c t u e r a i e n t  s u r t o u t  en- 

t re  des  r é s i d u s  d ' a r g i n i n e  e t  les groupes  phosphate  du DNA(18, 

9 2 ) .  I l  f a u t  s i g n a l e r  que c e t t e  r é g i o n  N-terminale des  h i s t o n e s  

ne d o i t  pa s  être l a  s e u l e  r ég ion  d ' i n t e r a c t i o n  avec  le DNA pu i s -  

que des  " c o r e  p a r t i c l e s "  peuvent  s u b s i s t e r  m ê m e  ap rè s  é l imina -  

t i o n  de  ces r é g i o n s  N-terminales p a r  d i g e s t i o n  t r y p s i q u e  ( 7 7 ) .  

Des i n t e r a c t i o n s  supp lémen ta i r e s  e n t r e  les r é s i d u s  de t y r o s i n e  

e t  les b a s e s  du DNA (86) ou  des  l i a i s o n s  e n t r e  un groupe carbo- 

xy l ique  e t  l a  guanine (70) p o u r r a i e n t  également  e x i s t e r .  

D e s  é t u d e s  de pontage p a r  U.V. p u i s  t é t r a n i t r o m é t h a n e  o n t  

permis d ' o b t e n i r  un t r i m è r e  H2A-H2B-H4 ( 8 4 ) ,  montrant  a i n s i  

q u ' i l  e x i s t a i t  s u r  1 ' h i s t o n e  H2B,  deux sites d i s t i n c t s  d ' i n t e r -  

a c t i o n ,  l ' u n  avec  H2A,  l ' a u t r e  avec  H 4 .  Le tiers N-terminal  de  

l ' h i s t o n e  H2B i n t e r a g i r a i t  avec le  DNA, l e  t ie rs  médian avec  H2A,  

l e  tiers C-terminal  avec  H 4  ( 8 5 ) .  La r é g i o n  37-114 de l ' h i s t o n e  

H 2 B  (125 r é s i d u s )  i n t e r a g i r a i t  p l u s  spéc i f iquement  avec l ' h i s -  

tone  H 2 A  a i n s i  que l ' o n  montré l e s  é t u d e s  de RMN ( 8 7 ) ,  imp l i -  

q u a n t  dans  un pontage un r é s i d u  de t y r o s i n e  l o c a l i s é  e n  p o s i -  

t i o n  37, 4 0  ou 42 ( 3 1 ) .  

La r é g i o n  31-95 de l ' h i s t o n e  H2A (129 r é s i d u s )  i n t e r a g i -  

r a i t  avec  l ' h i s t o n e  H2B (87)  . Un pontage e n t r e  l a  p r o l i n e  26 

de l ' h i s t o n e  H2A e t  une t y r o s i n e  de l ' h i s t o n e  H2B a  é t é  i d e n t i -  

f i é  (31)  . Enf in ,  l ' i n t e r a c t i o n  de l ' h i s t o n e  H2A avec l ' h i s t o n e  

H l ,  i m p l i q u e r a i t  l a  r é g i o n  58-129 de  l ' h i s t o n e  H2A e t  l a  r é g i o n  

74-106 de l ' h i s t o n e  H2B ( 1 4 ) .  

Les h i s t o n e s  H2A e t  H2B i n t e r a g i r a i e n t  avec le  tétramsre 

(H3-H4)2 p a r  des  l i a i s o n s  hydrogène e n t r e  des  r é s i d u s  d ' h i s t i -  

d i n e  e t  des  r é s i d u s  de l y s i n e  ou de t y r o s i n e  (38) . 

En ce q u i  concerne les h i s t o n e s  H3 e t  H 4 ,  d e s  é t u d e s  s u r  

des  f ragments  p e p t i d i q u e s  de c e s  p r o t é i n e s  (11) , o n t  montré que 

les r é g i o n s  42-120 de  l ' h i s t o n e  H3 (135 . r é s i d u s )  e t  38-102 de 

l ' h i s t o n e  H 4  (102 r é s i d u s ) ,  é t a i e n t  i nd i spensab le s '  à l a  forma- 

t i o n  des  complexes. L ' i n t e r a c t i o n  de  c e s  h i s t o n e s  avec les d i -  

mères H2A-H2B, impl ique  des  r é s i d u s  d ' h i s t i d i n e ,  de l y s i n e  e t  

de  t y r o s i n e  ( 3 8 ) .  



2 - 3 ROLE DES HISTONES DANS LA CHROMATINE 

2 - 3-1 Maint ien dans l a  s t r u c t u r e  

L e s  h i s t o n e s  H3 e t  H4 jouen t  un r ô l e  e s s e n t i e l  dans l ' o r -  

g a n i s a t i o n  de l a  s t r u c t u r e  nucléosomale : 1' a s s o c i a t i o n  H3-H4 

es t  s u f f i s a n t e  pour  c o n f é r e r  au  DNA une s t r u c t u r e  nucléosome- 

l i k e  (64,67,120) . C e t t e  s t r u c t u r e  e s t  maintenue p a r  les i n t e r -  

a c t i o n s  d e s  h i s t o n e s  e n t r e  e l les .  Celles-ci s o n t  fondamentales 

car e l les  semblent  a v o i r  é t é  é t r o i t e m e n t  conservées  t o u t  au 

long  de l ' é v o l u t i o n .  En d é p i t  des  que lques  v a r i a t i o n s  de sé-  

quence,  on r e t r o u v e  en  e f f e t  l e s  m ê m e s  t ypes  d ' i n t e r a c t i o n  chez 

les animaux : veau ( 2 7 ) ,  les végé taux  : p o i s  ( 1 2 8 ) ,  les cham-- 

pignons : une l e v u r e  ( 8 2 )  e t  l e s  p r o t i s t e s  : Tetrahymena ( 4 8 ) .  

L ' h i s t o n e  H 4  de Tetr3ahymena (Eucaryote  i n f é r i e u r )  p r e s e n t e  tou- 

t e f o i s  p a r  r a p p o r t  aux a u t r e s  h i s t o n e s  H 4 ,  que lques  v a r i a t i o n s  

dans les f o r c e s  d ' i n t e r a c t i o n  ( 4 8 ) .  C e s  v a r i a t i o n s  s o n t  l i é e s  

s a n s  doute  à l a  séquence p a r t i c u l i è r e  de cette h i s t o n e ,  d i f f é -  

r e n t e  de c e l l e  des  a u t r e s  h i s t o n e s  H 4  ( 4 9 ) .  

2  - 3-2 Régula t ion  de l a  f o n c t i o n  s t r u c t u r a l e  

I l  semble que l a  f o n c t i o n  s t r u c t u r a l e  d e s  h i s t o n e s  dans 

l a  chromatine s o i t  modulée p a r  d i f f é r e n t s  f a c t e u r s  q u i  peuvent  

ê t re  : 

- des  mod i f i ca t ions  p o s t - s y n t h é t i q u e s ,  

- d e s  i n t e r a c t i o n s  avec  des  N H P ,  

- 1' a p p a r i t i o n  de  v a r i a n t s  . 

2 - 3-2-1 Modi f ica t ions  pos t - s y n t h é t i q u e s  

Au n iveau  des  r é g i o n s  d ' i n  t e r a c t i o n  histones-DNA, on ob- 

s e r v e  p l u s i e u r s  t ypes  de m o d i f i c a t i o n s  pos t - s y n t h é t i q u e s  t e l l e s  

que 1 ' a c é t y l a t i o n ,  l a  phosphory la t i on ,  l a  mé thy la t ion  ou 1 'ADP- 

r i b o s y l a t i o n .  C e s  m o d i f i c a t i o n s  s o n t  le  p l u s  souven t  e n  c o r r é l a -  

t i o n  avec  des  m o d i f i c a t i o n s  d e  s t r u c t u r e  ou de f o n c t i o n  de l a  

chromat ine .  



A i n s i ,  de nombreux arguments i n d i q u e n t  que 1' a c é t y l a t i o n  

des  h i s t o n e s  e s t  en c o r r é l a t i o n  avec  les r é g i o n s  a c t i v e s  du gé 

nôme ( 4 )  Les s i tes  d ' a c é t y l a t i o n  s o n t  l e s  groupements E-NH2 d e s  

r é s i d u s  de  l y s i n e ,  e n . p o s i t i o n  5,  8 ,  12 e t  16 pour  l ' h i s t o n e  H 4 ,  

9 ,  1 4 ,  18  e t  23 pour l ' h i s t o n e  H3, 5,35,39 e t  47 pour  l ' h i s t o n e  

H2B e t  e n  p o s i t i o n  5 pour  l ' h i s t o n e  H 2 A  (4 ,34)  

La phosphory la t ion  i n t e r v i e n t  au n iveau  de l a  f o n c t i o n  

hydroxyle  d e s  r é s i d u s  de  s é r i n e  e t  de  t h réon ine .  C e t t e  modifi-  

c a t i o n  a f f e c t e  p r inc ipa l emen t  les h i s t o n e s  H l  e t  H2B. L a  phos- 

p h o r y l a t i o n  d e s  d i f f é r e n t s  t ypes  d ' h i s t o n e s  p o u r r a i t  ê t re  en re- 

l a t i o n  avec  d i f f é r e n t s  n iveaux  d ' o r g a n i s a t i o n  de l a  chromat ine .  

A i n s i ,  a u  c o u r s  de l ' i n t e r p h a s e ,  on  m e t  e n  év idence  une H l  phos- 

pho ry l ée ,  appe lée  H l I n .  C e t t e  phosphory la t i on  s e r a i t  e n  r e l a t i o n  

avec d e s  mod i f i ca t ions  de l ' o r g a n i s a t i o n  de  l a  chromat ine  au n i -  

veau m o l é c u l a i r e .  De m ê m e ,  au cou r s  de l a  m i t o s e ,  on observe  une 

H l  phosphory lée ,  appe lée  tuMi. C e t t e  phosphory la t i on ,  a i n s i  que 

c e l l e  se p r o d u i s a n t  s u r  l ' h i s t o n e  H3, s e r a i t  en  r e l a t i o n  avec 

l a  condensa t ion  des chromosomes. La phosphory la t i on  de  1 ' h i s  t o -  

ne  H2A sera i t  en r e l a t i o n  avec l a  fo rmat ion  d ' un  n iveau  i n t e r -  

méd ia i r e  de s t r u c t u r e  de l a  chromat ine  : l a  condensa t ion  en hé- 

t é roch roma t ine .  

La mé thy la t ion  e s t  un phénomène p l u s  l i m i t é  que les  a u t r e s  

m o d i f i c a t i o n s  pos t - syn thé t iques .  E l l e  concerne s u r t o u t  les h i s -  

t ones  r i c h e s  e n  a r g i n i n e  H 3  e t  H 4 ,  q u i  s o n t  méthylées  a u  n iveau  

de r é s i d u s  de  l y s i n e  en  p o s i t i o n  9 e t  2 7  ( h i s t o n e  H3 ) e t  en po- 

s i t i o n  2 0  ( h i s t o n e  H 4 )  ( 4 6 ) .  L a  mé thy la t ion  a p p a r a î t  é t re  un phé- 

nomène i r r é v e r s i b l e  (136) . E l l e  se p r o d u i r a i t  a p r è s  l a  format ion  

des  nucléosomes. Son r 6 l e  reste cependant  inconnu.  

Un a u t r e  type  de m o d i f i c a t i o n  pos t - syn thé  t i q u e  d e s  h i  s- 

t o n e s  e s t  1' ADP-ribosylat ion (57)  : 1 'ADP-r ibosyla t ion es t  une 

m o d i f i c a t i o n  des  r é s i d u s  a r g i n i n e ,  l y s i n e ,  a c i d e  glutamique ou 

phosphosér ine ,  p a r  des  c h a î n e s  de  po ly  (ADP-ribose) . C e t t e  modi- 

f i c a t i o n  a f f e c t e  p r inc ipa l emen t  les h i s t o n e s  Hl e t  H2B. Les h i s -  

t ones  H2A, H3 e t  H 4  s o n t  mod i f i ée s  à un moindre degré .  Rien n ' e s t  

enco re  connu s u r  l e s  conséquences physico-chimiques ou phys io lo-  

g iques  de  c e t t e  mod i f i ca t ion  dans  l a  chromat ine .  



I n t e r a c t i o n  avec  des  NHP 

A l o r s  que les i n t e r a c t i o n s  d e s  h i s t o n e s  e n t r e  e l les  o n t  

f a i t  l ' o b j e t  de  nombreuses é t u d e s  e t  s o n t  main tenant  a s s e z  b i e n  

d é f i n i e s ,  les i n t e r a c t i o n s  d e s  h i s t o n e s  avec  d ' a u t r e s  p r o t é i n e s  

de  l a  chromat ine  o n t  é t é ,  j u squ ' à  p r é s e n t ,  peu é t u d i é e s .  

La p remiè re  i n t e r a c t i o n  h i s  tone-non h i s t o n e  q u i  a i t  été 

m i s e  en  év idence  es t  une i n t e r a c t i o n  d 'un type  p a r t i c u l i e r ,  q u i  

m e t  en  j e u  une l i a i s o n  cova len t e  i s o p e p t i d i q u e  e n t r e  l e  groupe 

ca rboxy le  t e r m i n a l  de 1' u b i q u i t i n e  e t  l e  groupe s-aminé du ré -  

s i d u  de l y s i n e  119 de l ' h i s t o n e  H2A ( 5 9 ) .  C e t t e  i n t e r a c t i o n  a- 

b o u t i t  à l a  format ion  de l a  p r o t é i n e  A-24 q u i  e s t  un c o n s t i t u a n t  

des  nucléosomes (51)  . La présenc ,  de  c e t t e  p r o t é i n e  dans  les nu- 

cléosornes semble être en  r a p p o r t  a v e c  l a  d iminut ion  de l ' a c t i v i -  

t é  géné t ique .  Environ 10 p.100 des  h i s t o n e s  H2A de  thymus de 

Veau s o n t  a i n s i  modi f iées  (15)  . 

Un a u t r e  exem.ple d ' i n t e r a c t i o n  h i s t o n e - p r o t é i n e  non h i s -  

t one  f a i t  i n t e r v e n i r  une p r o t é i n e  a c i d e  appe lée  f a c t e u r  de  

LASKEY q u i  s e  l i e  aux h i s t o n e s  e t  a u r a i t  un r ô l e  c a t a l y t i q u e  

dans l e  p r o c e s s u s  d '  assemblage des h i s t o n e s  avec  l e  DNA, l o r s  

de  l a  fo rma t ion  des  nuclCosornes ( 7 2 ) .  

Des i n t e r a c t i o n s  e n t r e  l ' h i s t o n e  H l  e t  des  p r o t é i n e s  HMG-1 

e t  HMG-2 o n t  également  é t é  i d e n t i f i é e s  (123 ,159) -  Leur s i g n i f i -  

c a t i o n  b i o l o g i q u e  n '  e s t  pas  encore  connue. 

