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S T R U C T U R E  D E  L A  C H R O M A T I N E  

Dans les cellules des organismes supérieurs le maintien 

de la structure du matériel génétique et la régulation de l'activité des 

gènes à l'intérieur des chromosomes sont assurés par les protéines chro- 

mosomales - histones et protéines non histones - associées au DNA au sein 
d'un complexe appelé chromatine. 

1 - PROTEINES NON HISTONES 

Ces protéines forment un groupe très hétérogène et sont 

en quantité plus ou moins importante en fonction de l'espèce animale ou vé- 

gétale et de la nature du tissu. 

A cause de leur tendance à s'agréger ou à former des 

complexes avec les histones et les acides nucléiques, il est difficile de 

les isoler. 

BEXHOR et coll. (11) dissocient la chromatine en pré- 

sence de NaCl 2 - M et d'urée 5 - M. A pH 8,0, la dissociation de la chroma- 

tine est presque complète et les protéines non histones, après extraction 

des histones en milieu acide, peuvent être séparées du DNA par des extrac- 

tions salines (12) ou par fractionnement sur colonne de Biorex 70 (821, 

(14) ou DEAE Cellulose (82). 

Les nombres entre parenthèses correspondent au classement alphabétique 

des publications de la bibliographie (page 133 ). 



L'utilisation des gels de polyacrylamide en milieu SDS 

(Sodium Dodecyl Sulfate) (12), (47) a permis de montrer que leur nombre 
était supérieur à 100 et que leur masse variait de 5 000 à 150 000 daltons. 

Ce groupe très hétérogène renferme des protéines de 

structure telles que les protéines de mobilité électrophorétique élevée 

ou protéines HMG (high mobility group), de l'actine, des phosphoprotéines 

et des enzymes tels que les DNA et RNA-polymérases, les histone-acétyl- 

transférases, les histone-méthylases, les histone-kinases. 

Les protéines non histones extraites de la chromatine 

par NaCl 0,35 - M peuvent être séparées suivant leur solubilité dans l'acide 
trichloracétique et leur migration en gel de polyacrylamide en deux 

groupes (59 : 

- les protéines LMG (ou low mobility group) , de masse 
moléculaire supérieure à 30 000 daltons ; 

- les protéines HMG (ou high mobility group), de masse 

moléculaire inférieure à 30 000 daltons. 

Sept protéines appartenant à ce groupe, HMG 1, HMG 2, 

HMG 14, HMG 17, HMG 18, HMG 19 et HMG 20, ont été isolées de la chromatine * 
de thymus de Veau et caractérisées par JOHNS et ses collaborateurs (60), (163) , 
(1.64 )? 

On connaft actuellement les séquences complètes des 

protéines HMG 14 (145), HMG 17 (143) et les séquences partielles des 

La plupart des résidus basiques sont localisés dans la 

région Mip-terminale de ces protéines où ils sont souvent associés en dou- 

blets ( exemples : Lys-Lys , Zlys-Arg , Arg-Zlys , Arg-Arg ) . 
La répartition asymétrique des résidus basiques est 

donc une caractéristique commune aux histones et aux protéines RMG. Il y a 

cependant une différence structurale fondamentale entre les deux classes 

de protéines qui est l'accumulation d'acides aminés dicarboxyliques dans 

la moitié COOH-terminale des protéines HMG. 

* Voir additif bibliographique page 152. 



Selon WALKER et coll. (147), les protéines HMG inter- 

viendraient   lu tôt dans le contrôle de la structure du DNA que dans celui 
de l'activité des gènes. 

L'étude par dichroTsme circulaire et dénaturation ther- 

mique des interactions entre les protéines HMG 1 et HMG 2 avec le DNA (159) 

montre que chacune de ces protéines stabilise la structure du DNA. Elles 

couvrent par leur région basique respectivement 20 paires de bases de DIU et 

25 paires de bases de DNA alors que leur région acide reste libre. 

Par ailleurs, la protéine HMG 17 est peu structurée 

(structures secondaire et tertiaire) et se lie au DNA par sa région NH2-ter- 

minale basique (résidus 5 à ho), comme l'ont montré les travaux de 

ABERCROMBIE et coll. ( 1 ) . 
Selon JAVAHERIAN et coll. (Tl), ces protéines pourraient 

éventuellement affecter certains processus tels que la transcription du DNA. 

W et SPRING (160) ont mis en évidence des interactions 

au niveau des protéines HMG 1 et HMG 2 avec des sous-fractions de l'histo- 

ne Hl couplées de manière covalente à l'agarose. 

Ces interactions s'accompagnent d'un changement de struc- 

ture conformationnelle de la région hydrophobe de l'histone Hl. Les mêmes 

auteurs ont également observé des interactions "fortes" entre les protéines 

HMG 1 ou HMG 2 et les histones H2B ou H3 couplées de manière covalente à 

l'agarose. Ces deux histones sont beaucoup plus hydrophobes que l'histo- 

ne Hl : il semble donc que les régions hydrophobes de la structure primaire 

jouent un rôle primordial dans les interactions histone-protéine HMG. 



2 - LES HISTONES 

Les histones sont des protéines basiques au nombre de 

cinq dont la masse moléculaire est comprise entre 11 000 et 22 000 daltons, 

(tableau 1, page 6). 

Dans les histones le rapport acides aminés basiques/ 

acides aminés dicarboxyliques est compris entre 2,8 et 6,5. En fonction de 

leurs caractères de solubilité et de leur rapport lysine/arginine, les his- 

tones sont réparties en trois groupes : 

- l'histone Hl tr8s riche en résidus de lysine. Il 
s'agit en fait d'une famille de molécules protéiques étroitement apparen- 

tées (quatre à cinq sous-fractions suivant les espkces et les tissus). 

Toutefois, le testicule de Truite (89) et le sperme d'oursin (128) ne ren- 

ferment qu'un seul type moléculaire d'histone Hl. A l'histone Hl est appa- 

rentée l'histone H5 spécifique des érythrocytes nucléés et que l'on trouve 

donc chez les Oiseaux, les Poissons, les Batraciens et les Reptiles ; 

- l'histone H2B est légèrement riche en lysine ; 

- les histones H2A, H3 et ~4 sont riches en arginine. 

Les histones ne contiennent pas de tryptophane et sont 

pauvres en acides aminés aromatiques et en acides aminés soufrés (cystéine 

et méthionine). En effet, seule l'histone H3 renferme de la cystéine (1 ou 

2 résidus suivant les espèces). Toutefois, l'histone ~4 des Echinodermes 
renferme un résidu de cystéine (154). 

On connaît actuellement la séquence complète en acides 

aminés des histones H2A, H2B, H3, ~4 dans plusieurs espèces (142). 

Les séquences de l'histone Hl de testicule de Truite 

(89), de sperme d'oursin (128) et de thymus de Lapin (sous-fraction 3) 

(73) ont été également déterminées. 



CARACTERISATION DES HISTONES 

TABLEAU 1 

~4 
(thymus de veau) 

4 

0,78 

LI 282 

102 

Ac-Ser 

G ~ Y  

H3 
(thymus de veau) 

0 , 72 

15 324 

135 

Ala 

Ala 

H2A 
(thymus de veau) 

i ,i6 

14 005 

129 

Ac-Ser 

LYS 

H2B 
(thymus de veau) 

2,5 

13 774 

125 

Pro 

LYS 

H5 
(é'ythrOcyte 
de Poulet) 

2,23 

20 580 

189 

Thr 
Ac-Thr (15 %) 

LY s 

Caractéristiques 

structurales 

2 domaines 

1 donaine NH2-terminal basique 

1-27 1 1-20 

1 domaine COOH-terminal hydrophobe 

3 domaines 

1 domaine NH2-terminal basique 

1-39 1 1-21 

1 domaine central hydrophobe 

40-115 1 22-99 

1 domaine COOH-terminal 
très basique 

116-212 I 100-189 

Hl 
(fraction 3 

thymus de Lapin) 

15,2 

22 O00 

212 

Ac-Ser 

LYS 

= 

28-135 

3 domaines 

1 domaine ïiH -terminal très 
basique e$ variable 

1-31 1 1-17 

1 domaine central hydrophobe 
très conservé 

32-107 1 18-118 

1 courte séquence COOH-terminale 
basique et variable 

Nomenclature 

Rapport W s  / h g  

Masse moléculaire 

Nombre de residus 

NH2-terminal 

COOH-terminal 

21-102 

108-125 119-129 



On connaît aussi les séquences des histones H5 d'Oie 

(YAGUCHI et coll. ) (157) et de Poulet (BRIAND et coll. ) (23). 

La détermination de la structure primaire des histo- 

nes Hl et H5 s'est révélée plus difficile que celle des autres histones à 

cause de leur taille moléculaire plus élevée (environ 200 résidus) et de 

l'accumulation de résidus basiques dans la partie COOH-terminale des molé- 

cules. 

Les autres histones se caractérisent par contre, par 

une partie COOH-terminale hydrophobe alors que les résidus basiques souvent 

associés en "doublets ou triplets" prédominent dans la région NHgterminale. 

Une caractéristique essentielle des histones H3 et ~4 
est que leurs séquences sont hautement conservées à travers l'évolution des 

espèces. C'est ainsi que le taux de mutation de l'histone ~4 est de 0,06/100 
résidus/100 millions d'années. Ce caractère hautement conservatif laisse 

supposer pour les histones H3 et ~4 un rôle essentiel dans la structura- 
tion de la chromatine de toutes les cellules. 

Par contre, les séquences des histones H2A et H2B sont 

plus variables. Leur taux de mutation est de 1,5/100 résidus/100 millions 

d' années. Les mutations sont généralement localisées dans les régions 

basiques de ces protéines. 

Enfin, ce sont les histones Hl et H5 qui montrent le 

plus de variabilité. 

L'histone Hl est la plus variable, à la fois en ce qui 

concerne le nombre de sous-fractions présentes dans un tissu et une espèce 

donnée et l'évolution de cette protéine. Son taux de mutation est de 4/100 

résidus/100 millions d'années. 

Entre l'histone H5 de Poulet (23) et celle de l'Oie (157) 

une variation de 15 % des résidus a été observée. Néanmoins, par rapport à 

d'autres classes de protéines, comme les cytochromes ou les globines, les 



histones peuvent être considérées corme des protéines qui présentent une 

stabilité structurale remarquable. 

Ce sont également des protéines qui subissent beaucoup 

de modifications post-synthétiques, 

Quatre types de modifications ont été décrites : 

l'acétylation, la phosphorylation, la méthylation et la poly (ADP-ribosy- 

lation).On peut rattacher à ces modifications, la liaison covalente d'une 

molécule d'ubiquitine à l'histone H2A. L'histone H2A ainsi modifiée a 

dl ailleurs été dénommée protéine ~ 2 4  ( 5 6 ) .  

- Acétylation 
L'acétylation intervient soit au niveau du groupe cc-ami- 

né terminal des histones Hl, H2A et H4 (et dans ce cas, elle est irréversible), 

soit au niveau du groupe €-aminé des résidus de lysine localisés dans la 

région NH2-terminale des histones H3, ~ 4 ,  H?A et H2B. 

Bien que de nombreuses corrélations aient été faites 

entre l'acétylation et l'activité du gène, le rôle exact de l'acétylation 

au sein de la chromatine n'est pas encore bien connu. Il semblerait cepen- 

dant, selon CHAHAL et coll. (27), que le rôle de l'acétylation "multiple" 

de ~4 soit de déstabiliser la structure inactive de la chromatine en vue 
de la transcription. En ce qui concerne l'histone H3, son acétylation 

pourrait en quelque sorte "préparer le terrain" pour la phosphorylation 

de cette protéine (151). 

D'autres auteurs ont noté que l'acétylation des histones 

conduit à accroître la sensibilité du DNA à l'action de la désoxyribonucléa- 

se 1 (141). 

- Phosphorylation 
Toutes les histones peuvent être phosphorylées. BRADBURY 

et coll. (17) ont étudié la phosphorylation de Hl chez Physana potyoephatwn, 

durant le cycle mitotique. La phosphorylation se produit avant la mitose 



lorsque la chromatine se condense. Ceci suggère que la phosphorylation pour- 

rait intervenir dans le déclenchement de la mitose. Au terme d'études sur 

la phosphorylation des histones et l'organisation de la chromatine, GURLEY 

et coll. (64), (65) ont proposé que les différents niveaux d'organisation 
de la chromatine, dans des cellules ~~~*s~nchronisées, pourraient être 

éventuellement corrélés avec différents types de phosphorylation des his- 

tones. 

- Durant l'interphase, on observe une histone Hl renfermant 1 
de 1 à 3 groupes phosphate. Les sites de phosphorylation sont uniquement des 

résidus de sérine situés dans la partie COOH-terminale de la molécule (rési- 

dus 73 à l'extrémité COOH-terminale). L'apparition de HlI coïncide avec 

une réorganisation de la chromatine qui intervient avant que la cellule 

puisse se diviser. 

- Durant la métaphase, toutes les molécules d'histones Hl 
sont "superphosphorylées" : on observe une histone H h  renfermant 4 à 6 
groupes phosphate. Les sites de phosphorylation sont aussi bien des rési- 

dus de sérine que des résidus de thréonine et sont situés dans les parties 

NH2- et COOH-terminales de l'histone. Simultanément l'histone H3 est phos- 

phorylée (H%). Dans les cellules CHO, les histones HlM et H% sont stric- 

tement associées avec la structure condensée du chromosome. 

- La phosphorylation de l'histone H2A intervient à toutes 

les phases du cycle cellulaire, et serait impliquée dans l'organisation 

de l'hétérochromatine. On désigne sous ce vocable des zones condensées 

de la chromatine dans lesquelles le DNA n'est pas transcrit. 

- Méthylation 

La méthylation des résidus de lysine a été seulement 

observée dans les histones H 3  et ~ 4 ,  mais il est possible que des résidus 

d'histidine soient méthylés dans les histones Hl et H5 d'érythrocyte de 

............................................................................. 
* 
Cellules CHO : cellules d'ovaires d'Hamster chinois. 



Canard (55). 

La méthylation semble irréversible et son rôle est mal 

connu. Cependant BWOET et BAXTER (25) suggèrent que la néthylation des ré- 

sidus de lysine pourrait modifier les interactions histones-DNA : en effet, 

en augmentant l'hydrophobicité et la charge cationique des groupes E-aminés, 

la méthylation renforce la liaison du DNA avec les régions M2-terminales 

des histones H3 et H4. 

- ADP - Ribosvlation 

Les histones Hl, H2A, H2B, H3 dans le foie de Rat (38)  

peuvent être liées au poly (ADP-ribose). Une molécule dlADP-ribose est 

attachée d'une manière covalente 8 1.a protéine acceptrice. L'élongation de 

la chaîne d' ADP-ribose intervient ensuite pour former 1 e poly ( ADP-ribose ) 

dont les effets sur la conformation de la protéine doivent être importants. 

Cependant, rien n'est encore connu sur les conséquences physiques et biolo- 

giques d'une telle modification au niveau de la chromatine (136). 

Les sites dlADP-ribosylation in vi tro  ont été identifiés 

récemment dans les histones Hl et H2B de foie de Rat ; il s'agit des résidus 

d'acide glutamique (2 et 14) et du résidu de lysine en position COOH-termi- 

nale dans l'histone Hl (OGATA et coll.) (101) et du résidu d'acide glutami- 

que en position 2 dans l'histone H2B (OGATA et coll.) (102). 

- Formation de la "protéine ~ 2 4 "  

La protéine ~ 2 4  est une modification de l'histone H2A 

(56), (57), (58). Le groupe E-aminé de la lysine en position 119 dans l'his- 
tone H2A est engagé dans une liaison isopeptidique avec le groupe a-carbo- 

xylique terminal de 1 ' ubiquitine ( schéma ci-dessous ) . 

H2A - NH - CH - CO - Thr 
Lys 119 



Les 10 f d'histone H2A ainsi modifiée forment la protéi- 

ne ~ 2 4  qui a été identifiée parmi les composants protéiques des nucléoso- 

mes (24). 

La détermination de la séquence en acides aminés des 

histones permet d'identifier les sites des modifications post-synthétiques. 

Elle rend également possible une approche de la conformation spatiale de 

ces protéines par des méthodes de prédiction de structure dont notamment 

la méthode de CHOU et FASMAN (34). On peut ainsi prévoir la localisation 

des acides minés ~articipant à chacun des types de structures : hélice a, 

feuillet B, coude B, structure désordonnée. 

Les données, ainsi acquises par ces méthodes prédictives, 

viennent compléter celles que fournissent des méthodes physiques telles que 

la spectroscopie de résonance magnétique nucléaire, le dichroïsme circulaire 

et la spectroscopie infra-rouge. Ces méthodes sont généralement appliquées à 

l'histone entière et aussi à ses fragments obtenus par coupure chimique ou 

enzymatique. 

11 apparaît que les régions structurées sont localisées 

dans les segments apolaires des histones alors que les régions désordonnées 

sont dans les segments basiques. 

