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Dans les cellules des Eucaryotes, le DNA se trouve asso-
cié a8 un grand nombre de protéines ainsi qu'a une faible quan-
tité de RNA en un ensemble complexe appelé CHROMATINE. Si le
DNA contient toutes les informations nécessaires a8 la vie d'un
organisme, les protéines jouent pour leur part un r8le essentiel
en maintenant la structure de ce DNA et en contrdlant 1l'expres-
sion des génes. Le contrble de l'activité des génes est essen-
tiel pour des processus aussi fondamentaux que la différencia-

tion ou pour des processus anormaux tels que le cancer.

Un groupe de protéines chromosomales joue un r8le parti-
culiérement important dans la structure du matériel gé&nétique :
ce sont les HISTONES. Ces protéines organisent le DNA en parti-
cules fondamentales communes a toutes les chromatines et appe-
lées NUCLEOSOMES. La structure nucléosomale est maintenue a la
fois par des interactions du DNA avec les histones mais surtout
par des interactions entre les histones elles-mémes. Il appa-
rait donc intéressant de préciser la nature et le site des in-
teractions histone-histc e afin de connafitre les mécanismes
impliqués dans les variations structurales de la chromatine,
qui accompagnent les phénoménes de régulation.

Grdce a la connaissance parfaite de leur structure pri-
maire, les histones constituent en outre un maté&riel particu-
liérement intéressant pour 1l'étude plus générale des interac-

tions protéine-protéine.

C'est dans cette double perspective, biologique et physico-
chimique, que nous avons abordé 1l'étude des interactions histo-
ne-histone.

Deux techniques de biophysique ont été utilisées : le di-
chroisme circulaire et la spectroscopie différentielle. Ces deux
méthodes complémentaires permettent d'obtenir des renseignements
sur la conformation des histones prises individuellement et sur
les changements de conformation intervenant lors de l'assemblage
des histones. Les études de dichroisme circulaire ont &té effec-
tuées plus particuliérement sur des complexes H2A-H2B formés a
partir d'histones provenant d'une méme espdce ou d'espéces dif-
férentes, afin d'étudier une éventuelle spécifi~ité d'interac-
tion des histones entre elles. ]
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CHAPITRE 1

ORGANISATION GENERALE DE LA CHROMATINE

Dans la chromatine, le DNA est associé a des protéines
que l'on peut classer en deux groupes : les HISTONES, pour les-
quelles le rapport histones/DNA est généralement proche de 1
et les PROTEINES NON HISTONES ou NHP qui existent en quantité
beaucoup plus variable et pour lesquelles le rapport NHP/DNA
est compris entre 0,5 et 1,5 selon le tissu ou l'espéce consi-

déré (39).

La composition globale de la chromatine de thymus de Veau

est rappelée ci-dessous (126) :

DNA (39%)

’///;7 HISTONES (39%)
CHROMATINE —— 3 PROTEINES

\\\3 \\\\\s NHP (19,5%)
RNA (2,5%)

Les HISTONES se distinguent nettement des autres protéi-
nes chromosomales :

- elles sont fortement basiques (30 p.100 des résidus
sont des lysines ou des arginines).

- elles existent en grande quantité. lLe rapport histones/
DNA est généralement constant. Des études rigoureuses ont mon-
tré toutefois que dans des cas particuliers ce rapport pouvait
varier considérablement (55,89,144). Il peut ainsi atteindre
la valeur de 3 dans des systémes génétiquement dormants tels
que les graines (55) ou les cellules compl&tement différenciées
(89).




- elles se répartissent en cing classes : Hl, H2A, HZ2B,
H3 et H4. Elles existent sauf Hl, en quantité & peu prés é&qui-
moléculaire (2,98). Les érythrocytes nucl&es des oiseaux, des
poissons, des reptiles et des batraciens renferment en outre
une histone particuliére : l'histone H5, qui présente des ca-
ractéristiques proches de celles de L'histone Hl,

e r8le des histones dans la chromatine est essentiel. -
Les histones sont des protéines de structure gqui maintiennent
le DNA dans une conformation déterminée. Elles ne présentent
apparemment aucune spécificité vis-d-vis d'une séquence nucléo-
tidique donnée (90,107). I1 apparalt toutefois de plus en plus
que leur r&le dans la chromatine n'est pas entiérement passif.
Les caractéristiques des différentes histones et ce que 1l'on
connalit de leur organisation et de leur r8le dans la chromati-

ne sont présentés dans le chapitre suivant.

Les autres protéines chromosomales, les PROTEINES NON
HISTONES, forment un groupe beaucoup plus héterogéne. On en a
dénompbré environ 150 qui varient selon le tissu ou l'espéce
co..31idéré&. Un grand nombre d'entre elles n'existe gu'en treés
petite guantité et pendant longtemps, ces protéines sont res-—
tées peu étudiées.

Plusieurs sont cependant connues. Certaines possédent
une activité biologique : ce sont des enzymes agissant sur le
DNA (polymérases, endonucléases, déroulases...) ou sur les
protéines (acétylases, kinases, méthylases). Des récepteurs
d'hormones thyroildiennes (68) ainsi que d'hormones stéroides
(29) ont également été identifiés dans la chromatine.

D*autres protéines non histones participent d 1'organi-
sation de la structure de la chromatine. Des protéines contrac-
tiles telles que l'actine, la myosine, la tropomyosine et la
tubuline (35) ont Et€ mises en &vidence. On a pu également
constater que certaines NHP étaient capables de se lier au DNA;
les unes pour le destabiliser . (30), rvé qui constituerait une

étape préalable & son expression, les autres au contraire pour




le stabiliser (158). Les protéines de type HMG (nhign mobility
group) tont partie de ce dernier groupe. Chez les Mammifeéres,
il existe quatre protéines HMG majeures : HMG-1, HMG-2, HMG-14
et HMG~17. Des protéines comparables ont eté 1solées chez la
truite. Elles stabilisent la double hé&lice du DNA vis-a-vis de
la dénaturation thermigue (158). Les HMG-1 et 2 interagissent
de plus avec l'histone H1 (123,159).

Un des buts de 1a biologie est de comprendre comment
tous ces constituants s'organisent en un ensemble fonctionnel.
La découverte d'une unité de répétition puis la mise en é&viden-
ce du nucléosome a constitué une &tape importante da.s l'é&luci-

dation de la structure de la chromatine.

1 - 1 EXISTENCE D'UNE UNITE DE REPETITION

1 - 1~-1 Les premiers arguments

Les premiers arguments en taveur d'une unite de répéti-
tion dans la chromatine proviennent des études de diffusion du
rayonnement X sur Les'noyaux des cellu’es. Par cette technique
en effet, WILKINS et al (154) purent observer dés 1956 des
spectres présentant des séries réguliéres de bandes de diffu-
sion, ne pouvant s'expliquer que par l'existence d'une unité
de répétition. Sur des complexes DNA-histones, ce méme dia-
gramme de diffusion fut obtenu un peu plus tard (79). Des étu-
des d'accessibilité enzymatique révélant par ailleurs, que le
DNA était recouvert de protéines, on supposa a cette époque le
DNA enroulé& en une super-hé&lice pontée par des histones, le
pas de la super-hélice forma:t l'unité de répétition (104,161).
| Ce modéle fut généralement accepté jusqu'en 1974 , date

a laquelle apparut la notion de nucléosome.




1 - 1-2 Notion de nucléosome

-~

Des études par digestion & la nucléase de Staphylocogue
montrérent tout d'abord que le DNA n'était pas uniformément re-
couvert de protéines. Il existe des sites sensibles & 1l'action

de Ll'endonucléase et réguliérement espacés (58).

A la m&me époque, en microscopie électronique, WOODCOCK
(155), puis OLINS (99) observérent des particules sphé&riques
de 60 & 80 A de diamétre, disposées linéairement & la maniére
de "perles sur un fil". Ces m ues particules furent observées
peu apré&s sur une chromatine dé&pourvue d'histone H1l (Figure 1)

et purent &tre reconstituées in vitro a partir de DNA et des
quatre histones H2A, H2B, H3 et H4 (100).

Tenant compte des propriétés associatives des histones
(27,67) et de leur stoechiométrie dans la chromatine, KORNBERG
proposa une organisation en octamére pour les histones H2A,
HZ2B, H3 et H4 (66); l'octamére comportant deux fois chacune

des quatre molécules.

La mise au point de la technique de diffusion des neu-
trons enfin a permis & BALDWIN (9) de montrer que la série ré-
gulidre de bandes de diffusion obtenue en rayons X était due,
non pas au DNA comme l'avaient laiss& suggérer les premiéres
études sur la chromatine, mais bien & une distribution régu-
lidre des protéines. Ces observations devaient €tre décisives
pour L'acceptation définitive du concept de nucléosome comme

unité structurale de base dans la chromatine.

Ainsi, par digestion poussée a la nucléase de Staphylo-
coque, on définit dans tous les types de cellules étudiées
jusqu'a présent, une particule nucléosomique &lé&mentaire ap-
pelée "core particle"”, contenant toujours 146 paires de bases
de DNA (32) et l'octamére des quatre histones H2A, H2B, H3 et




1
o)
o3|
8
PR Ty S e
P 6
SRR |
REAGHASER
G RPN mu..
Sh A E
wmz a
D o
e o)
o] (28]
0 ]
ny 4
4 o 0]
o N
£
Z
O <t}
TI_
B —
[47] ~
v I
@] Q
-~
D ~~~
L
[62] ™~
<2} N
e ol
™~
HS
=
- +
= Q
g =
@’ £3)
a9 Q0
ot joo]
Q O
i
(]
2
o
oo
|©)
I
e




H4. Le DNA non inclus dans la "core particle", de longueur va-
riable selon le tissu ou l'espé&ce considéré (94,112,115,124),
forme le DNA internucléosomique ou DNA "linkexr".

La cingui@me histone, l'histone Hl interagit avec les
"core particles™ (12,14,47,56,111), en particulier avec l'his-
tone HZ2A (14). Elle interagit également avec le DNA mais ne
fait pas partie intégrante de la "core particle" (8,153). L'en-
semble "core particle", DNA "linker" et histone H1l, constitue

le nucléosone.

1 - 2 ASPECT SYWRUCTURAL DU NUCLEOSOME

En traitant la chromatine par la nucléase de Staphyloco-
que, on peut isoler, puils analyser les nucl&osomes ou les "co-
re particles". Des détails ont ainsi ét& obtenus sur lia forme,
les dimensions et la structure globale des histones et du DNA
dans la particule nuclé&osomique &lémentaire. Des &tudes physi-
co-chimigques menées sur le nuclé&osome ont démontré 1l-rexistence
de variations de conformation de ce dernier en fonction d'a-
gents physiques ou chimiques divers. Nous signalons €galement
dans ce paragraphe que par digestion bré&ve de la chromatine
par la nucléase de Staphylocoque, on peut recueillir des formes
de mononucléosomes auxquels se trouvent associées des protéines
supplémentaires. Le rdle de ces protéines sur la structure des

nucléosomes reste mal connu.

1 - 2-1 Forme et dimensions

Des détails sur la forme et les dimensions de la "core
particle” ont été obtenus par cristallographie. FINCH et al
(43) en effet ont réussi & cristalliser et analyser aux rayons X
des "core particles".

Le diagramme de diffusion obtenu & partir des cristaux a

permis de conclure que la particule n'était pas sphérique mais




se présentait plutdt sous la forme d'un cylindre plat de 110 A
de diam@tre et de 57 A de hauteur. Les histones situdes a 1'in-
térieur s'associent & un tour trois quarts d'une super-hé&lice
de DNA ayant un pas de 28 a (Figire 2) ; un tour

d'hélice correspond a8 80 paires de bases. Ces dimensions, ob-
tenues par cristallographie, confirmaient celles déterminées
par les techniques de microscopie électronique (71), de diffu-

sion des neutrons (9,106), de diffusion des rayons X (105).

1 - 2-2 Existence d'une symétrie

Une caractéristique structurale importante du nucléosome
est l'existence d'un axe de symétrie. On peut le mettre en évi-
dence dans la "core particle" par les techniques enzymatiques
et physiques.

Les nucléases, en effet, agissent non seulement sur le
DNA "linker" mais & vitesse plus faible sur le DNA de la "core
particle"”" (Tableau I). L'identification des fragments obtenus
aprés digestion enzymatique permet d’'obtenir des renseignements

sur l'organisation interne des particules.

La DNAse I par exemple, fournit une série de fragments

de DNA dont les longueurs, exprimées en nombre de paires de ba-
ses, sont des multiples de 10 (95). L'intensité des bandes ob-
tenues sur gel indique que tous les sites de clivage ne sont
pas également accessibles & l'enzyme. Par marquage radioactif,
il est possible de repérer leur position relative. Différents
laboratoires (78,121) ont pu ainsi montrer que les régions de
faible accessibilité 3 la DNAse I se regroupaient de fagon sy-
métrique par rapport a un axe. Par cristallographie, FINCH et al
(43) ont confirmé ces observations. Se basant sur les résultats
précédemment acquis, les auteurs ont présenté un modéle permet-
tant de rendre compte de l'action spécifique des DNAses sur la

"core particle" (Figure 3).
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La protéine est représen-
tée comme un cylindre de 70 R
de diamdtre et 35 & de hauteur
Le DNA s'enroule autour
de la protéine en 1 tour 3/4
de super-hélice de DNA ayant
un pas de 28 R.

FIGURE 2 - Forme et dimensions de la "core particle" d'apres
les résultats de FINCH et al (43) et PARDON et al (105).

TATCHELL,K et VAN HOLDE,K.E.(1978) Proc.Nat.Acad.Sci.USA,75,

3583-3587.

Les sites distants
de 80 paires de bases
sont proches. Les ré-
gions de faible acces-
sibilité a la DNAse I
se regroupent symétri-
quement dans les zones
hachurées. Les fléches
indiquent la position

de 1l'axe de dyade.

FIGURE 3 - Action des nucléases sur la "core particle"
FINCH et al (1977), Nature, 269, 29-36.
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Il existe également un site préférentiel de clivage au
milieu du nucl&osome. Dans certaines conditions de force ioni-
que et en présence d'histone Hl, la DNAse II fournit en effet
des fragments de DNA contenant 100 paires de bases ou des mul-
tiples de 100. Ce site n'est présent que dans des oligomérés

‘de nucléosomes ou dans la chromatine (5).