Appa r i t i on  de v a r i a n t s  d ' h i s t o n e s  

On d é f i n i t  comme v a r i a n t s ,  d e s  h i s t o n e s  a p p a r t e n a n t  à l a  

m ê m e  c l a s s e  dans  une e spèce  donnée e t  q u i  p r é s e n t e n t  d e s  d i f f é -  

r ences  dans  l e u r  s t r u c t u r e  p r i m a i r e  ( 6 0 ) .  On p e u t  s e  demander 

q u e l l e  e s t  l a  s i g n i f i c a t i o n  b i o l o g i q u e  de l ' a p p a r i t i o n  de ces  

v a r i a n t s  . 



Durant 1' ernbryogénèse p a r  exemple, on peu t  o b s e r v e r  1' ar -  

rêt de l a  syn thèse  d ' une  h i s t o n e  donnée e t  l e  déclenchement de 

l a  s y n t h è s e  d 'une nouve l l e  h i s t o n e  de  l a  même classe (91) . 
Durant l a  spermatogénèse,  l a  s y n t h è s e  des  h i s t o n e s  p e u t  

ê t re  bloquée : c'est  a i n s i  que chez les T é l é o s t é e n s ,  les h i s t o -  

nes  s o n t  remplacées p a r  les pro tamines .  Chez l e s  Echinodermes, 

les h i s t o n e s  s u b s i s t e n t ,  m a i s  s o n t  généralement  d i f f é r e n t e s  

des  h i s t o n e s  somat iques  (36,132,133) .  Chez l e s  Mammifères, de  

nouve l l e s  h i s t o n e s ,  H l  e t  H2B, a p p a r a i s s e n t  d u r a n t  l a  spermato- 

génèse . 

Selon  NEWROCK (91)  e t  WEINTRAUB (147), l ' a p p a r i t i o n  de va- 

r i a n t s  d ' h i s t o n e s ,  s e r a i t  en  r e l a t i o n  avec  l e  remaniement de l a  

chromatine q u i  se p r o d u i t  l o r s  du développement de  nouveaux ty -  

p e s  c e l l u l a i r e s .  

L ' ex t ens ion  N-terminale des  h i s t o n e s  H 2 B  e t  H i  dans  l e  

sperme d '  Ours in ,  p o u r r a i t  ê t r e  un p roces sus  dl empaquetage du 

DNA, d u r a n t  l a  s u p p r e s s i o n  t empora i r e  de  1 ' a c t i v i t é  t r a n s c r i p -  

t i o n n e l l e  ( 1 4 3 )  . C e t t e  r ég ion  c o n t i e n t  en  e f f e t ,  une s t r u c t u r e  

pen t a p e p t i d i q u e  r é p é t i t i v e  du type  Pro-Arg-Lys-Gly-Ser q u i  du 

f a i t  de s a  b a s i c i t é  e t  du s i t e  p o t e n t i e l  de phosphory la t ion  s u r  

l a  s é r i n e ,  p o u r r a i t  ê t re  le  c e n t r e  d 'une  a s s o c i a t i o n  r é v e r s i b l e  

avec l e  DNA. 

I l  semble donc q u ' i l  f a i l l e  r é v i s e r  l e  jugement a n t é r i e u r  

q u i  a v a i t  d é f i n i  les h i s t o n e s  de  l a  " c o r e  p a r t i c l e "  comme é t a n t  

des  p r o t é i n e s  t r è s  conservées .  E l l e s  a p p a r a i s s e n t  main tenant  

comme des  p r o t é i n e s  dont  l e s  s t r u c t u r e s  peuvent  v a r i e r ,  s o i t  

p a r  des  m o d i f i c a t i o n s  p o s t - s y n t h è t i q u e s ,  s o i t  p a r  des  i n t e r a c -  

t i o n s  avec  l e s  N H P ,  s o i t  p a r  d e s  d ive rgences  au cou r s  de  l ' évo -  

l u t i o n  ou à l ' i n t é r i e u r  d ' une  c l a s s e  p a r t i c u l i è r e  d ' h i s t o n e s ,  

p a r  l a  p ré sence  de  v a r i a n t s  a y a n t  d e s  s t r u c t u r e s  p r i m a i r e s  par-  

t i c u l i è r e s .  Ces v a r i a t i o n s  p o u r r a i e n t  i n d u i r e  des  é t a t s  fonc- 

t i o n n e l s  d i f  f é r e n t s  dans  l a  chromat ine .  



DEUXIEME PARTIE 

T R A V A I L  P E R S O N N E L  



CHAPITRE 1 

PREPARATION DES HISTONES ET DES COMPLEXES D'HISTONES 

CARACTERES PHYSICO-CHIMIQUES DES HISTONES H2A ET H2B DE SEICHE 

Nous avons e f f e c t u é  l a  p r é p a r a t i o n  d ' h i s t o n e s  provenant  

de deux e s p è c e s  an imales  d i f  f é r e n t e s  , a p p a r t e n a n t  à deux bran-  

ches  b i e n  d i s t i n c t e s  de l ' a r b r e  phylogéné t ique  : l e  Veau (mam- 

mi fè re )  e t  l a  Se i che ,  Sep ia  officinaZis (Céphalopode) . L a  métho- 

do log ie  u t i l i s é e  pour  l ' i s o l e m e n t  des  h i s t o n e s  de  t e s t i c u l e  de  

Se i che  e s t  ca lquée  s u r  les méthodes de p r é p a r a t i o n  des h i s t o n e s  

de thymus de Veau. 

Nous nous sommes p a r t i c u l i è r e n i e n t  a t t a c h é e  à l ' é t u d e  des  

h i s t o n e s  H 2 A  e t  H2B de S e i c h e ,  q u i  o n t  é t é  c a r a c t é r i s é e s  p a r  

é l e c t r o p h o r è s e  a n a l y t i q u e  en  g e l  de po lyacry lamide ,  p a r  a n a l y s e  

en  a c i d e s  aminés e t  p a r  l ' é t u d e  de l e u r  séquence.  La détermina-  

t i o n  de l a  s t r u c t u r e  p r i m a i r e  des  h i s t o n e s  de Se i che  e s t  e f f e c -  

t u é e  au s e i n  de l ' é q u i p e  du D r  P i e r r e  SAUTIERE. E l l e  s ' i n s c r i t  

dans  l e  c a d r e  d ' un  programme d ' é t u d e  des  m o d i f i c a t i o n s  de  l a  

s t r u c t u r e  p r i m a i r e  des  h i s t o n e s  en f o n c t i o n  de l ' é v o l u t i o n  des  

e spèces .  

Nous déc r ivons  également  dans ce  c h a p i t r e  l a  p r é p a r a t i o n  

des  complexes H2A-PI2B e t  (H3-H4) 2. L a  p r é p a r a t i o n  de l ' o c t a m è r e  

d ' h i s t o n e s  es t  également  d é c r i t e  e t  d i s c u t é e .  

Nous n 'avons f a i t  f i g u r e r  dans ce  c h a p i t r e  que l e s  g rands  

p r i n c i p e s  des  méthodes de p r é p a r a t i o n  de h i s t o n e s  e t  de l e u r s  

complexes. Une d e s c r i p t i o n  d é t a i l l é e  de c e s  méthodes e s t  présen-  

t é e  dans 1' appendice  t echn ique  q u i  f i g u r e  à l a  f i n  de c e t  ou- 

v rage .  



1 - 1 PREPARATION DES HISTONES 

1 - 1-1 P r é p a r a t i o n  de l a  chromat ine  

Dans l e s  t i s s u s  comme le  thymus de Veau ou  le t e s t i c u l e  

de Se i che ,  l e  cytoplasme r e p r é s e n t e  une f r a c t i o n  peu importan- 

t e  dans l a  c e l l u l e  e t  il es t  p o s s i b l e  de p r é p a r e r  l a  chroma- 

t i n e  s a n s  i s o l e r  au  p r é a l a b l e  les noyaux. 

1 - 1-2 E x t r a c t i o n  s é l e c t i v e  des  f r a c t i o n s  d ' h i s t o n e s  

Nous avons adopté  l a  t echn ique  d é c r i t e  p a r  J O H N S  en  1967 

(62) . L ' e x t r a i t  GuC1-éthanol co r r e spondan t  à l a  f r a c t i o n  F2a 

de JOHNS e s t  t r a i t é  p a r  l ' a c é t o n e  s u i v a n t  un p r o t o c o l e  mis au  

p o i n t  dans  n o t r e  l a b o r a t o i r e  p a r  M.COUPPEZ (23)  . C e  p r o t o c o l e  

permet d ' o b t e n i r  d i r ec t emen t  1 ' h i s t o n e  H 4  pure  ( f r a c t i o n  F2a l )  . 
Le t a b l e a u  III résume l e s  d i f f é r e n t e s  vo ie s  d ' e x t r a c t i o n  des  

f r a c t i o n s  d ' h i s t o n e s .  

1 - 1-3 I so lement  des  h i s t o n e s  de Veau 

A l ' e x c e p t i o n  de  l a  f r a c t i o n  F2a l  dont l ' u n i q u e  c o n s t i -  

t u a n t  e s t  l ' h i s t o n e  H 4 ,  les a u t r e s  f r a c t i o n s  ob tenues  d o i v e n t  

s u b i r  une ou p l u s i e u r s  é t a p e s  de p u r i f i c a t i o n  c a r  e l les  c o r r e s -  

pondent à des  mélanges p l u s  ou moins hé té rogènes  d ' h i s t o n e s  

p a r f o i s  a s s o c i é e s  à des  p r o t é i n e s  non h i s t o n e s .  A i n s i ,  les 

h i s t o n e s  H2A e t  H 3  s o n t  i s o l é e s  p u r e s  à p a r t i r  de l a  f r a c t i o n  

F2a2 e t  l ' h i s t o n e  H2B e s t  i s o l é e  p u r e  à p a r t i r  de  l a  f r a c t i o n  

F2b. 

1 - 1-3-1 I so lement  des  h i s t o n e s  - H2A .-- e t  H 3  

La  f r a c t i o n  F2a2 c o n t i e n t  les h i s t o n e s  H2A e t  H 3  dans des 

p r o p o r t i o n s  v a r i a b l e s  s u i v a n t  les p r é p a r a t i o n s .  E l l e  c o n t i e n t  

en o u t r e ,  un peu d ' h i s t o n e  H 4  e t  que lques  NHP. Une p r é c i p i t a -  

t i o n  d i f f é r e n t i e l l e  à l ' a c é t o n e  a é t é  e f f e c t u é e  dans un premier  
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temps , a f i n  d ' o b t e n i r  des  f r a c t i o n s  fo r t emen t  e n r i c h i e s  e n  

chacune d e  ces h i s t o n e s .  

Les é t a p e s  des  p r é c i p i t a t i o n s  d i f f é r e n t i e l l e s  à 1' acé tone  

s o n t  résumées dans l e  t a b l e a u  I V .  

- L ' h i s t o n e  H3 obtenue dans l e  sédiment  1 est  s é p a r é e  de  l a  £a i -  

b l e  q u a n t i t é  d ' h i s t o n e  H 2 A  r é s i d u e l l e ,  p a r  passage  s u r  colonne 

de Bioge l  P 10  en m i l i e u  H C 1  1 0 - 2 ~ .  

- L ' h i s t o n e  H2A obtenue dans l e  sédiment  3  est  contaminée p a r  

d e s  N H P .  E l l e  es t  p u r i f i é e  p a r  passage  s u r  colonne de Biorex  70. 

La colonne est  é l u é e  p a r  un g r a d i e n t  l i n é a i r e  de GuCl de  7,5 à 

12,5  p. 100 en tampon phosphate  de sodium 0 , l M  pH 6,8. 

1 - 1-3-2 Isolement  de l ' h i s t o n e  H2B 

L a  f r a c t i o n  F2b est  t r è s  hé t é rogène .  E l l e  c o n t i e n t  p r i n -  

c ipa l emen t  l ' h i s t o n e  H2B e t  une q u a n t i t é  p l u s  ou moins impor- 

t a n t e  de l ' h i s t o n e  H2A.  E l l e  renferme en  o u t r e  un peu d ' h i s t o n e  

H3, a i n s i  que que lques  N H P .  P a r  passage s u r  colonne de Biorex  70, 

il es t  p o s s i b l e  d ' o b t e n i r  l ' h i s t o n e  W > B ,  a i n s i  que 

le  dimère H2A-H2B ( 1 2 2 )  . La colonne e s t  é l u é e  par  un g r a d i e n t  

l i n é a i r e  de  GuCl de 7  p.100 à 11 p.100 e n  tampon phosphate  de 

sodium 0,lM pH 6,8.  L ' h i s t o n e  H2B e s t  d é b a r r a s s é e  des  NHP r é s i -  

d u e l l e s  p a r  passage s u r  colonne de B ioge l  P 10 e n  m i l i e u  H C 1  

1 0 - ~ ~ .  

1 - 1 - 4  I so lement  des h i s t o n e s  de  Se i che  

L e s  h i s t o n e s  K2A e t  H 2 B  de t e s t i c u l e  de Se i che  o n t  é t é  

p u r i f i é e s  respec t ivement  à p a r t - i r  des  f r a c t i o n s  F2a2 e t  F2b. 

1 - 1 - 4 - 1  Isolement  de l ' h i s t o n e  H 2 A  

La f r a c t i o n  F2a2 i s o l é e  de l a  chromat ine  de  t e s t i c u l e  de 

Se i che  c o n t i e n t  les h i s t o n e s  H2A e t  H 4 .  E l l e  e s t  e n  o u t r e  l égè-  

rement contaminée p a r  l ' h i s t o n e  H3. P a r  s imple  passage  s u r  CO- 

lonne  de Bioge l  P 10, é q u i l i b r é e  e t  é l u é e  p a r  HC1 1 0 - 2 ~ ,  il e s t  

p o s s i b l e  d ' o b t e n i r  l ' h i s t o n e  H 2 A  pure .  
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TABLEAU I V  

PREPARATION DES HISTONES H2A ET H 3  DE THYMUS DE VEAU A PARTIR 

DE LA FRACTION F 2 a 2  ( 2 3 )  

7 
Sédiment  S u r n a g e a n t  

7 
S u r n a g e a n t  Sédiment  1 ----- + EI2A p u r e  

H3 con taminée  

[=0,3g 

7-- 
S u r n a g e a n t  i Sédiment  2 

F- 3. B i o r e x  7 0  
ilrnage a n  t Sédiment  3 --> H2A p u r e  

I H2A contaminée  

Séd iment  4  
H4 contaminee  



1 - 1-4-2 I so lement  de l ' h i s t o n e  H2B 

L a  f r a c t i o n  F2b i s o l é e  de  l a  chromat ine  de  t e s t i c u l e  de 

Se iche  c o n t i e n t  les h i s t o n e s  H2B e t  H3 a i n s i  que que lques  NHP. 