Cette asymétrie de structure et d'organisation dans les 

histones conduit à penser que les interactions histone-histone et histone- 

protkine HMG se situent au niveau de ces régions structurées. Par contre, 

les segments basiques sont des sites privilégiés d'interaction avec le 

DNA . 

Les interactions histone-histone se manifestent d'abord 

par la forte tendance qu'ont ces protéines à l'auto-agrégation lorsqu'on 

élève la force ionique du milieu : toutes les histones (sauf Hl et ~ 5 )  

s'agrègent. Cette tendance est plus forte pour l'histone ~4 (LEWIS et coll.) 

(83) : ~4 > H3 > H2A > H2R. 



Les in te rac t ions  histone-histone s e  manifestent su r tou t  

par l a  formation de complexes, H2A - H2B, H3 - ~ 4 ,  H2B - ~ 4 .  D'ANNA et 

ISENBERG (39)  ont é tud ié  ces  complexes par an i so t rop ie  de fluorescence, 

dichroïsme c i r c u l a i r e  e t  d i f fus ion de l a  lumière e t  déterminé l e s  forces  

d ' in terac t ion.  Ces r é s u l t a t s  sont présentés dans l e  schéma suivant : 

- complexe f o r t  

- - complexe de force  intermédiaire 

----. - complexe f a i b l e  

Les travaux de THOFWS e t  KORNBERG (134) r é a l i s é s  sur des 

complexes d 'histones s t a b i l i s é s  par  pontage avec l e  diméthylsubérimidate ont  

montré que l e s  h is tones  H3 e t  ~4 sont capables de former un tétranrère 

( ~ 3  - ~ 4 ) ~  e l o r s  que l e s  h is tones  H2A e t  3128 forment un dinère H2A - H2B. 

Il faut  cependant considérer  que ce  type de pontage peut avoir  un c e r t a i n  

caractère  ar tgfactuel .  

BRADBURY e t  s e s  col labora teurs  (95  ) , (13) , (18) ont 

d é l i n i t é  par  spectroscopie de RMN, l e s  régions nécessa i res  a u  in te rac t ions  

en t re  l e s  d i f fé ren tes  histones.  

Ces travaux montrent que l e s  in te rac t ions  e n t r e  les 

histones H2A e t  H2B f o n t  respectivement in te rven i r  au moins l e s  régions 

31 8 95 pour H2A e t  32 à 1 1 4  pour H2B e t  que pour l e s  h is tones  H3 e t  ~4 

l e s  régions 42 5 120 pour l ' une  e t  38 à 103 pour l ' a u t r e  sont importantes. 



Récemment ces résultats ont été affinés par les travaux 

réalisés par M. COUPPEZ (résultats non publiés) dans notre laboratoire et 

qui montrent que les histones H2A et H2B interagissent respectivement par 

les régions 21 à 118 et 32 à 125. 

SPIKER et ISENBERG (126) ont montré qu'un seul résidu 

peut intervenir dans la formation d'un tel complexe. La modification par 

oxydation (méthionine suifoxyde ou méthionine sulfone ) peut abolir 1 ' in- 
teraction de H3 avec H2A alors que l'interaction de H3 avec ~4 est seule- 
ment diminuée. 

Enfin, l'obtention de groupes thiols, par réduction de 

l'histone H3, est nécessaire pour avoir une interaction avec l'histone ~ 4 .  

3 - LA CHROMATINE 

L'étude du chromosome par la méthode de la diffraction 

des rayons X, réalisée par WILKINS (153), en 1959, a rnontré que la chroma- 

tine possédait une structure répétitive. 

Cette structure répétitive a été confirmée ensuite, par 

l'étude en microscopie électronique et l'analyse électrophorétique d'hydro- 

lysats enzymatiques de la chromatine. 

La première mise en évidence d'une unité de répétition 

a été fournie par l'hydrolyse enzymatique de la chromatine par une endonu- 

cléase capable de couper le DNA double brin (67), les fragments de DNA sépa- 
rés par électrophorèse en gel de polyacrylamide sont constitués de 200 paires 



de bases de DNA (ou d'un n?ult iple de 200). Ce t t e  observation implique donc 

que l a  chromatine e s t  access ib le  par  l 'endonucléase tou tes  l e s  200 p a i r e s  

de bases de  DNA e t  qu'entre l e s  s i t e s  de coupure, l e  DNA est éventuel le-  

ment protégé par  l e s  histones.  

Ce t t e  uni t6  de r é p é t i t i o n  a par  a i l l e u r s  été visua- 

l i s é e  en microscopie é lec t ronique  sous forme de s t ruc tu res  g lobu la i res  

appelées V-bodies (OLINS et  c o l l .  ) ( l o b ) ,  (106),  nucléosomes (OUDET, GROSS- 

BELARD e t  CHAMBON) (107) ou P.S. p a r t i c l e s  (VAN HOLDE et  c o l l .  ) (139), ob- 

servées dans une chromatine soumise à l ' a c t i o n  d'une nucléase i s o l é e  de 

l a  souche Foggi de Staphylocoque doré. 

La longueur moyenne pour l e  DNA du nucléosome e s t  d'en- 

viron 200 p a i r e s  de bases  de DNA. Cet te  longueur de DNA concerne l a  chroma- 

t i n e  des mammifères. Elais on trouve par  exemple, 140 pa i res  de bases de DITA 

dans l a  chromatine d' un champignon AspergiZZus nidutans e t  241 p a i r e s  de 

bases de DNA dans l a  chromatine de sperme d 'oursin (77) .  

Par une hydrolyse p lus  poussée avec une nucléase micro- 

coccale, il appara î t  une p a r t i c u l e  p lus  s t a b l e  facilement préparée e t  par- 

faitement d é f i n i e  : l a  "core pa r t i c l e" .  La "core pa r t i c l e"  cont ient  deux * 
molécules de chacune des h is tones  H 3 ,  ~ 4 ,  H2A, H2B pour 140 p a i r e s  de bases  

de DNA (ICORMBERG) (76). 

Le nucléosome e s t  donc cons t i tué  de l a  "core pa r t i c l e" ,  

d'une molécule d 'h is tone  H l  (ou ~ 5 ) ,  en associa t ion  avec un DNA "linker" 

(ou DNA "spacerV ) de longueur assez var iable .  

Forme e t  t a i l l e  du nucléosome - 
A l ' a i d e  de l a  microscopie électronique,  LANGMORE e t  

WOOLEY (79) ont  d é c r i t  l e  nucléosome comme un disque de 135 1 de diamètre 

e t  55 d'épaisseur. L'étude de l a  d i f fus ion  des neutrons pa r  l a  chromatine 

(IO), l ' é t u d e  de l a  d i f f r a c t i o n  des rayons X par  l a  "core   article" c r i s t a l -  

l i s é e  (50) ont  abouti  à l a  d é f i n i r  comme un disque de 100 A de d i m è t r e  e t  

de 55 A d'épaisseur.  

-------------------------------------------------------------------------------- 
* Dans l e s  publ ica t ions  récentes ,  l e  nombre de pa i res  de bases  de DNA de l a  

1' core p a r t i c l e "  maintenant admis e s t  de 146. 



FINCH et KLUG (50) ont donc proposé un modèle en super- 

hélice de 1 tour 314 pour 140 paires de bases de DNA, (80 paires de bases 

de DNA par tour), de diamètre de 90 A et d'un pas de 28 A (figure 1, page 16). 

Le DNA est situé à l'extérieur de la "core particle" 

Diverses endonucléases ont été utilisées pour détermi- 

ner la structure du DNA dans la "core particle" : nucléase micrococcale (7), 

(8), (119) ,(123), ddsoxyribonucléase 1 et 11 (3), (88), (99), (108), (124), 
(125 ),(150), endonucléase d'A8pergiZZ~s orytlae (150)~ streptodornase (100) et 

endonucléase de Serratia marcescens ( 111 1. 

Ces enzymes, ayant des sites de coupure différents, 

donnent des fragments de DNA de 10 à 200 paires de bases de DNA démontrant 

l'accessibilité du DNA et donc sa position externe à la "core particle" (99). 

Ceci a été confirmé par la méthode de diffusion des 

neutrons qui montrent que le DNA est enroulé autour d'un noyau constitué 

d'histones. En faisant varier le rapport D ~ O / H ~ O  dans le milieu, BALDWIN 

et coll. (10) mesurent la diffusion des neutrons par les différents cons- 

tituants de la chromatine (DNA ou protéines). Ils obtiennent alors des infor- 

mations sur les dimensions respectives de ces molécules et leur position 

l'une par rapport à l'autre. Le rayon de giration du DNA mesuré de cette 

manière est beaucoup plus grand que celui des protéines : il apparaît donc 

que le DNA du nucléosome est enroulé autour d'un noyau constitué d'histones. 

Un fait inportant des résultats de l'étude des hydroly- 

ses enzymatiques est que les bandes observées en électrophorèse en gel de 

polyacrylamide sont d'intensité variable : cela suggère qu'il existe des 

régions du DNA qui sont plus ou moins facilement hydrolysées. Pour déter- 

miner d'une façon plus précise l'accessibilité des différents sites de la 

désoxyribonucléase 1, LUTTER (88) et SIMPSON et coll. (121) ont marqué 
par le 3 2 ~  l'extrémité 5' du DNA. De cette façon, il a été possible d'é- 

tablir que les sites placés à 30, 60, 80 et 110 nucléotides de l'extrémité 

5' sont relativement protégés du clivage par la désoxyribonucléase 1. 



.a. Représentation schématique de 1,75 tour  de DIJA en superhélice pour l e s  140 pa i res  de bases de l a  
I l  core part icle".  Les ch i f f res  du dessus indiquent l e s  distances en bases de DNA des s i t e s  de 

coupure à p a r t i r  de l 'extrémité  5' d'un des b r in s  ; l e s  ch i f f res  du dessous s e  réfèrent  à l ' a u t r e  

b r in  avec mise en évidence de l ' axe  de Tétr ie .  

b. Le 1,75 tour  de DNA en superhélice e s t  représenté en sp i r a l e  pour montrer comment ce modèle rapproche 

l e s  s i t e s  d i s t an t s  de 80 paires  de bases de DNA e t  regroupe l e s  s i t e s  de f a i b l e  (ou moyenne) acces- 

s i b i l i t é  à l a  désoxyribonucléase 1 dans l e s  régions A e t  B diamétralement opposées. 

Selon FINCH, J.T., LUTTER, L.C., RHODES, D., BROWN, R.S., RUSHTON, B., LEVITT, M. and 

KLUG, A. (1977). 

Nature - 269, 29-36. 

f igure  1 



Le moyen l e  p lus  simple d'expliquer ces  r é s u l t a t s  e s t  

de supposer que l e s  h is tones  ' lver roui l lent"  les s i t e s  de cl ivage.  Ce phéno- 

mène e s t  parfaitement représenté  dans l e  modèle de FINCH e t  KLUG (50). En 

e f f e t ,  dans une super h é l i c e  comprenant 80 pa i res  de bases de DNA par  tour ,  

2 s i t e s  de c l ivage  séparés par  80 p a i r e s  de bases de DNA (exemple 30 e t  110) 

s e  t rouvent  finalement t rès proches l ' un  de l ' a u t r e .  

Organisation des h i s tones  dans l e  nucléosome 

Le modèle l e  p lus  généralement admis e s t  c e l u i  de l 'oc ta-  

mère proposé pa r  THOMAS e t  KORNBERG (134) qui  ont  u t i l i s é  l e  diméthylsubéri- 

midate comme moyen de pontage e n t r e  l e s  histones.  EICKBUSH e t  MOUDRIANAKIS 

(46) ont  proposé comme "coeur du nucléosome" l e  tétramère ( ~ 3  - ~ 4 ) ~  l i é  

par  des l i a i s o n s  de type hydrogène à 2 dimères H2A - H2B ( f igure  2, page 18). 

Les h is tones  H3 e t  ~4 doivent jouer un r ô l e  trss impor- 

t a n t  dans l a  s t r u c t u r e  de l a  "core par t ic le" .  Il a é t é ,  en e f f e t ,  prouvé que 

l e s  h i s tones  H 3  e t  ~4 sont  nécessa i res  ( e t  s u f f i s a n t e s )  pour former une s t ruc-  

t u r e  "nucléosorne-like". L'hydrolyse enzymatique du complexe par  les endonu- 

c l éases  donne l e s  mêmes r é s u l t a t s  qu'avec l e s  nucléosornes complets. Le r ô l e  

de H2A e t  H?R s e r a i t  a l o r s  de s t a b i l i s e r  l a  s t r u c t u r e  du nucléosome. 

Une approche pour déterminer l a  d i spos i t ion  des h is tones  

dans l e  nucléosome e s t  l 'hydrolyse  enzymatique de l a  chromatine (ou des nuclé- 

osomes i s o l é s )  par  une protgase,  en p a r t i c u l i e r  l a  t ryps ine .  L'histone II3 

appara î t  a l o r s  comme l a  p lus  access ib le  à l a  protéase.  

WEINTRAUB e t  VAN LENTE (148 ) ont iriontré que l e s  zones 

NH terminales basiques, r e s t é e s  l i b r e s  à l a  surface de l 'octamère, peuvent 
A 

2- 
e t r e  éliminées par  hydrolyse t ryps ique  de l a  chromatine qui  conserve cepen- 

dant l a  p lupar t  de ses  c a r a c t é r i s t i q u e s  i n i t i a l e s .  La "core p a r t i c l e "  peut 

donc e x i s t e r  en l 'absence de ces  zones basiques des h is tones .  Dans l a  chro- 

matine, ces zones se  l i e n t - e l l e s  à l e u r  propre "core p a r t i c l e "  e t /ou  au DNA 

"l inker" en associa t ion  avec l ' h i s t o n e  H l  ou encore 2 un a u t r e  nucléosome ? 



Représentation schématique des interactions histone-histone dans la 
II core particle". 

selon EICKBUSH, T. E. et MOUDRIANAKIS, E.M. (1978) 
Biochemistry 23, 4955-4964. 

figure 2 

( svs  
Modèle linéaire de la "core   article" 
d'après MIFtZABEKOV et Coll. (1978) 

CL' 
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 2, 4184-4188. - 

3 
Dans ce modèle, l'ordre linéaire des histones le long de la chaîne de DNA 

est le suivant : H2A - H2B - ~4 - H3 - H3 - ~4 - H2B - H2A. 
figure 3 



Des méthodes de "pontage" entre  histones e t  DNA ont 

é t é  étudiées dans l e  but d ' é t ab l i r  l a  séquence des histones l e  long du 

DNA du nucléosome. MIRZABEKOV e t  co l l .  (93) ont déc r i t  une méthode de 

pontage entre  l a  lys ine  e t  l e  DNA e t  proposé une c a r t e  complète de l a  

séquence des histones l e  long du DNA ( f igure  3, page 18).  Cette technique 

consis te  à l i e r  l e s  histones par l e  groupe e-aminé des résidus de lys ine  

au DNA partiellement dépuriné, puis à couper l e  DNA au niveau de l a  l i a i -  

son cré6e a f i n  de déterminer l a  distance de l i a i son  obtenue par rapport à 

l 'extrémité 5' de l 'ac ide nucléique. 

Les r é s u l t a t s  obtenus montrent que l e s  histones sont 

placées sur plusieurs séquences de DNA d'environ JO nucléotides, adjacents 

ou séparés par des in te rva l les  de (10) nucléotides dépourvus d'histones n 
correspondant vraisemblablement à des s i t e s  t r è s  accessibles par l e s  nu- 

cléases. 

A p a r t i r  d'observations réa l i sées  en microscopie élec- 

tronique à 22 A de résolution sur des s t ructures  tubulaires* d'histones 

( ~ 3 ) ~  ( ~ 4 ) ~  ( H ~ A ) ~  ( H ~ B ) ~ ,  KLUG e t  co l l .  (75) ont montré que ce t  octamère 

avai t  un double axe de symétrie e t  que sa  forme globale é t a i t  c e l l e  d'une 

''bobine hélicof dale gauche", autour de laquel le  peuvent s' enrouler environ 

deux tours  d'une superhélice de DNA dans l e  nucléosome (f igure  4, page 20). 

En associant l e s  données fournies par l a  microscopie 

électronique aux r é su l t a t s  obtenus par THOMAS e t  KORNBERG (134), MARTINSON 

e t  co l l .  ( g l ) ,  (92) e t  MIRZABMOV e t  co l l .  (93) au terme d'expériences de 

pontage avec d i f fé ren ts  agents, KLUG e t  co l l .  (75) proposent une disposi- 

t i on  des histones dans l'octamère 03 l 'o rdre  l i n é a i r e  des histones s e r a i t  

l e  suivant : H2A - H2B - H4 - H 3  - H3 - H 4  - H2B - H 2 A  ( f igure  3, page 18). 

' ~ e s  s t ructures  tubulaires sont obtenues en t r a i t a n t  une solution d'octamère 

dans 2 M NaCl, 100 mM T r i s  - HC1 pH 7,O par du s u l f a t e  d'ammonium à une sa- - 
tu ra t ion  supérieure à 40 % e t  à +hoc. 