L'existence d'une certaine symétrie dont la "core parti-
cle" et dans le nucléosome a conduit WEINTRAUB et al a émettre
l'hypothése selon laquelle le nucléosome serait capable de
s'ouvrir en deux demi-nucléosomes symétriques (150). Cette hy-
poth&se est appuyée par des observations en microscopie é&lectro-
nique (101) et des &tudes d'interaction entre les histones en
absence de DNA (149). Ce type de structure ouverte permettrait
d'expliquer les phénom@nes de réplication et de transcripiion
dans un systéme de chromatine ol le nuclé&osome ou du moins une

structure type nucléosome subsiste.

1 - 2-3 Variations de conformation

Des études physico-chimiques diverses, menées sur des
rnicléosomes isolés, ont mis en évidence la possibilité de va-
riations de conformation qui pourraient correspondre & diffé-
rents états fonctionnels dans la chromatine.

L'effet de divers agents tels les solvants organiques et
le pH (130,160), l'urée (97), la température et le force ioni-
que (53,125), permet de mettre en évidence des transitions
dans la conformation des nucléosomes. Ces transitions se tra-
duisent par des variations des propriétés hydrodynamiques et
optiques : elles affectent la structure globale du nucléosome
au niveau du DNA (203) et au niveau des histones. Les varia-
tions de conformation des histones dans le nucléosome peuvent
Etre mises en évidence par l'intermédiaire de sondes molé&cu-
laires vis-a-vis desquelles les histones réagissent différem-
ment suivant leur type et les conditions utilisées (1,8,16,19,
152).
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Le nucléosome peut présenter trois conformations distinc-

tes en fonction de la force ionique (53) :

- une conformation "ouverte" au-dessous d'une concentration
en chlorure de potassium de 0,7 mM.

- une conformation intermédiaire pour une concentration
comprise entre 2 et 5 mM.

-~ une conformation compacte & partir d'une concentration
de 11 mM.

1 - 2-4 Variations de composition

Une certaine hétérogénéité existe parmi les "mononucléo-
somes" obtenus aprés digestion & la nucléase micrococcale. Des
formes électrophorétiques différentes sont sinsi produites a-
prés digestion enzymatique (7,74,141). Elles différent non seu-
lement par la longueur de DNA gu'elles contlennent, mais éga-
lement par la présence ou non de protéines H1l et HMG (74). Des
proportions variables des différentes histones pourraient &tre
&galement responsables de 1'hétérogénéité &lectrophorétique des

nucléosomes (2).

1 - 3 STRUCTURES D'ORDRE SUPERIEUR

Des fibres épaisses de 250 a 300 R de diamétre peuvent
&tre observées sur des préparations de noyaux, suggérant que
la chromatine présente normalement un niveau d'organisation
supérieur a celui des nucléosomes (28).

Ces fibres épaisses ne sont observées qu'a force ionique
élevée et en présence de l'nistone H1 (110).

FINCH et KLUG (42) ont proposé en 1976 un enroulement du
nucléofilament en une superstrusture solénoidale d'un diamétre
de 300 R et d'un pas de 110 a environ, comprenant 6 a 8 nucléo-

somes par tour.
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Plus récemment, tenant compte de différentes observations,
THOMA et al (135) ont proposé un modéle de chromatine montrant
comment, en fonction de la force ionique, celle-ci se conden-
sait progressivement en une structure de plus en plus compacte
(Figure 4A). A partir d'une concentration en sel de 1 mM, le
filament de nucléosome se plie en des structures intermédiaires
hélicoidales différant par le nombre de nucléosomes par tour.

A 60 mM, il se forme une fibre épaisse de 250 A de diamdtre cor-
respondant au solénoide de FINCH et KLUG (42). La chromatine
sans Hl1 se condense également en fonction de la force ionique
mais d'une fagon moins dense et en une structure beaucoup moins
bien définie.

Selon THOMA et al, l'histone Hl se lierait avec 10 paires
de bases de DNA de chaque cbté de la ":»Hre particle", permettant
ainsi la formation de deux tours complets de super-hé&lice de DNA
(au lieu de un tour trois quarts sans histone H1) (Figure 4B).

Lors de la formation des structures d'ordre supérieur,
les régions ol se localise 1'histone Hl, viendraient a proximi-
té 1l'une de l'autre de fagon a ce que des polyméres de Hl se
forment au centre des structures.

Les résultats obtenus par les auteurs ont amené ces der-
niers a8 redéfinir les proportions de DNA dans le nucléosome de

la maniére suivante :

Environ 200 paires de bases

DNA du nucléosone

VARIABLE
166 paires de b. ses Environ 34 paires de bases
DNA du nucléosome minimum DNA "linker"
INVARIABLE VARIABLE

L'octamére des "core histones", 1l'histone Hl et les 166
paires de bases de DNA organisées en deux tours complets de su-
per-hélice, constitueraient selon THOMA et al (135) un nucléoso-
me minimum, particule fondamentale commune a toutes les chroma-

tines.
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1 - 4 STRUCTURE DE LA CHROMATINE ET ACTIVITE BIOLOGIQUE

Les paragraphes précédents ont décrit la structure de la
chromatine sans que soit précisé& son état fonctionnel. Or, de-
puis gu'est é&tablie la notion de nucléosome, un certain nombre
d'études visent maintenant & établir la relation entre structu-
re et activité biologique. Les questions fondamentales concer-
nant l'activité biologique de la chromatine restent en effet a
&lucider. Quelle est, par exemple, la structure qui détermine
dans une cellule différenciée l'expression sélective de certai-
nes régions du DNA et la répression de certaines autres ? Cette
restriction de 1l'activité "template" du DNA est liée au moins
en partie & la régulation de la transcription. Quelle est la
structure de la chromatine au cours de la transcription ou lors
de la réplication ? On peut se demander si le nucl&osome tel
que nous l'avons décrit dans les paragraphes précédents consti-

tue ou non un état permanent de la chromatine.

1 - 4-1 Structure de la chromatine et transcription

Un certain nombre de méthodes ont &té utilisées pour étu-

dier la structure de la chromatine active :
- Utilisation des nucléases sur des g&nes spécifiques
- Isolement des régions actives de la chromatine
- Expériences d'hybridation du DNA nucléosomal

- Etudes de microscopie électronique.

Chaque méthode donne des aspects différents de la struc-
ture de la chromatine active. Quelques fois, deux méthodes don-

nent des résultats contradictoires.
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1 - 4-1-1 Utilisation des nucléases sur des génes spécifiques

Les ditférentes nucléases décrites précédemment (Tableau I)
ont également été utilisées sur la chromatine afin de détecter

d'éventuelles caractéristiques structurales des régions actives.

détecter de caractéristique structurale particuliére des ré-
gions actives par rapport a la chromatine totale. Dans les re-
ticulocytes par exemple, les génes de la globine sont protégés
de la digestion compl&te (6,148) ou partielle (69) par la nu-
cléase de staphylocoque au méme degré que l'est la chromatine
totale. Des résultats semblables ont &té obtenus sur les génes
de l'ovalbumine dans 1'oviducte (45). Ces résultats permettent
de penser que le DNA actif se trouve impliqué dans des struc-

tures ayant la méme unite de répétition que le nucléosome.

tres different de celui de la nucléase de staphylocoque. En ef-
fet, cette enzyme déetruit préférentiellement les fragments de
DNA transcrits dans un tissu donné. Aprés que 10 a 20 p.1l00

du DNA de la chromatine ait eté digéeré, on peut montrer qu'il
manque parmi le DNA restant, les séguences des génes spécifiques
actifs dans le tissu étudié. Ainsi la digestion de 10 p.100 du
DNA dans le réticulocyte touche le géne de la globine alors que
le géne de i1'ovaloumine reste intact. ue meme traitement appli-
qué a i1'oviducte détruit le géne < : 1l'ovalbumine sans toucher
les génes non exprimés dans cet organe (45,148). Le fait que

la DNAse I dégrade plus rapidement les séquences actives indi-
que clairement une différence de conformation entre les régions
actives et inactives de la chromatine.

~

On ne '‘peut pas attribuer d 1'absence de protéines la sus-
ceptibilité particuliére des génes actifs d la DNAse I car
les mémes séquences quisont digérées par cette enzyme sont ré-
sistantes & la nucléase de staphylocoque. Pour expliquer les
résultats obtenus avec ces deux enzymes, WEINTRAUB et GROUDINE

(148) ont proposé pour la chromatine active, une structure
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type nucléosomale ol le DNA se trouverait particuliérement
exposé 3 l'action de la DNAse I sans gque la nucléase de sta-

phylocoque ne détecte de différences.

La_DNAse_II enfin semble détecter des caractéristiques
structurales différentes entre régions active et inactive. A-
pré&s action de Ll'enzyme, on peut en effet séparer les deux |
types de régions (146). Contrairement a la DNAse I qui dégrade
complétement les séquences actives du DNA, la DNAse II présen-
te l'avantage de préserver la structure de ces séquences. La
DNAse II a été utilisée pour isoler les régions actives de la

chromatine.

1 - 4-1-2 Isolement de la chromatine active et étude structurale

Le fait de pouvoir isoler les régions actives de la chro-
matine constitue une étape importante dans l1l'élucidation de
leur structure.

La chromatine totale est digérée par la DNAse II. Le sur-
nageant obtenu aprés centrifugation ditférentielle est fraction-
né par traitement avec une solution de chlorure de magnésium.
La frac ion soluble contient une chromatine présentant tous les
critéres qui caractérisent la chromatine active : présence de
RNA naissant, hybridation au RNA cellulaire total, complexité
faible des ségquences de DNA (54).

Cette méthode de fractionnement a été appliqu&e avec suc-
cé&s 4 l'isolement du géne de la globine dans le systéme cellu-
laire de la leucémie érythroblastique de FRIEND (146). Ce sys-
teme cellulaire est intéressant car il est possible d'induire
L'expression du géne de la globine par un certain nombre de
petites molécules, en particulier par le diméthyl sulfoxide
(DMSO) . Lorsque les cellules sont stimulées par le DMSO, la
fraction de chromatine soluble dans le chlorure de magné&sium.
contient les séquences du géne de la globine. Lorsque l'expé-
rience est réalisée sur des cellules ne synthétisant jamais la

globine, la fraction de chromatine soluble ne renferme aucune
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séquence de ce géne., Il est intéressant de noter que méme lors-—
que les cellules de FRIEND ne sont pas stimulées par le DMSO et

donc ne synthétisent pas le mRNA de la globine, la fraction solu-
" ble contient les séquences de ce géne.

Ces expériences suggérent que la DNAse II sépare deux ca-
tégories de séquences de DNA, celles qui sont effectivement ex-
primées ou dont on peut induire l'expression et celles qui ne sont
jamais exprimées ou dont on ne peut pas induire l'expression.

Les fractions contenant la "chromatine active" ont é&té iso~
lées et étudiées. GOTTESFELD et son éguipe (54) ont montr& qu'el-
les contenaient des "nucléosomes". Ces derniers sont cependant
différents de ceux obtenus généralement a partir d'une chromatine
non fractionn&e. Leur constante de sé&dimentation en particulierxr
est -plus forte : 14 § au lieu de 12 S. Du RNA et des NHP appa-

raissent en outre associés a ces structures.

1 - 4-1-3 Expériences d'hybridation du DNA nucléosomal

Un autre type d'études d° la chromatine active a consisté
a isoler les nucléosomes par action de la nucléase de staphyloco-
qgue afin de détecter si les nucléosomes contenaient ou non des
séquences de DNA actif. De telles séquences ont été& repérées se-
lon le systéme cellulaire utilisé&, par hybridation avec les mRNA
cellulaires totaux (140), les c¢DNA spécifiques (6,69,148) ou les
rRNA (109). Les résultats ont montré que dans chague cas, il y
avait hybridation du DNA nucléosomal. Ces résultats semblent donc
en accord avec l'existence des nucléosomes dans la chromatine ac-
tive. Selon certains auteurs toutefois (108,109), la densité des
nucléosome .. serait plus faible dans ces régions actives.

-

1 - 4-1-4 Etudes de microscopie électronique

Les régions actives de la chromatine ont également €té& ob-
servées en microscopie électronique. Les études se sont portées
tout d'abord sur les génes des RNA ribosomaux car ceux-ci sont
aisément visualisés. Les résultats obtenus ont &té assez surpre-

nants. En effet, aucun nucléosome n'est jamais observé au niveau



it

18

des gé&nes en cours de transcription. En outre, des mesures sur
la longueur du DNA transcrit ont montré que celui-ci était a
peine moins étendu qu'un DNA libre ; ce qui semble exclure tou-
te compaction du DNA actif dans une structure nucléosomale (81).
Les mémes types d'observations ont &té faites sur les geé-
nes non ribosomaux. Lors du développement de l'oeuf de Xaenopus
laevis, les nucléosomes ne sont jamais observés dans les régions
activement transcrites. Ils apparaissent par contre lorsgu'une
région de la chromatine devient inactive (118). Toutefois, cer-
tains auteurs (44,80) ont obtenu des photos de microscopie &lec-
tronique en accord avec l'existence de nucléosomes dans la chro-
matine active. Mc KNIGHT et al (80) ont méme démontré gque les
structures observées contenaient des histones car elles réagis-

saient notamment avec des anticorps anti-H2B et anti-H3.

1 - 4~1-5 Conclusion

Les observations de microscopie électronique sont donc
en apparente contradiction avec les résultats obtenus par les
autres techniques. Il est vrai que toute méthode d'étude peut
interférer avec la structure native et figer l'ensemble de 1la
préparation.

D'une manié&re générale toutefois, la majorité des auteurs
semblent admettre l'existence d'une structure de type nucléoso-
male tout le long du DNA, y compris le long des séquences de
DNA activement transcrites. Ceci établi, les mécanismés gui perxr-
mettent ou répriment la transcription, restent encore a &lucider.
Il en est de méme des caractéristiques structurales qui définis-
sent les régions activement transcrites. Dans ce domaine, seules
des hypothéses peuvent €tre proposées : le fait essentiel est
que des protéines, vraisemblablement des histones, restent asso-
ciées au DNA, méme dans les régions actives.

Certains auteurs ont suggéré que les modifications par
acétylation des résidus basiques des histones permettraient de

lever localement et de fagon réversible la répression du DNA (4).
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Ce type de modification, ainsi que nous le verrons plus loin,
affecte les régions d'interaction histone-DNA. Elle ne concerne
pas les régions d'interaction des histones entre elles, fonda-
mentales dans le maintien de la structure nucléosomale.

Il est possible d'envisager également une ouverture du
nucléosome en deux demi-nucléosomes (150). Un tel mécanisme
faciliterait la transcription sans que les histones soient dé-
tachées du DNA.