L ' o b t e n t i o n  de l ' h i s t o n e  H2B p u r e  n é c e s s i t e  deux chromatogra- 

p h i e s  s u c c e s s i v e s ,  l a  première  s u r  colonne de B ioge l  P 10 en 

m i l i e u  H C 1  1 0 - 2 ~  a f i n  d ' é l i m i n e r  les N H P ,  l a  seconde s u r  colon- 

ne de Sephadex G - 1 0 0  en  m i l i e u  a c é t a t e  de sodium 50 mM a f i n  de 

s é p a r e r  les h i s t o n e s  H2B e t  H3. 

1 - 1-5 Con t rô l e  de p u r e t é  

L ' a p p l i c a t i o n  d ' un  p r o t o c o l e  comportant  d e s  p rocédés  sé -  

l e c t i f s  d ' e x t r a c t i o n  e t  de p r é c i p i t a t i o n  a i n s i  que des  méthodes 

de p u r i f i c a t i o n  p a r  chromatographie de  f i l t r a t i o n  s u r  g e l  e t / ou  

d ' échanges  d ' i o n s ,  nous a  permis  d ' o b t e n i r  l e s  h i s t o n e s  H 2 A ,  

H2B,  H 3  e t  H 4  de thymus de Veau e t  les  h i s t o n e s  H 2 A  e t  H 2 B  de 

t e s t i c u l e  de Se iche .  

La p u r e t é  de nos p r é p a r a t i o n s  a é t é  c o n t r ô l é e  p a r  analy-  

s e  é l e c t r o p h o r é t i q u e  à pH 2,7  en  m i l i e u  u rée  2,5M ( F i g u r e  9 )  

e t  à pH 3,2  en m i l i e u  u rée  6,25Y ( F i g u r e  10) ( 1 0 3 ) .  



FIGURE 9 - Electrophorèse des h i s t o n e s  de thymus de Veau 

(V)  e t  de t e s t i c u l e  de Seiche (S) en g e l  de polyacrylamide 

à pH 2 , 7  en mi l i eu  urée 2,5N (103) .  

1 : Histones t o t a l e s  (V) 

2 : H2A (VI 

3 : H2B (V) 

4 : H3 (V) 

5 : H 4  (V) 

6 : Histones t o t a l e s  (S) 

7 : H2A (SI 

8 : H2B (SI 
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FIGURE 10 -- Elec t ropho rè se  de s  h i s t o n e s  de  thymus de  Veau (v)  
e t  de  t e s t i c u l e  de Se i che  (s)  e n  g e l  de po lyacry lamide  a p H  3,2 

e n  m i l i e u  u r é e  6,25M (103) .  

4 : His tones  t o t a l e s  

B. : His tones  H2A 

O : g i s t o n e s  H2B 



1 - 2  CARACTERES PHYSICO-CHIMIaUES DES HISTONES H2A ET H2B 

DE SEICHE 

1 - 2-1 C a r a c t é r i s a t i o n  

Les h i s t o n e s  H2A e t  H2B i s o l é e s  d e  t e s t i c u l e  d e  S e i c h e  

o n t  é t é  c a r a c t é r i s é e s  p a r  l e u r  comportement é l e c t r o p h o r é t i q u e ,  

l e u r  c o m p o s i t i o n  e n  a c i d e s  aminés.  

C e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  s o n t  comparées à celles d e  l e u r s  homolo- 

g u e s  i s o l é e s  du  thymus d e  Veau. 

1 - 2-1- 1 Comportement é l e c t r o p h o r é t i q u e  

Le comportement é l e c t r o p h o r é t i q u e  est  un cri tère s i m p l e  

p o u r  l a  c a r a c t é r i s a t i o n  d e s  h i s t o n e s .  Dans le  sys tème  de  PAXYIM 

e t  CHALK1,EY ( 1 0 3 )  ( d é c r i t  dans  l ' a p p e n d i c e  t e c h n i q u e )  , les  h i s -  

t o n e s  s o n t  s é p a r é e s  s u i v a n t  l e u r  t a i l l e  m o l é c u l a i r e  e t  l e u r  

c h a r g e  é l e c t r i q u e .  

Les h i s t o n e s  H 2 A  e t  H2B d e  thymus d e  Veau s o n t  b i e n  s é p a -  

rées à pH 2,7 e n  m i l i e u  u r é e  2,5M ( F i g u r e  9 )  . P a r  c o n t r e ,  ce 

sys tème ne  p e r m e t  p a s  d e  s é p a r e r  les h i s t o n e s  H 2 A  e t  H 2 B  d e  

t e s t i c u l e  d e  S e i c h e .  Pour  s é p a r e r  ces d e u x  p r o t é i n e s ,  l ' é lec-  

t r o p h o r è s e  d o i t  être c o n d u i t e  à pH 3,2 e n  m i l i e u  u r é e  6,25M. 

Dans ce s y s t è m e ,  les h i s t o n e s  I I2A  e t  H 2 B  de Veau ne  s o n t  p a s  

s é p a r é e s  ( F i g u r e  10) . 

C e s  d i f f é r e n c e s  d e  comportement é l e c t r o p h o r é t i q u e  e n t r e  

les  h i s t o n e s  d e  S e i c h e  e t  l e u r s  homologues de Veau t r a d u i s e n t  

d e s  d i f f é r e n c e s  s t r u c t u r a l e s  p l u s  ou  moins i m p o r t a n t e s  ql ie  

s e u l e  l ' é t u d e  de  l a  séquence  e n  a c i d e s  aminés d e  ces p r o i é i n e s  

est  e n  mesure de  d é t e r m i b e r .  



1 - 2-1-2 Composi t ion  e n  a c i d e s  aminés 

Les  c o m p o s i t i o n s  e n  a c i d e s  aminés d e s  h i s t o n e s  H2A e t  

H2B d e  t e s t i c u l e  de  S e i c h e  s o n t  p r é s e n t é e s  d a n s  l e  t a b l e a u  V. 

Les r é s u l t a t s  s o n t  expr imés  e n  nombre d e  r é s i d u s  p a r  molécu- 

le  d ' h i s t o n e  e t  o n t  é t é  o b t e n u s  à p a r t i r  de  p l u s i e u r s  a n a l y -  

ses e f f e c t u é e s  s u r  d e s  h y d r o l y s a t s  de 24 e t  7 2  h e u r e s .  Dans 

l e  m é m e  t a b l e a u  f i g u r e n t ,  à t i t r e  de compara ison,  les compo- 

s i t i o n s  e n  a c i d e s  aminés d e s  h i s t o n e s  H2A e t  H2B de thymus 

d e  Veau. 

L ' h i s t o n e  H2A d e  t e s t i c u l e  d e  S e i c h e  p r é s e n t e  des d i f f é -  

r e n c e s  marquées  p a r  r a p p o r t  à s o n  homologue du thymus de  Veau. 

La m o l é c u l e  est  p l u s  p e t i t e  (124 r é s i d u s  a u  l i e u  de 1 2 9 ) .  E l l e  

p o s s è d e  un r é s i d u  d e  m é t h i o n i n e .  Les h i s t o n e s  H2A e n  g é n é r a l  

n ' e n  r e n f e r m e n t  p a s .  I l  f a u t  s i g n a l e r  éga lement  l a  p e r t e  de  

deux  r é s i d u s  h i s t i d i n e  a i n s i  q u ' u n e  v a r i a t i o n  du nombre d e s  

r é s i d u s  s é r i n e  e t  t h r é o n i n e .  C e c i  e s t  o S s e r v é  fréquemment 

dans  les h i s t o n e s  H2A i s o l é e s  de  p o i s s o n  e t  d ' i n v e r t é b r é  ma-  

r i n  . E n f i n ,  l ' h i s t o n e  H 2 A  d e  S e i c h e ,  c o n t r a i r e m e n t  à l ' h i s t o n e  

H2A d e s  Echinoderrnes ( o u r s i n ,  é t o i l e  de  mer.. .) , ne c o n t i e n t  

q u ' u n  r é s i d u  d e  p h é n y l a l a n i n e  a u  l i e u  d e  deux. 

L ' h i s t o n e  H2B d e  t e s t i c u l e  d e  S e i c h e  p r é s e n t e  u n e  com- 

p o s i t i o n  e n  a c i d e s  aminés  p r o c h e  d e  cel le  de l ' h i s t o n e  H2B de 

thymus d e  Veau. Une s e u l e  d i f f é r e n c e  s i g n i f i c a t i v e  p e u t  être 

n o t e é  a u  n i v e a u  d e s  r é s i d u s  de p r o l i n e  : l ' h i s t o n e  H2B d S e i -  

che  n ' e n  c o n t i e n t  que  4 a u  l i e u  d e  6 chez  s o n  homologue de 

Veau . 

1 - 2-2 E t u d e  s t r u c t u r a l e  

L e s  é t u d e s  de  séquence  s o n t  e f f e c t u é e s  a u  l a b o r a t o i r e  

p a r  D.WOUTERS e t  A.MARTIN q u i  nous  o n t  aimablement  communiqué 

l e u r s  r é s u l t a t s  a v a n t  p u b l i c a t i o n .  Nous les e n  r e m e r c i o n s  v i -  

vement.  



TABLEAU V 

COMPOSITION EN ACIDES AMINES DES HISTONES H 2 A  ET H 2 B  DE VEAU 

ET DE SEICHE 

M Valeurs  exprimées e n  nombre de r é s i d u s  par  mole de p r o t é i n e  

LILLE 



1 - 2-2-1 Séquence e n  a c i d e s  aminés  d e  l ' h i s t o n e  H2A 

La séquence  e n  a c i d e s  aminés d e  l ' h i s t o n e  H2A de tes t i -  

c u l e  d e  S e i c h e  p r é s e n t e  14 changements  e t  5 d é l é t i o n s  p a r  r a p -  

p o r t  à cel le  d e  l ' h i s t o n e  H2A d e  thymus de  Veau ( F i g u r e  11) . 
Rappelons que  les  é t u d e s  s t r u c t u r a l e s  menées s u r  d e s  

h i s t o n e s  H2A i s o l é e s  de  d i f f g r e n t e s  e s p è c e s  o n t  p e r m i s  d e  dé-  

f i n i r  t r o i s  domaines le l o n g  d e  l a  c h a î n e  p o l y p e p t i d i q u e  ( 1 5 7 )  : 

l e  p r e m i e r ,  du  r é s i d u  1 à 20 : b a s i q u e  e t  v a r i a b l e ,  l e  s e c o n d ,  

du r é s i d u  21 à 118 : hydrophobe e t  c o n s e r v é  a u  c o u r s  de 1'65- 

v o l u t i o n ,  l e  troisième, du r é s i d u  119 a u  r é s i d u  C - t e r m i n a l  : 

b a s i q u e  e t  v a r i a b l e .  

Les 5 d é l é t i o n s  e t  6 changements  s o n t  o b s e r v é s  d a n s  les 

domaines N- e t  C-terminaux. Dans l e  domaine c e n t r a l  i m p l i q u é  

dans  les i n t e r a c t i o n s  a v e c  l ' h i s t o n e  H2B, les 8 changements  

r e l e v é s  s o n t  p o u r  l a  p l u p a r t  c o n s e r v a t i f s .  I l  f a u t  t o u t e f o i s  

a c c o r d e r  une a t t e n t i o n  p a r t i c u l i è r e  lx changements a c i d e  

g l u t a m i q u e  -a g l u t a m i n e  e n  p o s i t i o n  4 1  ( p e r t e  d ' u n e  c h a r g e  né-  

g a t i v e )  , t h r é o n i n e  --+ a l a n i n e  e n  p o s i t i o n  59 ( fo rmat - ion  d ' u n  

6 - t u r n  s u p p l é m e n t a i r e )  e t  l y s i n e  -3 g l y c i n e  e n  p o s i t i o n  9 9  

( p e r t e  d ' u n e  c h a r g e  p o s i t i v e )  . 

1 - 2-2-2 Eléments  de  s t r u c t u r e  p r i m a i r e  de  l ' h i s t o n e  H2B - 

Les é t u d e s  s t r u c t u r a l e s  s u r  l ' h i s t o n e  H 2 B  o n t  d é b u t é  

t r o p  récemment p o u r  que  l ' o n  p u i s s e  d i s p o s e r  d ' i n f o r m a t i o n s  

s u b s t a n t i e l l e s  s u r  l a  séquence  d e  ce t te  p r o t é i n e .  On s a i t  

que  les h i s t o n e s  iI2B de  Veau e t  d e  S e i c h e  p r é s e n t e n t  une  

s t r u c t u r e  d i £  f é r e n t e  d '  a p r è s  l e u r  comportement  é l e c t r o p h o r é -  

t i q u e  ( v o i r  f i g u r e  10 , C  page 47) . C e s  d i f f é r e n c e s  n ' appa-  

r a i s s e n t  q u e  d i s c r è t e m e n t  dans  l a  c o m p o s i t i o n  e n  a c i d e s  aminés ,  

e l les  s o n t  mieux s o u l i g n é e s  quand on compare les c a r t e s  p e p t i -  

d i q u e s  d e s  h y d r o l y s a t s  t r y p s i q u e s  d e s  deux p r o t é i n e s  ( F i g u r e  

1 2 ) .  



1 O 20  
VEAU ~ ~ c - ~ e r - ~ l ~ - ~ r ~ - ~ l ~ - ~ ~ s - ~ l n - ~ l ~ - ~ l ~ - ~ ~ s ~ ~ l ~ ~ ~ ~ s ~ ~ ~ s - ~ h r - ~ r ~ - ~ e r - ~ e r - ~ r ~  

SEICHE NAc-Ser-Gly-Arg-Gly-Lys- - - ~ l ~ - ~ l ~ - ~ ~ s ~ ~ a l - ~ ~ s - ~ 1 ~ ~ ~ ~ s ~ ~ ~ s - ~ h r - ~ r ~ - ~ e r - ~ e r - ~ r ~  

40 
Ala-Gly-Leu-Gln-Phe-Pro-Val-Gly-Arg His-Arg-Leu-Leu-Arg-Lys-Gly-Asn-Tyr-Ala 

Ala-Gly-Leu-Gln-Phe-Pro-Val-G1y-Arg His-Arg-Leu-Leu-Arg-Lys-Gly-Asn-Tyr-Ala 

50 
~r~-~al-Gly-Ala-Gly-Ala-Pro-Val-~yr-~eu-Ala-Ala-Va Glu-Tyr-Leu 

~ r ~ - V a l - G l y - A l a - G l y - . 7 1 1 a - P r o - V a l - T y r - L e u - A l a - A l a - V a l  Glu-Tyr-Leu 

FIGURE 11 - Séquence en  a c i d e s  aminés des h i s t o n e s  H2A de thymus de Veau e t  de t e s t i c u l e  de Se iche  . 
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1 - 3 PmPARATION DES COMPLEXES D'HISTONES 

Les complexes d ' h i s t o n e s  o n t  é t é  i s o l é s  ou p r é p a r é s  s u r  

colonne pour les é t u d e s  de  s p e c t r o s c o p i e  U.V. d i f f é r e n t i e l l e .  