Octamère d'histones autour duquel sont enroulés deux tours  

de superhélice de DNA. Les in te rva l les  de dix  paires  de bases de 

DNA sont indiqués par des ch i f f res  de -7 à +7 en prenant l ' axe  de 

dyade comme origine.  Les 1 4  in te rva l les  a i n s i  déf in i s  correspondent 

aux 146 paires  de bases de DNA de l a  "core part icle".  La posit ion 

des ch i f f res  correspond approximativement aux s i t e s  de coupure par  

l a  désoxyribonucléase 1. 

a. Vue du modèle avec une ro ta t ion  de 15' de l ' axe  de dyade 

b. Vue du modèle avec une rota t ion de 125' de l ' axe  de dyade. 

Selon KLUG, A.  , RHODES, D .  , SMITH, J. , FINCH, J . T .  e t  THOMAS, J.O. , (1980) 

Nature 287, 509-516. - 

f igure  4 



Dans le modèle proposé par KLUG et coll., le tétramkre 

( ~ 3 )  (~4) qui a la forme d'un disque de 27 d'épaisseur jouerait un râle 
2 2 

fondamental en contraignant 80 paires de bases de DNA à forner un tour de 

superh6lice autour de lui. 

On présume que ce tétramère peut se lier également mais 

de façon plus lâche aux 80 autres paires de bases de DRA. Au cours de l'as- 

semblage du chromatosome (166 paires de bases de DNA et un octamère d'his- 

tones) les dimères de H2A - H2B viennent s'associer à cette particule pri- 

maire en la stabilisant par des liaisons fortes avec les 80 paires de bases 

de DNA liées primitivement de façon lâche au tétramère. 

Ehfin, d'après LASKEY et EARNSHAW (80), deux protéines, 

la DNA topoisomérase 1 et la nucléoplasmine, pourraient faciliter l'assem- 

blage du nucléosorne. 

4 - SUPERSTRUCTURE DE LA CHROMATINF. ROLE DES HISTONES Hl et H5 

L'aspect en "collier de perles" observé en microscopie 

électronique par OLINS et OLINS (lob), (106) et par OUDGT, CROSS-REZLARD et 

CHAMBON (107) était obtenu à partir de la chromatine après extraction de 

l'histone Hl. 

La chromatine sans l'histone Hl peut se condenser en 

augmentant la force ionique, mais elle est moins dense et de structure 

moins bien définie que la chromatine intacte (132), (133). 

Des polynucléosomes, contenant donc l'histone Hl, 

obtenus par une brève hydrolyse de la chromatine par les endonucléases 

montrent une chaîne formée d'unités jointives de 100 A de diamètre et ap- 
pelée "nucléofilament" par FINCH et KLUG (49). 



Ces différents résultats laissent donc prévoir un rôle 

particulier de l'histone Hl dans la chromatine. Puisque l'histone H5 rem- 

place partiellement l'histone Hl durant l'érythropoïese, il est vraiseni 

blable que cette histone peut interagir avec la chromatine d'une façon si- 

milaire. 

Dans le nucléosorne, les histones El et H5 sont situées en position 

externe 

Les études par la méthode de diffusion des neutrons 

qui montrent une réduction du rayon de giration de la chromatine après 

extraction de Hl, suggèrent que l'histone Hl est à l'extérieur des unités 

globulaires (10). Cette situation externe permet d'expliquer que, les 

histones Hl et H5 se dissocient plus facilement de la chromatine. 

Les k.istones Hl et H5 sont extraites de la chromatine 

à force ionique 0,6 alors que les autres histones sont extraites à force 

ionique supérieure à 0,7 (152), (103). Par ailleurs, l'hydrolyse plus 

rapide des histones Hl et H5 par la trypsine suppose une accessibilité 

plus grande de ces histones par rapport aux histones de la "core particle" 

(IO?'), (1481, (33).  

Les histones Hl et H5 sont situées sur le DNA "linker" à proximité 

de l'octamère ( H ~ A  - H ~ R )  (H3 - ~4), (H~A - H ~ R )  
L 

Par hydrolyse ménagée de la chromatine d'érythrocyte 

de Poulet, SIMPSON (122) obtient une particule qu'il appelle "chromatosome" 

contenant l'octmère d'histones, l'histone Hl ou H5 et environ 160 paires 

de bases de DNA. Une hydrolyse plus poussée réduit le chromatosome en 

"core particle" (octamère d'histones plus 140 paires de bases de DNA) par 

élimination de l'histone H l  ou H5 et de 20 paires de bases de DNA. 



SïMPSON montre que les histones Hl et H5 interagissent 

par leurs séquences basiques NF2-terminale (20 résidus) et COOH-terminale 

(100 résidus) avec les 20 paires de bases de DNA supplémentaires. 

Dans le chromatosome, les 160 paires de bases de DNA 

permettent la formation de deux tours complets de superhélice de DNA 

autour de l'octamère d'histones (SIMPSON) (122), alors que dans la ''core 

?article1', les 140 paires de bases de DNA forment un tour trois quarts de 

superhélice de DNA autour de l'octamère d'histones (FINCH et KLUG) (50). 

Des travaux récents de ALLAM et coll. (2) montrent que 

le domaine globulaire (résidus 22 à 100) de 1 histone H5 ou de l'histone Hl 

(résidus 36 à 121) a la forme d'une sphère d'un dimètre de 29 A. Le dia- 
mètre de ce domaine globulaire est par conséquent très proche du pas de 

l'hélice du DNA qui entoure le chromatosome. ALUN et coll. (2) ont donc 

proposé un modèle (figure 5, page 24) de chromatosome dans lequel l'histo- 

ne Hl ou l'histone H5 "verrouille" la superhélice de DNA autour de l'octa- 

mère d'histones. 

Selon THOMA et coll. (133), les 200 paires de bases de 

DNA qui représentent la longueur moyenne du DNA dans le nucléosorne pour- 

raient se répartir de la manière suivante : 

- une longueur invariable de 166 paires de bases de DNA pour 
le DNA d'un nucléosorne "minimum", qui est l'équivalent du chromatosome de 

SIMPSON (122) décrit plus haut. 

- une longueur variable de DNA "linker" d'environ 34 paires 

de bases de DU. 

La "core particle" contient alors 146 paires de bases 

de DNA pour deux molécules de chacune des histones H2A, H2B, H3, ~ 4 .  

Selon plusieurs auteurs, l'élimination de l'histone Hl 

(ou ~ 5 )  expose 30 2 50 paires de bases de DNA à l'hydrolyse par la nuclé- 

ase micrococcale (140), (149). En effet, la vitesse d'hydrolyse du DNA 



Modèle proposé pour la localisation du domaine globulaire 

de l'histone Hl (ou de l'histone ~ 5 )  dans le chromatosome. 

D'après J. ALLAN, P.C. HARTMAN, C. CRANE-ROBINSON 

et F.X. AVILES (1980). 

Nature - 288, 675-679 

R b.p. : paire de bases de DNA 

figure 5 



"linker" par cette nucléase est augmentée d'environ 8 fois lorsque le 

nucléosome ne eontient plus d'histone Hl (ou H5 ) . 

Les histones Hl et H5 stabilisent le DNA "linker" et le DNA de la 

"core particle" 

COWElAB et FASMAN (36) ont étudié, par dichroïsme cir- 

culaire et dénaturation thermique, l'effet stabilisant des histones Hl et 

H5 sur le DNA. Les températures de fusion correspondant au DNA "linker" 

et au DNA de la "core particle" sont plus élevées en présence des histo- 

nes Hl et H5. 

L'extraction de l'histone Hl ou de l'histone H5 par 

traitement des mononucléosomes avec NaCl 0,6 - M conduit à une destabili- 

sation et à une altération structurale d'une partie du DNA de la "core 

particle". 

La conclusion importante de ces travaux est que les 

histones Hl et H5 stabilisent le DNA "linker" et 30 paires de bases de DNA 

de la "core particle". 

Les résultats obtenus par THOMA et KOLLER (133) confir- 

ment cette action stabilisante des histones Hl et H5 sur le DNA "linker". 

Les histones Hi et H5 interagissent-elles avec les histones de la 

"core particle" ? 

Des études très récentes montrent que le nucléosome 

renferme une molécule d'histone Hl ou H5 (133), ( h g ) ,  (36). 

Selon BONNER et STEDMAN (15) et BOULIKAS - et coll. (16) 
la partie globulaire de l'histone Hl pourrait interagir avec les histones 



de la "core particle". En faisant agir par exemple des carbodiimides hydro- 

solubles sur des noyaux isolés d'érythrocyte de Poulet et des cellules leu- 

cémiques de Souris, BONNER et STEûMAN (15) ont pu établir un pontage entre 

l'histone Hl et l'histone H2A, de même qu'entre l'histone Hl et la protéi- 

ne ~24. 

Des exp6riences de pontage similaire ont été réalisées 

par BOULIKAS et coll. (16) qui utilisent des noyaux intacts, de la chroma- 

tine ou des mononucléosomes. Ces auteurs ont notamment obtenu un dimère 

Hl - H2A dans lequel la région (74 - 106) de l'histone Hl est liée à la 

région COOH-terminale de l'histone H2A (résidus 58 à 129). 

Cependant, la position de Hl ou H5 à proximité de H2A 

implique-t-elle nécessairement des interactions ? Pour BONNER et STEDMAN 

l'interaction observée par pontage entre les histones Hl et H2A n'est pas 

forcément due à des interactions entre ces deux histones mais peut-être à 

leur proximité dans le nucléosome (15). 

Les histones Hl et H5 sont nécessaires à la formation de super- 

structures de la chromatine 

L'empaquetage du DNA dans les chromosomes est obtenu par 

la formation de nucléosomes puis par un arrangement de ces nucléosomes dans 

des structures d'ordre supérieur. 

A partir d'observations en microscopie électronique, un 

certain nombre de modèles ont été proposés depuis 1975. Nous ne parlerons 

ici que du modèle de THOMA et coll. (133) proposé en 1979 qui concorde étroi- 

tement avec les résultats obtenus par des méthodes physico-chimiques. 

La chromatine avec Hl puis sans Hl est observée en mi- 

croscopie électronique après pontage des nucléosomes entre eux par le gly- 

céraldéhyde (figure 6, page 27). 

A très faible force ionique la chromatine montre un 

filanent nucléosomique dans lequel les nucléosomes sont bien séparés. 



.SUPERSTRUCTURES HELICOIDALES DE LA CHROMATINE 

Selon THOMA e t  c o l l .  (1979) J I  Cell .  Biolog31 83, 403-407 - 

h i s tones  

~Ucléosome (Chromatosome) 
minimum 

1.66 pb + core  h i s tones  + Hl 

pb : pa i re  de bases d e  DNA 

n : nombre de nucléosornes par t o u r  de s p i r e  

Le nombre 146 correspond 
de l a  "core p a r t i c l e "  

au nombre de p a i r e s  de b:iseç 

f igure  6 



En a-entant la force ionique, le filament se structure 

légèrement sous forme de fibres avec des nucléosomes rangés en "zig-zag" : 

le DNA "internucléosomique" n'est plus visible. Les nucléosomes se touchent 

et sont pontés certainement par l'iltermédiaire de l'histone Hl, près de 

l'endroit 03 entre et sort le DNA du nucléosome. 

Cette structure plane de nucl~osornes disposés en "zig- 

zag" se modifie progressivement lorsqu'on augmente la force ionique jusqu'à 

100 mM. La chromatine s'organise en une fibre de structure h6licoïdale, avec 

un pas constant de 100 et un diamètre variant de 200 à 300 A. Les change- 

ments morphologiques observés lorsque la force ionique augmente, sont ex- 

pliqués par une augmentation du nombre de nucléosomes par tour. 

Selon CHAHAL et coll. (27), il est vraisemblable que 

des interactions internucléosornales des régions NH2-terminales basiques 

des histones de l'octamère soient impliquées dans la formation de la fibre 

de 300 A (figure 7, page 29). Dans ce cas l'acétylation, et plus particu- 
lièrement l1hyperac6tylation de ces régions NH2-terminales, destabiliserait 

la fibre de 300 1 et conduirait à une formation plus étendue. Inversement 

la phosphorylation de Hl est probablement impliquée dans l'empaquetage des 

fibres de 300 A dans un ordre plus élevé de structure. 

L'hypothèse de CHAHAL s'accorde parfaitement avec le 

modèle proposé par THOMA et coll. (133) et fait ressortir l'importance des 

modifications post-synthétiques des histones. 

Dans cette structure d'ordre supérieur, l'histone Hl 

(ou l'histone ~ 5 )  se trouverait plac6e dans la lumière du soldnoide. Cette 

hypothèse est confirmée par des études immunologiques (130). 

L'anticorps anti-histone Hl se lie moins à la chroma- 

tine à force ionique élevée qu'à force ionique faible, cela suppose donc 

que l'histone Hl est située à l'intérieur du solénoïde. 

Des homopolymères de l'histone Hl (ou de l'histone ~ 5 )  

pourraient se former au centre de cette structure. Ceci a déjà été observé, 



MODELE REPRESENTANT LE3 TRANSITIONS STRUCTüRALES MAJEURES DE LA CHROMATINE 

Métaphase 
chromosome 

notéines 
assembla 

Phosphory- 
ation dem 

Condensation Chromatine 
du chromosome inac t ive 

Acétylation Complexes 
d'histone 
HMG ranscription - - 

ou de 
réplication 

Chromatine 
active 

Ce modèle montre, de la droite vers la gauche, l'organisation progressive de la fibre 

chromatinienne en des structures d'ordre supérieur qui aboutissent à la condensation du chromosome 

métaphesique. On notera l'influence de la phosphorJ-lation de H i  dans la condensation du chromosome 

et l'acétylation de ~4 dans le passage de la chromatine inactive en la chromatine active. 
Selon CHAHAL, S.S., MATTHEWS, H.R. et BRADBURY, E.M. (1980). I 

Nature 287, 76-79. - QI 
I 

f i m e  7 



en milieu de force ionique élevée après traitement des noyaux d'érythrocyte 

de Poulet (105) ou de la chromatine de thymus de Veau (28) par un agent de 

pontage comme le glutaraldéhyde. 

La présence des protéines HMG dans le nucléosorne étant 

maintenant démontrée (g), (40), (61), le centre du solénoïde pourrait être 
le siège d'interactions entre ces protéines et les histones Hl ou H5 d'une 

part et les histones de la "core particle" d'autre part. 
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L'histone H5 existe seulement dans les érythrocytes nu- 

cléés des Oiseaux, des Batraciens, des Reptiles et des Poissons. La présence 

de H5 est limitée aux réticulocytes et aux érythrocytes matures et n'existe 

dans aucun autre tissu. 

Durant l'érythropofese aviaire, la synthèse du DNA se 

produit dans les érythroblastes en division tandis que les réticulocytes et 

les érythrocytes matures ne se divisent pas et ne synthétisent pas de DRA. 

D'une façon parallèle, l'histone H5 est synthétisée et remplace progressi- 

vement et partiellement l'histone Hl. 

L'inactivité relative de l'érythrocyte n'est pas due à 

un manque d'enzymes, car il y a un fort pourcentage de RiVA polymérase DNA 

dépendante dans les érythrocytes matures (115), (116), (137). L'addition 

de RNA polymérase exogène nt augmente pas l'activité transcriptionnelle de 

l'érythrocyte, par contre si l'histone H5 est éliminée in vitro, cette acti- 

vité aupente (117), (118). Ces observations suggèrent un rôle de l'histone H5 

dans l'inactivation du gène et la condensation de la chromatine. 

APPELS et coll. ( 4 )  et MOSS et coll. (94) ont montré que 
l'histone H5 est présente, bien qu'en faible quantité, dans l'érythroblaste. 

Cette observation semble donc en contradiction avec une simple relation 

entre la biosynthèse de l'histone H5 et l'inactivation du gène. 

L'histone H5, nouvellement synthétisée, subit une phos- 

phorylation progressive. Ea effet, ltélectrophorèse en gel de polyacrylamide 

d'histone H5 isolée d'érythroblastes montre une hétérogénéité de cette pro- 

téine due à la phosphorylation (129). Cette réaction de phosphorylation 

pourrait donc moduler les interactions de l'histone H5 avec le DNA, de telle 

sorte que dans l'état hautement phosphorylé, les "fortes" interactions dimi- 

nuent, permettant ainsi l'établissement d'interactions plus faibles mais ce- 

pendant spécifiques (129 ). 



Ensuite, durant la deuxième étape du processus de matu- 

ration, l'histone H5, qui est séquentiellement déphosphorylée, retrouve ses 

possibilités dtinteragir fortement avec le DNA et donc de bien contrôler la 

condensation de la chromatine de l'érythrocyte mature. 

Si les histones Hl et H5 ont sensiblement le même effet 

stabilisant sur le DNA, des études thermodynamiques ont montré que l'his- 

tone H5 a une plus forte affinité pour le DNA que l'histone Hl (70), (135). 

L'histone H5 joue donc certainement un rôle important dans la condensation 

de la chromatine de l'érythrocyte nucléé qui, par son caractère particulier, 

apparaît comme un bon modèle d'étude des problèmes de différenciation cellu- 

laire et de régulation du gène. 