Enfin, les modifications qui se produisent dans la compo-
sition de la chromatine (présence de RNA, de NHP) peuvent avoir
un r8le sur l'activité des génes (25). Ces composé&s supplémen-—
taires pourraient affecter la formation des structures d'ordre
supérieur, la conformation ou la mobilité des mononucléosomes,
afin de permettre l'expression sélective de certaines régions
du DNA,

1 - 4-2 Structure de la chromatine et réplication

Lors de la réplication, on sait qu'il y a tout d'abord
déroulement du DNA nucléosomal par les déroulases, puis synthése
des nouvelles ségquences de DNA & partir des deux brins du DNA
parental et enfin réassemblage des nucléosomes au-deld de la
fourche de réplication. La synthése du DNA est continue sur
une branche de la fourche de réplication, elle est discontinue
sur l'autre (segments d'OKAZAKI).

Un certain nombre de travaux ont démontré que les huit mo-
lécules d'histones pré&sentes dans un octamére restaient associées
au cours de la réplication (73). Il est probable que les octa-
méres préexistants soient transférés (125,131), intacis, sur
l'une des molécules de DNA nouvellement synthétisées alors que
les nouvelles histones s'associeraient 34 la seconde molécule de
DNA nouvellement synthétisée. On ne sait pas encore si les octa-
méres préexistants et néosynthétisés sont distribués de fagon
"random" ou conservative le long des deux branches de la fourche

de réplication (Figure 5).
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Distribution random Distribution conservative
selon la polarité du DNA

Distrioution conservative selon la synthése du DNA

FIGURE 5 - Quatre distributions possibles des octaméres pré-

existants ((0)) et néosynthétisés ([]) sur les deux branches

de la fourche de réplication. La synthése du DNA s'effectue

dans le sens 5'——5 3' de fagon continue sur 1l'une des branches
(- ), de fagon discontinue sur l'autre branche (----) & partir
de l'origine de réplication (ori) (33).
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Les nouvelles molécules de DNA s'associent aux histones en
des particules semblables mais non identiques aux nucléosomes
matures. Ces particules différeraient des nucléosomes matures
par leur structure et la longueur du DNA "linker" (24). Elles
subiraient en outre un processus de maturation (156), la répli-

cation se poursuivant par ailleurs.




22

CHAPITRE 2

LES HISTONES

Les premiéres protéines chromosomales isolées et puri-
fiées furent les histones. Elles ont fait 1l'objet d'un grand
nombre d'études. Leurs caractéristiques, leur organisation et
leur fonction dans la chromatine sont présentées dans ce deu-

xiéme chapitre.

2 - 1 CARACTERISTIQUES

2 - 1-1 Les différents types d'histones

Les histones se répartissent ainsi que nous l'avons vu
plus haut en cing classes : H1, H2A, H2B, H3 et H4. Le tissu
de référence est généralement le thymus de Veau (tableau II

- Les différentes histones sont toutes fortement basi-
ques. A la différence de certaines protéines chromosomales
non histones de type HMG également basiques, les histones con-
tiennent relativement peu de résidus acides : la rapport ba-
siques/acides est en effet supérieur a 1,5.

~ Leur masse moléculaire est comprise entre 11.000 et
21.000.

- Elles renferment peu de résidus aromatiques : en par-
ticulier elles ne contiennent pas de tryptophanne.

~ Elles ne contiennent pas de cystéine, sauf l'histone
H3 gui en renferme un ou deux résidus suivant les espeéces et

l'histone H4, chez les Echinodermes, qui en renferme un résidu.
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- Elles se distinguent l'une de 1l'autre d'aprés un cer-
tain nombre de critéres :

. leur solubilitég,

. leur migration électrophorétique,

- . leur analyse en acides aminés. Le rapport lysine/
arginine est particuliérement intéressant a considérer. Il per-
met de distinguer H1l, trés riche en lysine, de H2B riche en ly-
sine et de H2A, H3, H4 riches en arginine.

. les rapports tyrosine/phénylalanine, isoleucine/leu-
cine constituent également de précieux critéres pour la caracté-
risation des histones, notamment en ce qui concerne les histones
H2A et H2B.

Dans certains cas, la détermination de la ségquence seule,
permet de classer sans équivoque, l'histone étudiée. En effet,
pour chaque type d'histone, il existe des séquences bien carac-
téristiques qui se retrouvent quelle que soit l'origine de

l1'histone é&tudiée.

2 - 1-2 Les données de la séquence

Deux types de renseignements ont été obtenus :

- La répartition asymétrique des résidus basiques et hy-
drophobes a permis de définir des domaines fonctionnels distincts
le long de la chafne polypeptididue.

- La détermination des séquences d'histones provenant
d'espéces différentes a permis de mettre en évidence les régions
variables et conservées au cours de l'évolution, mettant ainsi
en lumiére le r&le fondamental des structures conservées dans
1l'architecture moléculaire de la chromatine.

La figure 6 présente la distribution des résidus basiques,
acides et hydrophobes le long de la chafne peptidique dans les
différents types d'histones, ainsi que le degré de conservation
des séquences de ces histones (voir les revues générales
d'ISENBERG (60) et de VON HOLT et al (143).
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2 - 1-2-1 Répartition des résidus

On retrouve généralement une accumulation des ré&sidus
basiques dans la moitié N-terminale des histones de la "core
particle", tandis que la moitié C-terminale présente un carac-
tére hydrophobe nettement marqué. Une situation inverse prévaut
dans 1l'histone Hl.

De cette distribution asymétrique, il se dégage deux
conséquences immédiates :

- La région N-terminale, chargée positivement, des his-
tones de la "core particle" serait le siége d'interactions pu-
rement €lectrostatiques avec les groupements phosphate négati-
vement chargés du DNA. Il faut rappeler & ce propos, que c'est
au niveau de ces séquences qu'interviennent les modifications
post-synthétiques des histones, qui se traduisent par la perte
d'une charge positive (acétylatio ) ou 1'apparition d'une char-
ge négative (phosphorylation).

- Les régions hydrophobes des histones seraient impli-

quées dans les interactions histone-histone.

2 - 1-2-2 Définition de domaines variables ou constants

Les travaux de DELANGE sur les histones H3 et H4 de

Veau et de Pois ont mis en évidence une remarquable conserva-
tion de la structure de ces protéines au cours de 1'évolution.
Aucune variation de la séquence ne semble &tre tolérée ; ce
gui impliqué pour ces protéines un r&le fiondamental dans la
chromatine. Les quelques changements qui ont pu &tre observés
dans les histones H3 et H4 d'autres Eucaryotes supérieurs, sont
de nature conservative du type Val Ile, Tyr Phe, Lys Arg.
Chez les Eucaryotes inférieurs toutefois, levure ou protistes,
les histones H3 et H4 présentent des variations structurales
importantes par rapport aux histones d'Eucaryotes supérieurs.
Ainsi, l'histone H4 de Tetrahymena (protozoaire cilié) possé-
de une séquence N-terminale tré&s différente de celle de 1l'his-
tone H4 de Veau (49).
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Les histones H2A et H2B, guant 3 elles, présentent des
variations structurales importantes qui se traduisent par des
changements généralement non conservatifs, des délétions ou
des insertions,et affectent des régions bien déterminées de ces
molécules. Ces variations interviennent essentiellement dans
la région basique N-terminale de ces protéines. Les quelques
changements qui ont pu &tre observés dans les régions hydropho-
bes sont le plus souvent de nature conservative. Les études
structurales comparatives des histones H2A et H2B ont pernis
de définir différents domaines fonctionnels dans la chaine pep-
tidique des histones H2A et HZB.

En ce qui concerne 1l'histone H2A, on peut définir trois
domaines (157) :

- Une région N-terminale, du résidu 1 au résidu 20, riche
en résidus basiques et variable.

- Une région médiane, du résidu 21 au résidu 118 compor-
tant deux zones hydrophobes nettement définies : 43-71 et 100-
118.

- Une région C-terminale, du résidu 119 au résidu C-ter-

minal dans le thymus de Veau, basique et variable.

En ce qui concerne 1l'histone H2B, on peur définir &gale-
ment trois domaines (143) :

- Une région N-terminale, du résidu 1 au résidu 26, riche
en résidus basigues et variable.

- Une région intermédiaire de sept résidus, trés basique,
possé&dant dans tous les cas six résidus de lysine ou d'arginine,
constante.

- Une région C-terminale de 91 résidus, riche en résidus
hydrophobes et généralement constante au cours de 1l'évolution.

Il semble donc qu'en ce qui concerne les histones H2A et
H2B, un certain nombre de séquences N-terminales ait été sélec-
tionné au cours de 1l'évolution, peut-&tre pour assurer des pro-

cessus de régulation spé&cifique au niveau du DNA.
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L'étroite conservation de la région N-terminale des his-
tones H3 et H4 peut paraftre surprenante. En effet, 1la liaison
des histones au DNA n'est pas spécifique et n'implique donc pas
un tel degré de consetvation des structures. SPIKER et ISENBERG
(129) ont émis 1l'hypothése selon lagquelle la région N-terminale
de ces histones ne serait pas impliquée dans des interactiohs
histone-DNA mais plutdt dans des interactions beaucoup plus
spécifiques et vitales telles que des interactions histone-his-
tone supplémentaires participant 3 la condensation des nucléo-—

somes ou des interactions histone-protéine non histone.

2 - 2 ORGANISATION DES HISTONES DANS LA CHROMATINE

Jusqu'a présent, les données de la cristallographie
n'ont pas permis de tirer de conclusions sur 1l'organisation
des histones a 1l'intérieur du nucléosome. Les éléments d'in-
formation dans ce domaine, nous ont été donnés essentiellement
par les études de pontage et les études d'interaction entre
les différentes histones en solution. Ces deux types d'études
concernent deux aspects différents de l'organisation des his-
tones

- Les &tudes de pontage déterminent une propriété géo-
métrique : elles mesurent la distance entre les deux résidus
pontés ; en modifiant la longueur des différents agents de
pontage, on peut alors obtenir des renseignements sur les dis-
tances relatives des histones.

- Les études d'interaction entre les différentes histones
déterminent une propriété thermodynamique : elles définissent
les interactions et la force de ces interactions. On peut sup-
poser par exemple que deux histones soient pontées dans le nu-
cléosome sans pour autant interagir 1l'une avec l'autre. Toute-
fois, les agents de pontage courts tels la lumidre ultra-violet-
te, le tétranitrométhane, les carbodiimides ou le formaldéhyde
donnent naissance & des liaisons entre résidus qui avant pon-
tage, devaient vraisemblablement &tre impliqués dans des interac-

tions thermodynamiquement importantes.
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2 - 2 ORGANISATION DES HISTONES DANS LA CHROMATINE

2 - 2-1 Assemblage des histones

Avant mé&me l'identification du nucléosome, on savait
que les histones pouvaient interagir entre elles, en absence
de DNA.

Dés 1972, un complexe équimoléculaire formé par les
histones H2A et H2B fut identifié (122). Il s'agissait d'un
dimére H2A-H2B (65,67). D'autres types de complexes furent
ensuite mis en évidence : le complexe H3-H4 sous forme de té-
tramére (67,113), le complexe H2B-H4 sous forme de dim@re (92).
D'ANNA et ISENBERG (27) ont résumé les spécificités des inter-

actions entre les différentes histones dans le schéma suivant :

H2A e—————3 H2B Interactions fortes &
L 7
T .. ..
I el Interactions faibles <« —
J et Y
H3 <¢—-——————> H4 Interactions trés faibles
Kooy

SPERLING et BUSTIN (127) ont fait en 1975, une étude com-
pléte du comportement des histones individuelles et des p&a'res
d'histones par vitesse et équilibre de sédimentation, par mi-
croscopie électronique, ainsi que par électrophorése sur gel
de polyacryla .ilde SDS aprés pontage des histones par le dimé-
thylsubérimidate. Ces types d'interaction observés in vitro se
retrouvent dans la chromatine ainsi que l'ont démontré les é-
tudes de pontage avec les rayons U.V. (84), ou des agents chi-
miques 4 molécule courte, le tétranitrométhane (83), les car-
bodiimides (13) ou le formaldéhyde (61). '

L'histone H1l, bien que placée a l'extérieur de la "core
particle", peut &tre pontée avec des "core histones" (12,56,111),
en particulier avec l'histone H2A (14).

Le fait que les histones H3 et H4 forment un tétrameére,
que les histones H2A, H2B, H3 et H4 soient présentes en quanti-

té équimoléculaire dans la chromatine, a conduit KORNBERG (66)
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a suggérer dé&s 1974, une organisation des "core histones" en
octamdre. L'année suivante, THOMAS et KORNBERG (139) ont mis

en évidence cet octamdre d'histones en pontant la chromatine
par le diméthylsubérimidate en milieu NaCl 2M pH 9. WEINTRAUB
et al (149), la méme année, ont retrouvé également une associa-
tion des quatre histones a force ionique élevée mais ont ob-
tenu aprés pontage par la formaldéhyde & pH 7, un tétramére
hétérotypique H2A-H2B-H3-H4.

Depuis ces premiéres observations, les études ultérieures
ont confirmé l'organisation en octamé&re des histones dans la
"core particle". Cet octamére peut méme &tre isolé et caracté-
risé en absence de pontage, libre en solution de force ionique
élevée (38,114,138). Cette entité moléculaire est cependant la-
bile et facilement endommagée.Concernant 1'assemblage des qua-
tre histones, il reste les deux hypothéses :

- la premiére, proposée par WEINTRAUB et al (150), selon
laquelle les huit histones s'assembleraient en deux tétraméres
hétérotypiques

- la seconde, proposée initialement par KORNBERG (66) et
généralement acceptée maintenant (38,114,138), selon laguelle
les histones H3 eti H4 s'assembleraient en un tétramére (H3—H4)2
auquel seraient associés deux diméres H2A-H2B.

Quelques observations sont en faveur de la premiére hy-
pothése. CAMPBELL et COTTER (17) ont obtenu par diffusion la-
ser sur un mélange des quatre histones, une masse moléculaire
de l'ordre de celle du tétram@re hétérotypique. CHUNG et al (21)
ont mis en évidence par sédimentation 3 basse vitesse, un équi-
libre entre l'octamére et le tétram@re hé&térotypique. Un tel
modéle est séduisant. Une organisation des histones en deux té-
traméres hétérotypiques permettrait de rendre compte des demi-
nucléosomes observés par OUDET et aql en microscopie électroni-
gue (101). Ce modéle rendrait compte également de la symétrie
observée dans le nucléosome par des techniques physigues (43)
ou par digestion enzymatique (5,121). L'existence du tétramére
hétérotypique H2A-H2B-H3-H4 fait cependant l'objet de nombreu-
ses critiques (38, 138) et bon nombre d'études viennent confir-
mer l'hypothése de KORNBERG. De plus récemment, GODFREY et al
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(50) ont caractérisé& l'hexamére (H3—H4)2(H2A—H2B) : entité
moléculaire intermédiaire entre l'octamére et ses produits de

dissociation.