1 - 3-1 P r é p a r a t i o n  du dimère H2A-H2B 

Le dimère H2A-H2B a  é t é  obtenu s u r  colonne de B i o r e x  70 

é l u é e  p a r  un g r a d i e n t  l i n é a i r e  de GuCl de  7  p.100 à 11 p.100 

dans le tampon phosphate  0,1M, pH 6 , 8 .  L ' h i s t o n e  H2B p u r e  e s t  

également r e c u e i l l i e  à l ' i s s u e  de c e t t e  chromatographie  (F i -  

gure  1 3 ) .  A p a r t i r  de 500 m g  de l a  f r a c t i o n  F2b, il a é t é  pos- 

s i b l e  d ' o b t e n i r ,  o u t r e  90 mg d ' h i s t o n e  iI2B p u r e  (F igu re  5 ,  

f r a c t i o n  5 )  , 4 0  mg de complexe H2A-H2B pur  (F igu re  5 ,  f r a c -  

t i o n  8 ) .  Après d i a l y s e  c o n t r e  l ' e a u ,  l e s  s o l u t i o n s  o n t  é t é  

l y o p h i l i s é e s  e t  conservées  à - 2 0 ' ~ .  

1 - 3-2 P r é p a r a t i o n  du t é t r amère  (H3-H4)2 

Le t é t r a m è r e  (H3-H4) a  é t é  p r é p a r é  également sur colon-  

ne de Biorex  70 ,  dans  un g r a d i e n t  l i n é a i r e  de GuCl de 8  p.100 

à 13 p.100 s e l o n  l a  technique  d é c r i t e  p a r  M.COUPPEZ ( 2 3 ) .  

500 mg d 'un  mélange équ imolécu la i r e  d e s  h i s t o n e s  H3 e t  H 4  pu- 

res o n t  é t é  déposés  s u r  l a  colonne.  D e s  complexes (H3-H4)2 

d i f f é r a n t  p a r  l e u r  degré  d ' a c é t y l a t i o n  o n t  pu é t r e  a i n s i  s é -  

p a r é s  l e  long du g r a d i e n t  (F igu re  1 4 ) .  A 4OC, il e s t  p o s s i b l e  

d  ' augmenter le  rendement de p r é p a r a t i o n  de ces complexes en  

min imisan t  le  phénomène d ' a g r e g a t i o n .  L a  q u a n t i t é  d ' h i s t o n e s  

se déc rochan t  de  l a  colonne pour  une c o n c e n t r a t i o n  e n  GuCl de 

4 0  p .  100 ( F i g u r e  1 4 ,  f r a c t i o n  9 )  e s t  e n  e f f e t  b i en  moindre à 

4 ' ~  qu ' à  t empéra tu re  ambiante.  

Nous avons pour  n o t r e  p a r t  t r a v a i l l é  s u r  les f r a c t i o n s  

majeures  ob tenues  p a r  cette technique  e t  c o n s t i t u é e s  de  com- 

p l e x e s  (H3-H4) ne p r é s e n t a n t  aucun degré  d ' a c é t y l a t i o n .  Les 

a u t r e s  f r a c t i o n s  p r é p a r é e s  en grande q u a n t i t é  f o n t  l ' o b j e t  

d ' é t u d e s  r é a l i s é e s  p a r  M.COUPPEZ. 
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1 - 3-3 P r é p a r a t i o n  de  l ' o c t a m è r e  

Lors des  é t u d e s  de s p e c t r o s c o p i e  U.V. d i f f é r e n t i e l l e ,  nous 

avons é t é  amenée à p r é p a r e r  l i b r e  e n  s o l u t i o n ,  s a n s  pontage,  

l ' oc t amère  des  q u a t r e  h i s t o n e s  HSA, H2B, H 3  e t  H 4 .  

Les h i s t o n e s  t o t a l e s  e x t r a i t e s  de l a  chromatine en  m i l i e u  

H C 1  0,25M o n t  é t é  t r a i t é e s  p a r  l ' a c i d e  p e r c h l o r i q u e  à 5  p. 100 

(63)  a f i n  de s é p a r e r  l ' h i s t o n e  H l  de s  h i s t o n e s  H2A, H2B, H3 e t  

H 4 .  

EICKBUSH e t  MOUDRIANAKIS a y a n t  d é j à  r é a l i s é  ce type  de 

p r é p a r a t i o n ,  nous avons e n s u i t e  s u i v i  l e u r  méthodologie (38 ) .  Les 

h i s t o n e s  provenant  de l a  p r é p a r a t i o n  d ' h i s t o n e s  t o t a l e s  d ' o ù  H l  

a é t é  é l iminée  p a r  t r a i t e m e n t  à l ' a c i d e  p e r c h l o r i q u e  o n t  é t é  dé- 

posées  s u r  colonne de Sephadex G - 1 0 0  en  m i l i e u  N a C l  2 M ,  pH 7 , 5 .  

Nous obtenons (F igu re  15)  : 

- cor respondant  a u  volume d ' e x c l u s i o n  ( f r a c t i o n  l ) ,  un maté- 

r i e l  vraisemblablement t r è s  ag régé ,  d i f f i c i l e  à r e s o l u b i l i s e r  

a p r è s  d i a l y s e  e t  l y o p h i l i s a t i o n .  Ce m a t é r i e l  n '  a p p a r a î t  pas  p a r  

é l e c t r o p h o r è s e  s u r  g e l  de polyacrylamide,  même a p r è s  l a  dénatu-  

r a t i o n  classique q u i  p récède  c e  t ype  d ' a n a l y s e .  C e  m a t é r i e l  ex- 

c l u  es t  c o n s t i t u é  s e l o n  nous d l a g r G g a t s  cor respondant  aux  h i s -  

t o n e s  en excès  q u i  n ' o n t  pas p a r t i c i p é  à l a  format ion de l ' o c -  

tamère.  La  p résence  d ' h i s t o n e s  excédant  les p r o p o r t i o n s  molécu- 

l a i r e s ,  n '  a p p a r a î t  pa s  s u r p r e n a n t e  ; c e r t a i n e s  h i s t o n e s  a y a n t  

pu ê t r e  perdues  l o r s  d e s  d i f f é r e n t e s  é t a p e s  d ' e x t r a c t i o n .  

- un second p i c  ( f r a c t i o n  2 )  é l u é  pour  une masse molécu- 

l a i r e  apparen te  de 86.000. Il es t  c o n s t i t u é  des  q u a t r e  h i s t o n e s  

H2A, H2B,  H3 e t  H 4 .  

- une d e r n i è r e  f r a c t i o n  ( f r a c t i o n  4 ) ,  c o n s t i t u é e  des  h i s t o -  

nes  f I2A  e t  H2B, é l u é e  pour  une masse mo lécu la i r e  appa ren te  co r -  

respondant  à c e l l e  du dimère H2A-H2B (24.700) .  

- une f r a c t i o n  i n t e r m é d i a i r e  ( f r a c t i o n  3) , c o n s t i t u é e  des  

q u a t r e  h i s t o n e s  H 2 A ,  H 2 B ,  H3 e t  H 4 .  

D i f f é r e n t e s  é t u d e s  o n t  montré que l ' o c t a m è r e  l i b r e  en  so-  

l u t i o n ,  en absence de pontage é t a i t  une e n t i t é  m o l é c u l a i r e  en  é- 

q u i l - i b r e  avec  ses p r o d u i t s  de d i s s o c i a t i o n .  Selon les a u t e u r s ,  



FIGURE 15 - Chromatograpnie s u r  colonne de Sephadex G - 1 0 0  e n  m i l i e u  

N a C l  2M, pH 7,5,  d ' h i s t o n e s  t o t a l e s  don t  H l  a é t é  é l iminée  p a r  p r é c i -  

p i t a t i o n  à 1' a c i d e  pe rch lo r ique .  Analyse é l e c t r o p h o r é t i q u e  e n  g e l  de 

polyacrylamide à pH 2,7 en m i  l i e u  u t é e  2,5M ( 103) . A: f r a c t i o n  déposée 



rappe lons  que c e s  p r o d u i t s  de d i s s o c i a t i o n  peuvent  stre le  t é -  

tramère (H3-H4) e t  l e  dimère H2A-H2B (38,50,66,138)  ou l e  t é -  

t r amère  h é t é r o t y p i q u e  H2A-H2B-H3-H4 (21,150) . L a  première  pro-  

p o s i t i o n  est  généralement  admise main tenant .  Q u e l  que s o i t  l e  

type  d ' a s s o c i a t i o n  des  q u a t r e  h i s t o n e s  dans 1 ' oc tamère ,  c e l u i -  

c i  c o n s t i t u e  un é d i f i c e  mo lécu la i r e  p a r t i c u l i è r e m e n t  f r a g i l e  e t  

il es t  n é c e s s a i r e  de se p l a c e r  dans c e r t a i n e s  c o n d i t i o n s  (38,  

50) pour f a v o r i s e r  l a  fo rma t ion  de cet octamère p a r  r a p p o r t  à 

ses p r o d u i t s  de d i s s o c i a t i o n .  On u t i l i s e  généralement  : 

- un m i l i e u  NaCl 2M 

- un pH compris e n t r e  7 e t  9 , 5  

- une tempéra ture  i n f é r i e u r e  à 2 4 ' ~  

- une c o n c e n t r a t i o n  en  p r o t é i n e s  s u p é r i e u r e  à 1 mg/ml. 

GODFREY e t  a2 (50) o n t  démontré en e f f e t  p a r  é q u i l i b r e  de  s é d i -  

mentat ion que 1 'octamère  é t a i t  1' espè ce  prédominante pour  une 

c o n c e n t r a t i o n  t o t a l e  e n  p ' o t é i n c s  s u p é r i e u r e  à 1 rrig/ml. Une en-  

t i t é  molécu la i r e  i n t e r m é d i a i r e  : l 'hexamère c o n s t i t u é  du t é t r a -  

mère ( H 3 - H 4 ) 2  e t  d ' u n  s e u l  dimère H2A-H2B (Masse molécu la i r e  = 

81.000) e x i s t e r a i t  e t  ne s e ra i t  f a v o r i s é e  que pour  une concen- 

t r a t i o n  en  p r o t é i n e s  i n f é r i e u r e  à 0 , l  mg/ml. A 4OC, cependant ,  

1 'octamère  r e s t e r a i t  l ' e n t i t é  mo lécu la i r e  prédominante,  même 

pour  l e s  f a i b l e s  c o n c e n t r a t i o n s  en p r o t é i n e s .  

Bien q u ' a y a n t  r é u n i  t o u t e s  les c o n d i t i o n s  précédemment d é c r i t e s ,  

e n  absence de t o u t e  c a r a c t é r i s a t i o n  du mélange s i  ce  n ' e s t  l e  

p r o f i  1 chromatographique e t  1' ana lyse  é l e c t r o p h o r é  t i q u e ,  i 1 nous 

e s t  imposs ib le  de d é f i n i r  l e  t ype  d ' a s s o c i a t i o n  d e s  q u a t r e  h i s -  

t o n e s  e n t r e  e l l e s  ; en  p a r t i c u l i e r ,  nous ne pouvons pas  d i s t i n -  

g u e r  s i  l a  f r a c t i o n  2 cor respond  à l ' o c t a m è r e  ou à l 'hexamère 

d é c r i t  p a r  1 ' équipe de MOUDRIANAKIS . 

Afin de s é p a r e r  p l u s  e f f i c a c e m e n t  les a g r é g a t s  , l ' o c t a -  

mère (108.000) ,  l' é v e n t u e l  hexamère (81.000) , l e  t é t r a m è r e  

( H 3 - H 4 )  (54.000) e t  du dimère H2A-II2B (27 .700) ,  nous avons ef-  

f e c t u é  l a  chromatographie s u r  colonne de Sephadex G-200. L e s  r é -  

s u l t a t s  ob tenus  o n t  é t é  dgcevants .  En e f f e t ,  s u r  Sephadex G-200, 



t o u t  se p a s s e  comme s i  l e  p o u v o i r  d e  r é s o l u t i o n  d e  l a  c o l o n n e ,  

e n  s é p a r a n t  p l u s  e f f i c a c e m e n t  les d i f f é r e n t s  "complexes",  d é p l a -  

ç a i t  l ' é q u i l i b r e  vers les formes d e  d i s s o c i a t i o n  (H3-H4)2 e t  

H2A-H2B. D e  ce f a i t ,  l e  peu  d ' " o c t a m è r e "  o b t e n u  é t a i t  con taminé  

p a r  un p i c  m a j e u r  v o i s i n  d '  (H3-H4) 2. 

S i  l e  p r o f i l  ch romatograph ique  que  nous  avons  o b t e n u  s u r  

Sephadex G - 1 0 0  p e u t  être a m é l i o r é ,  nous  pensons  t o u t e f o i s  q u ' u n e  

c e r t a i n e  q u a n t i  t é  d  ' octamère a  pu néanmoins ê t re  p r é p a r é e  dans  

les c o n d i t i o n s  u t i l i s é e s  : 

- Nous o b t e n o n s  un p i c  m a j e u r  c o n t e n a n t  les q u a t r e  h i s -  

t o n e s  é l u é e s  p o u r  une masse m o l é c u l a i r e  a p p a r e n t e  de  86 . O 0 0  s u -  

p é r i e u r e  à c e l l e  du t é t r a m è r e  h é t é r o t y p i q u e  (54 .400)  . 
- Dans les c o n d i t i o n s  u t i l i s é e s  ( f o r c e  i o n i q u e ,  pH, tempé- 

r a t u r e ,  c o n c e n t r a t i o n )  , c 'es t  l ' o c t a m è r e  q u i  d o i t  ê t re  f a v o r i s é  

s u r  1 ' hexamère . 
- E n f i n ,  s i  l ' h e x a m è r e  é t a i t  p r é s e n t  e n  q u a n t i t é  impor tan-  

te ,  nous a u r i o n s  dQ o b s e r v e r  comme EICKRUSH e t  MOUDRIANAKIS un 

p i c  s i g n i f i c a t i f  d e  d imère  H2A-H2B, ce q u i  n ' e s t  p a s  l e  cas. 

- Nous pensons  e n  o u t r e  que  l a  f r a c t i o n  1 é l u é e  à l ' e x c l u -  

s i o n  c o n t i e n t  les a g r e g a t s  d e s  h i s t o n e s  e n  e x c è s  n ' a y a n t  p a s  

p a r t i c i p é  à l a  f o r m a t i o n  d e  l 'octamère. La p r é s e n c e  de te ls  a- 

g r é g a t s  a  pu ê t re  o b s e r v é e  s a n s  a m b i g u i t é  s u r  co lonne  d e  Sepha- 

dex G - 2 0 0 .  

Pour c e s  d i f f é r e n t e s  r a i s o n s ,  nous  avons  e f f e c t u é  les  é t u d e s  

de  s p e c t r o s c o p i e  U.V. di- f f é r e n t i e l l e  s u r  l a  f r a c t i o n  2 corres- 

pondan t  à un oc tamère ,  q u ' i l  nous r e s t e r a i t  certes à c a r a c t , é r i s e r  

de  f a ç o n  p l u s  p r é c i s e .  