L'étroite spécificité tissulaire et le rôle particulier 

de l'histone H5 ont particulièrement motivé la détermination de sa structure 

primaire que nous avons réalisée et qui a été initiée par Mademoiselle 

CHAMPAGNE (52) à l'Institut de Biologie Moléculaire et Cellulaire de 

Strasbourg et par K. MURRAY à Edimbourg (63). 

Nous connaissons donc maintenant, dans ce modèle unique 

qu'est la chromatine d'érythrocyte de Poulet, la séquence complète en acides 

aminés des histones H5 (BRIAND et coll. ) (23), H 2 A  (LAINE et coll. ) (78), 
H3 (BRANDT et coll.) (lg), (20) et ~4 (WOUTERS-TYROU et coll.) (156) et la 

séquence partielle de lthistone H2B (VAN HELDEN et coll.) (138). 

Il reste encore à établir la structure primaire de l'his- 

tone Hl dont l'étude est en cours dans notre laboratoire. 

Enfin, il est utile de rappeler ici que la séquence com- 

plète de la protéine HMG17 (165)* et la séquence partielle de la protéine 

HM014 (166)* de l'érythrocyte de Poulet sont connues. 

-----------------------------------------------------------------------------. 
' Voir additif bibliographique page 152. 



1 - PREPARATION DE L'HISTONE H5 D'~rPHROCY!PE DE POULET 

La préparation de l'histone H5 a été réalisée dans le 

laboratoire de Mademoiselle M. CHAMPAGNE (Maître de Recherches au C.N.R.S. ) 

à l'Institut de Biologie Moléculaire et Cellulaire de Strasbourg (29) (ta- 

bleau II, page 35). 

1-1 Préparation de la chromatine 
---------u------.--------------.- 

La préparation est effectuée à 2'~. Les érythrocytes 

obtenus par centrifugation du sang de Poulets adultes sont hémolysés dans 

une solution de Saponine - NaCl 0,15 M. Les noyaux, débarrassés des cellu- - 
les non hémolysées, sont homogénéisés dans une solution de NaC1 0,15 M et - 
centrifugés. Cette opération est répétée 4 fois. Au terme de cette étape, 
on obtient une preparation de chromatine purifiée dont on extrait sélec- 

tivement les histones très riches en lysine (Hl et H5). 

1-2 Extraction de l'histone H5 à partir de la chromatine 
----L---.-.-----l-.-*--.------------.I...-...-.-.UI--.-.-- 

Les histones Hl et H5 sont extraites ensemble, à partir 

de la chromatine, par l'acide perchlorique à 5 % ou par l'acide trichloracé- 

tique à 5 %. L'extraction est totale avec l'acide perchlorique, elle est 

incomplète avec l'acide trichloracétique (rendement 80 %) (29). 

1-3 Purification de l'histone H5 --.--------------.------------- 

L'histone H5 est obtenue pure à partir du mélange des 

histones Hl et HS par chromatographie d'échanges d'ions sur carboxyméthyl- 

cellulose ( CM-cellulose Serva) (72). 



TABLEAU II 

PREPARATION DE L'HISTONE f15 

(CHAMPAGNE, M. et MAZEN, A. (1967) 

C.R. Acad. Sci. Paris, x, 2100 - 2103 (162)* 

Hémolyse par une solution 
de saponine - NaCl 0,15 & 

NOYAUX 

I Homogénéisation dans NaCl 0,15 - M 

t 
Centrifugation 

Surnageant éliminé 
CHROMATINE 

1 

Extraction HC104 5 % 
OU 

TCA 5 % 

HZSTONES 
Hl + H5 

I Chromatographie sur CM-Cellulose 

HISTONE ci 
* Voir additif bibliographique page 152. 



L'élution est réalisée selon la méthode préconisée par 

JOHNS et coll. (72) avec les tampons acétate 1 et II puis l'acide chlorhy- 

drique 0,02 - N. 

La fraction éluée par le tampon acétate II correspond 

à l'histone Hl très riche en lysine. 

La fraction éluée par l'acide chlorhydrique 0,02 N est 
la fraction spécifique des érythrocytes de Poulet, analogue Èi  la fraction 

F2C de HNILICA (68) ou la fraction F5 de NEELIN et coll. (97). 

La pureté des préparations d'histone H5 est contrôlée 

en électrophorèse en gel de polyacrylamide selon la méthode de LEBOY (81) 

ou celle de PANYIM et CHALKLEX (109) (figure 8, page 37). 

2 - CARACTERES PHYSICO-CHIMIQUES DE L'HISTONE H5 

L'histone H5 s'apparente à l'histone Hl riche en lysine 

par ses caractères de solubilit6 dans l'acide trichloracétique à 5 $. 

Une électrophorèse en gel de polyacrylamide selon PANYIM 

et CHALKLEY (109) montre pour l'histone H5 une seule bande et un comporte- 

ment différent de l'histone Hl, en ce sens qu'elle est relativement plus 

rapide en électrophorèse à pH 2,7 et en milieu urée 2,5 M (figure 8, page 37) . 
La composition en acides aminés de l'histone H5, établie 

sur des hydrolysats de 24 heures et 72 heures, est présentée dans le ta- 

bleau III (page 38 ). L'analyse des acides aminés est effectuée sur un 

analyseur Beckman, type Multichrom, en utilisant un système monocolonne. 

Comme l'histone Hl, l'histone H5 se caractérise par sa 

richesse en résidus de lysine et df alanine et par la présence d'un seul ré- 



CONTROLE DES E!i'APES DE LA PREPARATION DE L'HISTONE H5 

DtEFfYTHROCYTE DE POULET 

Gel no 1 : histones totales dfErythrocyte 
de Poulet 

Gel no 2 : extrait perchlorique ( H C L O ~  5%) 

Gel no 3 : histone H5 obtenue pure après 
chromatographie sur CM-Cellu- 
lose de l'extrait perchlorique 

Electrophorèse en gel de polyacrylamide à pH 2,7 en milieu 

urée 2,5 M selon PANYIM et CHALKLEY (109). - 

figure 8 



TABLEAU III 

$OMPOSITIOiV En ACIDES AMINES DE L'HISTONE H5 

D' WYTHROCYTE DE PO- (a) 

Acides aminés 
RISTOiVE A5 (b ) 1 HISTONE H l  (b ) 

D' ERYTHROCYTE DE POULET 

Acide aspart ilpue 

Thréonine 

Sérine 

Ac ide glutamique 

Proline 

Glycine 

Alanine 

Cystéine 

Valine 

Méthionine 

Isoleucine 

Leuc ine 

Tyrosine 

Phénylalanine 

Histidine 

Wsine 

Arginine 

1 Nombre de résidus 1 189 1 220 1 

HHs-t ennina1 

- 
COOH-terminal 

(a) La composition en acides minés de l'histone H5 est exprimée en nombre de 
résidus par mole de protéine. 

(b) Les compositions en acides aminés des histones H i  et H5 ont été effectuées, 
dans notre laboratoire, sur un analyseur Beckman type Multichrom en uti- 
lisant un système monocolonne. 

(c ) Les valeurs entre parenthèses indiquent le nombre de résidus arrondi à 
l'entier le plus proche. 

(d) Valeurs déteminées d'après la séquence. 
(e) Ces valeurs témoignent du polymorphisme de l'histone H5 (GI~-'L-g) en posi- 

tion 15 dans la séquence en acides aminés, mis en évidence par GREENAWAY et 
MURRAY (63) et GAREL et coll. (52). 

Thrdonine partiel- 
lement acétyl6e 15 % 

Qeine 

23 OûO 

L 1 

Acétyl-agrine 

iqsine 

Masse moléculaire cal- 
culge d'après les va- 
leurs arrondies 

20 580 



sidu de phénylalanine. Mais elle s'en distingue par sa richesse en résidus 

d'arginine et de sérine et par la présence d'un résidu de méthionine, de 

trois résidus d'histidine et de trois résidus de tyrosine. 

Toutefois, le point fondamental qui distingue l'histone H5 

de l'histone Hi est la différence entre leurs rapports Lys/Arg ; ce rapport 

est de 2,O dans l'histone H5 et de 12,4 dans l'histone Hl. 

La masse moléculaire de l'histone H5 de Poulet que nous 

avons calculé sur la base de 189 résidus, est de 20 580. 

Un résidu de thréonine partiellement IV-acétylé (15 %) 

(EDWARDS et H~VILICA) (45 ) bs été identifié à 1' extrémité amino-terminale 

tandis que l'extrémité carboxy-terminale de la protéine est constituée par 

un résidu de lysine (BRIAND et coll. ) (23), (GAREL et coll. ) (521, 

(GREENAWAY et -Y) (63). 
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1. Introduction 

In the first paper of this series we have presented 
the N-terminal sequence (70 residues) of the chicken 
erythrocyte histone Hg* [ l ] .  We report here the 
sequence of 25 residues around the only phenylalanyl 
residue present in the histone Hg. Thi~  region rich in 
hydrophobic residues, shows a strong analogy with 
the sequence adjacent to the phenylalanyl residue 
106 in the Rabbit thymus lysine-rich histone (KTL-3) 
[2]. 'l?~ sequence data were obtained from a tryptic 
peptide of the maleylated protein, and from peptides 
obtained by hydrolysis of the unmodified protein 
with chymotrypsin and a staphylococcal protease. 

2. Materials and methods 

Ail materials and methods were essentially as 
reported in the earlier paper witli the following addi- 

* The new histone nomenclature used here wüs accepted by 
the participants at the CIBA Foundation Symposium on 
the Structure and 1:unction of Chromatin, April 3 - 5, 
1974. This new nomenclature which hrs been pruposed to 
the approprirtc international nomenclature cornmittee is 
as follows for each histone where the previous names are 
given in brackets: H,  (FI ,  1, KAP); H, A (F, &,,  llb, , ALK); 
1f2B (F2b, lIbl, KSA); H, (Fa, 111, ARK), H, (F,,, . IV, 

tion. The histone Hs was hydrolyzed at 37OC for 18 
hr in 0.05 M ammonium bicarbonate, pH 8.0, with a 
staphylococcal protease** at an enzymelsubstrate 
ratio of 1 : 30. 

The hydrolysate was fractionated on Sephadex 
GS0 F, equilibrated and eluted with 0.01 N HCI. 
Further purification of the peptides was achieved 
either by paper chromatography or paper electro- 
phoresis or both methods as described previously 
Pl. 

3. Results and discussion 

In the tryptic hydrolysate of the maleylated his- 
tone a peptide containing the only phenylalanyl residue 
present in the protein was identified. This peptide 
(20 residues) has the following amino acid composition: 
'Thr, Serz, Glu, MaJ, Valz, Leu3, Phe, Lysz, Ag. The 
sequence of the first sixteen residues was established 
by the automated Edman degradation (table 1). 

The reniainder of the sequence was deduced from 
the data provided by the peptide Pr-2 isolated from 
the staphylococcal hydrolysate of the protein. This 
peptide has the following composition: Asp, Sers, Ciy, 
Aial, b u ,  Phe, Lys, Arg. The sequence of the first 
seven residues was as follows: 

- 
CRK) and H ,  (1;,~, V, KAS). 

** The staphyl&occal proteasc isolated from Sta~hvlococcus Ma-Gly-Ser-Ser-Phe-Arg-Leu-(Asx, Ser, . - 
aureus strain V8 was a generous gift from Dr G. R. Drapeau. Ala, Lys) 
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Due to a low recovery of this peptide no further 
sequence work could be carried out. However, this 
peptide allows us to localise the last of the three 
residues of aspartic acid present in the histone Hs 
close to  the phenylalanyl residue. 

From the same hydrolysate we have isolated the 
peptide Pr-1 and its two derived peptides Pr--la 
and Pr-1 b. The peptide Pr- 1 overlaps the median 
part of the tryptic peptide (table 1). The presence 
of the peptides Pr- 1, Pr- 1 a, Pr- 1 b and Pr-2 in 
the staphylococcal protease hydrolysate led us to 
question the purity of the enzyme preparation. 

Among the three proteases produced by the strain 
V8 of Staphylococcus aureus [4,5], one has been 
shown to have a specificity limited to  glutamyl bonds 
in ammonium bicarbonate or ammonium acetate 
buffers [6,7]. 

The results that we have obtained clearly indicate 
that the 'Glu-specific protease' was contarninated by 
a protease which exlubits a thermolysin like activity, 
since bonds such as Ala-Ala, Gln-Thr, and Gly-Ala 
present in the peptide Tm were split. 

Only three of the chymotryptic peptides called 
Ch- 1, Ch-2, and Ch-3 are critical to the purposes 
of this report and will be described here. 

The sequence of the peptide Ch- 1 was found to 
be : 

- - 

A derived peptide with O 

identifled in the chymotryptic hydrolysate and its 
structure is: 

Ser-ne- Arg-Arg-Leu 

cleavage of the histone HS , contains six leucine residues 
already positioned [l] ,  it is obvious that the peptide 
Ch- 1 overlaps the N-terminal part of the tryptic 
peptide Tm (table 1). 

The peptides Ch-2, -Lys-Gln-Thr-Lys-Gly- 
Val-Gly-Ala-Gly-Ser-Ser-fie, and Ch-3, -Arg- 
Leu-, overlap the C-terminal part of this peptide Tm 
(table 1). 

Thus we have determined in the chicken erythro- 
cyte histone Hs a sequence of 25 residues, which 
includes the only phenylalanyl residue present in the 
histone molecule. 

This sequence is in excellent agreement with the 
partial results obtained by Greenaway [8] on tryptic 
and thermolysin peptides of the histone HS . 

A striking analogy can be observed (table 2) by 
cornparison of this sequence with the sequence adjacent 
to the phenylalanine residue 106 in the rabbit thymus1 
lysine-rich histone (RTL3) determined by Jones et 
ai. [2]. 

We are grateful to Dr Policard, Socosi, 94000, 
Saint Maur, France, for the automated Edman degra- 
dation and to Mrs D. Belai'che-Mayeur and M. J. 
Dupire-Ceulenaere for their skillful technical assistance. 

The work was supported by a grant 72 7 05 05 from 
the Délégation Générale à la Recherche Scientifique et 
Technique. 

[ 1 ] Preceding paper. 
Since we know from the amino acid analysis that (21 Jones, C. M. T., Rail, S. Ç. and Cole, R. D. (1974) J. Biol. 

the fragment NB-4 obtained by N-bromosuccinimide Chem. 249,2548-2553. 

Table 2 
Sequence analogies in the vicinity of the phenylalanyl residue in histones H,  and H, 

Hs Val-Leu-Lys-Gln-Thr-Lys-Gly-Val-Gly-Ala-Gly-Ser-Ser-Phe-Arg 
(Chicken erythrocy te) 

H, Val- -Clx-Thr-Lys-Gly-Thr-Gly-Ala-Ser-Gly-Ser-Phe-Lys 
(Rabbit thymus) 121 96 1 O0 107 
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[3] Sautiére, P.. Moscheîto, Y., Dautrevaux, M. and Bise~te,C. [6] Drapeau, G. R., Boily, Y. and Houmard, J .  (1972) J. Biol. 
(1970) Eur. J. Biochem. 12, 222-226. Chem. 247,6720-6726. 

[41 Arvidson, S., Holme, T. and Lindholm, B. (1972) Biochem. [7 ] Houmard, J. and Drapeau, G. R. (1972) h o c .  Natl. Acad. 
Biophys. Acta 302. 135- 148. Sci. U.S.A. 69, 3506-3509. 

(51 Arvidson, S. (1973) Biochim. Biophys. Acta 302, 18) Greenaway, P. 1. (1971) Biochem. J. 124,319-325. 
149-157. 
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1. Introduction 

In oiir prcvious papers [I ,Il we Iiavc preseiitcd 
ilie N-terriiiiial sequeiicc (70 residiics) of tlie cliickeii 
crytlirocytc Iiistoiie I IR and a seclticilcc of 25 residues 
around tlie only plienylalaiiyl rcsidue preseiit in tliat 
protein. The aiiiiiio acid seqtielice of tlie liistone I l ,  
lias riow been extended up t» tlic I I I tli residue. The 
sequence was deteriiiiried froiii data provided by tlie 
peptides obtained by Iiydrolysis of tlie protein o r  
of its carboxy-terniinal fragment NB-4. witli trypsiii, 
theririolysin and dilute acetic acid. 