La figure 7 présente l'aspect topologique de
l'assemblage des huit histones dans la "core particle", tel
qgu'il ressort des €tudes de pontage.

La figure 8 présente l1l'aspect thermodynamique de cet
assemblage, tel qu'il ressort des études d'interaction entre

les histones.

2 - 2-2 Nature des interactions

D'ANNA et ISENBERG (27) ont démontré gu'il existait dif-
férents types d'interaction entre les histones. En replagant
deux a deux les histones pré&alablement dénaturées dans des con-
ditions de force ionique favorisant la formation d'un complexe,
ces auteurs ont montré par dichroiIsme circulaire que la forma-
tion des complexes s'accompagnait d'une augmentation trés net-
te du contenu hélicoidal. Cette augmentation trés nette pour
les paires d'histones H2A et H2B, H3 et H4, H2B et H4 n'est
pas observée pour les autres combinaisons d'histones.

Des études de reconstitution entre les histones et le
DNA ont démontré en outre que l'organisation du DNA en super-
structure était en relation avec 1l'augmentation du taux d'hé-
licité des histones (151)

Des é&tudes de spectroscopie infrarouge (22,87,88) ou
raman (96,137) ont permis de conclure que la structure B n'e-
xistait pas dans les complexes d'histones ou sur la chromati-
ne elle-méne.

EICKBUSH et MOUDRIANAKIS (38) ont présenté un schéma (fi-
gure 7) indiquant la nature des interactions qui maintiennent
les huit histones entre elles. Ils é&tudient par chromatographie
de tamisage moléculaire la stabilité de 1l'octam@re en fonction

de différents paramétres : la force ionique, la température,
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DNA

DNA

FIGURE 7 - Disposition des histones d'aprés les résultats

obtenus par pontage.
CARTER et al (1980) J.Biol.Chem., 295, 748-754.
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FIGURE 8 - Assemblage des histones en solution et nature des

interactions histone-histone.
Forces hydrophobes liaisons hydrogéne

EICKBUSH et MOUDRIANAKIS (1978) Biochemistry 17, 4955-4964.




la concentration en urée ou en chlorhydrate de guanidine ainsi
que le pH. Les résultats obtenus leur permettent de proposer
un modéle oll 1'octamé@re se trouve maintenu par deux types d'in-
teractions : des interactions fortes d'une part, de nature hy-
drophobe; stables, maintenant les histones H3 et H4 en tétra-
mére et les histones H2A et H2B en diméres ; des interactions
faibles d'autre part, associant en un octamére le tétramére
(H3—H4)2 et deux diméres (H2A-H2B). Ces interactions seraient
dues & la formation d'un nombre limité de liaisons hydrogéne
entre des résidus d'histidine et de lysine et/ou entre des ré-
sidus d'histidine et de tyrosine. En effet, le dissociation
de l'octam@re est particuli@rement sensible a la température
ainsi qu'a de faibles concentrations en agents dénaturants,
bien connus pour leur action sur les liaisons hydrogéne. De
plus, les études en fonction du pH démontrent le r&le joué par
les acides aminés histidine (pK =.6,0), tyrosine (pK = 10,1)
et lysine (pK = 10,5).

De telles liaisons hydrogéne, impligquant un nombre limi-
té d'acides aminés, pourraient étre facilement régulées dans
la cellule. Leur blocage on non résulterait en des changements
dans la stabilité des nucléosomes, sans affecter les associa-
tions en tétramére et en dimére des histones H3 et H4, H2A et
H2B. De tels changements dans le nucléosome pourraient alors
permettre une accessibilité plus ou moins grande au DNA. Il est
intéressant de noter également que si des résidus de lysine sont
véritablement impliqués dans le maintien de l'octamére, 1l'acé-
tylation et la méthylation fourniraient des mécanismes de régu-
lation ponctuels des interactions histone-histone dans le nu-

cléosome.

2 - 2-3 Localisation des régions d'interaction

Différentes méthodes permettent de localiser les régions
structurées des chafhes- polypeptidiques en solution :
~ La spectroscopie de résonnance magnétique nucléaire (RMN)
est particuliérement adaptée a ce type de recherche . Elle per-

met en effet d'évaluer la rigidité de la molécule autour de
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groupements atomiques déterminés et localisés dans la séquence.

- la prédiction des structures secondaires 3 partir de la
séquence permet également de localiser les régions ayant une
forte probabilité d'adopter les conformations en hélices o, en
feuillets plissés-B ou en B—tdrns. Cette méthode repose sur
l'attribution & chaque acide aminé d'un paramé&tre conformatio-
nel. Ce paramétre est calculé d'aprés la fréquence d‘'apparition
de chaque acide aminé dans les différents types de structure
secondaire, sur une trentaine de protéines parfaitement connues
par cristallographie (20).

- L'utilisation de fragments peptidiques possédant des carac-
téristiques structurales précises, permet de limiter les modéles
d'interaction et de mettre en évidence les régions indispensa-
bles a la formation des complexes.

- Le degré de conservation des séquences indique la posi-
tion des différents domaines ayant eu des contraintes diffé-

rentes au cours de l1l'évolution.

D'autre types de mdthodes consistent 3 travailler direc-
tement sur le nucléosome ou la chromatine. L'utilisation d'a-
gents de pontage courts et l'identification d'acides aminés ;.on-
tés permet de localiser dans la séquence les régions d'interac-
tion. Tout réactif spécifique peut constituer une sonde et per-
met d'obtenir des renseignements ponctuels sur les régions ex-—
posées ou non 4 la modification chimique. Ce:« derniers types
de méthodes permettent d'étudier les histones dans un environ-

nement plus proche des conditions physiologiques (152).

Les &tudes dans ce domaine ont été tré&s nombreuses. Il
en ressort que les quatre histones présentent toutes une région
N-terminale plus ou moins étendue, mobile (76,87,88,92), pré-
sentant peu de probabilité d'adopter une structure o ou B sta-
ble (41). Cette région n'est pas indispensable 3 la formation
des complexes (11) et du fait de sa basicité serait plutst im-

pliguée dans des interactions électrostatiques avec le DNA.
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Ces interactions électrostatiques s'effectueraient surtout en-
tre des résidus d'arginine et les groupes phosphate du DNA(18,
92). I1 faut signaler que cette région N-terminale des histones
ne doit pas étre la seule région d'interaction avec le DNA puis-
que des "core particles" peuvent subsister méme aprds &limina-
tion de ces régions N-terminales par digestion trypsique (77).
Des interactions supplémentaires entre les résidus de tyrosine
et les bases du DNA (86) ou des liaisons entre un groupe carbo-

xylique et la guanine - (70) pourraient également exister.

Des études de pontage par U.V. puis tétranitrométhane ont
permis d'obtenir un trimére H2A-H2B-H4 (84), montrant ainsi
qu'il existait sur 1l'histone H2B, deux sites distincts d'inter-
action, 1'un avec H2A, 1l'autre avec H4. Le tiers N-terminal de
l'histone H2B interagirait avec le DNA, le tiers médian avec H2A,
le tiers C-terminal avec H4 (85). La région 37-114 de l'histone
H2B (125 résidus) interagirait plus spécifiquement avec 1l'his-
tone H2A ainsi que 1l'on montré les &tudes de RMN (87), impli-
quant dans un pontage un résidu de tyrosine localisé en posi-
tion 37, 40 ou 42 (31).

La région 31-95 de l1l'histone H2A (129 résidus) interagi-
rait avec l'histone H2B (87). Un pontage entre la proline 26
de 1'histone H2A et une tyrosine de l'histone H2B a été identi-
fié (31). Enfin, 1l'interaction de 1l'histone H2A avec l'histone
Hl, impliquerait la région 58-129 de l1l'histone H2A et la région
74-106 de l'histone H2B (14).

Les histones H2A et H2B interagiraient avec le tétramére
(H3-—H4)2 par des liaisons hydrogéne entre des résidus d'histi-

dine et des résidus de lysine ou de tyrosine (38).

En ce qui concerne les histones H3 et H4, des études sur
des fragments peptidiques de ces protéines (11), ont montré que
les régions 42-120 de 1l'histone H3 (135 ‘résidus) et 38-102 de
l'histone H4 (102 résidus), étaient indispensables 3 la forma-
tion des complexes. L'interaction de ces histones avec les di-
méres H2A-H2B, implique des résidus d'histidine, de lysine et
de tyrosine (38).
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2 - 3 ROLE DES HISTONES DANS LA CHROMATINE

2 - 3-1 Maintien dans la structure

Les histones H3 et H4 jouent un r&le essentiel dans 1l'or-
ganisation de la structure nucléosomale : l'association H3-H4
est suffisante pour conférer au DNA une structure nucléosome-
like (64,67,120). Cette structure est maintenue par les inter-
actions des histones entre elles. Celles-ci sont fondamentales
car elles semblent avoir été étroitement conservées tout au
long de 1'évolution. En dépit des quelques variations de sé-
quence, on retrouve en effet les mémes types d'interaction chez
les animaux : veau (27), les végétaux : pois (128), les cham-—
pignons : une levure (82) et les protistes : Tetrahymena (48).
L'histone H4 de Tetrahymena (Eucaryote inférieur) présente tou-
tefois par rapport aux autres histones H4, quelques variations
dans les forces d'interaction (48). Ces variations sont liées
sans doute a la séquence particuliére de cette histone, diffé-

rente de celle des autres histones H4 (49).

2 - 3-2 Régulation de la fonction structurale

Il semble que la fonction structurale des histones dans
la chromatine soit modulée par différents facteurs qui peuvent
étre : '

- des modifications post-synthétiques,
- des interactions avec des NHP,

- l'apparition de variants.

2 - 3-2-1 Modifications post-synthétiques

Au niveau des régions d'interaction histones-DNA, on ob-
serve plusieurs types de modifications post-synthétiques telles
que l'acétylation, la phosphorylation, la méthylation ou 1'ADP-
ribosylation. Ces modifications sont le plus souvent en corré&la-
tion avec des modifications de structure ou de fonction de 1la

chromatine.
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Ainsi, de nombreux arguments indiquent que l'acé&tylation

des histones est en corrélation avec les régions actives du gé
ndme (4) Les sites d'acétylation sont les groupements e—NH2 des
résidus de lysine, en. position 5, 8, 12 et 16 pour l'histone H4,
9, 14, 18 et 23 pour l'histone H3, 8,35,39 et 47 pour 1l'histone
H2B et en position 5 pour l'histone H2A (4, 34)

La phosphorylation intervient au niveau de la fonction

hydroxyle des résidus de sérine et de thréonine. Cette modifi-
cation affecte principalement les histones Hl1 et H2B. La phos-
phorylation des différents types d'histones pourrait &tre en re-
lation avec différents niveaux d'organisation de la chromatine.
Ainsi, au cours de 1l'interphase, on met en évidence une Hl phos-

phorylée, appelée H1 Cette phosphorylation serait en relation

avec des modificatioig de l'organisation de la chromatine au ni-
veau moléculaire. De méme, au cours de la mitose, on observe une
H1 phosphorylée, appelée Hly; - Cette phosphorylation, ainsi que
celle se produisant sur l'histone H3, serait en relation avec

la condensation des chromosomes. La phosphorylation de 1'histo-
ne H2A serait en relation avec la formation d'un niveau inter-
médiaire de structure de la chromatine : la condensation en hé-

térochromatine.

La méthylation est un phénomé&ne plus limité que les autres

modifications post-synthétiques. Elle concerne surtout les his-
tones riches en arginine H3 et H4, qui sont méthylées au niveau
de résidus de lysine en position 9 et 27 (histone H3 ) et en po-
sition 20 (histone H4) (46). La méthylation apparait &tre un phé-
noméne irréversible (136). Elle se produirait aprés la formation

des nucléosomes. Son rdle reste cependant inconnu.

Un autre type de modification post-synthétique des his-
tones est 1'ADP-ribosylation (57) : 1'ADP-ribosylation est une

modification des résidus arginine, lysine, acide glutamique ou
phosphosérine, par des chaines de poly(ADP-ribose). Cette modi-
fication affecte principalement les histones Hl1 et H2B. Les his-
tones H2A, H3 et H4 sont modifiées a un moindre degré. Rien n'est
encore connu sur les conséquences physico-chimiques ou physiolo-
giques de cette modification dans la chromatine.




38

2 - 3-2-2 Interaction avec des NHP

Alors que les interactions des histones entre elles ont
fait 1'objet de nombreuses études et sont maintenant assez bien
définies, les interactions des histones avec d'autres protéines

de la chromatine ont été&, jusqu'd présent, peu &tudiées.

La premiére interaction histone-non histone gqui ait été
mise en évidence est une interaction d'un type particulier, qui
met en jeu une liaison covalente isopeptidique entre le groupe
carboxyle terminal de l'ubiquitine et le groupe e€-aminé& du ré-
sidu de lysine 119 de l'histone H2A (59). Cette interaction a-
boutit a8 la formation de la protéine A-24 qui est un constituant
des nucléosomes (51). La présencs de cette protéine dans les nu-
cléosomes semble &tre en rapport avec la diminution de 1l'activi-
té génétique. Environ 10 p.100 des histones H2A de thymus de

Veau sont ainsi modifiées (15).

Un autre exemple d'interaction histone-protéine non his-
tone fait intervenir une protéine acide appelée facteur de
LASKEY qui se lie aux histones et aurait un rdle catalytique
dans le processus d'assemblage des histones avec le DNA, lors

de la formation des nucléosomes (72).
Des interactions entre l'histone Hl1 et des protéines HMG-1
et HMG-2 ont également été identifiées (123,159). Leur signifi-

cation biologique n'est pas encore connue.

2 - 3-2-3 Apparition de variants d'histones

-

On définit comme variants, des histones appartenant a la
méme classe dans une espéce donnée et qui présentent des diffé-
rences dans leur structure primaire (60). On peut se demander
quelle est la signification biologique de 1'apparition de ces

variants.
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Durant l'embryogénése par exemple, on peut observer 1l'ar-
rét de la synthése d'une histone donnée et le déclenchement de
la synthése d'une nouvelle histone de la méme classe (91).

Durant la spermatogénése, la synthése des histones peut
étre bloquée : c'est ainsi que chez les Téléostéens, les histo-
nes sont remplacées par les protamines. Chez les Echinodermes,
les histones subsistent, mais sont généralement différentes
des histones somatiques (36,132,133). Chez les Mammiféres, de
nouvelles histones, H1l et H2B, apparaissent durant la spermato-

génése.