La c a r a c t é r i s a t i o n  s u r  c o l o n n e  p o u r r a i t  ê t re  notamment 

a m é l i o r é e  p a r  l a  n a t u r e  du d é p ô t .  Il es t  é v i d e n t  que  l ' a p t i t u d e  

d e s  h i s t o n e s  à se r é a s s o c i e r  e n  o c t a m è r e  e s t  p a r t i c u l i è r e m e n t  

dépendan te  du t r a i t e m e n t  s u b i  lors  d e s  é t a p e s  d ' e x t r a c t i o n  d e  

ces h i s t o n e s  d e  l a  chromat ine .  A i n s i ,  les a u t e u r s  a y a n t  p a r f a i -  

t e m e n t  c a r a c t é r i s é  l ' o c t a m è r e  l i b r e  e n  s o l u t i o n  (21 ,38 ,114 ,138)  , 
o n t  t o u s  e x t r a i t  cet oc tamère  p a r  les s o l u t i o n s  s a l i n e s .  Nous 

avons  q u a n t  à nous  t r a v a i l l é  s u r  d e s  h i s t o n e s  e x t r a i t e s  p a r  les 

a c i d e s  ( H C 1  0,25N) p u i s  t r a i t é e s  p a r  l ' a c i d e  p e r c h l o r i q u e  e t  



peu t  étre i r r é v e r s i b l e m e n t  endommagées dans l e u r  a p t i t u d e  à 

r e t r o u v e r  l e u r  conformation n a t i v e .  La r e c o n s t i t u t i o n  de l ' o c -  

tamère à p a r t i r  d 'un melange équimolécula i re  des q u a t r e  h i s t o n e s  

i n d i v i d u e l l e s  es t  quant  à e l l e  presque impossible .  Un t e l  pro to-  

c o l e  a b o u t i t  à l a  formation d 'un peu d'octamère,  de beaucoup 

d' agréga t s .  

Nous pourr ions  donc amél iorer  l a  technique de p r é p a r a t i o n  

de l 'oc tamère  en  t r a v a i l l a n t  s u r  des  h i s t o n e s  d i rec tement  ex- 

t r a i t e s  de l a  chromatine p a r  des t r a i t e m e n t s  é v i t a n t  de déna- 

t u r e r  l a  c o n f o r ~ 3 t i o n  n a t i v e  de 1 'octamère. 



CHAPITRE 2 

Depuis  q u e l q u e s  a n n é e s ,  les é t u d e s  s t r u c t u r a l e s  r é a l i s é e s  

s u r  les h i s t o n e s  H2A e t  H2B d ' e s p è c e s  d i f f é r e n t e s  o n t  mis l 'ac-  

c e n t  s u r  un c e r t a i n  nombre d e  v a r i a t i o n s  d e  s é q u e n c e ,  o b s e r v é e s  

t o u t  l e  l o n g  d e  l a  c h a f n e  p o l y p e p t i d i q u e .  C e s  v a r i a t i o n s  pour-  

r a i e n t  a b o u t i r  à deca  changements d a n s  les f o r c e s  d ' i n t e r a c t i o n  

n é c e s s a i r e s  a u  m a i n t i e n  de  1 ' é d i f i c e  nuc léosomal  dans  les d i f  f é -  

r e n t e s  e s p è c e s  c o n s i d é r é e s .  Au c a s  où  d e  te ls  changements  e x i s -  

t e n t ,  l e s  a c i d e s  aminés s u b s t i t u é s  p o u r r a i e n t  a l o r s  j o u e r  l e  

r ô l e  d e  sondes  dans  l ' é t u d e  d e s  r é g i o n s  i m p l i q u é e s  d a n s  les i n -  

t e r a c t i o n s  h i s t o n e - h i s t o n e .  

C e s  changements p e u v e n t  ê t re  é t u d i é s  p a r  d i c h r o ï s m e  c i r -  

c u l a i r e  e n  a p p l i q u a n t  l a  méthode d e s  v a r i a t i o n s  c o n t i n u e s .  

Nous avons  c o n s i d é r é  dans  n o t r e  cds p a r t i c u l i e r  les  i n t e r -  

a c t i o n s  d e s  h i s t o n e s  H2A e t  H2B i s o l é e s  d e  thymus de Veau e t  d e  

t e s t i c u l e  d e  S e i c h e ,  ces deux d e r n i e r s  t y p e s  d ' h i s t o n e s  f a i -  

s a n t  p a r a l l è l e m e n t  1' o b j e t  d '  é t u d e s  s t r u c t u r a l e s  dans  le  labo-  

r a t o i r e  du D r  P i e r r e  SAUTIERE.  La méthode d e s  v a r i a t i o n s  c o n t i -  

n u e s  a é té  a p p l i q u é e  a f i n  d e  démont re r  d a n s  un p r e m i e r  temps 

1' e x i s t e n c e  ou  non d '  i n t e r a c t i o n  e n t r e  les d i £  f é r e n t e s  h i s t o n e s  

H2A e t  H2B. E l l e  a é t é  a p p l i q u é e  e n s u i t e  à l a  mesure d e  l a  cons-  

t a n t e  d ' a s s o c i a t i o n  K d e s  coniplexes homologues ( fo rmés  d ' h i s t o -  

n e s  p r o v e n a n t  d e  l a  m ê m e  e s p è c e )  e t  h é t é r o l o g u e s  ( f o r m é s  d ' h i s -  

t o n e s  p r o v e n a n t  d '  e s p è c e s  d i f f é r e n t e s )  . Comme nous  l e  v e r r o n s  

p l u s  l o i n ,  l a  c o n s t a n t e  d ' a s s o c i a t i o n  K d ' u n  s y s t è m e ,  e n  mesu- 

r a n t  l ' é q u i l i b r e  e n t r e  un complexe e t  ses p r o d u i t s  de  d i s s o c i a -  

t i o n ,  pe rmet  d ' e s t i m e r  1 ' i n t e n s i t é  d e s  f o r c e s  d ' i n t e r a c t i o n  né- 

c e s s a i r e s  au  m a i n t i e n  de  ce complexe.  



2 - 1 METHODE DES VARIATIONS CONTINUES : RAPPELS THEORIQUES 

La méthode d e s  v a r i a t i o n s  c o n t i n u e s  (117,145)  a é t é  d é c r i -  

t e  .dans  le c a s  p a r t i c u l i e r  d e s  h i s t o n e s  par D'ANNA e t  ISENBERG 

( 2 6 )  

2 - 1-1 P r i n c i p e  

On mélange deux s u b s t a n c e s  A e t  B ,  de m ê m e  c o n c e n t r a t i o n  

molaire en p r o p o r t i o n s  v a r i a b l e s  e t  on mesure une  p r o p r i é t é  p a r -  

t i c u l i è r e  i n t e n s i v e  d e s  s o l u t i o n s  r é s u l t a n t e s .  

Dans l e  cas d e s  h i s t o n e s ,  cet te  p r o p r i é t é  p e u t  e t re  le  

s i g n a l  d i c h r o ï q u e  à 220 n .. En e f f e t ,  l ' i n t e r a c t i o n  e n t r e  deux  

h i s t o n e s  s ' accompagne d ' u n e  m o d i f i c a t i o n  d e  l e u r  s t r u c t u r e  se- 

c o n d a i r e  q u e  l ' o n  c a r a c t é r i s e  à 220 nm p a r  l ' a u g m e n t a t i o n  t r è s  

n e t t e  du c o n t e n u  h é l i c o ï d a l  d e s  m o l é c u l e s .  C e t t e  c a r a c t é r i s t i -  

q u e  d e s  complexes d ' h i s t o n e s  e s t  donc u t i l i s é e  p o u r  les é t u d e s  

e n  v a r i a t i o n s  c o n t i n u e s .  

L a  d i f f é r e n c e  e n t r e  chacune d e s  v a l e u r s  o b s e r v é e s  e t  l a  

v a l e u r  co r respondar i t e  d ' u n  mélange où  il n ' y  a u r a i t  aucune i n -  

t e r a c t i o n  : A &  - h a N ,  es t  r e p o r t é e  e n  f o n c t i o n  de l a  f r a c t i o n  

m o l a i r e  d ' u n  d e s  composés du mélange. 

L a  f r a c t i o n  m o l a i r e  XB du composé B p o u r  l a q u e l l e  A E  - AcN 

es t  maximum est  rel iée à l a  s t o e c h i o m è t r i e  n  p a r  l a  r e l a t i o n  

s u i v a n t e  : 

P o u r  XB = O I S ,  l e  complexe es t  é q u i m o l é c u l a i r e  e t  il e s t  

p o s s i b l e  d e  c a l c u l e r  l a  c o n s t a n t e  d ' a s s o c i a t i o n  K .  



2 - 1-2 C a l c u l  de l a  c o n s t a n t e  d ' a s s o c i a t i o n  p o u r  un mélange  

é q u i m o l é c u l a i r e  

S o i e n t  deux  s u b s t a n c e s  A e t  B, d e  m ê m e  c o n c e n t r a t i o n  mo- 

l a i re  Mo, mélangées  e n  p r o p o r t i o n s  v a r i a b l e s  : X m l  de B s o n t  

a j o u t é s  à ( 1 - X ) m l  de A d e  s o r t e  q u e  l a  somme d e s  c o n c e n t r a t i o n s  

est  t o u j o u r s  é g a l e  h Mo. A e t  B r é a g i s s e n t  s e l o n  l ' é q u a t i o n  : 

L a  c o n s t a n t e  d ' a s s o c i a t i o n  K est  donnée p a r  l ' é q u a t i o n  1 

On d é f i n i t  a u  temps to : [A,] = (1-X) M, 

[B.] = XMO 

Pour  une r é a c t i o n  é q u i m o l é c u l a i r e  ( X  = 0 , 5 )  on d é f i n i t  : 

- a u  temps t, [A,] = [B,] = - Mo 
2 

- s i  l a  r é a c t i o n  é t a i t  t o t a l e  [RU] = - Mo 
3 

2 - 1 -2 -1  V a r i a t i o n  de l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  complexe AB formé - 
e n  f o n c t i o n  d e  l a  f r a c t i o n  molaire 

. S i  l a  r é a c t i o n  é t a i t  t o t a l e  
- - - - - - - - - - - - - - I  

- Quand A e s t  e n  e x c è s  p a r  r a p p o r t  à B : 

[AB] = [BJ = XM, ; é q u a t i o n  d ' u n e  d r o i t e  d e  p e n t e  +Mo 



-Quand B es t  en  excès  p a r  r a p p o r t  à A : 

[RB] = [AJ = ( 1 - X ) M .  : e q u a t i o n  d ' une  d r o i t e  de p e n t e  -Mo 

- A l ' é q u i m o l a r i t é  : 

. L a  r é a c t i o n  n ' é t a n t  Eas t o t a l e ,  
- - - - - - - - a -  - - - -  

On o b t i e n t  l a  courbe expé r imen ta l e  p r é s e n t é e  c i -dessous  : 

[AB] 

--- S i  l a  r é a c t i o n  
é t a i t  t o t a l e  

Courbe 
expé r imen ta l e  

L a  c o n c e n t r a t i o n  en complexe AB formé à 1 ' é q u i l i b r e  nous 

e s t  inconnue mais p e u t  6 t r e  r e l i é e  pour  XB = 0 , 5  à une g randeur  

obse rvab le  q u i  l u i  e s t  f o n c t i o n .  

2  - 1-2-2 R e l a t i o n  e n t r e  c o n c e n t r a t i o n  e n  complexe formé e t  - --- 

grandeur  obse rvab le  

Dans le cas des  h i s t o n e s ,  l a  grandeur  obse rvab le  e s t  le  

s i g n a l  d i ch ro ïque  à 220 nm. On p e u t  mont re r  que l a  c o n c e n t r a t i o n  

e n  complexe AB formé à l ' é q u i l i b r e  est  d i r e c t e m e n t  p r o p o r t i o n -  

n e l l e  à l a  v a l e u r  A E  - AcN. C e c i  n ' e s t  v r a i  q u ' a u  maximum de l ' i n  

t e r a c t i o n  : pour  XB = 0 ,5  . 
S o i e n t  A E ,  l a  v a l e u r  expé r imen ta l e  observée  e t  A E ~ ,  AcA, 

A E ~ ,  les p r o p r i é t é s  i n t e n s i v e s  de chacune des  s u b s t a n c e s  AB, A 

e t  B,  on p e u t  é c r i r e  : 



A & * M o  = A c m [ m ]  + A i A ( &  2 - [AB]) + b i g ( %  - [dl 

M. ( A &  - = [AB] ( A & -  - A c A  - A r B )  
2  

P a r  l ' i n t e r m é d i a i r e  des  courbes  ob tenues  e n  v a r i a t i o n s  

c o n t i n u e s ,  il es t  p o s s i b l e  de c o n n a î t r e  pour  XB = 0 , 5  l a  v a l e u r  

t h é o r i q u e  A E  - A c N  cor respondant  à une c o n c e n t r a t i o n  connue e n  

complexe. En e f f e t ,  en  e x t r a p o l a n t  des  t a n g e n t e s  aux f r a c t i o n s  

m o l a i r e s  O e t  1 (7,111 , on o b t i e n t  pour X = 0 , 5 ,  l a  v a l e u r  ex- 
B 

t r a p o l é e  A E  - A E ~  d 'une  r é a c t i o n  q u i  s e r a i t  t o t a l e ,  cor respon-  

d a n t  à l a  c o n c e n t r a t i o n  connue en  complexe AB que l ' o n  a u r a j  t 

dans ce  c a s ,  M o .  - 
2  

A p a r t i r  des  v a l e u r s  de A &  - A E *  expé r imen ta l e s  e t  e x t r a -  
M p o l é e s ,  e t  à p a r t i r  de  l a  c o n c e n t r a t i o n  2 en complexe AB s i  l a  
2_ 

r é a c t i o n  a v a i t  é t é  t o t a l e ,  on p e u t  c a l c u l e r  l a  c o n c e n t r a t i o n  en  

complexe A B  à l ' é q u i l i b r e  p u i s  dédu i r e  e n s u i t e  l a  c o n s t a n t e  

d ' a s s o c i a t i o n  K .  

2  - 2  PARTIE EXPERIMENTALE 

2 - 2-1 P r é p a r a t i o n  d e s  s o l u t i o n s  

1 à 2  mg d ' h i s t o n e  s o n t  d i s s o u s  dans 1 m l  d ' une  s o l u t i o n  

u r é e  7M, H C 1  ~ o - ~ M  pendant  une n u i t  à   OC. La s o l u t i o n  e s t  en- 

s u i t . e  d i a l y s é e  c o n t r e  H C 1  ~ o - ~ M  a f i n  d ' é l i m i n e r  t o u t e  t r a c e  

d ' u r é e .  