2. Materials and metliods 

All inaterials and rnetlio(ls were esseiitially as 
described previously [1,2] with tlie following addi- 
tions. The histone HS was Iiydrolyzed at 105°C 

' 
for 6 I l  with 0.25 M acetic acid ( I O  mg proteinlin1 

*The new Iiistone noincnclature uscd Iicre was acceptcd by 
the participants at tlic CIBA I:otindation Sytiiposiuiii on 
tlie Structure and 1:iincticiii of  Cliroiii;itin, April 3 5, 
1974. Tliis new nc~inenclature wliich has Ixcn propoïed to 
the appropriatc international notiicnclaturc coiritnittee 
is as f o l l o w  for eacli liistotic wlicrc tlie prcvioiia nanirs 
are given in brackets: Ilt ( F I .  1. KAP); l12A (Fsa2. Ilb1. 
ALK); Ii2U (I:2b. IIb2,  KSA); t l j  (l:3. 111. AKK); H4 
(1.2al, IV, GRK) and Hg (I:2C, V, KAS). 

acetic acid). The Iiydrolysate was fractionated oii 
Sepliadex Ci-50 F equilibrated and eluted with 0.01 N 
IlCl. 011 tlie otlier Iiand the Iiisto~ic H g  was hydrolyzed 
ai 3 7 " ~  Ior 4 11 iii 0.1 M aiiinioniuin bicarbonate 
pl 18.0 witli trypsin at an enzynie/substrate ratio of 
1 : 100. Tlie Iiydrolysate was fractionated on 
Cliroiiiot)cads P coluiiiti (Technicon) witli pyridine 
hriiiate aiid pyridinc acetate buffers [3]. Further- 
iiiorc, flic C-terminal fragment NB4 (142 residues) 
obtairiecl by NBS** cleavage of the protein [ l ]  
was hydrolyzed at 40°C for 2 h in 0.1 M ammonium 
bicarbonate pH 8.0, with tliermolysin at an enzyme/ 
substrate ratio of 1 : 100. The hydrolysate was 
fractionated on Sepliadex (3-25 F equilibrated and 
eluted with 0.01 N tiC1. The fractions containing the 
siiiall peptides ranging froni di- to penta-peptides were 
furtlier fractionated by ion-exchange chromatography, 
üs describcd above. 

3. Resiilts alid discussion 

Amoiig Ille peptides obtairied by acetic acid 
clcavagc of two aspartyl bonds in tlie histone Hg, one 
Is of peculiar iiiterest for tlie purpose of the present 
paper. 

Tliis peptide designated by Ac-2 contains 34 

**~ll~hreviatioti: NBS, N-bromosuccinimide. 

North-Holland fiblishin~ Company - Amsteràam 
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NBS NB-4 AcOH Ac-2 

d AcOH 

~ h - X - 1  m-X-2 - 

- - 
Tm- 2 A - Tm-3 - 

SER-PRO-GLY-LYS-LYS-LYS-ALA-LYS ' 
110 

C-- T-19 ---) 4T-20- 

I:ig. 1 .  Ordcring of the pcptidcs froni rcsidue 58 to rcsidue 1 I l  in tlic aiiiino acid hcqucncc of chickcn crythrocy te histone H,. 
Tryptic pcptidcs arc dcsignatcd by T- and 'l'ni- (froni inalcylatcd pcptidc NB-41, and thcrniolytic peptides by 'rh-. Sites of 
clcavag of thc protcin by N-broiiiosucciniiiiidc and acctic acid arc iiidicütcil I>y NliS and AcOH rcspcctivcly. 

residucs deteriiiined as follows: Asp, Tlir, Ser,, Glu2, corresponds to tlie carboxy-terminal sequence of the 
Gly,, Ah4, Valz, Ile2, Leu,, Rie, Lys,. Arg3. The 70 first residues of the protein 111. 
presencc of üspartic acid in tliis peptide is rclatcd to I ts çürboxy-terniinal sequence Leu- Ala- Lys- 
an incomplete enucleation of the aspartyl residue due Scr - Asp was deduccd froni the kinetic study of tlie 
to a short time Iiydrolysis witli dilute acetic acid. Tlie Iiydrolysis of the peptide witli carboxypeptidase C. 
amino-teriilinal sequence of peptide Ac-2 was found Tlicse structural studies as wcll as the aniino acid 
to be: Leu-'Gln-11e-Lys-Leu. This sequence composition of tfie peptide whicli contains the only 

ARG-ARG-LEU-LEU-ALA-ALA-GLY-VAL-LEU-LYS-GLN-THR-LYS-GLY-VAL-GLY-ALA-GLY-SER-SER-PHE-ARG-LEU-ALA- 
80 90 

LYSJ2, ARGl31 

Rg.2. Sequencc of the amino-terminal nair or rne chicken crythrocytc Iiistonc ii,. 
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pliciiylalariyl residuc prcscrit in tlic Iiistone Il5 iiidicate 
obviously that tlie scqiiencc adjaceiit to tlie phctiyl- 
alanyl residue cstablislied prcvioiisly 121 coiiies ricxt 
to ilie lcucyl resiilue in positiori 70 (fig. 1). 

Tlic identilicatioti of peptide T-13 Leu-Ser- 
Ile-Arg in tlic tryptic Iiydrolysate of tlic protciii eiid 
of peptide Th-5 Leu Ser in tlic tlicrniolysiri Iiyiliolysatc 
of thc peptidc NB-4 confiriii the abovc assigniiient. 

Froin the saine tlierii~olysin Iiydrolysate ;i Iiighly 
basic pcptidc was isoliitcd. Tliis pcpticle 'r1i.x (17 
residucs) lias tlie following coiiipositioii: Asp, Scrz, 
Pro, Gly, Na3, L,cii, Lys,, Arg. 

The peptide TIi-x lias a Lciicyl rcsiduc in the 
aiiiirio-teriniiial position. Its carboxy-terminal sequeiicc 
Lys--Lys--Lys--/\la--Lys was establislied froiii Ilic 
kiiietic stiidy of tlie Iiydrolysis of tlie pcptidc willi 
carboxypeptidiises B aiid A. 

Its coiiipletc sequciicc was deduced froiii tlie 
structural data providcd by tlic derived peptides Tli-x- 
Ac-i riiid Tli-x-Ac-? obtaiticd by cleavage of tlie 
peptide Th-x witli 0.25 M acctic acid and by the 
tryptic peptides Tiii-3 ;itid T-19 (fig. 1). Tlie peptidc 
Tiii-3 was idciitificd in tlie tryptic Iiydrolysate of tlic 
iiialeylatcd pcptidc N B 4  wliereas tlie pcptide T-19 
was isolated froni tlie tryptic hydrolysatc of ille 
proteiii. 

The aiiiino-terniiiial sequencc of the peptide Th-x 
overlaps tlic carboxy-teriiiiiiai scqiictice of tlic peptide 
AC-2 (fig. 1). 

Tliese rcsults led us to present tlie sequcnce of tlic 
first 1 I l  ainino acids of tlic chickeii eryilirocyte 

Iiistonc 1-Is (fig.7). Tliis sequence wliicli corresponds 
Io about half of tlic protein rnolecule, contains al1 the 
aroinatic rcsiducs aiid inost of the Iiydrophobic 
rcsiducs biit alaiiine prcsent in tlie histone HS. 

On the otlier Iiand, the Iiiglily basic cliaracter of 
tlie carboxy-terinitial part of tlie protein appears in 
tlic coiiipositioii (in hrackets, fig.2) where half of the 
aiiiiiio acids wliicli reniain to be sequenced, are basic. 

Tliis sirongly suggests tliat al1 the globular structure 
of tlic wliole iiiolecule is located in the sequence 1-99. 
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1.  Introduction 

The sequence of the first 1 1 1 residues and some 
partial sequences of tlie carboxy-terminal region of 
chicken erythrocyte histone H5 (1 89 residues, mol. 
wt 20  580) have been detertnined [1,21. Most of the 
66  basic residues present in the histone appeared to 
be accumulated in the carboxy-terminal half of the 
protein molecule; the elucidation of such a highly 
basic sequence was probleniatic. Specific cleavage 
with pepsin at the single phenylalanine residue of the 
protein, located at position 93 of the sequence, 
released the carboxy-terminal fragment of HS. The 
sequence of this fragment (96 residues) was deter- 
mined mainly from data provided by peptides 
obtained by cleavage with trypsin and thermolysin. 
Additional information was obtained from peptides 
generated by cleavage with elastase. The complete 
sequence of the 189 amino acid residues of the 

eluted with 0.01 M HCI. Digestion of the carboxy- 
terniinal peptic fragment Px with thermolysin (Merck) 
wüs performed at 40°c in 0.1 M ammonium bicar- 
bonate (pH 8 .O) for 30 min or 2 h using an enzyme-to- 
substrate ratio of 1 : 100. The fragment Px was also 
liydrolyzed with porcine elastase (Calbiochem) at 
3 7 ' ~  in 0.1 M ammonium bicarbonate (pH 8.0) for 
30 rnin using an enzyme-to-substrate ratio of 1 :500 
or for 2 h using an enzyme-to-substrate ratio of 1 : 100. 

Maleylation, citraconylation or succinylation of 
peptide Px prior to tryptic digestion were performed 
at O'C in 0.1 M K2HP04 (pH 9.0) with a 10 M excess 
of iiialeic, citraconic or succinic anhydride relatively 
to the content of a- and carnino groups. Hydrolysis 
of the modified peptide Px with Tos-PheCH2C1- 
treated trypsin (Worthington) was performed a t  3 7 ' ~  
in 0.1 M ammonium bicarbonate (pH 8.0) for 4 h, 
using an enzyme-to-substrate ratio of 1 :5O. 

The enzymatic digests were fractionated on a 
chicken erythrocyte histone H5 is elucidated here. Sephadex G-25 (fine) column (200 X 2.5 cm) equili- 

brated and eluted with 0.01 M H a .  
The fractions containinglarge peptides, were further 

2. Materiais and methods fractionated on a CM-cellulose Oçrhatman CM-52) 
column (25 X 1.2 cm) equilibrated in 0.02 M ammo- 
nium acetate-0.2 M NaCl adjusted to  pH 6.0 with 

the foUowing additions: Histone H5 dissolved in 5% HCI. Peptides were eluted with a linear gradient of 
formic acid,was hydrolyzed with pepsin (Worthington) 
at 3 7 ' ~  for 2 h, using an enzyme-to-substrate ratio of 
1 :5O. The hydrolysate was fractionated on a Sephadex 
G-50 (fine) column (200 X 2.5 cm) equiiibrated and 

Abbreviations: Tos-PheCH,CI, N-tosylphenylalanine chloro- 
methyl ketone; DMAA, dimethyiallylamino; PTH, phenyl- 
thiohydantoin 

NaCl (from 0.2-0.6 M) in 0.02 M ammonium acetate 
buffer (pH 6.0). The srnali peptides ranging from di- 
to hexapeptides were separated by ionexchange 
chromatography on Chromobeads P (Technicon) with 
pyridine-formate and pyridine-acetate buffers [4]. 

Automated Edrnan degradation of large peptides 
was performed in a Beckrnan 890 C Sequencer using 
a DMAA program (102974) in the presence of poly- 

ElsevierJNorth-Holland Biomedical Press 
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brene [5,6]. In some cases peptides were treated with 
3-sulfophenylisothiocyanate prior to Edman degra- 
dation [7]. PTH amino acids identified by high-pres- 
Sure liquid chromatography on a column of Cls 
micro Bondapak (Waters Associates) [8] and by gas- 
chromatography as in [9]. The sequence of the small 
peptides was determined by the manual dansyl-Edman 
method [IO] or by a modified Edman degradation 
developed in [ I l ]  using 4Nfldimethylaminoazo- 
benzene4'-isothiocyanate (DABITC, Fluka AG) in 
combination with phenylisothiocyanate as coupling 
reagen t . 

3. Results and discussion 

When histene H5 is hydrolyzed with pepsin, the 
specific cleavage of the Phe-Arg bond yields a 

93 94 

peptide of 96 residues, designated by Px, with the 
following amino acid composition: 

Aspl, Thr3, Ser12,  pro^, Glyz, Alaa,, Va13, b u i ,  LYSW, 
AGI,. 
From kinetic studies with carboxypeptidases B and C 
performed simultaneously on peptide Px and on 
histone H5, peptide Px was found to be the carboxy- 
terminal half of the protein. The amino acid sequence 
of peptide Px is presented in fig.1. Detailed results 
which led to the above sequence will be published 
elsewhere. Thus the carboxy-terminal sequence of 
chicken histone H5 which remained to be determined 
[1,2], is now elucidated and with it, the complete 
amino acid sequence of the protein (fig.2). 

Chicken erythrocyte histone HS contains 189 
residues. By amino acid analysis and structural studies 
of peptide Px a precise evaluation of the number of 
serine, lysine and arginine present in the protein could 
be obtained. Thus histone H5 contains 26 serine, 
44 lysine and 22 arginine, instead of 25,42 and 2 1, 
respectively, as described in [2]. Moreover the 
sequences Gly-Ser and Aia-Lys in [1], were found 

90 91 110 111 

94 100 110 
(H) Arg-Leu-Aia-Lys-Ser-Asp-Lys-Ala-Lys-Arg-Ser-Froiy-Lys-Lys-Lys-Lys-Ala-Val-Arg-Arg-Ser-Thr-Ser- 

d Th- l / c.-- 
-Ur 1 * -h-- - 

E-2 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  AED +++++++++++++++++++++++++++ 
120 130 140 

~ro-~ya-~ys-~la-~la-~rg-~ro-~rg-~ys-~la-~rg-~er-~ro-~la-~ys-~ys-~ro-~ys-~la-~hr-~ia-mg-~ys-~la- 

Fig.1. Carboxy-terminai sequence of chicken erythrocyte histone H5. ni, peptide from digestion with thermolysln; Tm, peptide 
from digestion with trypsin after maieyiation; Tc, peptide from digestion with trypsin after citraconyiatiod; Ta, peptide from 
digestion with trypsin after succinyiation; E, peptide from digestion with eiaatase; AED, automated Edman degradation. 
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Fig.2. Amino acid sequence of chicken erythrocyte histone H5. 

to be Ser-Gly from the sequence determination of 
90 91 

the tryptic peptide (residues 86-94) and Lys-Ala 
110 111 

from the data provided by automated Edman degra- 
dation of peptide Px. 

Histone H5 is characterized by an asymmetrical 
distribution of the hydrophobic and basic residues 
simiiar to that found in trout histone Hl [12]. The 
amino terminal half of histone H5 contains most of 
the hydrophobic residues and al1 the aromatic residues 
of the protein and has been shown to  take up a 
globular conformation at ionic strength >0.1 [2,13]. 
The globular region is, in fact, from residues 22-100 
[14]. The carboxy-terminal half, which corresponds 
exactly to the fragment Px (residues 94-189) is 
strongly basic. Lysine and arginine account together 
for 5û% of the total residues in the fragment Px. The 
remainder of the residues is almost exclusively com- 
posed of alanine, serine and proline. Such a composi 

tion isnot expected to support an organized structure. 
As a matter of fact no secondary or tertiary structure 
was shown by circular dichroism and nuclear magnetic 
resonance studies, between residues 100-1 89 [2]. 
However the distribution of the proline residues 
within the carboxy-terminal region of histone H5 
delimits two long basic sequences (fig.2) (the fust 
between proline-134 and proline-149, the second 
between probe-1 55 and probe-176) which could 
take up a helical conformation when the positive 
charges are neutralized by the phosphate groups of 
DNA. The fact that serine-145 and serine-166 have 
been found phosphorylated in vitro by a rat pancreatie 
kinase (A. Martinage, P. S., unpublished) supports the 
idea that these two sequences are likely privileged 
sites for the bindingof histone H5 to DNA, through 
electrostatic interactions. 

On the other hand, when the sequence of chicken 
histone H5 is aligned for maximum homology with 
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Chicken H5 ; S  . P - A - P - A - - - K - P - K -  

Goose H5 S  
1 O 

Q~lz-l : a n . P - A - P - A -  A  - K - P - K - R  

30 
ChickenH5 S - H - P - T - Y - S - E - M - 1 - A - A -  A  - 1 - R - A  K - S - R - G - G - S - S - R -  

Goose H5 S - H - P - T - Y - S - E - W - 1 - A - A -  A  - 1 - R - A  K - S - R - G - G - S - S - R -  . 
30 

50 
Chicken H5 Q  - S  - 1  - Q  - K . 
Goose H5 Q - S - 1 - Q - K .  

50 

Chicken H5 1 - R  - R  - L  - L  , 

Goose H5 1 - R - R - L - L ,  

80 90 
G - V - L - K - ' - T - K - G - V - G - A - S - G - S - F - R - L -  

G - V - L - K - Q - T - K - G - V - G - A - S - O - S - F - R - L -  
80 90 

100 
Chiaken H5 D - K - A - K - R - s - ~ - - - G - - - - - K - K - K - K - A  

110 
D - K - A - K - R - s - P - A - G - R - K - K - K - K - K - A  

1 O0 120 

120 130 140 
ChickenH5 S - P - K - K - A - A - R - P - R - K - A -  R  - S - P - A - K - K - P - K - A  

Goose H5 S - P - K - K - A - A - R - P - R - K - A - R - S - P - A - K - K - P - K - A  
130 140 H::.::: 
150 160 

ChickenH5 A - R - K - K - S - R - A - S - P - K - K -  A  - K - K - P - K - T - V - K - A - K - S  

Goose H5 A - R - K - K - S - R - A - S - P - K - K - A - K - K - P - K - T - V - K - A - K - S  
150 160 0: 

Chicken H5 : : : a : I':lz/ R - S - K -  P - R - A - K - S - G - A - R - K - S - P - X - K - K  180 
189 

Goose H5 R - S - K - P - R - A - K - S - O - A - R - K - S - P - K - K - K  
170 180 190 193 

Fig.3. Cornparison of amino acid sequenœs of chicken erythrocyte histone HS and goose erythrocyte histone HS [15]. The two 
sequences shown with the one-ietter code (see J.  Biol. Chem. (1979) 254,7), are aiigned for maximum homology. Amino acid 
changes are indicated by boxes and deletions by (-). 

that of goose histone H5 [15], 30 differences can be 
observed (fig.3). Of these differences, 14 correspond 
to nonconservative amino acid replacements and 4 are 
deletions. The changes occur mainly in the amino- 
terminal and carboxy-terminal sequences of the his- 
tones. In the amino-terminalsequence (residues 1-22) 
1 deletion and 10 substitutions of which 5 are not 
conservative are found. In the carboxy-terminal 
sequence (residues 100-1 89) 9 substitutions and 
3 deletions take place. The globular regions (residues 
23-99) show an extensive homology; besides the few 
conservative changes observed, the replacement of the 
sequence Hls-Asn of chicken HS by the sequence 

62 63 

Gln-His in goose HS, must be quoted. 
63 61 

Tfie conservation of the sequence of the globular 
region in avian histone H5 might be related to a funda- 
mental function, e.g., protein-protein interaction, in 
the chromatin. 
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1 - H I S T O R I Q U E  

L'histone H5 ne contenant qu'un résidu de méthionine, 

la première étape de la détermination de la structure primaire a consisté 

à couper la protéine par le bromure de cyanogène qui libère deux fragments 

appelés CN-1 (résidus 1 à 31) et CN-2 (résidus 32 à 189). 