Selon NEWROCK (91) et WEINTRAUB (147), l'apparition de va-
riants d'histones, serait en relation avec le remaniement de la
chromatine qui se produit lors du développement de nouveaux ty-
pes cellulaires.

L'extension N-terminale des histones H2B et Hl1l dans le
sperme d'Oursin, pourrait &tre un processus d'empaquetage du
DNA, durant la suppression temporaire de l'activité transcrip-
tionnelle (143). Cette région contient en effet, une structure
pentapeptidique répétitive du type Pro-Arg-Lys-Gly-Ser qui du
fait de sa basicité et du site potentiel de phosphorylation sur
la sérine, pourrait &tre le centre d'une association réversible
avec le DNA.

Il semble donc gqu'il faille réviser le jugement antérieur
gui avait défini les histones de la "core particle" comme étant
des protéines trés conservées. Elles apparaissent maintenant
comme des protéines dont les structures peuvent varier, soit
par des modifications post-synthétiques, soit par des interac-
tions avec les NHP, soit par des divergences au cours de 1l'évo-
lution ou a l'intérieur d'une classe particuliére d'histones,
par la présence de variants ayant des structures primaires par-
ticulidres. Ces variations pourraient induire des états fonc-

tionnels différents dans la chromatine.
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CHAPITRE 1

PREPARATION DES HISTONES ET DES COMPLEXES D'HISTONES
CARACTERES PHYSICO~CHIMIQUES DES HISTONES H2A ET H2B DE SEICHE

Nous avons effectué la préparation d'histones provenant
de deux espéces animales différentes, appartenant &8 deux bran-
ches bien distinctes de 1l'arore phylogénétique : le Veau (mam-
mifére) et la Seiche, Sepia officinalis (Céphalopode). La métho-
dologie utilisée pour 1l'isolement des histones de testicule de
Seiche est calquée sur les méthodes de préparation des histones
de thymus de Veau.

Nous nous sommes particuliérement attachée & 1'étude des
histones H2A et H2B de Seiche, qui ont été caractérisées par
€lectrophorése analytique en gel de polyacrylamide, par analyse
en acides aminés et par 1'étude de leur séquence. La détermina-
tion de la structure primaire des histones de Seiche est effec-
tuée au sein de 1'équipe du Dr Pierre SAUTIERE. Elle s'inscrit
dans le cadre d'un programme d'étude des modifications de 1la
structure primaire des histones en fonction de 1l'évolution des
espéces.

Nous décrivons également dans ce chapitre la préparation
des complexes H2A-H2B et (H3—H4)2. La préparation de 1l'octamére
d'histones est également décrite et discutée.

Nous n'avons fait figurer dans ce chapitre que les grands
principes des méthodes de préparation de: histones et de leurs
complexes. Une description détaillée de ces méthodes est présen-
tée dans 1'appendice technique qui figure 4 la fin de cet ou-

vrage.
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1 - 1 PREPARATION DES HISTONES

1 - 1-1 Préparation de la chromatine

Dans les tissus comme le thymus de Veau ou le testicule
de Seiche, le cytoplasme représente une fraction peu importan-
te dans la cellule et il est possible de préparer la chroma-

tine sans isoler au préalable les noyaux.

1 - 1-2 Extraction sélective des fractions d'histones

Nous avons adopté la technigue décrite par JOHNS en 1967
(62) . L'extrait GuCl-éthanol correspondant & la fraction F2a
de JOHNS est traité par l'acétone suivant un protocole mis au
point dans notre laboratoire par M.COUPPEZ (23). Ce protocole
permet d'obtenir directement l'histone H4 pure (fraction F2al).
Le tableau III résume les différentes voies d'exXtraction des

fractions d'histones.

1 - 1-3 Isolement des histones de Veau

A l'exception de la fraction F2al dont 1l'unique consti-
tuant est l'histone H4, les autres fractions obtenues doivent
subir une ou plusieurs étapes de purification car elles corres-
pondent & des mélanges plus ou moins hé&térogénes d'histones
parfois associées a des protéines non histones. Ainsi, les
histones H2A et H3 sont isolées pures a partir de la fraction
F2a2 et l'histone H2B est isolée pure a partir de la fraction

F2b.

1 - 1-3-1 Isolement des histones H2A et H3

La fraction F2a2 contient les histones H2A et H3 dans des
proportions variables suivant les préparations. Elle contient
en outre, un peu d'histone H4 et quelques NHP. Une pré&cipita-

tion différentielle 3 1l'acétone a été effectuée dans un premier
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temps , afin d'obtenir des fractions fortement enrichies en
chacune de ces histones.

Les étapes des précipitations différentielles & 1l'acétone
sont résumées dans le tableau IV.

- L'histone H3 obtenue dans le sédiment 1 est séparée de la fai-

ble quantité d'histone H2A ré&siduelle, par passage sur colonne
de Biogel P 10 en milieu HCl 10~2M. '

- L'histone H2A obtenue dans le sédiment 3 est contaminée par

des NHP. Elle est purifiée par passage sur colonne de Biorex 70.

La colonne est éluée par un gradient linéaire de GuCl de 7,5 &

12,5 p.100 en tampon phosphate de sodium O,1M pH 6,8.

1 - 1-3-2 Isolement de l'histone H2B

La fraction F2b est trés hétérogéne. Elle contient prin-
cipalement 1'histone H2B et une quantité plus ou moins impor-
tante de l'histone H2A. Elle renferme en outre un peu d'histone
H3, ainsi gue quelques NHP. Par passage sur colonne de Biorex 70,
il est possible d'obtenir l'histone HZ?B,ainsi que
le dimére H2A-H2B (122). La colonne est &luée par un gradient
linéaire de GuCl de 7 p.100 a 11 p.100 en tampon phosphate de
sodium O0,1M pH 6,8. L'histone H2B est débarrasséée des NHP rési-
duelles par passage sur colonne de Biogel P 10 en milieu HC1
10~ 2y,

1 - 1-4 Isolement des histones de Seiche

Les histones H2A et H2B de testicule de Seiche ont été

~

purifiées respectivement & partir des fractions F2a2 et F2b.

1 - 1-4-1 Isolement de l'histone H2A

La fraction F2a2 isolée de la chromatine de testicule de
Seiche contient les histones H2A et H4. Elle est en outre légé-
rement contaminée par l'histone H3. Par simple passage sur co-
lonne de Biogel P 10, équilibrée et éluée par HC1l 10-2M, il est
possible d'obtenir l'histone H2A pure.
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TABLEAU IV

PREPARATION = DES HISTONES H2A ET H3 DE THYMUS DE VEAU A PARTIR
DE LA FRACTION F2a2 (23)

F2a2

Ethanol-HC1 1,25M (4:2, v/v)

\ “ \

Sédiment Surnageant

Acétone 0,7V

J 1 Biogel P 10

Surnageant Sédiment 1 > H2A pure
H3 contaminée

Acétone 0,3V

¥
Surnageant Sédiment 2
Acétone O,5V]
J Biorex 70
“.urnageant Sédiment 3 > H2A pure

H2A contaminée

Acétone 3,5V

L 4

Sédiment 4
H4 contaminée
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1 - 1-4-2 Isolement de l'histone H2B

La fraction F2b isolée de la chromatine de testicule de
Seiche contient les histones HZ2B et H3 ainsi que quelques NHP.
L'obtention de l'histone H2B pure nécessite deux chromatogra-
phies successives, la premiére sur colonne de Biogel P 10 en
milieu HC1l 10-2M afin d'@liminer les NHP, la seconde sur colon-
ne de Sephadex G-100 en milieu acétate de sodium 50 mM afin de

séparer les histones H2B et H3.

1 - 1-5 Contrdle de pureté

L'application d'un protocole comportant des procédés sé-
lectifs d'extraction et de précipitation ainsi que des méthodes
de purification par chromatographie de filtration sur gel et/ou
d'échanges d'ions, nous a permis d'obtenir les histones H2A,
H2B, H3 et H4 de thymus de Veau et les histones H2A et H2B de
testicule de Seiche.

La pureté de nos préparations a &té contr&lée par analy-
se électrophorétique & pH 2,7 en milieu urée 2,5M (Figure 9)
et & piH 3,2 en milieu urée 6,25M (Figure 10) (103).




Hl1————— ' —_— 1
H3 ———— H 3
H2B —————— — (H2B
H2A ———— H2A
H4 ———————— -~ H4
\Y} S

1 2 3.4 5 1 6 7 8

FIGURE 9 - Electrophorése des histones de thymus de Veau
(V) et de testicule de Seiche (S) en gel de polyacrylamide
i pH 2,7 en milieu urée 2,5M (103).
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: H2B (V)
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HA1 —sH1
H oA
H%E — 7
He—— ——— H4
Vv S
i
FIGURE 10 ~ Electrophorése des histones de thymus de Veau (v)

et de testicule de Seiche (s) en gel de polyacrylamide a pH 3,2
en milieu urée 6,25M (103).

A : Histones totales
B : Histones H2A
Q¢ ; Histones H2B
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1 - 2 CARACTERES PHYSICO-CHIMIQUES DES HISTONES H2A ET HZ2B

DE SEICHE

1 - 2-1 Caractérisation

Les histones H2A et H2B isolées de testicule de Seiche
ont été caractérisées par leur comportement électrophorétique,
leur composition en acides aminés. '

Ces caractéristiques sont comparées a celles de leurs homolo-

gues isolées du thymus de Veau.

1 - 2-1-1 Comportement électrophorétique

Le comportement électrophorétique est un critére simple
pour la caractérisation des histones. Dans le systéme de PANYIM
et CHALKLEY (103) (décrit dans 1l'appendice technique), les his-
tones sont séparées suivant leur taille moléculaire et leur

charge électrique.

Les histones H2A et H2B de thymus de Veau sont bien sépa-
rées 48 pH 2,7 en milieu urée 2,5M (Figure 9). Par contre, ce
syst®me ne permet pas de séparer les histones H2A et H2B de
testicule de Seiche. Pour séparer ces deux protéines, 1l'élec-
trophorése doit &tre conduite & pH 3,2 en milieu urée 6,25M.
Dans ce systéme, les histones H2A et H2B de Veau ne sont pas

séparées (Figure 10).

Ces différences de comportement électrophorétique entre
les histones de Seiche et leurs homologues de Veau traduisent
des différences structurales plus ou moins importantes gue
seule 1'étude de la s&quence en acides aminés de ces proiéines

est en mesure de déterminer.
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1 - 2-1-2 Composition en acides aminés

Les compositions en acides aminés des histones H2A et

H2B de testicule de Seiche sont présentées dans le tableau V.

Les résultats sont exprimés en nombre de résidus par molécu-

-~

le d'histone et ont été obtenus & partir de plusieurs analy-

ses effectuées sur des hydrolysats de 24 et 72 heures. Dans

-

le méme tableau figurent, 4

titre de comparaison, les compo-

sitions en acides aminés des histones H2A et H2B de thymus

de Veau.

L'histone H2A de testicule de Seiche présente des diffé-

rences marquées par rapport & son homologue du thymus de Veau.

La molécule est plus petite (124 résidus au lieu de 129). Elle

possé&de un résidu de méthionine. Les histones H2A en général

n'en renferment pas. Il faut signaler également la perte de

deux résidus histidine ainsi qu'une variation du nombre des

résidus sérine et thréonine,

dans les histones H2A isolées
rin . Enfin, l'histone H2A de
H2A des Echinodermes (oursin,

qu'un résidu de phénylalanine

Ceci est observé frégquemment

de poisson et d'inverté&bré ma-
Seiche, contrairement a l'histone
étoile de mer...), ne contient

au lieu de deux.

L'histone H2B de testicule de Seiche présente une com-

position en acides aminés proche de celle de 1l'histone HZ2B de

thymus de Veau. Une seule différence significative peut &tre

noteé& au niveau des résidus de proline : l'histone H2B d Sei-

che n'en contient que 4 au lieu de 6 chez son homologue de

Veau .

1 - 2-2 Etude structurale

Les études de séquence sont effectuées au laboratoire

par D.WOUTERS et A.MARTIN qui

nous ont aimablement communigué

leurs résultats avant publication. Nous les en remercions vi-

vement.
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TABLEAU V

COMPOSITION EN ACIDES AMINES DES HISTONES H2A ET H2B DE VEAU
ET DE SEICHE

Acides HISTONE H2A HISTONE H2B
aminés Veau Seiche Veau Seiche
Asp 8 8 6 6

Thr 5 3 8
Ser 4 6 14 16
Glu 12 ' 11 10 9
Pro 5 5 6 4
Gly 14 14 7 6
Ala 17 16 13 12
Val 8 9 9 8
Met 0 , 1 2 2
Ile 6 6 6 5 ou 6
Leu 16 15 6 7
Tyr 3 3 5 5
Phe 1 : 1 2 2
Lys 14 13 20 19
His 4 2 3 3
Arg 12 11 8 8 ou 9
Nomb re
de 129 124 125 120-122
résidus
i;ﬁs’gz’;; 1,16 1,18 2,5 2,37

¥ Valeurs exprimées en nombre de résidus par mole de protéine

LiLie
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1 - 2-2-1 Séguence en acides aminés de l1l'histone H2A -

La séquence en acides aminés de l'histone H2A de testi-
cule de Seiche présente 14 changements et 5 dé&létions par rap-
port & celle de l'histone H2A de thymus de Veau (Figure 11).

Rappelons que les études structurales menées sur des
histones H2A isolées de différentes espéces ont permis de dé-
finir trois domaines le long de la chafne polypeptidique (157):
le premier, du résidu 1 a 20 : basique et variable, le second,
du résidu 21 a 118 : hydrophobe et conservé au cours de 1'é-
volution, le troisiéme, du résidu 119 au résidu C-terminal :
basique et variable.

Les 5 délétions et 6 changements sont observés dans les
domaines N- et C-terminaux. Dans le domaine central impliqué
dans les interactions avec l'histone H2B, les 8 changements
relevés sont pour la plupart conservatifs. Il faut toutefois
accorder une attention particuliére zuax changements acide
glutamique —> glutamine en position 41 (perte d'une charge né-
gative), thréonine —s alanine en position 59 (formation d'un
B-turn supplémentaire) et lysine —s glycine en position 99

(perte d'une charge positive).