La c o n c e n t r a t i o n  d e  l ' h i s t o n e  est  d é t e r m i n é e  p a r  spec-  

t r o s c o p i e  U.V. a 274,5 nm (vo i r  append ice  t e c h n i q u e )  . L e s  s o l u -  

t i o n s  s o n t  a j u s t é e s  à une c o n c e n t r a t i o n  e n  p r o t é i n e s  d e  0,5 x 

10-SM e t  c o n s t i t u e n t  les s o l u t i o n s  s t o c k s .  

Neuf s o l u t i o n s  c o n t e n a n t  les h i s t o n e s  H2A e t  H2B e n  pro-  

p o r t i o n s  v a r i a b l e s  o n t  é t é  u t i l i s é e s  p o u r  l ' é t u d e  e n  v a r i a t i o n s  

c o n t i n u e s .  La s o m m e  d e s  c o n c e n t r a t i o n s  dans  chacune d e s  s o l u -  

t i o n s  e s t  c o n s t a n t e  : 

- Chaque s o l u t i o n  est  a j u s t é e  à pl1 7 a v e c  q u e l q u e s  p l  d ' u n e  

s o l u t i o n  d e  s o u d e  2 M ,  

- 4 0  pl d ' u n e  s o l u t i o n  de p h o s p h a t e  de sodium 0,5M, pH 7,O 

( 6 0  p .100 Na2HP04, 4 0  p.  100 NaF12P04) s o n t  e n s u i t e  a j o u t é s  à 

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

f i n a l e  e n  p h o s p h a t e  de  10 

2 - 2-2 E t u d e s  d e  d i c h r o ï s m e  c i r c u l a i r e  

L e s  s p e c t r e s  de  d i c h r o ï s m e  c i r c u l a i r e  expr imés  p a r  (01 e n  

degré.cm2 p a r  dmole d e  r é s i d u  o n t  é t é  c a l c u l é s  s e l o n  l a  r e l a t i o n  

1. Pour  les é t u d e s  e n  v a r i a t i o n s  c o n t i n u e s ,  les s p e c t r e s  d i c h r o l -  

q u e s  o n t  é t é  expr imés  p a r  A E  e n  c m - l , f p a r  mole d ' h i s t o n e  e t  cal- 

c u l é s  s e l o n  l a  r e l a t i o n  2 .  C e s  r e l a t i o n s  f i g u r e n t  dans  l ' a p p e n -  

d i c e  t e c h n i q u e .  

P o u r  chaque f r a c t i o n  m o l a i r e  d e  l a  s u b s t a n c e  B ,  XB, on 

r e p o r t e  A E  e x p é r i m e n t a l .  La c o n c e n t r a t i o n  est  expr imée  e n  moles 

d ' h i s t o n e s  ( e t  non e n  moles  d e  complexes)  e n  p r e n a n t  M = Mo = 0 , 5  

:r 10-SM ( c e l l u l e s  de 0 , 2  c m ,  s e n s i b i l i t é  d e  2 x 10-6). A p a r t i r  

d e s  s u b s t a n c e s  p u r e s  ( a u x  f r a c t i o n s  m o l a i r e s  O e t  1) , on p e u t  



dédui re  pour un mélange q u i  n ' i n t e r a g i t  pas. L a  d i f f é r e n c e  

AE - AcN es t  u t i l i s é e  pour l e  c a l c u l  de K .  

2 - 2-3  Ext rapo la t ion  des pen tes  i n i t i a l e s  

Pour é v i t e r  t o u t  c a r a c t è r e  a r b i t r a i r e  au t r a c é  des tan-  

gen tes  aux p o i n t s  X = O e t  X = 1, nous avons c a l c u l é  c e l l e s - c i  

a p a r t i r  de l a  dé r ivée  du polynôme d ' i n t e r p o l a t i o n  de NEWTON P ( X ) .  

C e  polynôme de NEWTON e s t  l ' e x p r e s s i o n  mathématique de l a  courbe 

que nous ne connaissons qu'empiriquement pa r  l e  s e u l  t a b l e a u  des 

va leur s  b o f  b ; ,  b2 ... bn q u ' e l l e  prend pour l e s  v a l e u r s  a o ,  a l ,  

a2 ... an de l a  v a r i a b l e  X.  

On d r e s s e  le t ab leau  des v a l e u r s  d é f i n i s s a n t  l a  courbe de 

l a  façon s u i v a n t e  : 

Chaque terme e s t  é g a l  à l a  d i f f é r e n c e  e n t r e  l e  terme in fé -  

r i e u r  l e  p l u s  v o i s i n  de l a  colonne de gauche e t  le  terme supér i eu r  

l e  pl  us  v o i s i n  de c e t t e  meme colonne. 

Le  polynôme P ( X )  s 'exprime a l o r s  de l a  façon s u i v a n t e  : 

avec u = X - a 
h 

a = v a l e u r  i n i t i a l e  
X = f r a c t i o n  mola i re  
h = pas 

La dé r ivée  au p o i n t  i n i t i a l  e s t  donnée pa r  P ' ( X )  : I 



2 - 3 RESULTATS ET DISCUSSION 

2 - 3-1 M i s e  en  év idence  des  i n t e r a c t i o n s  

On p e u t  m e t t r e  e n  év idence  l ' i n t e r a c t i o n  e n t r e  deux h i s t o n e s  

en  comparant l e  s p e c t r e  expé r imen ta l  du mélange équ imolécu la i r e  

avec l e  s p e c t r e  t h é o r i q u e  d ' u n  mélange dans l e q u e l  l e s  deux h i s -  

t ones  n ' i n t e r a g i r a i e n t  pas .  

Les courbes  de  v a r i a t i o n s  con t inues  p e r m e t t e n t  de démon- 

trer p l u s  c l a i r e m e n t  e t  s a n s  ambigui té  l ' e x i s t e n c e  ou non de tel- 

les i n t e r a c t i o n s .  

2 - 3-1-1 Pm Complexes homoloques e t  h é t é r o l o g u e s  

Les r é s u l t a t s  ob tenus  mont ren t  que s i  l e s  h i s t o n e s  H 2 A  e t  

H 2 B  de thymus de Veau i n i e r a g i s s e n t  l ' u n e  avec l ' a u t r e ,  il n ' e n  

e s t  pas  de  m ê m e  pour  les h i s t o n e s  H 2 A  e t  H 2 B  i s o l é e s  de t e s t i c u -  

l e  de S e i c h e  l o r s q u ' e l l e s  s o n t  p l a c é e s  dans les mêmes c o n d i t i o n s  

(F igu re  1 6 ) .  L e s  mêmes é t u d e s  r e a l i s é e s  s u r  l e s  complexes hé t é -  

ro logues  H2A-H2B Seiche/Veau e t  Veau/Seiche (F igu re  17) i n d i q u e n t  

que c ' e s t  l ' h i s t o n e  H 2 B  de S e i c h e  q u i  est r e sponsab le  de l a  non 

format ion du complexe. 

Pour r e t r o u v e r  une i n t e r a c t i o n  e n t r e  l ' h i s t o n e  H2B de Se i -  

che e t  une h i s t o n e  H 2 A ,  i l  e s t  n é c e s s a i r e  de  r é d u i r e  p r é a l a b l e -  

rrent l ' h i s t o n e  H 2 B  (F igu re  18) . 

L e s  courbes  obtenues  e n  v a r i a t i o n s  c o n t i n u e s  s o n t  présen-  

t é e s  f i g u r e  1 9 .  E l l e s  démontrent  s a n s  ambiguï té  que l o r s q u e  l ' h i s -  

tone  H 2 B  de Se i che  n ' e s t  pas  r é d u i t e ,  aucune i n t e r a c t i o n  n ' a  ja- 

mais l i e u  avec l ' h i s t o n e  H 2 A  : n i  à l ' é q u i m o l a r i t é  (XHZB = 0 , 5 ) ,  

n i  pour t o u t e  a u t r e  v a l e u r  XHZB du mélange, $ 

Lorsque cet te  h i s t o n e  H 2 B  de S e i c h e  est  r é d u i t e ,  on  o b t i e n t  

pour  l e s  complexes homologues e t  h é t é r o l o g u e s  une r e p r é s e n t a t i o n  

comparable des  courbes  de v a r i a t i o n s  con t inues ,  i n d i q u a n t  dans 

t o u s  l e s  cas que les i n t e r a c t i o n s  s o n t  maximales à l ' é q u i m o l a r i t é .  











2 - 3-1-2 C a s  de  l ' h i s t o n e  H2B de Se i che  

S ' i l  es t  f a c i l e  de  comprendre pourquoi  une r é d u c t i o n  d o i t  

ê t r e  f a i t e  dans ' l e  cas de l ' h i s t o n e  H3 l o r s  de s o n  i n t e r a c t i o n  

avec  H4 ( l ' h i s t o n e  H 3  posséde 1 ou 2 c y s t é i n e s )  on  c o n ç o i t  mal 

l a  n é c e s s i t é  de l a  r é d u c t i o n  de  l ' h i s t o n e  H2B de Se i che  pour  

q u ' e l l e  p u i s s e  i n t e r a g i r  avec une h i s t o n e  H2A : e n  e f f e t ,  l ' h i s -  

t one  H2B de  Se i che  ne  c o n t i e n t  pas  de c y s t é i n e .  

E l l e  renferme p a r  c o n t r e  une méthionine e t  il n ' e s t  pa s  

imposs ib l e  de  p e n s e r  que ce  r é s i d u  est  s u s c e p t i b l e  d ' é t r e  oxydé. 

Cependant, s i  l ' o n  compare les composi t ions  en  a c i d e s  ami- 

nés  des h i s t o n e s  H2B de  S e i c h e  e t  de Veau, on p e u t  remarquer que 

les deux h i s t o n e s  H2B c o n t i e n n e n t  ces r é s i d u s  de méthionine.  O r ,  

l ' h i s t o n e  H2B de Veau ne  n é c e s s i t e  pas  de r é d u c t i o n  p r é a l a b l e  

pour  i n t e r a g i r  avec  une h i s t o n e  H2A. 

Le  cas de l ' h i s t o n e  H2B de  Se iche  n ' e s t  pa s  unique e t  un 

cas  semblable a  é t é  c i t é  dans l a  l i t t é r a t u r e  : il s ' a g i t  de l ' h i s -  

t one  H2B de P o i s  ( 1 2 8 ) .  C e t t e  d e r n i è r e  a  é t é  p l u s  spéc i a l emen t  

é t u d i é e .  En p a r t i c u l i e r ,  l o r s q u ' e l l e  n ' e s t  pas  r é d u i t e ,  i l  a é t é  

démontré que s a  m i g r a t i o n  é l e c t r o p h o r é t i q u e  s u r  ge l  de po lyacry-  

lamide en p ré sence  de  T r i t o n  X 100 é t a i t  beaucoup p l u s  r a p i d e  

que c e l l e  observée  pour  d ' a u t r e s  h i s t o n e s  H2B ( 1 2 8 ) .  C e t t e  d i f -  

f é r e n c e  de comportement e n t r e  les formes r é d u i t e  e t  oxydée n ' e s t  

obse rvab le  qu ' en  p ré sence  de  T r i t o n .  En m i l i e u  u rée -ac ide  a c é t i -  

que ou SDS, s a  v i t e s s e  de m i g r a t i o n  e s t  v o i s i n e  d e  c e l l e  des  au- 

tres h i s t o n e s  H2B. C e  comportement anormal a é t é  observé  éga l e -  

ment pour l ' h i s t o n e  H2B de d r o s o p h i l e  ( 3 ) .  ALFAGEPE e t  a2 ( 3 )  o n t  

suggéré  que  cette m i g r a t i o n  r a p i d e  p o u v a i t  s ' e x p l i q u e r  p a r  une 

m o d i f i c a t i o n  i n t e r v e n u e  s u r  l ' h i s t o n e  au cou r s  de  s a  p r é p a r a t i o n :  

l a  méth ion ine  s e r a i t  oxydée e n  méthionine su l foxyde ,  d iminuant  

a i n s i  l a  l i a i s o n  de l ' h i s t o n e  au T r i t o n .  

Pour une r a i s o n  q u i  nous échappe,  c e t t e  r é a c t i o n  d'oxyda- 

t i o n  ne se p r o d u i r a i t  p a s  s u r  l ' h i s t o n e  H2B de Veau ; c e  qu ! i l  

nous est imposs ib l e  d  ' e x p l i q u e r  c a r  les procédés  u t i l i s é s  l o r s  



de l a  p r é p a r a t i o n  des  h i s t o n e s  de Veau e t  de Se iche  s o n t  sembla- 

b l e s .  P l u s i e u r s  hypothèses  peuvent  cependant  €! tre avancées  : 

- On p e u t  suppose r  que l a  conformat ion  des  deux hks tones  

e s t  d i f f é r e n t e  e t  que l o r s  de l a  p r é p a r a t i o n  les méthionines  ne  

s o n t  pas  a c c e s s i b l e s  de  l a  m ê m e  manière  à 1 ' a g e n t  oxydant  dans 

l ' u n e  e t  l ' a u t r e  molécule .  

- On p e u t  suppose r  également que  l ' o x y d a t i o n  des méth ion i -  

nes  n ' e s t  pas  un " a r t e f a c t "  de p r é p a r a t i o n  e t  q u ' e l l e s  e x i s t e n t  

r é e l l e m e n t  sous  forme oxydée dans l a  c e l l u l e .  11 f a u d r a i t  a l o r s  

v é r i f i e r  s i  ce  t y p e  d 'oxyda t ion  es t  phys io log ique  ou non. S ' i l  

s ' a g i t  d 'une  s p é c i f i c i t é  donnée de l ' h i s t o n e  H2B,  on v o i t  m a l  

du p o i n t  de  vue b i o l o g i q u e  l e  p o i n t  commun q u i  p o u r r a i t  e x i s t e r  

e n t r e  des  h i s t o n e s  H2B i s o l é e s  de t i s s u s  é t  d ' e spèces  a u s s i  

d i f f é r e n t e s  que l e  t e s t i c u l e  de  S e i c h e ,  1 'embryon de Drosophi le  

( 4 0 )  e t  l e  Po i s  (128) . I l  f a u t  n o t e r  t o u t e f o i s  que dans ce t i s s u  

p a r t i c u l i e r  du t e s t i c u l e ,  une h i s t o n e  H2B i s o l é e  chez l e  Rat p ré -  

s e n t e  des p r o p r i é t é s  d i f f é r e n t e s  de l ' h i s t o n e  H2B e x t r a i t e  des  

c e l l u l e s  somat iques  de ce même an imal  ( 1 1 9 )  . 

Afin d ' o b t e n i r  un renseignement  supplémenta i re  s u r  l e  com- 

por tement  de n o t r e  h i s t o n e  H2B de S e i c h e  dans  l e s  cornplexes H2A- 

H 2 B ,  nous avons t e n t é  de  c a l c u l e r  l a  c o n s t a n t e  d '  a s s o c i a t i o n  K 

des  complexes homologues e t  h é t é r o l o g u e s  . 