La séquence du fragment CN-1 a été réalisée par 

GREENAWAY et MURRAY (63). Ces auteurs ainsi que GAREL et coll. (52) 
ont mis en évidence une hétérogénéité en position 15. 

Rous avons entrepris à la demande de Mademoiselle CHAMPAGNE 

et du Professeur DAüNE la détermination de la séquence complste de l'histo- 

ne H 5 .  

La dégradation automatique de EDMAN du fragment CN-2 et 

les études structurales réalisées sur les peptides obtenus par hydrolyse de 

la protéine par la trypsine, la chymotrypsine et la N-bromosuccinimide ont 

permis d'établir la séquence des 70 premiers résidus (tableau IV, page 46) 
(53). 

La N-bromosuccinimide libère par coupure à la tyrosine 59 
le peptide COOH-terminal NB-4 (résidus 59 à 189) qui a 6té hydrolysé par la 

trypsine après maléylation ou par la thermolysine. 

L'étude des peptides des différents hydrolysats nous a 

permis d'établir la séquence des 111 premiers résidus de l'histone H5 (pu- 

blication 1 et S ) ,  (1131, (114). 

Pour la détermination de la séquence de la partie COOH- 

terminale de la protéine, l'hydrolyse pepsique s'est révélée d'un grand 

intérêt puisqu'elle libère avec un rendement de 80 %, un fragment de 96 ré- 

sidus en position COOH-terminale dans la protéine, par coupure de l'unique 

liaison phénylalanyle présente dans l'histone H5. 





Cette méthode de coupure par la pepsine a été préférée 

à l'hydrolyse de l'histone H5 par l'acide acétique 0,25 - N qui coupe la pro- 
téine au niveau des résidus d'acide aspartique en position 65 et 99 et li- 

bère plusieurs fragments dont le fragment COOH-terminal (résidus 100 Èi 189) 

mais avec un rendement de 65 %. 

La coupure par l'acide acétique 0,25 présente cepen- 

dant un intérêt majeur, d'une part pour les études confonnationnelles, 

d'autre part pour l'étude des sites antigéniques de l'histone H5. 

2 - ISOLIFEiIEI9T ET CARACTERISATION DU FRAGMENT PEPSIQUE COOH-TERMINAL 

(FRAGMENT Px ) DE L' HISTONE 

2-1 Hydrolyse de l'histone H5 par la pepsine et fractionne- 
------CI-------------------------------------------------- 

ment de l'hydrolysat 
-------O-------- 

100 mg de protéine dissous dans 6 m l  d'acide formique à 

5 % sont hydrolysés pendant 2 heures à 3 7 O C  par la pepsine avec un rapport 

enzyme/substrat de 1/50. 

L'hydrolysat est ensuite deposé sur une colonne de Sepha- 

dex G.50 F (195 x 2,5 cm) équilibrée et gluée avec l'acide chlorhydrique 0,OlN. - 
La détection des peptides est rkaliske par lecture de la densité optique de 

1' éluat à 220 nm (figure 10, page 48). 

L'électrophorèse de la fraction 1s en gel de polyacryla- 

mide à 17 % d'acrylamide dans le systhe acide ac6tique 0,9! - urée 2,5 - M 
décrit par PARYIM et CHAKLEY (109) montre qu' elle renferme un seul composant 

qui correspond au fragment Px. 



CHROMATOGRAPHIE DE GEL-FILTRATION DE L'HYDROLYSAT PEPSIQUE DE L'HISTONE HS 

SUR COLONNE DE SEPHADEX G. 50 F 

D.O. 220 nm 
3,o r 

900 Effluent (ml) 



Le îragment Px ne migre pas en chromatographie sur papier 

dans le système solvant n-butanol-pyridine - acide acétique - eau (15 : 10: 3: 12) 
(vlv) et migre sous forme d'une large trainée en électrophor8se à pH 3.6 dans 

le tampon pyridine - acide acétique - eau (1:10:289) (v/v), (figure 10, pa- 
ge 48). 

2-2 Composition en acides aminés --------------------------------- 

La composition du fragment Px apparaît dans le tableau V 

(page 50) en comparaison avec celle de l'histone H5. 

Le peptide se caractérise par sa richesse en acides amines 

basiques (48 sur 96 résidus). 

Il est dépourvu d'acides aminés aromatiques, d'acide glu- 

tamique, de méthionine et d'isoleucine. Il renferme un résidu d'acide aspar- 

tique et de leucine, deux résidus de glycine et trois résidus de thréonine 

et de valine. Ces acides aminés, en faible quantité, constituent autant de 

marqueurs qui représentent un grand intérêt pour le recouvrement et l'ali- 

gnement des peptides dans la séquence. 

3 - DGTEFtMINATIOli DE LA SEQUENCE EN ACIDES AMINES DU FRAGMENT PX 

3-1 Stratégie adoptée 
---------i---------iI- 

A cause de la composition particulière du fragment Px, 

les seules mkthodes applicables pour la détermination de sa structure sont 

des méthodes enzymatiques. En outre, les seuls enzymes utilisables sont la 

trypsine, la thermolysine et, en dernier lieu, l'élastase. 



TABLEAU V 

COMPOSITION EN ACIDES AE4INES DU FRAGMENT Px * 

* La composition en ac ides  aminés du fragment Px e s t  exprimée en 
nombre de rés idus  par mole de peptide. .y " 

( ' a"") 

... 

Acides aminés 

Acide aspar t ique  

Thréonine 

Çérine 

Acide glutamique 

Proline 

Glycine 

Alanine 

112 Cystine 

Valine 

Méthionine 

Isoleuc i n e  

Leucine 

Tyrosine 

Phénylalanine 

His t id ine  

Lùfsine 

Arginine 

Nombre de résidus 

I 

Fragment Px 

1 

3 

12 

- 
9 

2 

17 

- 
3 
- 
- 
1 

- 
- 
- 

3 4 - 
1 4  

9 6 

Histone H 5  

3 

6 

26 

7-8 

1 3  

9 

29 
- 
8 

1 

6 

8 

3 

1 

3 

4 4 
21-22 

189 



Ce fragment Px constitue la partie de l'histone H5 

la plus difficile à séquencer à cause de la présence de nombreux enchai- 

nements basiques et de sites de coupures communs à la thermolysine et à la 

trypsine. 

Le peptide suivant en est l'exemple type : 

Ala - Arg - Lys - Lys - Ser - Pro - Lys - Lys - 

T : Trypsine 

Th : Themolysine 

Pour résoudre ces difficultés et dans le but d'obtenir 

de gros fragments, les hydrolyses ont été effectuées dans des conditions oi3 

l'action de l'enzyme a ét6 limitée soit par blocage du groupe e-aminé de la 

lysine (hydrolyse trypsique limitée aux seules liaisons arginyles), @oit par 

modification des conditions dl hydrolyse (température basse, faible rapport 

enzyme/substrat , hydrolyse très courte). 

3-2 Méthodes utilisées 

3-2-1 Hydrolyses enzymatiques du fragment Px ....................... 
a) Hydrolyses du fragment Px par la thermolysine ....... . ....*.**.*. . . . . * . . . . . . . ~ . * . . . . . e . . . . . ~ . *  

La thermolysine agit spkcifiquement au niveau des 

liaisons oii se trouve engagée la fonction a-amin6e des acides aminés à chaîne 

latérale hydrophobe : isoleucine, leucine, valine, méthionine, phénylalanine, 



alanine, thréonine, Des liaisons de type X-sérine peuvent être également 

coupées par la thermolysine. 

Le fragment Px contient 17 résidus d'alanine, 1 résidu 

de leucine, 3 résidus de valine, 3 résidus de thréonine et 12 résidus de 

sérine qui constituent autant de sites potentiels de clivage par la ther- 

molysine. 

Les deux hydrolyses du fragment Px die l'histone H5 par 

la thermolysine sont réalisées, à 20°C, en milieu IV-méthylmorpholine 0,lM - 
pH 8,0, pendant 30 minutes et 2 heures, en utilisant un rapport enzyme/ 

substrat de 1/250. Les hydrolyses sont arrêtées en abaissant le pH à 3,5 

par de l'acide formique à 70 5.  Les hydrolysats sont ensuite lyophilisés. 

b) ~ d r o ï y s e  du fragment Px par la trypsine aprks 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . * . S . *  ...*...*..***.......*.. 

citraconylation ....*.*....*... 
Le peptide Px contient 34 résidus de lysine et 14 rési- 

dus d'arginine sur un total de 96 résidus. En limitant la coupure par la 

trypsine aux seules liaisons arginyles, cela permet d'obtenir un nombre 

restreint de peptides et de taille relativement importante. 

Le blocage du groupement e-miné des résidus de lysine 

peut être fait par citraconylation (41). 

L'anhydride citraconique réagit spécifiquement avec les 

groupes €-aminés libres de la protéine. La citraconylation est réversible 

et le déblocage des fonctions €-aminées est obtenu rapidement à pH 3,5 e% à 

40°c. 

- Obtention du fragment Px citraconylé 
Le fragment Px est dissous dans un tampon K2HP04 0,1M - 

pH 9,O à O°C. La citraconylation est réalisée en ajoutant progressivement 



10 ymoles d'anhydride citraconique par wole de lysine. Le pH est maintenu 

constant à 9,O par addition de soude 2N. - 

Un dessalage est effectué sur une colonne de Sephadex 

G.50 F (140 x 2,5 cm) gluée et équilibrée par NHllOH 5 mM. - 

- Hydrolyse trypsique du fragment Px citraconylé 
Le fragment Px est hydrolysé à 37'~ pendant 2 heures 

en milieu bicarbonate d'ammonium 0,lM pH 8,0 avec de la trypsine traitée 
+ - 

par le TPCK (inhibiteur de la chymotrypsine). 

Le rapport enzyme/substrat est de 1/50 en poids. 

L'arrêt de l'hydrolyse est obtenu en abaissant le pH à 3,5 par addition 

d'acide formique à 70 5.  

La décitraconylation complète des peptides est obtenue 

en maintenant l'hydrolysat à pH 3,5 et à 40°C pendant 3 heures. L'hydrolysat 

est alors lyophilisé. 

c) Hydrolyses du fragment Px par l'élastase 
o.*......*..........*...* o.*.*.*..*.*..**.. 

L'klastase hydrolyse les liaisons peptidiques du côté 

NH2-terminal ou COOH-terminal des acides aminés à chaîne latérale hydro- 

phobe non aromatique : alanine, valine, isoleucine et leucine. 

L'hydrolyse est effectuée 37°C en milieu bicarbonate 

d'ammonium 0,lM pH 8 ,O pendant 30 minutes en utilisant un rapport enzyme/ - 
substrat de 11500 ou pendant 2 heures avec un rapport enzyme/substrat de 

1/100. 

+ 
TPCK : L- (1-tosylamido-2-phényl ) éthyl chlorométhyl cétone. 



3-2-2 Fractionnement des hydrolysats ------------------- 

a) Chromatographie de Gel-f iltration .................................... 
Les différents hydrolysats sont fractionnés sur une 

colonne de Sephadex G.25, G.50 F ou G.lOO (200 x 2,5 cm) ou (140 x 2,5 cm) 

équilibrée et éluge par HC1 0,01 - I?. 

Les fractions correspondant à un pic du diagramme 

d'élution obtenu par lecture de la densité optique à 220 nm sont ras- 

semblées et lyophilisées. Les fractions peptidiques sont dissoutes dans 

2 ml de HC1 0,01 - N et conservées à -20'~. 

b) Chromatographie d'échange d'ions ................................... 
- Chromatographie sur colonne de carboxyméthyl- 

cellulose. 

Les peptides les plus basiques sont fractionnés sur une 

colonne (20 x 2,5 cm) de carboxyméthyl-cellulose (CM, Cellulose 52 Whatman). 

La colonne est équilibrée en tampon acétate d'ammonium 

20 - mM ajusté à pH 6,0 par HC1 et les peptides sont élues avec un gradient 
linéaire de NaCl de 0,2 à 0,6 M. - 

- Chromatographie sur colonne de Chromobeads P. 
Les fractions gluées tardivement au cours de la chroma- 

tographie de gel filtration sont souvent complexes et correspondent 

généralement à des peptides de petite taille moléculaire. Ces peptides 

sont fractionnés sur une colonne de résine Chromobeads P (~echnicon Corpo- 

ration) équilibrée dans un tampon pyridine 0,l g(ajust6 à pH 2,9 par de 

l'acide formique pur)et themostatée à 6o0C. 



L'élution des peptides est réalisée avec un gradient de 

pH croissant de 2,9 à 5 ,O  et de molarité croissante en pyridine de 0,l & 

2 - M ( 1 5 5 ) .  

Les peptides basiques, encore fixés sur la résine après 

le passage du gradient, sont glués avec du tampon pyridine 2 K - acide acé- 
tique pH 7,O. 

La détection des peptides s'effectue par la réaction 

à la ninhydrine et la réaction de SAKAGUCHI (pour les peptides contenant 

de l'arginine) sur des aliquotes prélevées automatiquement dans chaque 

fraction de l'éluat. 

3-2-3 Contrôle de pureté des fractions peptidiques -------------------------- 

Chaque fraction est soumise à un contrôle de pureté 

par chromatographie et électrophorèse sur papier Whatman 3 MM préala- 

blement lavk 8 l'acide acétique à 10 %. 
La chromatographie est réalisée pendant 18 heures 

dans le solvant n-butanol/pyridine/acide acétique/eau (15 :10: 3:12) (v/v) 

en présence de rouge de phénol utilisé comme marqueur externe. 

L'électrophorèse se fait perpendiculairement à la 

chromatographie pendant 75 minutes sous un voltage de 2 200 volts dans un 

tampon de pH 3,6 (pyridine/acide acétique/eau) (1:10:289) (v/v) et en 

présence d'acides aminés (acide aspartique, tyrosine, arginine) comme 

marqueurs de migration. 

Les peptides sont localis6s sur l'électrochromato- 

gramme avec le réactif ninhydrine-cadmium (84). Pour les peptides renfermant 
de l'arginine, la révélation à la phénanthrène-quinone a été utilisée (43), 

(158). 



Les gros fragments peptidiques sont soumis à l'analyse 

électrophorétique en gel de polyacrylamide à 17 % d'acrylamide en milieu 
urée 2,5 M et à pH 2,7 selon la technique de PAI?YïM et CHACKLEY (109). 

3-2-4 Etude structurale des peptides 
- - - - - - - - - . - - - - - - - - - - -  

L'étude de chaque peptide est faite selon le schéma 

suivant : 

- composition en acides aminés sur Autoanalyseur Beckman, 
type Multichrom A. 

- détermination de l'extrémité NH2-terminale par dansy- 
lation suivant le protocole décrit par GRAY et HARTLEY (62). 

- détermination de l'extrémité COOH-terminale par hydro- 
lyse par les carboxypeptidases A, B ou C? 

- détermination de la séquence par dégradation récurrente 
de EDMAN (44) utilisée en méthode manuelle ou en méthode automatique*sur 

Séquenceur Beckman 890 C ou par la méthode de CHANG~(~O) utilisant le ~-NN- 

diméthylaminoazobenzène 4 ' -isothiocyanate. 

- identification des PTH amino-acides par microchromato- 
graphie sur couche mince (35) ,  chromatographie liquide à haute ~erformance* 

(66), et par chromatographie en phase gazeuse*( 110). 

3-3 Résultats 

La séquence complète des 111 premiers résidus est connue 

(publication 1 et 2) ,  (113), (114). 

-------------------------------------------.-------.----------------------------- 

* Ces techniques sont détaillées dans l'appendice technique (~age 116). 