1 - 2-2-2 Eléments de structure primaire de 1l'histone HZ2B

Les études structurales sur l'histone H2B ont débuté
trop récemment pour que l'on puisse disposer d'informations
substantielles sur la séquence de cette protéine. On sait
qgue les histones H2B de Veau et de Seiche présentent une
structure différente d'aprés leur comportement électrophoré-
tique (voir figure 10 ,C page 47). Ces différences n'appa-
raissent gque discrétement dans la composition en acides aminés;
elles sont mieux soulignées quand on compare les cartes pepti-
diques des hydrolysats trypsiques des deux protéines (Figure
12).




10 20
VEAU NAc-Ser-Gly-Arg-Gly-Lys-Gln-Gly-Gly-Lys-Ala-Arg-Ala-Lys—-AlarLys-Thr~Arg-Ser-Ser-Arg
SEICHE NAc-Ser—Gly—Arg—Gly-Lys-——--Gly—Gly—LstVal—Lys—Gly—Lys SerrLys-Thr-Arg-Ser-Ser-Arg

30 40
Ala-Gly-Leu-Gln-Phe~-Pro-Val-Gly-Arg-ValrHis-Arg-Leu-Leu-Arg-Lys-Gly-Asn-Tyr-Ala

Ala-Gly-Leu-Gln-Phe~Pro-Val-Gly-Arg-IlerHis-Arg-Leu-Leu-Arg-Lys-Gly-Asn-Tyr-Ala

50 60
Glu—Arg-Val—Gly—Ala—Gly-Ala—Pro—Val—Tyr—Leu-Ala-Ala—Val-Leu~Glu-Tyr—LeujThrbAla

GlnFArg-vVal-Gly-Ala-Gly-Ala-Pro-Val-Tyr-Leu-Ala-Ala-Val-4Met~Glu-Tyr-Leu-AlarAla

70 80
GluﬁIle~Leu—Glu—Leu—Ala—Gly—Asn—Ala—Ala—Arg—Asp-Asn-Lys—LysjThrFArg—Ile—Ile-Pro
Seg

Glu-valrLeu-Glu-Leu-Ala-Gly-Asn-Ala-Ala-Arg-Asp-Asn-Lys-Lys ~Arg-Ile~Ile-Pro

90 100
Arg-His-Leu-Gln~-Leu-Ala-Ile-Arg-Asn-Asp-Glu-Glu-Leu-Asn-Lys-Leu-Leu-Gly-Lys+Val

Arg-His-Leu-Gln-Leu-Ala-Ile-Arg~Asn-Asp-Glu-Glu-Leu-Asn-Lys-Leu-Leu-Ser-GlyVal

110 120
Thr-Ile-Ala-Gln-Gly-Gly-Val-Leu-Pro-Asn-Ile-Gln-Ala-Val-Leu-Leu-Pro-Lys-Lys-Thr

Thr~Ile-Ala-Gln-Gly-Gly-Val-Leu-Pro-Asn-Ile-Gln-Ala-Val-Leu-Leu-Pro-Lys-Lys~Thr

GlurSer-His-His-Lys-Ala-Lys-Gly+Lys~-OH
Gln+ — « —— <«—— ~Lys-Ala-—-AlarLys-0OH

FIGURE 11 - Sédguence en acides aminés des histones H2A de thymus de Veau et de testicule de Seiche
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1 - 3 PREPARATION DES COMPLEXES D'HISTONES

Les complexes d'histones ont été isolés ou préparés sur

colonne pour les études de spectroscopie U.V. différentielle.

1 - 3-1 Préparation du dimére H2A-H2B

Le dim@re H2A-H2B a é€té obtenu sur colonne de Biorex 70
éluée par un gradient linéaire de GuCl de 7 p.100 & 11 p.100
dans le tampon phosphate 0,1M, pH 6,8. L'histone H2B pure est
également recueillie 34 l'issue de cette chromatographie (Fi-
gure 13). A partir de 500 mg de la fraction F2b, il a &té pos-
sible d'obtenir, outre 90 mg d'histone H2B pure (Figure 5,
fraction 5), 40 mg de complexe H2A~H2B pur (Figure 5, frac-
tion 8). Aprés dialyse contre l'eau, les solutions ont été

lyophilisées et conservées a -20°C.

1 - 3-2 Préparation du tétramére (H3-—H4)2

Le tétramére (H3—H4)2 a été préparé également sur colon-
ne de Biorex 70, dans un gradient linéaire de GuCl de 8 p.100
d 13 p.100 selon la technique décrite par M.COUPPEZ (23).
500 mg d'un mélange équimoléculairve des histones H3 et H4 pu-
res ont été déposés sur la colonne. Des complexes (H3-—H4)2
différant par leur degré d'acétylation ont pu &tre ainsi sé-
parés le long du gradient (Figure 14). A 4°C, il est possible
d'augmenter le rendement de préparation de ces complexes en
minimisant le phénomé&ne d'agrégation. La quantité d'histones
se décrochant de la colonne pour une concentration en GuCl de
40 p.100 (Figure 14, fraction 9) est en effet bien moindre a

4°C qu'a température ambiante.

Nous avons pour notre part travaillé sur les fractions
majeures obtenues par cette technique et constituées de com-
plexes (H3-H4), ne présentant aucun degré d'acétylation. Les
autres fractions préparées en grande quantité font 1l'objet

‘d'études réalisées par M.COUPPEZ.
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1 - 3-3 Préparation de 1l'octamére

Lors des études de spectroscopie U.V. différentielle, nous
avons été amenée 3 préparer libre en solution, sans pontage,
1'octamdre des quatre histones H2A, H2B, H3 et H4.

Les histones totales extraites de la chromatine en milieu
HC1 0,25M ont été traitées par l'acide perchlorique a& 5 p.1l00
(63) afin de séparer l'histone H1 des histones H2A, H2B, H3 et
H4.

EICKBUSH et MOUDRIANAKIS ayant déja réalisé ce type de
préparation, nous avons ensuite suivi leur mé&thodologie (38). Les

histones provenant de la préparation d'histones totales d'ol H1

M

té éliminée par traitement & 1'acide perchlorique ont été dé-

O R

osées sur colonne de Sephadex G-100 en milieu NaCl 2M, pH 7,5.
Nous obtenons (Figure 15):

- correspondant au volume d'exclusion (fraction 1), un maté-
riel vraisemblablement trés agrégé, difficile & resolubiliser
aprds dialyse et lyophilisation. Ce matériel n'apparalt pas par
électrophorése sur gel de polyacrylamide, méme aprés la dénatu-
ration classique qui précéde ce type d'analyse. Ce matériel ex-
clu est constitué selon nous d'agrégats correspondant aux his-
tones en excdés qui n'ont pas participé 3 la formation de 1'oc-
tamére. La présence d'histones excédant les proportions molécu-
laires, n'apparalt pas surprenante ; certaines histones ayant
pu étre perdues lors des différentes étapes d'extraction.

- un. second pic (fraction 2) é&lué pour une masse molécu-
laire apparente de 86.000. Il est constitué des quatre histones
H2A, H2B, H3 et H4.

- une dernidre fraction (fraction 4), constituée des histo-
nes H2A et H2B, éluée pour une masse moléculaire apparente cor-
respondant a celle du dimére H2A-H2B (24.700).

- une fraction intermédiaire (fraction 3), constituée des
quatre histones H2A, H2B, H3 et H4.

Différentes études ont montré que l'octamére libre en so-
lution, en absence de pontage é&tait une entité moléculaire en é-

quilibre avec ses produits de dissociation. Selon les auteurs,
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pitation & l'acide perchlorique. Analyse électrophorétique en gel de
polyacrylamide a pH 2,7 en milieu urée 2,5M (103). A: fraction déposée
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rappelons que ces produits de dissociation peuvent &tre le té-
tramére (H3-H4)2 et le dimé&re H2A-H2B (38,50,66,138) ou le té-
tramére hétérotypique H2A-H2B-H3-H4 (21,150). La premi&re pro-
position est généralement admise maintenant. Quel que soit le
type d'association des quatre histones dans 1l'octamére, celui-
ci constitue un édifice moléculaire particuliérement fragile et
il est nécessaire de se placer dans certaines conditions (38,
50) pour favoriser la formation de cet octamére par rapport a
ses produits de dissociation. On utilise généralement :

- un milieu NaCl 2M

- un pH compris entre 7 et 9,5

- une température inférieure a 24°C ,

- une concentration en protéines supérieure a 1 mg/ml.
GODFREY et al (50) ont démontré en effet par équilibre de sédi-
mentation que l'octam@re &tait 1l'espfce prédominante pour une
concentration totale en protéines supérieure a 1 mg/ml. Une en-
tité moléculaire intermédiaire : l'hexamére constitué du tétra-
mére (H3--H4)2 et d'un seul dimére H2A~H2B (Masse moléculaire =
81.000) existerait et ne serait favorisée que pour une concen-
tration en protéines inférieure 3 0,1 mg/ml. A 4°C, cependant,
1'octam@re resterait l'entité moléculaire prédominante, méme

pour les faibles concentrations en protéines.

Bien gu'ayant réuni toutes les conditions précédemment décrites,
en absence de toute caractérisation du mélange si ce n'est le
profil chromatographique et 1'analyse électrophorétique, il nous
est impossible de définir le type d'association des quatxre his-
tones entre elles ; en particulier, nous ne pouvons pas distin-
guer si la fraction 2 correspond & l'octamére ou a l'hexamére
décrit par l'égquipe de MOUDRIANAKIS.

Afin de séparer plus efficacement les agrégats , 1l'octa-
mére (108.000), 1'éventuel hexam@re (81.000), le tétramére
(H3—H4)2 (54.000) et du dimére H2A-H2B (27.700), nous avons ef-
fectué la chromatographie sur colonne de Sephadex G-200. Les ré-

sultats obtenus ont été décevants. En effet, sur Sephadex G-200,

2
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tout se passe comme si le pouvoir de résolution de la colonne,
en séparant plus efficacement les différents "complexes", dépla-
¢ait 1'équilibre vers les formes de dissociation (H3-—H4)2 et.
H2A-H2B. De ce fait, le peu d'"octamére" obtenu était contaminé

par un pic majeur voisin d'(H3—H4)2.

Si le profil chromatographique que nous avons obtenu sur
Sephadex G-100 peut &tre amélioré&, nous pensons toutefois qu'une
certaine quantité d'octamére a pu néanmoins é&tre préparée dans
les conditions utilisées :

- Nous obtenons un pic majeur contenant les quatre his-
tones €luées pour une masse moléculaire apparente de 86.000 su-
périeure a celle du tétramére hétérotypique (54.400).

- Dans les conditions utilisées (force ionique, pH, tempé-
rature, éoncentration), c'est 1l'octamére qui doit &tre favorisé
sur l'hexamére.

- Enfin, si l'hexamére était présent en quantité importan-
te, nous aurions 4l observer comme EICKBUSH et MOUDRIANAKIS un
pic significatif de dimére H2A-H2B, ce qui n'est pas le cas.

- Nous pensons en outre que la fraction 1 éluge a 1l'exclu~-
sion contient les agré&gats des histones en excés n'ayant pas
participé a la formation de l'octamére. La présence de tels a-
grégats a pu étre observée sans ambiguité sur colonne de Sepha-

dex G-200.

Pour ces différentes raisons, nous avons effectué les études
de spectroscopie U.V. différentielle sur la fraction 2 corres-
pondant a4 un octamére,qu'il nous resterait certes a caractériser
de fagon plus précise.

La caractérisation sur colonne pourrait &tre notamment
amé€liorée par la nature du dépdt. Il est évident que 1l'aptitude
des histones a se réassocier en octamére est particuli@rement
dépendante du traitement subi lors des étapes d'extraction de
ces histones de la chromatine. Ainsi, les auteurs ayant parfai-
tement caractérisé& 1l'octamé@re libre en solution (21,38,114,138),
ont tous extrait cet octamére par les solutions salines. Nous
avons quant a nous travaillé sur des histones extraites par les

acides (HC1l 0,25N) puis traitées par l'acide perchlorique et
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\

peut étre irréversiblement endommagées dans leur aptitude a
retrouver leur conformation native. La reconstitution de 1l'oc-
tamére a partir d'un mé&lange éguimoléculaire des quatre histones
~individuelles est qﬁant 3 elle presque impossible. Un tel proto-
cole aboutit 3 la formation d'un peu d'octamére, de beaucoup
d' agrégats.

Nous pourrions donc amé&liorer la technique de préparation
de 1l'octamére en travaillant sur des histones directement ex-
traites de la chromatine par des traitements évitant de déna-

turer la conformation native de l'octamére.
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CHAPITRE 2

ETUDE DES INTERACTIONS HISTONE-HISTONE PAR DICHROISME CIRCULAIRE

Depuis quelques années, les études structurales réalisées
sur les histones H2A et H2B d'espéces différentes ont mis 1l'ac-
cent sur un certain nombre de variations de séguence, observées
tout le long de la chaine polypeptidique. Ces variations pour-
raient aboutir & des changements dans les forces d'interaction
nécessaires au maintien de 1'é@difice nucléosomal dans les diffé-
rentes espéces considérées. Au cas oll de tels changements exis-
tent, les acides aminés substitués pourraient alors jouer le
role de sondes dans 1l'étude des régions impliquées dans les in-
teractions histone-histone.

Ces changements peuvent étre étudiés par dichroisme cir-

culaire en appliquant la méthode des variations continues.

Nous avons considéré dans notre cas particulier les inter-
actions des histones H2A et H2B isolées de thymus de Veau et de
testicule de Seiche, ces deux derniers types d'histones fai-
sant parallélement l'objet d'études structurales dans le labo-
ratoire du Dr Pierre SAUTIERE. La méthode des variations conti-
nues a été appliquée afin de démoﬁtrer dans un prémier temps
l'existence ou non d'interaction entre les différentes histones
H2A et H2B. Elle a été appliquée ensuite d& la mesure de la cons-
tante d'association K des complexes homologues (formés d'histo-
nes provenant de la méme espéce) et hétérologues (formés d'his-
tones provenant d'espéces différentes). Comme nous le verrons
pPlus loin, la constante d'association K d'un systéme, en mesu-
rant 1'équilibre entre un complexe et ses produits de dissocia-
tion, permet d'estimer l'intensité des forces d'interaction né-

cessaires au maintien de ce complexe.




63

2 - 1 METHODE DES VARIATIONS CONTINUES : RAPPELS THEORIQUES

La méthode des variations continues (117,145) a été décri-
te dans le cas particulier des histones par D'ANNA et ISENBERG
(26) . |

2 - 1-1 Principe

On mélange deux substances A et B, de méme concentration
molaire en proportions variables et on mesure une proprié&té par-
ticuliére intensive des solutions résultantes.