2  - 3-2 Ca lcu l  de  l a  c o n s t a n t e  d ' a s s o c i a t i o n  

Au maximum de 1 ' i n t e r a c t i o n ,  c 'es t - à - d i r e  à 1 ' é q u i m o l a r i t é  

( X B  = 0 , 5 ) ,  on p e u t  d é d u i r e  l a  c o n s t a n t e  d ' a s s o c i a t i o n  K d 'un  

mélange. 

Une c o n s t a n t e  d '  a s s o c i a t i o n  mesure 1 ' é q u i l i b r e  q u i  e x i s t e  

e n t r e  l e  complexe e t  ses p r o d u i t s  de  d i s s o c i a t i o n  e t  mesure p a r  

conséquent  l a  f o r c e  d e s  i n t e r a c t i o n s  q u i  ma in t i ennen t  ce complexe. 

C e  type  de  c a l c u l  r e v i e n t  à d é t e r m i n e r  dans l e  s i g n a l  ex- 

p é r i m e n t a l  obse rvé ,  l a  c o n t r i b u t i o n  du complexe H2A-H2B de c e l l e  

de  ses p r o d u i t s  de  d i s s o c i a t i o n  H 2 A  e t  H2B. L e s  courbes  de v a r i a -  

t i o n s  con t inues  p e r m e t t e n t  de c o n n a î t r e  l a  v a l e u r  du s i g n a l  que 



l ' o n  a u r a i t  observé  s i  l a  r é a c t i o n  a v a i t  é t é  t o t a l e .  En e f f e t ,  

e n  e x t r a p o l a n t  les p e n t e s  i n i t i a l e s  aux f r a c t i o n s  m o l a i r e s  O e t  

1 ( e n  c e s  deux p o i n t s  seulement ,  l a  r é a c t i o n  é t a n t  e f f e c t i v e m e n t  

t o t a l e )  on o b t i e n t  l a  v a l e u r  du s i g n a l  cor respondant  à 100 p.100 

du complexe. 

L a  v a l e u r  e x t r a p o l é e  i n t e r v i e n t  donc de façon  s i g n i f i c a t i v e  

dans  l e  c a l c u l  de  K. En absence de t o u t e  i n d i c a t i o n  conce rnan t  

l ' e x t r a p o l a t i o n  des  p e n t e s  e t  pour  é v i t e r  t o u t  c a r a c t è r e  a r b i -  

t r a i r e  au t r a c é  de  ces p e n t e s ,  nous avons u t i l i s é  pour t o u t e s  les 

courbes  expé r imen ta l e s  l a  m ê m e  méthode : cel le  de  l a  d é r i v é e  du 

polynôme de NEWTON. Un exemple de ce c a l c u l  des  p e n t e s  e s t  donné 

dans  l e  cas du complexe h é t é r o l o g u e  Sc.iche/Veau (Tableau  V I )  . 

On c o n s t a t e  que le p o i n t  d ' i n t e r s e c t i o n  e n t r e  les deux t a n -  

g e n t e s  ne se s i t u e  pas  exactement à l ' é q u i m o l a r i t é .  Nous avons 

cependant  p r i s  comme v a l e u r  du s i g n a l  du complexe ce  p o i n t  d ' i n -  

t e r s e c t i o n .  L ' e r r e u r  f a i t e  s u r  c e t t e  d é t e r m i n a t i o n  es t  éva luée  

à p a r t i r  de s  deux v a l e u r s  extrêmes de l ' i n t e r s e c t i o n  de chacune 

des  t a n g e n t e s  avec  l a  d r o i t e  d ' a b c i s s e  0 , 5  ( F i g u r e  1 9  , A , C , E , F )  . 
L e s  v a l e u r s  de K a i n s i  ob tenues  pour  les d i f f é r e n t s  com- 

p l e x e s  H2A-H2B s o n t  rassemblées  dans l e  t a b l e a u  c i -dessous  : 



TABLEAU V I  

DETERMINATION DES PENTES AUX FRACTIONS MOLAIRES O ET 1 DANS L E  

CAS DU COMPLEXE H2A S E I C H E  - H2B VEAU 



2 - 3-3 V a r i a t i o n  de  l ' é n e r g i e  l i b r e  l o r s  de l a  f o r m a t i o n  d e s  

complexes 

C e s  v a l e u r s  d e  K p e r m e t t e n t  d e  c a l c u l e r  l a  v a r i a t i o n  d ' é -  

n e r g i e  l i b r e ,  AG, l o r s  de l a  fo rma t ion  d u  complexe comme l ' o n  

f a i t  précédemment ISENBERG e t  son  é q u i p e  (129) . Comme ces au- 

t e u r s  le  ment ionnen t ,  il f a u t  a v o i r  p r é s e n t  à l ' e s p r i t  l e  f a i t  

que  de g r andes  d i f f é r e n c e s  de  K i m p l i q u e n t  de f a i b l e s  d i f f é r e n -  

ces seu lement  de  l a  v a r i a t i o n  de  l ' é n e r g i e  l i b r e  car l a  r e l a t i o n  

q u i  l i e  ces deux v a l e u r s  e s t  l o g a r i t h m i q u e  : 

AG = RT Log K 

S i  l ' o n  c o n s i d è r e  les v a l e u r s  de K ob tenues  pour  les  d i f -  

f é r e n t s  complexes, l a  d i f f é r e n c e  d e  l ' é n e r g i e  l i b r e  e n t r e  les 

complexes co r r e spondan t  à l a  p l u s  g rande  e t  à l a  p l u s  p e t i t e  

v a l e u r  de K (Veau/Veau, Se iche /Se iche)  e s t  donnée p a r  : 

A ( A G )  = RT Log %-?? = 0,7 KCal/mole 
1 ,O5 

S i  l ' o n  c o n s i d è r e  l a  v a r i a t i o n  d ' é n e r g i e  l i b r e  m i s e  en  

j e u  l o r s  d '  utie i n t e r a c t i o n  méthyl-rnéthyl ( e n v i r o n  0 , s  KCal/mole) 

ou  l o r s  d ' une  i n t e r a c t i o n  méthyl-hydrogène ( e n v i r o n  0 , 3  KCal/mole) 

l a  d i f f é r e n c e  A ( A G )  que  nous venons de  c a l c u l e r  pou r  les deux 

t y p e s  de  complexes (Veau/Veau, Se i che /Se i che )  appara f  t minime. 

Nous p o u r r i o n s  donc c o n c l u r e  comme l ' o n  f a i t  pou r  d ' a u t r e s  

e s p è c e s  ISENBERG e t  son  équ ipe ,  que  l a  f o r c e  de s  i n t e r a c t i o n s  

q u i  m a i n t i e n t  H2A e t  H2B en  d imère  e s t  semblab le  dans l e  thymus 

de  Veau e t  dans l e  t e s t i c u l e  de S e i c h e .  L e s  s u r f a c e s  d ' i n t e r a c -  

t i o n  é t a n t  e n  o u t r e  les  m e m e s  à un ou deux  r é s i d u s  p r è s  dans les 

complexes homologues e t  h é t é r o l o g u e s .  

En é t u d i a n t  a i n s i  de s  e s p è c e s  s i t u é e s  dans de s  r ègnes  d i f -  

f é r e n t s  : animaux ( 2 7 ) ,  végé t aux  ( 1 2 8 ) ,  champignons ( 8 2 ) ,  les 

a u t e u r s  o n t  pu c o n c l u r e  q u ' e n  d é p i t  de s  d i f f é r e n c e s  e x i s t a n t  

dans  l a  séquence d e s  h i s t o n e s  i m p l i q u é e s ,  les i n t e r a c t i o n s  a- 

v a i e n t  é t é  é t r o i t e m e n t  conse rvées  a u  c o u r s  de l ' é v o l u t i o n .  

- - 
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Nous s e r j o n s  t e n t é e s  d ' e f f e c t u e r  l e  même ra isonnement  dont  

l a  conséquence b io log ique  a p p a r a z t  t o u t  à f a i t  r a i s o n n a b l e  dans 

l a  mesure où le  nucléosome est  une s t r u c t u r e  fondamentale  com- 

mune à t o u t e s  les chromat ines .  Cependant, nous nous sommes heur-  

t é e s  d ' un  p o i n t  de  vue physico-chimique à l a  s i g n i f i c a t i o n  du 

c a l c u l  de  l a  c o n s t a n t e  d ' a s s o c i a t i o n  K . 
2 - 3-4  Limi t e s  de l a  méthode 

Tout  d nu bord, nous nous sommes demandée comment les Pen- 

tes i n i t i a l e s  a v a i e n t  é t é  e x t r a p o l é e s  p a r  l ' é q u i p e  dlISENBERG 

(27) pour  des  h i s t o n e s  q u i  i n t e r a g i s s e n t  (H2A e t  H 2 B  p a r  exemple) 

e t  des  h i s t o n e s  q u i  n ' i n t e r a g i s s e n t  pas  ( H 2 A  e t  H 4  p a r  exemple) .  

I l  nous a semblé que c o n t r a i r e m e n t  aux a u t e u r s ,  il f a l l a i t  nous 

a s t r e i n d r e  à t o u j o u r s  e x t r a p o l e r  ces pen te s  de l a  merne n a n i e r e  

e t  pour  t o u t e s  les courbes  ( c a l c u l  de NEWTON) . 

I l  r e s t e  cependant  que ,  q u e l l e  que s o i t  l a  méthode u t i l i -  

s é e ,  l e  t r a c é  dépend de l a  courbe expé r imen ta l e  : en p a r t i c u l i e r ,  

il nous semble que l e  c a l c u l  de X n ' a  aucun s e n s  pour des i n t e r -  

a c t i o n s  n u l l e s  ou t r è s  f a i b l e s  (F igu re  19,B,D).  En e f f e t ,  dans 

les courbes  expér in ien ta les ,  deux paramèt res  i n t e r v i e n n e n t  : l a  

c o n s t a n t e  d '  a s s o c i a t i o n  K ,  mais également  A E ~ ~ - A E ~  q u i  t r a d u i t  

1 ' augmentation de 1 ' h é l i c i t é  l o r s q u e  l c  complexe s e  forme. 

Un exemple expé r imen ta l  cor respondant  à un cas  d ' i n t e r a c -  

t i o n  f a i b l e  ou n u l l e  es t  c e l u i  de l ' e s s a i  de recoml n a i s o n  avec  

l ' h i s t o n e  H2B de  Se iche  non r é d u i t e  (F igu re  19,B,D). L a  d i f f é -  

r ence  A E - A E  e s t  extrèmement f a i . b l e  e t  1 ' i n t e r s e c t i o n  des t an -  N 
g e n t e s  donne une v a l e u r  e x t r a p o l é e  également t r è s  f a i b l e .  C e t t e  

v a l e u r  e x t r a p o l é e  f a i b l e  cor respond  cependant à 100 p.100 de 

complexe AB de  s o r t e  que l e  pourcentage de  complexe AB à l ' é q u i -  

l i b r e ,  c a l c u l é  à p a r t i r  de l a  v a l e u r  expé r imen ta l e  observée  es t  

r e l a t i v e m e n t  g rand  e t  e n  c o n t r a d i c t i o n  é v i d e n t e  avec une i n t e r a c -  

t i o n  f a i b l e .  

I l  s e m b l e r a i t  donc que l a  v a l e u r  de K ne p u i s s e  ê t r e  dé- 

t e rminée  que l o r s q u e  l e s  i n t e r a c t i o n s  o n t  une c e r t a i n e  importance 

E 



ce q u i  est  l e  cas p o u r  les  complexes  h é t é r o l o g u e s  ( ' h i s t o n e  H2B 

d e  S e i c h e  é t a n t  r é d u i t e )  e t  p o u r  l e  complexe homologue de Veau. 

Le  complexe homologue de  S e i c h e  ( h i s t o n e  H2B r é d u i t e )  c o r r e s p o n d  

q u a n t  à l u i  à un c a s  i n t e r m é d i a i r e .  

A l a  l i m i t e ,  on p e u t  méme se demander comme GLOVER e t  

GOROVSKY ( 4 8 ) ,  s i  l e  c a l c u l  de K lui-même a un s e n s  : ces au- 

t e u r s ,  se donnan t  d e s  v a l e u r s  de  K e t  de  A&- ,  r e c a l c u l e n t  l a  

courbe  des v a r i a t i o n s  c o n t i n u e s  q u  ' i 1s d e v r a i e n t  o b t e n i r  : i 1s 

c o n s t a t e n t  que p o u r  d e s  c o u p l e s  d e  v a l e u r s  K ,  AEAB très d i f f é -  

r e n t e s ,  les c o u r b e s  s i m u l é e s  s o n t  s e m b l a b l e s .  D e  l a  m ê m e  f a ç o n ,  

l o r s q u e  deux i n t e r s e c t i o n s  d i f f è r e n t ,  i l s  n e  p e u v e n t  c o n c l u r e  s i  

cela e s t  dû à une v a r i a t i o n  d e  K o u  d e  AEAB, ou d e  c e s  deux pa- 
r a m è t r e s .  

P a r  conséquen t ,  l a  d i £  f é r e n c e  d '  i n t e r a c t i o n  que l ' o n  ob- 

s e r v e  e n t r e  les complexes homologues de Veau e t  d e  S e i c h e  ne p e u t  

être a t t r i b u é e  s a n s  a m b i g u ï t é  à une d i f f é r e n c e  de A &  d u  complexe 

ou  à une v a r i a t i o n  de K .  

2 - 4  CONCLUSI' : 
-- - 

Malgré t o u t e s  les r é s e r v e s  q u e  nous avons émises c o n c e r n a n t  

l a  d é t e r m i n a t i o n  e t  l a  s i g n i f i c a t i o n  de  K ,  l a  méthode des v a r i a -  

t i o n s  c o n t i n u e s  reste une méthode extrêmement s e n s i b l e  de m i s e  

e n  é v i d e n c e  d ' i n t e r a c t i o n s  e n t r e  d e u x  h i s t o n e s .  

E l l e  nous a pe rmis  d e  m o n t r e r  que  les h i s t o n e s  H 2 A  e t  H 2 B  

i n t e r a g i s s a i e n t  1' une a v e c  1 ' a u t r e  à c o n d i t i o n  t o u t e f o i s  que 

l ' h i s t o n e  H2B d e  S e i c h e  s o i t  p r é a l a b l e m e n t  r é d u i t e .  C e c i  i m p l i -  

q u e  un r61e d é c i s i f  p o u r  l ' h i s t o n e  H2B l o r s  de l a  recombina i son .  