Les hydrolyses de l'histone H5, du fragment NB-4 (rési- 

dus 59 à 189) obtenu par coupure de l'histone H5 avec la N-bromosuccinimide, 

par la trypsine et la themolysine nous ont donné des séquences peptidiques 

importantes appartenant à la partie COOH-terminale de la molécule (résidus 

112 à 189 ) . Ces résultats apparaissent dans le tableau VI, page 58 . Il était 
donc nécessaire d'obtenir de gros fragments peptidiques pour le recouvrement 

et l'alignement de ces petits peptides dans la séquence de l'histone H5. 

3-3-1 Dégradation automatique de EDMAN du fragment Px . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Ce peptide a été soumis à une dégradation automatique de 

EDMAN sur un séquenceur Beckman 890 B au laboratoire du Docteur COHEN-SOLAL 

à Créteil (unité INSERM 91). 

La détermination de séquence a été effectuée sur 470 nano- 
moles en tampon diméthylbenzylamine 0,8&. 

L'identification des PTH amino-acides a été faite par 

microchromatographie sur couche mince (35) et par chromatographie en phase 

gazeuse ( 110 ) . 

Nous avons pu établir la séquence des 32 premiers rési- 

dus du peptide Px et prolonger ainsi la séquence jusqu'au résidu 125. 

Cette séquence NH2-terminale du fragment Px comporte 

deux résidus de proline, de nombreux résidus basiques et tout particulière- 

ment un enchainement (Lys)4 qui diminuent le rendement de la dégradation 

automatique de EûbiAN. 

3-3-2 Rude des peptides obtenus Far hydrolyse du . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
fragment Px avec la thermolysine 
- - - - - - - - - - -  - ----  -- 

Nomenclature Les peptides obtenus par hydrolyse du peptide Px par ------------ 
la thermolysine sont désignés par Th et numérotés suivant leur position 



PFPTIDES THERMOLYSIQUES ET TRYPSIQUES DE LA PARTIE COOH-TERMINALE DE L'HISTONE H5 

Ces peptides nous ont fourni les recouvrements nécessaires pour l'alignement des peptides obtenus par l'élastase, ainsi 
que les données structurales pour déterminer la structure d'un long peptide (peptide ~ h - 4 ,  résidus 121 à 146) 

obtenu par hydrolyse brève du fragment Px avec la themolysine. 

A r g - L e u - A ï a - L y s - S e r - A s p - L y s - A ï a - L y s - A r g a  

- 131-8 Tm-' - Lys-Ala-Ser-Lys-Ala-Iqs-Lys-Val-Lys-Arg 

P Ts > c ~m-6 + 
Lys-Iqs-Ser-Arg 

c--Th-10 - 
Ser-Lys-Pro-Arg 

Les peptides sont numérotés selon leur position 
dans la séquence. 

Th : Thermolysine 
Tm : Trypsine (maldylation) 
Ts : Trypsine ( succinylation ) 

I 
vl 
OD 

1 



dans la séquence (publication 3), (23). 

La composition en acides aminés du Px indique 23 sites 

potentiels de coupure par la thermolysine (!Chr, Ala, Val,  eu), avec des pos- 

sibilités de coupure au niveau des 12 résidus de sérine bien que cet acide 

aminé n'ait pas un caractbre hydrophobe. 

 intérêt de réaliser l'hydrolyse pendant 30 minutes ou 
2 heures et Èi température ambiante est donc de limiter les coupures aux seuls 

résidus d'alanine et de valine qui permet l'obtention de fragments peptidi- 

ques particulièrement intéressants : ~ h - 4  (26 résidus), Th-7 (7 résidus) et 
Th-12 (10 résidus). 

Le peptide Th-7 de séquence Val-Lys-Ala-I;ys-Ser-Arg-ws, 

habituellement coupé par la thermolysine et la trypsine au niveau de la liai- 

son Lys-Ser assure un recouvrement essentiel. 

Les conditions d'hydrolyse, par la thermolysine du frag- 

ment Px pour l'obtention de ces trois peptides, sont présentées dans le 

tableau V I 1  (page 60). 

Peptide ~ h - 4  (Résidus 121 à 1.46) 

Ala - Ala - Arg - Pro - Arg - Lys - Ala - Arg - Ser - Pro - Ala - Lys - Lys - 
Pro - Lys - Ala - Thr - fia - Arg - Lys - Ala - Arg - Lys - Lys - Ser - Arg 

Le diagramme d'élution des peptides thermolysiques frac- 

tionnés sur colonne de Sephadex G. 100 (200 x 2,5 cm), est présenté dans la 

figure 11. (page 61 ) . 
Nous nous intéresserons uniquement à la fraction 1s qui 

renferme un composant majeur légèrement contaminé par des constituants de 

migration électrophorétique plus rapide. 





CHROMATOGRAPHIE DE GEL-FILTRATION SUR COLONNE DE SEPHADEX Go100 DES PEPTIDES 
i 

OBTEiVüS PAR HYDROLYSE DE 30 MIlPUTES DU FRAGMENT Px AVM: LA THERMOLYSIm 

D.O. 220 nm 

800 900 1 000 Effluent ( m l )  

figure 11 

CHROMATOGRAPHIE DE LA FRACTION 1s SUR COLONNE DE CM-CELLULOSE 

J 

I 1 I 

5 O 500 600 700 Effluent ( m l )  

Gradient 



Cette f rac t ion  1s hktérogène e s t  chromatographiée sur 

une colonne de carbométhyl-cel lulose  dans l e s  conditions décr i tes  précé- 

demment. Le diagramme d'élution apparaft dans l a  f igure  12 (page 61 1. 

La f rac t ion  4 de ce diagramme renferme l e  peptide majeur 

de l a  f ract ion 1s. La composition en acides aminés de ce peptide ~h-4 e s t  l a  

suivante : 

l%r Ser Pro Ala Val LY s h i 3  

1 ,3  (1) 2,4 ( 2 )  3,2 (3 )  790 (7 )  095 (0) 794 (7 )  596 (6 )  

a) Dansylamino-ac ide iVH2-terminal ................................. 
Deux dansylamino-acides sont obtenus : l a  DNS-Ala qui 

const i tue  l e  dérivé majeur et  l a  DNS-Ser qui const i tue  l e  dérivé mineur. 

L'obtention de ces deux dCrivés dansylés montre que l a  pur i f icat ion du pep- 

t i d e  ~ h - 4  par chromatographie sur CM-Cellulose est incomplète. Toutefois, 

malgré l a  présence d'un contaminent mineur dans l e  peptide Th-4, nous avons 

pu déterminer l a  séquence NH2-terminale. 

b ) Dégradation automatique de EDMAN ................................... 
Ce peptide a é t é  soumis à l a  dégradation automatique 

de EDMAN sur séquenceur Beckman 890 C avec un programme diméthylallyla- 

mine (DMAA 1 e t  en présence de polybrène ( 69 ) , ( 131 ) . 
Nous avons pu a in s i  déterminer l a  séquence des 20 pre- 

miers rCsidus avec toutefois  une incer t i tude pour l e s  résidus 17 (Thr) e t  

19 ( ~ r g )  , ( tableau V I I I ,  page 63 ). 

La séquence complète du peptide Th-4 a é t6  élucidée 

grâce aux peptides trypsiques Tm-3, Tm-4, Tm-5, hn-6 obtenus précédemment 

( tableau V I ,  page 58) par hydrolyse trypsique de l 'h is tone H5 msléyl6e. 

Ala - Ala - Arg - Pro - Arg Ser - Pro - Ala - Lys - Lys - 

Pro - Lys - Ala - Thr - Ala - Arg Lys - Ala - A r g c w ; y e r  - Ar1 
- Tm-4 wp Tm-5 



RESüLTATS DE LA DEERADATIOB AUTOMATIQUE DE EDMAlB DU PEPTIDE ~ h - 4  (résidus 121 à 1.46) 

OBTENU PAR HYDROLYSE DU FRA- Px PAR LA THERMOLYSIHE 

O 5 10 15 cycles O 5 10 15 cycles O 5 10 15 cycles O 5 10 15 cycles O 5 10 15 cycles 

250 

200. 

150 

100. 

50 

Chaque nombre placé en haut d'un pic correspond au cycle 03 la phénylthiohydantolne 

considérée a été identifiée. 

nM : nanomoles 

O 5 10 15 cycles 

* 

LY s 

. 

1"&20 

C 1 I I 

- 250 
Ser 

- 
Thr 

250 r 250 

200 

- 150 

100 

. 50 

9 . i - 1  

Ala Pro 
2 200 , . 200. 

- 150 

. 100. 

. 50 . 10 50 

, 17 1 , . l 

. 4 
150 - 3.50 

100 . 



Peptide Th-7 ( ~ é s i d u s  158 à 164) 

Val - Qs - Ala - Lys - Ser - Arg - Lys 

Ce peptide e s t  obtenu par action de l a  thennolysine sur 

l e  fragment Px dans des conditions d'hydrolyse l imitée  (2  heures, température 

ambiante, rapport enzyme/substrat 1/250 ) . 
Le diagramme d'élution des peptides sur colonne de 

Sephadex G. 25 (200 x 2,5 cm) e s t  présenté dans l a  f igure 13 (page 65) 

La f rac t ion  45 contenant l e  peptide Th-? a é t é  chroma- 

tographiée sur une colonne de CM-Celluïose suivant l e s  conditions décr i tes  

précédemment. Le diagramme d'élution e s t  pr6senté dans l a  f igure 14 (page 65) 

La fraction 6 correspond au peptide Th-?. 

a )  Composition en acides aminés ............................... 
Ser Ala Val u s  

1928 (1)  0996 (1)  1900 (1 )  2.93 (3 )  1928 ( 1 )  

DNS - Val 

c ) Hydrolyse par l a  carboxypeptidase B ...................................... 
L'hydrolyse du peptide Th-7 par l a  carboxypeptidase B 

pendant 4 heures donne l a  séquence COOH-teminale : Arg - ws. 

Le fragment Px contient 3 résidus de valine placés dans 

l e s  peptides suivants obtenus par hydrolyse du fragment NB-4 par l a  thermo- 

lys ine  (tableau V I ,  page 58) 



CHROMATOGRAPHIE DE GEL-FILTRATION SUR COLONNE DE SEPHADM G.25 DES PEPTIDES 

OBTENüS PAR HYDROLYSE DE 2 HEURES DU FRAGMENT Px AVEC LA THERMOLYSINE 

D.O. 220  nm 

700 
figure 1 3  

CHROMATOGRAPHIE DE LA FRACTION 3s 
SUR COLONNE DE CM-CELLULOSE 

8 900 E f f l u e n t  ( m l )  

C.HROoMAT0GRAPHIE DE LA FRACTION 4s - 
SUR COLONNE DE CM-CELLULOSE 

O 100 200  Ef f l  . (ml ) O 

figure 1 5  

100 200  E f f l .  ( m l )  

figure 14 



Th-2 Ala - Val - Arg - Arg - Ser 
Th-9 Val - Lys - Arg 
Th-78 Val - Lys - Ala - Lys 

La séquence du peptide Th-7a, la composition en acides 

aminés et les résultats de séquence obtenus sur le peptide Th-7 permettent 

de déduire sa séquence complète sans ambiguité. 

Val - Lys - Ala - W s  - Ser - Arg - Lys 
.t-- Th-'la----+ 

Peptide Th-12 (~ésidus 180 à 189) 

Ser - Gly - Ala - Arg - Lys - Ser - Pro - Lys - Lys - Lys 
Ce peptide présent dans la fraction 3s de lvhydrolysat 

thermolysique (2 heures, température ambiante, rapport enzyme/substrat 1/250) 

fractionné sur colonne de Séphadex (figure 13, page 65) a bt$ purifié 8ur CO- 

lonne de CM-Cellulose (figure 15, page 65 ). 

a) Composition en acides aminés .**...........*.*.*~*~....*~~ O *  

Ser F'ro G ~ Y  Ala Lys k g  

1957 (2) 0395 (1) 0996 (1) i,W (1) 3,98 (4) 0,99 (1) 

b ) Dansylamino-ac ide NH -terminal ....*.*.*.....*.*... ..*2.....*... 

DMS - Ser 

c) Dégradation automatique de EDMAN ...*.*.....*..**.*.*~*.....* ...*.*. 
Le peptiae Th-12 contient 10 résidus d'acides amines dont 



4 résidus de lysine. Nous avons donc jugé necessaire de bloquer le groupe 

e-aminé de ces résidus de lysine par le 3-sulfo-PITC pour éviter que le 

peptide ne soit entraîné hors de la coupelle du s6qwnceur automstique pendant 

les opérations de lavage gui interviennent au cours de la dégradation autana- 

tique de E W .  

La séquence complkte de ce peptide a été établie & 

partir de 160 nanomoles de peptide traité au 3-sulfo-PITC. La dégradation 

a été réalisée en tampon diméthylallylamine et en présence de polybrane. 

3-3-3 Etude des peptides obtenus par hydrolyse du ......................... 
fragment Px de l'histone H5 par l'élastase ..................... 

Nomenclatrme Les peptides obtenus par hydrolyse du peptide Px par 
--------O-- 

l'élastase sont désignés par E et numérotés suivant leur position dans la 

séquence (publication 3 ) . 
Le peptide Px est hydrolysé pendant 30 minutes en 

milieu bicarbonate d'ammonium 0,l.M - pH 8,0 à 37OC avec un rapport enzyme/ 

substrat de 1: 500. 

Les peptides résultant de cette hydrolyse sont frac- 

tionnés par chromatographie de gel-filtration sur colonne de Sephadex G. 50 F. 

La courbe d'élution de ces peptides est présentée dans 

la figure 17 (page 69 ). Cinq fractions, 1S, 2S, 3S, 4s et 5s sont obtenues. 
En raison de leur hétérogénéité, ces fractions ont été chromatographiées sur 

une colonne de carboxyméthyl-cellulose dans les conditions décrites précé- 

demment. L'obtention des peptides est schématisée dans le tableau IX ( p q e  68) 

Peptide El 

Arg - Leu - Ala - Lys - Ser - Asp - Lys - Ala - Lys - Arg - Ser - Pro - Gly - 
Lys - Igs - ïqs - W s  - Ala - Val - Arg - Arg - Ser - Thr - Ser - Pro - b s  - 
Lys - Ala 



S C H W  D'OBTEXI'ION DES PEPTIDES DE L'HYDROLYSAT PAR L'ELASTASE 

1 

Fractionnement de 

l'hydrolysat par 1'Eiastase 

sur G 50 F 

I 
Fraction 3s 

Purification sur 
I 

Purification sur I 
Chromobeads P. 

CM-Cellulose CM-Cellulose 

Fraction 1 Fraction 4 E4 
Résidus 138 à 151 

Résidus 97 à 127 
Résidus 128 à 137 

E l  , 
Résidus 94 à 121 

E 5  
Résidus 142 à 157 

Les chro~atographies sur colonnes de Sephadex G.50 F, de CM-Cellulose 

et de Chromobeads P. sont présent6es dans les figures 17 (page 69), 

17a, 17b (page 70) et 17c (page 71). 

TABLEAU IX 



fXiROMATOGRAPHIE DE GEL-FILTRATION SUR COLONNE D E  SEPHADM G e 5 0  F DES P E P T I D E S  

OBTENUS PAR HYDROLYSE DE 30 MINüTES DU FRAGMENT Px AVEC L'ELASTASE 

D.O.  220 nm 

300 700 E f f l u e n t  ( m l  ) 

figure 17 



,O. 230 nm 
/ 

CHROMATOGRAPHIE DE LA FRACTION 1s SUR COLONNE DE CM-CEUULOSE 

figure 17a 

figure 17b 



SEPARATION DES PEeTlDES O B T W S  PAR LIELAS!i'ASE, DE LA FRACTION 4s 

SUR COLONNE DE CHROMOBEADS P. 

1 1 1 1 

O 100 300 500 700 Effluent (ml) 

figure 17c 



a) Composition en acides aminés ............................... 
ASP Thr Ser Pro G ~ Y  Ala Val Leu 

0999 (1) 0995 (1) 3,55 (4) 2,05 (2) 1,08 (1.) 3,91 (4) 0,99 (1) 0,94 (1) 

Lys Art3 

8369 (9) 4907 (4) 

b) Dégradation de EDMAN ....*..*....*.*.... .... 
Deux cycles de dégradation de EDMAN ont permis d'établir 

la séquence NH -terminale : Arg - Leu, 
2 

c) Hydrolyse par la carboxypeptidase C ...................................... 
L'hydrolyse par la carboxypeptidase C réalisée pendant 

2 heures donne la séquence COOH-terminale : (Lys) - Lys - Ala. 
La présence dans ce peptide d'un résidu d'acide aspar- 

tique, d'un résidu de glycine et d'un résidu de leucine est un caractare 

unique de la séquence WB2-terminale du fragment Px. Il n'a donc pas été né- 

cessaire de déterminer la structure complète du peptide El par dégradation 

de Edman, puisque sa séquence recouvre des peptides trypsiques (Tm-1 et !Fm-2) 

et thermolysiques (Th-1, Th-2, ~h-3) de structure connue. 