Dans le cas des histones, cette propriété peut &étre le
signal dichroIque & 220 n=u. En effet, l'interaction entre deux
histones s'accompagne d'une modification de leur structure se-
condaire gue l'on caractérise a& 220 nm par l'augmentation treés
nette du contenu hélicoidal des molécules. Cette caractéristi-
que des complexes d'histones est donc utilisée pour les études

en variations continues.

La différence entre chacune des valeurs observées et la
valeur correspondante d'un mélange oli il n'y aurait aucune in-
teraction : Ae - AEN, est reportée en fonction de la fraction
molaire d'un des composés du mélange.

La fraction molaire X, du composé B pour lagquelle Ae - Az—:\T

B D
est maximum est reliée A& la stoechiométrie n par la relation

suivante :

Pour X, = 0,5, le complexe est équimoléculaire et il est

B
possible de calculer la constante d'association K.
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2 - 1-2 Calcul de la constante d'association pour un mélange

équimoléculaire

Soient deux substances A et B, de méme concentration mo-
laire Mo, mélangées en proportions variables : X ml de B sont
ajoutés a (1-X)ml de A de sorte que la somme des concentrations

est toujours égale & Mo. A et B réagissent selon 1l'équation :
A +B /= AB
La constante d'association K est donnée par l'équation 1

_{28]

S I 1))

On définit au temps to : [A{] = (1-X) M,
[B o] = XMo
Pour une réaction équimoléculaire (X = 0,5) on définit :
- au temps to [Ao] = [Bo] = Mo
2

- a 1'équilibre [A]

[3] = M= - [25]

- si la réaction était totale [AB]T = Mo
2

2 - 1-2-1 Variation de la concentration en complexe AB formé

en fonction de la fraction molaire

- Quand A est en excés par rapport a B :

[AB]v= [Bg = XMo ; équation d'une droite de pente +M,




65

—Quand B est en excés par rapport a A :

[AB]_= [A;}_= (1—X)Mo_; equation dfune droite de pente -M,

~ A l'équimolarité :

[28] = b_z".e ‘

On obtient la courbe expé&rimentale présentée ci-dessous :

wd o A
2 -“7A\\ — v Si la réaction
// \\ était totale
[Aél ......... 4--, Courbe
// \\ expérimentale
0 XB 1

La concentration en complexe AB formé & 1'é€quilibre nous
est inconnue mais peut &tre reliée pour XB = 0,5 & une grandeur

observable qui lui est fonction.

2 - 1-2-2 Relation entre concentration en complexe formé et

grandeur observable

Dans le cas des histones, la grandeur observable est 1le

signal dichroique a 220 nm. On peut montrer que la concentration
en complexe AB formé & 1l'équilibre est directement proportion-

nelle a la valeur Ae - Aey. Ceci n'est vrai qu'au maximum de 1l'in-

teraction : pour XB = 0,5 .

Soient Ae, la valeur expérimentale observée et Ac AeA,

aAB'
AEB, les propriétés intensives de chacune des substances AB, A

et B, on peut écrire :
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he-Mo = be,p[AB] + ac, [A] + ac,[H]
BeMo = AeAB[AB]- + A;A<%4_°_ —»[AB]s) + AEB(%I_?_ - [AB])

+
M, (Ae _ hep AEB‘) = [AB]'(AEAB - e, - AEB)

2

Ae - Ae -~ Ae_ (26)

[ag]

&
Y

Ae —AEN

Par l'intermédiaire des courbes obtenues en variations
continues, il est possible de connaitre pour XB = 0,5 la valeur

théorique Ae - Ae., correspondant & une concentration connue en

N
complexe. En effet, en extrapolant des tangentes aux fractions
molaires O et 1 (7,11), on obtient pour XB = 0,5, la valeur ex-

trapolée Ae - AEN d'une réaction qui serait totale, correspon-

dant 4 la concentration connue en complexe AB que l'on auraijt

dans ce cas, Mo.

A partir des valeurs de Ae - AeN expérimentales et extra-

polées, et a partir de la concentration %& en complexe AB si la
réaction avait été totale, on peut calculer la concentration en
complexe AB 4 1'équilibre puis déduire ensuite la constante

d'association K.

2 - 2 PARTIE EXPERIMENTALE

2 - 2-1 Préparation des solutions

1 3 2 mg d'histone sont dissous dans 1 ml d'une solution
urée 7M, HC1 107 2M pendant une nuit a8 4°C. La solution est en-
suite dialysée contre HC1l 1072M afin d'éliminer toute trace

d'urée.
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La concentration de l'histone est déterminée par spec-
troscopie U.V. & 274,5 nm (voir appendice technique). Les solu-
tions sont ajustées a une concentration en protéines de 0,5 x
10-5M et constituent les solutions stocks.

Neuf solutions contenant les histones H2A et H2B en pro-
portions variables ont &té utilisées pour 1l'étude en variations
continues. La somme des concentrations dans chacune des solu-

tions est constante :

Solution 1 2 3 4 5 6 7 8 9
H2A 2ml 1,75] 1,50 1,25 1 0,75 0,50 [0,25 0
H2B 0 0,25 0,50} 0,75 1 1,25 11,50 (1,75 | 2ml

-

- Chaque solution est ajustée & pH 7 avec quelgques pl d'une
solution de soude 2M,

- 40 pl d'une solution de phosphate de sodium O,5M, pH 7,0
(60 p.100 Na,HPO,, 40 p.100 NaH,P0,) sont ensuite ajoutés a
chaque solution de protéine afin d'obtenir une concentration

finale en phosphate de 10 mM.

2 - 2-2 FEtudes de dichroisme circulaire

Les spectres de dichroisme circulaire exprimés par {0} en
degré.cm2 par dmole de résidu ont été calculés selon la relation
1. Pour les études en variations continues, les spectres dichroi-
ques ont &té exprimés par Ae en cm~l.lpar mole d'histone et cal-
culés selon la relation 2. Ces relations figurent dans 1'appen-
dice technique. v

Pour chaque fraction molaire de la substance B, X on

Bl
reporte Ae exp&rimental. La concentration est exprimée en moles
d'histones (et non en moles de complexes) en prenant M = M, = 0,5
% 1075M (cellules de 0,2 cm, sensibilité de 2 x 10-6). A partir

des substances pures (aux fractions molaires O et 1), on peut




68

déduire Aey pour un mélange qui n'interagit pas. La différence

Ae - Aey est utilisée pour le calcul de K.

2 - 2-3 Extrapolation des pentes initiales

Pour éviter tout caractére arbitraire au tracé des tan-
gentes aux points X = 0 et X = 1, nous avons calculé celles-ci
d partir de la dérivée du polyndme d'interpolation de NEWTON P(X).
Ce polyndme de NEWTON est l'expression mathématiqﬁe de la courbe
qgue nous ne connaissons qu'empiriquement par le seul tableau des
valeurs b, bi, by ... b, qu'elle prend pour les valeurs ao, a,
az ... ap de la variable X.

On dresse le tableau des valeurs définissant la courbe de

la fagon suivante :

X b Ab A%b A3Db
a bo

a+h b, Ab,

ath b Ab A%bo

atsh  bs Ab2 A%b A%bo

~

Chaque terme est é&gal a3 la différence entre le terme infé-
rieur le plus voisin de la colonne de gauche et le terme supérieur
le plus voisin de cette méme colonne.

Le polyndme P(X) s'exprime alors de la fagon suivante :

P(X) = bo + ubbo + 2 u (u-1) A’bo + ~~--= +1l oy (u—(n—l))Anbo
nl
avec u = X - a a = valeur initiale
h X = fraction molaire
h = pas

La dérivée au point initial est donnée par P'(X)

P'(X) = ( Abo -~ 2 A% bo + % Abe - % A*bo + ... % Anb°>
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2 - 3 RESULTATS ET DISCUSSION

2 - 3-1 Mise en évidence des interactions

On peut mettre en évidence l'interaction entre deux histones
en comparant le spectre expérimental du mélange é&quimoléculaire
avec le spectre théorique d'un mélange dans lequel les deux his-
tones n'interagiraient pas.

Les courbes de variations continues permettent de démon-
trer plus clairement et sans ambiguité l'existence ou non de tel-

les interactions.

2 - 3-1-1 Complexes homologues et hé&térologues

Les résultats obtenus montrent que si les histones H2A et
H2B de thymus de Veau interagissent 1l'une avec l'autre, il n'en
est pas de m&éme pour les histones H2A et H2B isolées de testicu-
le de Seiche lorsqu'elles sont placées dans les mémes conditions
(Pigure 16). Les mémes €tudes réalisées sur les complexes hété-
rologues H2A-H2B Seiche/Veau et Veau/Seiche (Figure 17) indiquent
que c'est l'histone H2B de Seiche qui est responsable de la non
formation du complexe.

Pour retrouver une interaction entre l'histone H2B de Sei-
che et une histone H2A, il est nécessaire de réduire préalable-
rent l'histone H2B (Figure 18) .

Les courbes obtenues en variations continues sont présen-
tées figure 19. Elles démontrent sans ambiguité que lorsque l'his-
tone H2B de Seiche n'est pas réduite, aucune interaction n'a ja-

mais lieu avec l'histone H2A : ni &8 l1l'équimolarité (X = 0,5),

H2B

ni pour toute autre valeur X du mélange.

H2B
Lorsque cette histone H2B de Seiche est réduite, on obtient

pour les complexes homologues et hétérologues une représentation

comparable des courbes de variations continues, indiquant dans

tous les cas que les interactions sont maximales a l'équimolarité.
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2 - 3-1-2 Cas de l'histone H2B de Seiche

S'il est facile de comprendre pourquoi une ré&duction doit
&tre faite dans 'le cas de l'histone H3 lors de son interaction
avec H4 (l'histone H3 posséde 1 ou 2 cystéines) on congoit mal
la nécessité de la réduction de l'histone H2B de Seiche pour
gqu'elle puisse interagir avec une histone H2A : en effet, l'his-
tone H2B de Seiche ne contient pas de cystéine.

Elle renferme par contre une méthionine et il n'est pas
impossible de penser que ce résidu est susceptible d'&tre oxydé.

~ Cependant, si 1'on compare les compositions en acides ami-

nés des histones H2B de Seiche et de Veau, on peut remarquer que
les deux histones H2B contiennent ces résidus de méthionine. Or,
l'histone H2B de Veau ne nécessite pas de réduction préalable

pour interagir avec une histone H2A.

Le cas de l'histone H2B de Seiche n'est pas unique et un
cas semblable a été cité dans la littérature : il s'agit de 1l'his-
tone H2B de Pois (128). Cette derniére a été plus spécialement
étudiée. En particulier, lorsqu'elle n'est pas réduite, il a été
démontré que sa migration électrophorétique sur gel de polyacry-
lamide en présence de Triton X 100 &tait beaucoup plus rapide
que celle observée pour d'autres histones H2B (128). Cette dif-
férence de comportement entre les formes réduite et oxydée n'est
observable qu'en présence de Triton. En milieu urée-acide acéti-
gue ou SDS, sa vitesse de migration est voisine de celle des au-
tres histones H2B. Ce comportement anormal a été observé égale-
ment pour l'histone H2B de drdsophile (3). ALFAGEME et al (3) ont
suggéré que cette migration rapide pouvait s'expliquer par une
modification intervenue sur l'histone au cours de sa préparation:
la méthionine serait oxydée en méthionine sulfoxyde, diminuant

ainsi la liaison de l'histone au Triton.

Pour une raison qui nous échappe, cette réaction d'oxyda-
tion ne se produirait pas sur l'histone H2B de Veau ; ce qu'il

nous est impossible d'expliquer car les procédés utilisés lors
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de la préparation des histones de Veau et de Seiche sont sembla-
bles. Plusieurs hypothé&ses peuvent cependant &tre avancées :

- On peut supposer que la conformation des deux histones
est différente et que lors de la préparation les méthionines ne
sont pas accessibles de la m&éme maniére & l'agent oxydant dans
1'une et 1l'autre molécule.

- On peut supposer également que l'oxydation des méthioni-
nes n'est pas un "artefact" de préparation et gqu'elles existent
réellement sous forme oxydée dans la cellule. I1 faudrait alors
vérifier si ce type d'oxydation est physiologique ou non. S'il
s'agit d'une spécificité donnée de 1l'histone H2B, on voit mal
du point de vue biologique le point commun qui pourrait exister
entre des histones H2B isolées de tissus &t d'espéces aussi
différentes que le testicule de Seiche, l'embryon de Drosophile
(40) et le Pois (128). Il faut noter toutefois que dans ce tissu
particulier du testicule, une histone H2B isolée chez le Rat pré-
sente des propriétés différentes de l'histone H2B extraite des

cellules somatiques de ce méme animal (119).

Afin d'obtenir un renseignement supplémentaire sur le com-
portement de notre histone H2B de Seiche dans les complexes H2A-
H2B, nous avons tenté de calculer la constante d'association K

des complexes homologues et hétérologues .

2 - 3-2 Calcul de la constante d'association

Au maximum de l'interaction, c'est-a-dire & l'équimolarité
(XB = 0,5), on peut déduire la constante d'association K d'un
mélange.

Une constante d'association mesure 1l'équilibre qui existe
entre le complexe et ses produits de dissociation et mesure par
conséquent la force des interactions gqui maintiennent ce complexe.

Ce type de calcul revient a déterminer dans le signal ex-
périmental observé, la contribution du complexe H2A-H2B de celle
de ses produits de dissociation H2A et H2B. Les courbes de varia-

tions continues permettent de connaftre la valeur du signal que
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l'on aurait observé si la réaction avait été totale. En effet,
en extrapolant les pentes initiales aux fractions molaires O et
1 (en ces deux points seulement, la réaction étant effectivement
totale) on obtieént la valeur du signal correspondant & 100 p.100
du complexe.

La valeur extrapolée intervient donc de fagon significative
dans le calcul de K. En absence de toute indication concernant
l'extrapolation des pentes et puour éviter tout caractére arbi-
traire au tracé de ces pentes, nous avons utilisé paur toutes les
courbes expérimentales la méme méthode : celle de la dérivée du
polyndme de NEWTON. Un exemple de ce calcul des pentes est donné
dans le cas du complexe hétérologue Sciche/Veau (Tableau VI).

On constate que le point d'intersection entre les deux tan-
gentes ne se situe pas exactement d& 1l'équimolarité. Nous avons
cependant pris comme valeur du signal du complexe ce point d'in-
tersection. L'erreur faite sur cette détermination est évaluée
a partir des deux valeurs extrémes de l'intersection de chacune
des tangentes avec la droite d'abcecisse 0,5 (Figure 19,A,C,E,F).