S i  l ' o n  admet que  l a  r é d u c t i o n  de  l ' h i s t o n e  H2B de S e i c h e  

m e t  e n  j e u  les r é s i d u s  m é t h i o n i n e  p r é s e n t s  dans  ceete m o l é c u l e  

il f a u t  admettre a l o r s  que  l a  r é g i o n  où se s i t u e  ces m é t h i o n i n e s  

ou  les m é t h i o n i n e s  e l l e s - m ê m e s  j o u e n t  un r61e p a r t i c u l i e r  l o r s  

d e  l ' i n t e r a c t i o n  avec  l ' h i s t o n e  H2A. La d é t e r m i n a t i o n  d e  l a  

séquence  d e v r a i t  p e r m e t t r e  d ' é m e t t r e  une h y p o t h è s e  c o n c e r n a n t  

les domaines d ' i n t e r a c t i o n .  



La s p é c i f i c i t é  de comportement de  l ' h i s t o n e  H2B de  S e i c h e  

sera i t  e n  o u t r e  i n t é r e s s a n t e  à é t u d i e r  e n  comparant  les séquen- 

ces des  h i s t o n e s  H2B de  Veau e t  de Se i che .  A l a  l umiè re  des  ré- 

s u l t a t s  o b t e n u s  p a r  hyd ro ly se  t r y p s i q u e  de  l a  molécu le ,  on cons-  

t a t e  que lques  d i £  f é r e n c e s  e n t r e  les c a r t e s  p e p t i d i q u e s  . I l  n ' e s t  

p a s  i m p o s s i b l e  de  p e n s e r  q u ' e l l e s  t r a d u i s e n t  d e s  d i f f é r e n c e s  au  

n i v e a u  de  l a  séquence  e t  que ces d i f f é r e n c e s  o n t  une r é p e r c u s s i o n  

au  n i v e a u  de  l a  conformat ion.  Rappelons éga lement  le  f a i t  que  l e s  

deux h i s t o n e s  H2B c o n s i d é r é e s  s o n t  i s o l é e s  de  deux t i s s u s  d i f -  

f é r e n t s  e t  q u e  c e c i  p o u r r a i t  e x p l i q u e r  l e u r  d i f f é r e n c e  de com- 

po r t emen t  . 



CHAPITRE 3 

ETUDE DES INTERACTIONS HISTONE-HISTONE PAR SPECTROSCOPIE 

DIFFERENTIELLE 

La méthode de  d i ch ro ï sme  c i r c u l a i r e  ne  p e r m e t t a n t  d ' o b t e -  

n i r  que  d e s  rense ignements  g lobaux  s u r  l a  conformat ion de l a  

p r o t é i n e  t o t a l e ,  nous nous  sommes i n t é r e s s é e  à une méthode q u i  

p u i s s e  donner  de s  rense ignements  s u r  de s  r é g i o n s  b i e n  dé te rmi -  

née s  de l a  molécule .  Nous avons donc c h o i s i  d ' é t u d i e r  le:. va- 

r i a t i o n s  e n r e g i s t r é e s  a u  n i v e a u  d '  un a c i d e  aminé dé te rminé ,  en  

l ' o c c u r e n c e  l a  t y r o s i n e ,  p a r  l a  méthode de  s p e c t r o s c c  le d i f -  

f é r e n t i e l l e .  

En e f f e t ,  des  changements f a i b l e s  m a i s  s i g n i f i c a t i f s  du 

s p e c t r e  d '  a d s o r p t i o n  U.V. d '  une p r o t é i n e  peuven t  ê t re  obse rvés  

l o r s q u e  ces d e r n i è r e s  s o n t  soumises  à une p e r t u r b a t i o n  thermi-  

que l é g è r e  e t  p r o g r e s s i v e .  En p a r t i c u l i e r ,  l e s  v a r i a t i o n s  spec-  

t ra les  e n r e g i s t r é e s  e n t r e  270 e t  300 nm s o n t  c a r a c t é r i s t i q u e s  

de s  r é s i d u s  t y r o s i n e  exposés  e t  peuven t  ê t r e  q u a n t i f i é e s  (10, 

93) . 
C e t t e  méthode mise a u  p o i n t  au  l a b o r a t o i r e  p a r  J.P.AUSERT 

nous a  pe rmis  d ' é t u d i e r  1' a c c e s s i b i l i t é  d e s  r é s i d u s  t y r o s i n e  a u  

s e i n  d ' une  molécule  d ' h i s t o n e  ou  d ' u n  complexe d ' h i s t o n ~  , e t  

de  d é d u i r e  a i n s i  l ' é t a t  conformatiori  :1 e t  l 'engagement  a u  s e i n  

de ces complexes des  r é g i o n s  a v o i s i n a n t  chacun de  ces r é s i d u s  

t y r o s i n e .  

Nous avons donc é t u d i é  les h i s t o n e s  H 2 A ,  H2B, H3 e t  H 4 ,  

les complexes d ' h i s t o n e s  H2A-H2B e t  (H3-H4)2 a i n s i  que  l ' o c t a -  

mère d ' h i s t o n e s  (HSA-H2B-H3-B4) 2 .  



3 - 1 RAPPELS THEORIQUES 

3 - 1-1 P r i n c i p e  

D e s  m o d i f i c a t i o n s  du s p e c t r e  d ' a d s o r p t i o n  U.V. d 'une 

p r o t é i n e  peuvent  se p r o d u i r e  sous  1 ' e f  f e t  d '  une p e r t u r b a t i o n  

chimique ( s o l v a n t ,  pH) ou physique ( t empéra tu re )  de  l a  so lu -  

t i o n .  C e s  m o d i f i c a t i o n s  mesurées p a r  s p e c t r o s c o p i e  d i £  f é r e n -  

t i e l l e  r é s u l t e n t  de l a  p e r t u r b a t i o n  des  chromophores exposés  

a u  s o l v a n t .  L e s  chromophores q u i  s o n t  e n f o u i s  à l ' i n t é r i e u r  

de l a  p r o t é i n e  ne sont  p a s  a f f e c t é s .  

La  p e r t u r b a t i o n  d e s  r é s i d u s  t y r o s i n e  e t  t ryp tophanne  

e s t  e n r e g i s t r é e  e n t r e  270 e t  300 nm. La p e r t u r b a t i o n  des  au- 

trt s chromophores, phény la l an ine ,  h i s t i d i n e  , cys t i n e  p e u t  éga l e -  

ment être e n r e g i s t r é e  m a i s  dans un domaine de longueurs  d 'onde 

p l u s  l o i n t a i n  (210-240 nm) . Dans l e  cas  des  h i s t o n e s ,  q u i  ne 

c o n t i e n n e n t  pas  de t ryp tophanne ,  les in fo rma t ions  r e c u e i l l i e s  

e n t r e  270 e t  300 nm s o n t  s p é c i f i q u e s  des  r é s i d u s  t y r o s i n e .  

Lorsque l a  p e r t u r b a t i o n  n ' a f f e c t e  p a s  l a  conformat ion 

de l a  p r o t é i n e  ( c ' e s t  l e  cas  l o r s  d 'une p e r t u r b a t i o n  thermique 

l é g è r e  e t  p r o g r e s s i v e )  , les chromophores exposés  au  s o l v a n t  

peuvent  a l o r s  ê t re  q u a n t i f i é s .  

3 - 1-2  Déterminat ion du nombre de r é s i d u s  t y r o s i n e  exposés  

L e s  mesures s o n t  e f f e c t u é e s  à l a  longueur  d 'onde Xma, 

où l a  v a r i a t i o n  de l ' a b s o r p t i o n  d i f f é r e n t i e l l e  AA en  f o n c t i o n  

de l a  t empéra ture  T es t  l a  p l u s  f o r t e .  

L e  nombre de r é s i d u s  t y r o s i n e  exposés  p a r  mole e s t  don- 

n é  p a r  l e  r a p p o r t  des p e n t e s  A € A ~ ~ ~ / T  ob tenues  pour  l a  p r o t é i n e  

e t  le  composé modèle N-acétyl- tyrosinamide (NAc-Tyr-NH2) . 
A E ~ ~ ~ ~ / T  e s t  l a  v a r i a t i o n  du c o e f f i c i e n t  d ' e x t i n c t i o n  mo- 

l a i r e  E pour  une é l é v a t i o n  de tempéra ture  de l ' ~ .  C e  paramèt re  

e s t  obtenu à p a r t i r  d e s  v a l e u r s  observées  AA r e p o r t é e s  à l a  

longueur  d 'onde é t u d i é e  en  f o n c t i o n  de l a  t empéra tu re  T. 



3 - 2 PARTIE EXPERIMENTALE 

3 - 2-1 P r é p a r a t i o n  d e s  s o l u t i o n s  

La NAc-Tyr-NH2 a é t é  d i s s o u t e  d i r ec t emen t  dans  une so lu -  

t i o n  de NaF 0,2M pH 7,O ou N a C l  2M pH 7 ,5 .  Après c e n t r i f u g a t i o n ,  

l a  c o n c e n t r a t i o n  a é t é  dé te rminée  p a r  a b s o r p t i o n  U.V. à 275 nm. 

(37)  

Les h i s t o n e s  i n d i v i d u e l l e s ,  l e  dimère H2A-H2B a i n s i  que 

l e  t é t r a m è r e  (H3-H4)2 o n t  é t é  d i s s o u s  dans  une s o l u t i o n  d ' u r é e  

7M, H C 1  1 0 - 2 ~  à r a i s o n  de 4 mg/ml. En p ré sence  d ' h i s t o n e  H3, du 

2-mercapto-éthanol 5 p.100 a é té  a j o u t é  à l a  s o l u t i o n .  Après 

une n u i t  à t empéra ture  ambiante ,  les s o l u t i o n s  o n t  é t é  d i a l y -  

s é e s  c o n t r e  H C 1  ~ o - ~ M ,  p u i s  a d d i t i o n n é e s  d 'un volume é g a l  de 

NaF 0 , 4 M  pH 7. 

L'octamère des  q u a t r e  h i s t o n e s  p r é p a r é  s u r  colonne de 

Sephadex G-100 en  m i l i e u  NaCl 2Y p H  7 , 5  ( c h a p i t r e  1 pp. 57 à 

61) a é t é  é t u d i é  d i r e c t e m e n t  p a r  s p e c t r o s c o p i e  U.V.  d i f f é r e n -  

t i e l l e .  

La c o n c e n t r a t i o n  a é t é  déterminée dans chdcun des  ca s  p a r  

a b s o r p t i o n  U.V. à 274,5 nm ( v o i r  appendice  technique)  . 

3 - 2-2 Mesures de l ' a b s o r p t i o n  d i f f é r e n t i e l l e  

Les s p e c t r e s  d i f f é r e n t i e l s  s o n t  e n r e g i s t r é s  s u r  un spec- 

t rophotomèt re  c l a s s i q u e  à deux f a i s c e a u x ,  dans deux c e l l u l e s  

en  q u a r t z  de  1 c m .  L a  c e l l u l e  de r é f é r e n c e  es t  maintenue à 5 ' ~  

ou à 2 0 ' ~ .  Une p e r t u r b a t i o n  thermique es t  c r é e e  dans l a  secon- 

de c e l l u l e .  L' augmentation de l a  tempéra ture  se f a i t  p rogres -  

s ivement  p a r  p a l i e r  de  OC ou de 2 ' ~  s u i v a n t  l ' é c h a n t i l l o n  

d ' h i s t o n e  é t u d i é .  La t empéra tu re  de  l a  s o l u t i o n  es t  c o n t r ô l é e  

p a r  une sonde en  p l a t i n e .  

Les s p e c t r e s  d i f f é r e n t i e  1s s o n t  e n r e g i s t r é s  pour une 

s e n s i b i l i t é  de l ' a p p a r e i l  de 0 , 2 ,  0 , l  ou 0 ,05.  



3 - 3  RESULTATS ET DISCUSSION 

Les h i s t o n e s  e t  les complexes d ' h i s t o n e s  H2A-H2B e t  

(H3-H4) o n t  é t é  é t u d i é s  dans  une s o l u t i o n  d e  NaF 0,2M à 

pH 7,O. L 'oc tamère  d ' h i s t o n e s  a é t é  é t u d i é  à une f o r c e  io- 

n i q u e  p l u s  é l e v é e ,  e n  s o l u t i o n  dans  NaCl 2M à pH 7,5. 

A f i n  d e  p o u v o i r  c h i f f r e r  l e  nombre d e  r é s i d u s  t y r o s i n e  

e x p o s é s ,  il nous f a u t  c o n n a T t r e  t o u t  d ' a b o r d  l e  p a r a m è t r e  

A E X ~ ~ ~ / T  d ' u n  s e u l  r é s i d u  t y r o s i n e .  

3 - 3 -1  S p e c t r e s  d i f f é r e n t i e 1 . s  du  composé modèle 

Les s p e c t r e s  d i f f é r e n t i e l s  de  l a  NAc-Tyr-NH2 c o n s t i t u e n t  

d e s  s t a n d a r d s .  I ls  s o n t  c a r a c t é r i s t i q u e s  d e  l a  p e r t u r b a t i o n  

t h e r m i q u e  du  r é s i d u  t y r o s i n e  d a n s  un tampon donné e t  à un pH 

donné. 1 
Ils o n t  é t é  e n r e g i s t r é s  p o u r  l e  composé modèle e n  s o l u -  

1 

t i o n  d a n s  NaF 0,2Y à pH 7,O ( F i g u r e  20) e t  ~vaC1 2M à pH 7 , 5  l 

( F i g u r e  2 1 ) .  Les mesures  o n t  é t é  e f f e c t u é e s  à 286 nm, l o n g u e u r  , 
d ' o n d e  p o u r  l a q u e l l e  l e  p i c  d i f f é r e n t i e l  AA e s t  majeur .  Les 

p e n t e s  hc2g6/T s o n t  o b t e n u e s  à p a r t i r  d e  A A ~ ~ ~ / T .  E l l e s  o n t  

les  v a l e u r s  s u i v a n t e s  : I 

A&2e 'T = 2,37 dans  NaF o,2M pH 7,O 

A E ~ ~ ~ / T  = 1 , 8 3  d a n s  NaCl 2M pH 7 ,5  

e t  sont .  u t i l i s é e s  p o u r  l e  c a l c u l  du nombre de  r é s i d u s  t y r o s i n e  

e x p o s é s  d a n s  les  h i s t o n e s  e t  les complexes d ' h i s t o n e s .  

On p e u t  n o t e r  q u e  l ' a u g m e n t a t i o n  d e  l a  t e m p é r a t u r e  ' f e c t e  

le  chromophore lui-même m a i s  éga lement  les i n t e r a c t i o n s  s o l v a n t -  

s o l u t é .  NICOLA e t  LEACH (93)  o n t  donné u n e  i n t e r p r é t a t i o n  d e s  

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

t h e r m i q u e .  C e t t e  i n t e r p r é t a t i o n  es t  donnée  dans  1 ' append ice  

t e c h n i q u e .  



FIGURE 2 0  - S p e c t r e s  d i f f é r e n t i e l s  d e  l a  NAc-Tyr-NH2 dans NaF 0, 2M, - 
p H  7,O ( c  = 0 , 1 6  m y / m l ,  s = 0 , l )  . La c e l l u l e  de r é f é r e n c e  e s t  m a i n t e -  

n u e  à Ç ° C .  






































































