Les valeurs de K ainsi obtenues pour les différents com-

plexes H2A-H2B sont rassemblées dans le tableau ci-dessous :

H2A-H2B K x 10—6(mole_1)
Veau/Veau 3,55 + 0,05
Seiche/Veau 2,50 + 0,30
Veau/Seiche 1,55 + 0,45
Seiche/Seiche 1,05 + 0,45
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TABLEAU VI

DETERMINATION DES PENTES AUX FRACTIONS MOLAIRES O ET 1 DANS LE
CAS DU COMPLEXE HZA SEICHE - H2B VEAU

X b Ab A*b A®b A%b ASb
0 o)
25
0,05 25 -3
22 o)
0,10 47 -3 +3
19 +3 -7
0,15 66 0 -4
19 -1
0,20 85 -1
18
0,25 103
X b Ab A%b A3Db A*b A°b
1 O
25
0,95 25 -1
24 -2
0,90 49 -3 +1
21 -1 +4
0,85 70 -4 +5
17 +4
0,80 87 0
0,75 104 -




78

2 - 3-3 Variation de 1l'énergie libre lors de la formation des

complexes

Ces valeurs de K permettent de calculer la variation d4'é-
nergie libre, AG, lors de la formation du complexe comme l'on
fait précédemment ISENBERG et son équipe (129). Comme ces au-
teurs le mentionnent, il faut avoir présent & l'esprit le fait
que de grandes différences de K impliquent de faibles différen-
ces seulement de la variation de 1l'énergie libre car la relation

qui lie ces deux valeurs est logarithmique :
AG = RT Log K

Si l'on considére les valeurs de K obtenues pour les dif-
férents complexes, la différence de 1l'énergie libre entre les
complexes correspondant & la plus grande et & la plus petite

valeur de K (Veau/Veau, Seiche/Seiche) est donnée par :

A (AG) = RT Log 3423 = 0,7 KCal/mole
1,05
Si l1l'on considére la variation d'énergie libre mise en

jeu lors d'une interaction méthyl-méthyl (environ 0,5 KCal/mole)
ou lors d'une interaction méthyl-hydrogéne (environ 0,3 KCal/mole)
la différence A (AG) gue nous venons de calculer pour les deux

types de complexes (Veau/Veau, Seiche/Seiche) apparaft minime.

Nous pourrions donc conclure comme 1l'on fait pour d'autres
espéces ISENBERG et son équipe, que la force des interactions
qui maintient H2A et H2B en dimére est semblable dans le thymus
de Veau et dans le testicule de Seiche. Les surfaces d'interac-
tion étant en outre les mémes & un ou deux résidus prés dans les
complexes homologues et hétérologues. G

En étudiant ainsi des espéces situées dans des régnes dif-
férents : animaux (27), végétaux (128), champignons (82), les
auteurs ont pu conclure qu'en dépit des différences existant
dans la séquence des histones impliquées, les interactions a-

vaient été étroitement conservées au cours de l1l'évolution.
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Nous serions tentées d'effectuer le méme raisonnement dont
la conséquence biologique apparalt tout a fait raisonnable dans
la mesure ol le nucléosome est une structure fondamentale com-
mune 3 toutes les chromatines. Cependant, nous nous sommes heur-
tées d'un point de vue physico-chimique a la signification du

calcul de la constante d'association K .

2 - 3-4 lLimites de la méthode

Tout d‘zbord, nous nous sommes demandée comment les pen-
tes initiales avaient été extrapolées par 1l'équipe d'ISENBERG
(27) pour des histones qui interagissent (H2A et H2B par exemple)
et des histones qui n'interagissent pas (H2A et H4 par exemple).
Il nous a semblé que contrairement aux auteurs, il fallait nous
astreindre a toujours extrapoler ces pentes de la méme maniére

et pour toutes les courbes (calcul de NEWTON).

Il reste cependant que, quelle que soit la mé&thode utili-
sée, le tracé dépend de la courbe expérimentale : en particulier,
il nous semble que le calcul de K n'a aucun sens pour des inter-
actions nulles ou tréds faibles (Figure 19,B,D). En effet, dans
les courbes expérimentales, deux paramétres interviennent : la
constante d'association K, mais également AEAB—AeN gui traduit
1'augmentation de 1'hélicité lorsque le complexe se forme.

Un exemple expérimental correspondant & un cas d'interac-
tion faible ou nulle est celui de l'essai de recomt naison avec
l1'histone H2B de Seiche non réduite (Figure 19,B,D). La diffé-
rence,Ae—AeN est extrémement faible et l'intersection des tan-
gentes donne une valeur extrapolée €galement trés faible. Cette
valeur extrapolée faible correspond cependant a 100 p.100 de
complexe AB de sorte que le pourcentage de complexe AB a l'équi-
libre, calculé a partir de la valeur expé&rimentale observée est
relativement grand et en contradiction é&vidente avec une interac-
tion faible.

I1 semblerait donc que la valeur de K ne puisse &tre dé-

terminée que lorsque les interactions ont une certaine importance
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ce qui est le cas pour les complexes hétérologues ('histone H2B
de Seiche étant réduite) et pour le complexe homologue de Veau.
Le complexe homologue de Seiche (histone H2B réduite) correspond

gquant & lui a8 un cas intermédiaire.

A la limite, on peut méme se demander comme GLOVER et
GOROVSKY (48), si le calcul de K lui-méme a un sens : ces au-
teurs, se donnant des valeurs de K et de Aepp, recalculent la
courbe des variations continues qu'ils devraient obtenir : ils
constatent que pour des couples de valeurs K, Aepp trés diffé-
rentes, les courbes simulées sont semblables. De la méme fagon,
lorsque deux intersections différent, ils ne peuvent conclure si

cela est dO a une variation de K ou de Aepp, Ou de ces deux pa-
ramétres.

Par conséquent, la différence d'interaction que l'on ob-
serve entre les complexes homologues de Veau et de Seiche ne peut
étre attribuée sans ambiguité a une différence de Ae du complexe

ou a8 une variation de K.

2 - 4 CONCLUSI?

Malgré toutes les réserves que nous avons €émises concernant
la détermination et la signification de K, la méthode des varia-
tions continues reste une méthode extrémement sensible de mise
en évidence d'interactions entre deux histones.

Elle nous a permis de montrer que les histones H2A et H2B
interagissaient 1l'une avec l'autre a condition toutefois que
l'histone H2B de Seiche soit préalablement réduite. Ceci impli-
que un rble décisif pour l'histone H2B lors de la recombinaison.

Si 1l'on admet que la réduction de l'histone H2B de Seiche
met en jeu les résidus méthionine présents dans cette molécule
il faut admettre alors que la région oll se situe ces méthionines
ou les méthionines elles-mémes jouent un rdle particulier lors
de l'interaction avec l1l'histone H2A. La détermination de la
séquénce devrait permetﬁre d'émettre une hypothése concernant

les domaines d'interaction.
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La spécificité de comportement de l'histone H2B de Seiche
serait en outre intéressante a €tudier en comparant les séquen-
ces des histones H2B de Veau et de Seiche. A la lumiére des xré-
sultats obtenus par hydrolyse trypsique de la molécule, on cons-
tate quelques différences entre les cartes peptidiques. Il n'est
pas impossible de penser qu'elles traduisent des différences au
niveau de la séquenée et que ces différences ont une répercussion
au niveau de la conformation. Rappelons également le fait que les
deux histones H2B considérées sont isolées de deux tissus dif-
férents et que ceci pourrait expliquer leur différence de com-

portement.
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CHAPITRE 3

ETUDE DES INTERACTIONS HISTONE-HISTONE PAR SPECTROSCOPIE
DIFFERENTIELLE

La méthode de dichroisme circulaire ne permettant d'obte-
nir que des renseignements globaux sur la conformation de la
protéine totale, nous nous sommes intéressée a une méthode qui
puisse donner des renseignements sur des régions bien détermi-
nées de la molécule. Nous avons donc choisi d'étudier le: va-
riations enregistrées au niveau d'un acide aminé déterminé, en
1'occurence la tyrosine, par la méthode de spectroscco ie dif-
férentielle.

En effet, des changements faibles mais significatifs du
spectre d'adsorption U.V. d'une protéine peuvent &tre observés
lorsque ces derniéres sont soumises a une perturbation thermi-
que légére et progressive. En particulier, les variations spec-
trales enregistrées entre 270 et 300 nm sont caractéristiques
des résidus tyrosine exposés et peuvent &tre quantifiées (10,
93).

Cette méthode mise au point au laboratoire par J.P.AUBERT
nous a permis d'étudier l'accessibilité des résidus tyrosine au
sein d'une molécule d'histone ou d'un complexe d'histone  , et
de déduire ainsi 1'état conformation: =1 et l'engagement au sein
de ces complexes des régions avoisinant chacun de ces résidus
tyrosine.

Nous avons donc étudié les histones H2A, H2B, H3 et H4,
les complexes d'histones H2A-HZ2B et (H3—H4)2 ainsi que l'octa-
mére d'histones (H2A-H2B~H3—H4)2.
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3 — 1 RAPPELS THEORIQUES

3 - 1-1 Principe

Des modifications du spectre d'adsorption U.V. d'une
protéine peuvent se produire sous l'effet d'une perturbation
chimique (solvant, pH) ou physique (température) de la solu-
tion. Ces modifications mesurées par spectroscopie différen-
tielle résultent de la perturbation des chromophores exposés
au solvant. Les chromophores qui sont enfouis a l'intérieur
de la protéine ne sont pas affectés.

La perturbation des résidus tyrosine et tryptophanne
est enregistrée entre 270 et 300 nm. La perturbation des au-
tr¢s chromophores, phénylalanine, histidine, cystine peut égale-
ment &tre enregistrée mais dans un domaine de longueurs d'onde
plus lointain (210-240 nm). Dans le cas des histones, qui ne
contiennent pas de tryptophanne, les informations recueillies
entre 270 et 300 nm sont spécifiques des résidus tyrosine.

Lorsque la perturbation n'affecte pas la conformation
de la protéine (c'est le cas lors d'une perturbation thermique
légére et progressive), les chromophores exposés au solvant

peuvent alors &tre quantifiés.

3 - 1-2 Détermination du nombre de résidus tyrosine exposés

Les mesures sont effectuées d la longueur d'onde Ap,x
ol la variation de l'absorption différentielle AA en fonction:
de la température T est la plus forte. |

Le nombre de résidus tyrosine exposés par mole est don-
né par le rapport des pentes Aexmax/ T obtenues pour la protéine
et le composé modéle N-acétyl-tyrosinamide (NAc—Tyr—NHZ).

Aty max/T est la variation du coefficient d'extinction mo-
laire € pour une élévation de température de 1°C. Ce paramdtre
est obtenu a partir des valeurs observées AA reportées a la

longueur d'onde étudiée en fonction de la température T.
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3 - 2 PARTIE EXPERIMENTALE

3 - 2-1 Préparation des solutions

La NAc—Tyr—NH2 a été dissoute directement dans une solu-
tion de NaF O0,2M pH 7,0 ou NaCl 2M pH 7,5. Aprés centrifugation,
la concentration a été déterminée par absorption U.V. a 275 nm.
(37).

Les histones individuelles, le dimé&re H2A-~-H2B ainsi que
le tétramére (H3—H4)2 ont été dissous dans une solution d'urée
7M, HCl 10-2M & raison de 4 mg/ml. En présence d'histone H3, du
2-mercapto-éthanol 5 p.100 a été ajouté a la solution. Apreés
une nuit a température ambiante, les solutions ont été dialy~-
sées contre HC1l 1072M, puis additionnées d'un volume égal de
NaF 0,4M pH 7.

L'octam&re des quatre histones préparé sur colonne de
Sephadex G-100 en milieu NaCl 2M pH 7,5 (chapitre 1 pp.57 a
61) a été étudié directement par spectroscopie U.V. différen-
tielle.

La concentration a été déterminée dans chacun des cas par

-~

absorption U.V. a 274,5 nm (volxr appendice technique).

3 - 2-2 Mesures de l'absorption différentielle

Les spectres différentiels sont enregistré&s sur un spec-

-

trophotométre classigque a deux faisceaux, dans deux cellules

-~

en quartz de 1 cm. La cellule de référence.est maintenue a 5°C
ou 3 20°C. Une perturbation thermique est créee dans la secon-
de cellule. L'augmentation de la température se fait progres-
sivement par palier de 5°C ou de 2°C suivant 1'échantillon
d'histone étudié. La température de la solution est contrdlée
par une sonde en platine.

Les spectres différentiels sont enregistrés pour une

sensibilité de l'appareil de 0,2, 0,1 ou 0,05.
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3 - 3 RESULTATS ET DISCUSSION

Les histones et les complexes d'histones H2A-H2B et
(H3—H4)2 ont &té étudiés dans une solution de NaF 0,2M a
pH 7,0. L'octam@&re d'histones a &té étudié a une force io-
nigque plus élevée, en solution dans NaCl 2M & pH 7,5.

Afin de pouvoir chiffrer le nombre de résidus tyrosine
exposés, il nous faut connaiftre tout d'abord le paramétre

A€)max/T d'un seul résidu tyrosine,

3 -~ 3-1 Spectres différentiels du composé modéle

Les spectres différentiels de la NAc—Tyr—NH2 constituent
des standards. Ils sont caractéristiques de la perturbation
thermique du résidu tyrosine dans un tampon donné et a un pH
donné.

Ils ont été enregistrés pour le composé& modéle en solu-
tion dans NaF 0,2M a pH 7,0 (Figure 20) et NaCl 2M a pH 7,5
(Figure 21). Les mesures ont été effectu€es a 286 nm, longueur
d'onde pour lagquelle le pic différentiel AA est majeur. Les

pentes Aepgg/T sont obtenues & partir de AM286/T.Elles ont
les valeurs suivantes :

Aege /T = 2,37 dans NaF o,2M pH 7,0

Aeygg/T = 1,83 dans NaCl 2M pH 7,5

et sont utilisées pour le calcul du nombre de résidus tyrosine
exposés dans les histones et les complexes d'histones.

On peut noter que l'augmentation de la température (fecte
le chromophore lui-méme mais &galement les interactions solvant-
soluté. NICOLA et LEACH (93) ont donné une interprétation des
spectres différentiels ainsi obtenus lors de la perturbation
thermique. Cette interprétation est donnée dans 1'appendice

technique.
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FIGURE 20 -~ Spectres différentiels de la NAc-Tyr-NH., dans NaF 0, 2M,

2
pH 7,0 (¢ = 0,16 mg/ml, s = 0,1). La cellule de référence est mainte-

nue 3 5°C.


























































































































