Th-1 

Ala - Q s  - Ser - Asp - Lys - Ala - Lys - ?- Ser - Pro - Gly - b s -  Tm-1 

C------ 

* 1 .-3 
Lys - Lys - Lys - Ala - Val - Arg - 

-1- 
Thr - Ser - Pro - Lys 

Tm-2 



Peptide E2 

Lys - Ser - Asp - Lys - Ale - Lys - Arg - Ser - Pro - Gly - Lys - Lys - Lys - 
ïgs - Ala - Val - Arg - Arg - Ser - Thr - Ser - Pro - Lys - Lys - Ala - hla - 
Arg - Pro - Arg - Lys - Ala 

a) Composition en acides amin6s ............................... 
A ~ P  Thr Ser Pro G ~ Y  fia Val 

0,92 (1) 0,98 (1) 4,03 (4) 3,17 (3) 1,42 (1) 4,42 (5) 0,89 (1) 

Lys Arg 

10,44 (10) 3,97 (4) 

Ce peptide se caractérise par la présence de l'unique 

r6sidu d'acide aspartique et de l'un des deux résidus de glycine du fragment Px. 

b) Dégradation de ~~ .................... ... 
Trois cycles de dégradation ont permis dt6tablir la sé- 

quence NH2-terminale suivante : Lys - Ser - Asp. 
Ces résultats caractérisent le peptide Ils2-terminal du 

fragment Px (résidus 97 à 117). Le peptide E2 recouvre le peptide El et sa 

séquence conpl8te a ét6 déduite des peptides trypsiques Tm-1, Tm-2, Tm-3, 

des peptides "thermolysine" Th-1, Th-2, Th-3 (publication 3 et tableau VI, 

page 58 1. 
+ Th-1 

Lys - Ser - Asp - Lys - Ala - Lys - Arg - Ser - Pro - Gly - Ws - Lys - Lys - 
lin-1 P 

Val - Arg - Arg 
Tm-2 



Peptide E3 (~ésidus 128 à 137) 

Arg - Ser - Pro - Ala - Q s  - Q s  - Pro - Lys - Ala - Thr 
135 

a) Composition en acides aminés ............................... 
Thr Ser Pro Ala LYS k g  

0,93 (1) 1,33 ( l j  2,01 (2) 2,19 (2) 3,39 (3) 0,97 (1) 

b ) Dansylamino-ac ide NH2-terminal ................................. 
DNS - Arg 

c) Dégradation de EDMAN modifiée utilisant le 4-iar- ................................................... 

Sept dégradations ont permis de déterminer la séquence 

NHp-terminale suivante : Arg - Ser - Pro - Ala - Lys - Lys - Pro. 

d) Hydrolyse par la carboxypeptidase A ...................................... 
L'hydrolyse du peptide E3 par la carboxypeptidase A pen- 

dant 2 heures a permis d'identifier la séquence COOH-terminale : 

Ala - Thr. 

La présence d'un résidu de lysine en position 135 a été 

déduite de la composition en acides aminés et des études structurales du pep- 

tide E3. L'ensemble de ces résultats permet de déterminer la séquence complè- 

te du peptide E3, qui est par ailleurs confirmée par la séquence du pepti- 

de Tm-4 (tableau VI, page 58). 



Peptide ~4 (~ésidus 138 à 141) 

Ala - Arg - us - Ala 

a) Composition en acides amin6s ............................... 

b ) Dégradation de EDMAM modifiée utilisant le DABITC .................................................... 
Quatre cycles de dégradation ont permis de déterminer la 

séquence complète de ce peptide. 

Peptide ES (~ésidus 142 à 157) 

Arg - Lys - Lys - Ser - Arg - Ala - Ser - Pro - &s - Lys - Ala - Lys - Lys - 
Pro - Liys - Thr - Val 

a) Composition en acides amin6s ............................... 
Thr Ser Pro Ala Val LY s Art3 
0,61 (1) 1,71 (2) 1,58 (2) 1,95 (2) 0,81 (1) 5,85 (6) 2,05 (2) 

b) Dégradation de EDMAN 
a.. .* . . . . . .* . . . .* . . . . . .  

Cinq cycles de dégradation de EDMAN ont permis de déter- 

miner la séquence NA2-terminale suivante : Arg - Lys - Lys - Ser - Arg. 



- c) Hydrolyse par la carboxypeptidase A ...................* ....**.....**~.*.. 
L'hydrolyse par la carbolrypeptidase A pendant 2 heures 

libère de la valine et de la thréonine. 

La séquence complète de ce peptide a été déduite de 

l'étude structurale des peptides thermolysiques Th-5 et ni-6 et trypsique 

~ m - 6  qui recouvrent le peptide E5. - VanirZ. Pro 

L'hydrolyse du fragment Px par l'élastase dans des 

conditions limitées (durée : 30 minutes, rapport enzyme/substrat 11250) 

nous donne un petit nombre de peptides intéressants. Le faible rendement 

des peptides obtenus s'explique par la complexité de l'hydrolysat liée aux 

coupures partielles. 

Une deuxième hydrolyse réalisée dans des conditions dif- 

férentes (durée : 2 heures, rapport enzymelsubstrat 1/100) a donc été néces- 

saire pour obtenir des fragments peptidiques de taille moyenne importants 

pour le recouvrement de certains peptides trypsiques ou thermolysiques de 

la région COOH-terminale du fragment Px. 

Le fragment Px a été hydrolysé pendant 2 heures par 

l'élastase en milieu bicarbonate d'ammonium 0,l M pH 8,0 avec un rapport 

enzymelsubstrat de 1/100. 

L'hydrolysat a été chromatographié sur une colonne 

Sephadex G. 25 F (200 x 2,s cm) équilibrée et éiuée par HC1 0,OlN. - Le dia- 
gramme d'élution est présenté dans la figure 18 (page 78). 



SCHEMA D'OBTENTION DES PEPTIDES DE L'HYDROLYSAT PAR L'ELASTASE 

Fractionnement de 

1 'hyârolysat par 1' Rasta?3e 

sur Sephadex G 25 F 

Fraction 16 Fraction 2s Fraction 5s 

E 8  
Résidus 169 à 189 

I 
Fraction 5 

Résidus 172 à 189 

E6 
Résidus 159 8 162 

Les chromatographies sur colonnes de Sephadex G. 25 F, de CM-Cellulose et 

de Chromobeads P. sont présentées dans les figures 18, 18a, 18b (page 78) 
et 18c (page 7 9 ) .  

TABLEAU X 



CHROMATOGRAPHIE DE GEL-FILTRATION SUR COLONNE DE SEPHADM G.25 F DES PEPTIDES 

OBTENUS PAR HYDROLYSE DE 2 HEURES DU FRAGMENT Px AVEC L'ELASTASE 

600 800 1 000 E f f l u e n t  ( m l )  

f i g u r e  18 

CHROMATOGRAPHIE DE LA F'RACTION 1 S  

SUR COLONNE DE CM-CELLULOSE 

D.0. 2 3 0  nin 0- -O G r a d i e n t  

CHROMATOGRAPHIE DE LA F'RACTION 2s 

SUR COLONNE DE CM-CELLULOSE 

D.O. 2 3 0  nm 

4 0 0  500 600 m i  ' 300 400 500 ml 

f i g u r e  18a f igure  18b 



SWARATION DES PEPTIDES OBTEîWS PAR L'ELkçTASE, DE LA FRACTION 5s 

SUR COLONNE DE CHROMOBEADS P. 

O 1 I I L  I I 

100 300 . 500 700 E f f l u e n t  ( m l  ) 

figure 18c 



Les f rac t ions  l S ,  2s e t  5 s  contenant des peptides inté-  

r e ssan t s  ont  é t é  étudiées,  L'obtention des peptides é l a s t a a e s  de ces  f rac t ions  

e s t  schématisée dans l e  tableau X (page 77). 

Peptide ~6 (Résidus 159 à 162) 

Lys - Ala - Lys - Ser 

a )  Composition en acides aminés ............................... 
Ser Ala b s  

0,93 (1) 1,06 ( 1 )  2,01 ( 2 )  

b) Dégradation u t i l i s a n t  l e  D.A.B.I,ToC* ........................................ 
Trois cycles de dégradation ont permis d ' é t a b l i r  l a  

séquence NH2-terminale Lys - Ala - Iÿs. Le rés idu  de s é r i n e  a été placé par 

différence.  

Peptide E7 ( ~ é s i d u s  172 à 189) 

Peptide E8 ( ~ k s i d u s  169 à 189) 

E7 : Lys - Arg - Ser - Ws - Pro - Arg - Ala - Lys - Ser - Gly - Ala - Arg - - 
Lys - Ser - Pro - Lys - us - Lys. 

E8 : Lys - Lys - V a l  - Lys - Arg - Ser - Lys - Pro - Arg - Ala - Lys - Ser - - 
Gly - Ala - Arg - Lys - Ser - Pro - Lys - riys - Lys. 



a) Composition en acides aminés ............................... 
E7 : Ser -- Pro G ~ Y  Ala Val LYS Arg 

2,62 (3) 2,02 (2) 1,oh (1) 1,97 (2) 6,8 (7) 2,96 (3 )  

Les compositions de ces peptides se caractérisent par 

la présence de l'unique résidu de glycine de la partie COOH-terminale du 

fragment Px (résidus 112 à 189). Elles sont très semblables. Toutefois le 

peptide E8 renferme un résidu de valine et deux résidus de lysine de plus 

que le peptide ET. 

b) Dansylamino-acides NH2-terminau ................................... 
E7 : DNS - Lys 
7 

E8 : DNS - Lys - 

c ) Dégradation automatique de EDMAN du peptide ET ................................................. 
Ce peptide de 18 résidus contenant 7 résidus de lysine 

a été traité au 3-süifo-PITC dans le but d'éviter son extraction de la cou- 

pelle du séquenceur lors des lavages par le benzène (42). 

La dégradation automatique en tampon diméthylallylamine 

et en présence de polybrène de 270 moles de peptide ainsi traité a permis 

d'en déterminer la séquence complète. 

Les résultats de cette dégradation apparaissent dans le 

tableau XI (page 82). Les résidus de lysine de la partie COOH-terminale du 

peptide yant partiellement modifiés par le 3-sulfo-PITC en raison d'un encombre- 

ment stérique : ils ont donc pu être normalement identifiés en H.P.L.C. 

Les résidus de lysine en position 1, 4 et 8 ont été déduits de la composi- 

tion en acides aminés. 
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d )  Dégradation au D.A.B.I.T.C. du oeptide E8 ...*................. ......*......... 
Cinq cycles de dégradation ont permis de déterminer l a  

séquence NH terminale suivante : Lys - Lys - Val - Lys - Arg. 2- 

Nous pouvons déduire l a  séquence complète du peptide E8 

de s a  séquence NH2-terminale e t  de l a  séquence complète du peptide ET. 

t--- Th-9 <-- 
Lys - Lys 1 val - Lys Ser - Lys - 

- - - - - -  -E7- - 

En outre,  l a  séquence du peptide E8 e s t  confirmée par  

l e s  peptides trypsiques Tm-8 ( rés idus  178 à 183) e t  Tm-9 (résidus 184 à 189) 

e t  par  l e s  peptides Th-9 ( rés idus  171 8 173), Th--10 ( rés idus  174 $ 177). 

Th-11 (résidus 178 à 181) e t  Th-12 (résidus 180 à 189) obtenus par l a  thermo- 

lys ine,  

La spéc i f i c i t é  de l ' é l a s t a s e  e s t  dans tous l e s  cas li- 

mitée, du côté COOH-terminal, aux acides aminés non aromatiques : Leu, Ala, 

Ser,  Thr. Cette spéc i f i c i t é  e s t  d i f férente  de c e l l e  de l a  thermolysine qui 

a g i t  au niveau des l i a i s o n s  où se trouve engagé l e  groupe a-aminé de ces 

mêmes acides aminés. 

Par rapport à l a  thermolysine, l ' é l a s t a se  permet l'ob- 

tent ion de peptides contenant un résidu supplémentaire en posit ion COOH-ter- 

minale. 
- E h  

Exemples : Ala - Are - Lys - Ala 

T h  - 
-E- 

(va l )  Lys - Ala - Lys - Ser 
-Th 



Le peptide ~ 4 ,  en particulier, permet un recouvrement 

des peptides Tm-4 et Tm-5 obtenus par hydrolyse par la trypsine de l'his- 

tone H5 maléylée. 

En outre, l'utilisation de l'klnstase a permis d'obtenir 

de longs fragments peptidiques nécessaires au recouvrement des séquences par- 

tielles déjà connues. 

Les peptides E7 (résidus 172 à 189) et E8 (résidus 169 
à 189) ont été particulièrement importants pour la détermination de la sé- 

quence de la partie COOH-terminale. Ils permettent un parfait recouvrement 

des peptides trypsiques Tm-7, Tm-8 et thermolysiques Th-9, Th-10, Th-11 

(publication 3). 

Toutefois, il manque encore des informations sur la 

séquence 145-165 d'où la nécessité d'une hydrolyse trypsique après citra- 

conylation. 

3-3-4 Hydrolyse du peptide Px par la trypsine après 
- - - - - - - - - - - - - - - . - - . - - - - - - - - - - -  

citraconylation -------- 

Nomenclature : Les peptides obtenus par hydrolyse par la trypsine ----------- 
du Px citraconylé sont désignés par Tc. 

L'hydrolyse trypsique est faite pendant 2 heures à 37'~ 

avec un rapport enzyme/substrat de 1/50. 

La décitraconylation se fait rapidement et totalement, 

en 3 heures, à pH 3,5 et à 40'~. 

L'hydrolysat est chromatographié sur une colonne de 

Sephadex G. 50 (140 x 2,5 cm) équilibrée et gluée par HC1 0,OlM. Le diagram- - 
me d'élution est présenté dans la figure 19 (page 85). 



CilROMATOGRAPHIE DE GELFILTRATION SUR COLONNE DE SEPHADEX 0.50 F  DE^ PEPTIDES 

TRYPSIQUES DU FRAGMEEFP Px CITRACONYLE (résidus 94 à-189) DE L'HISTONE Q - 

D.O. 

figure 19 



Seule la fraction 1s contenant un gros peptide a été 

étudiée. 

Peptide Tc (Résidus 147 à 163) 

Ala - Ser - Pro - Lys - Lys - Ala - Lys - Qys - Pro - Liys - Thr - Val - 
Ws - Ala - Lys - Ser - Arg. 

a) Composition en acides aminés ............................... 
Thr Ser Pro Ala Val LYS Arg 

0972 (1) 1,70 (2) 1,71 (2) 3,04 (3) 0,96 (1) 6,06 (7) 1,12 (1) 

Le peptide se caractérise par la présence d'un rdsidu 

de valine et d'un résidu de thréonine, acides aminés marqueurs du fragment Px. 

b ) Acide aminé NH terminal par la méthode au DABITC ................. 2:. ...............O................ 
DABTH - Ala 

c ) Dégradation automatique de E-LDMAN ................................... 
72 nanomoles de peptide traité au 3-sulfo-PITC sont sé- 

quencées en tampon diméthylallylamine (DMAA ) en présence de polybrène. Les 

résultats obtenus apparaissent dans le tableau XII (page 87). Les résidus 

de lysine partiellement modifiés ont pu être identifiés en H.P.L.C. Le ré- 

sidu dlarginine a été placé en position COOH-terminale en raison de la spé- 

cificité de la trypsine pour les seules liaisons arginyles dans un substrat 

citraconylé . 



" 1 
Ser 

RESULTATS DE LA DM;RADATION AUTOMATIQUE DE EDVAN DU ?@TIDE Tc (rési6us 147 à 163) 

OBTENU PAR HYDROLYSE PAR LA TRYPSINE DU FRAGMENT Px CITRACONYLE 

40, 1 
1 

30. 
Ala 

20. 14 

10. 

I 

O 5 10 15 cycles O 5 10 15 cycles O 5 10 15 cycles O 5 10 15 cycles O 5 10 15 cycles 

O 5 10 15 cycles 

Chaque nombre placé en haut d'un pic correspond au cycle où la phénylthio- 

hydantoine considérée a été identifiée. 

nM : nanomoles 

TABLEAU XII 



Ce peptide important assure le recouvrement des peptides 

obtenus par la thermolysine : Th-5, ~h-6, Th-7 et par l'élastase : E5 et ~ 6 .  

Ce peptide n'avait pu être isolé de l'hydrolysat trypsique de l'histone H5 

ou du fragment NB-4 après maléylation. 

Th-5 .J- Th-6 ,-• 

Ala - Ser - Pro - Lys - Lys TAla - Lys - Lys - Pro - Lys - Thr 
E5 

-Th-7 

Itw~ - Ala -E,"~ - Ser -J Arg 

3-4 Séquence complète du fragment Px 

L'ensemble des résultats fournis par l'étude des peptides 

obtenus par hydrolyse du fragment Px avec la thermolysine et l'élastase nous 

a permis de déterminer la séquence complète des 96 résidus de ce fragment 

(publication 3) (23). 

La dégradation automatique de EDMAN du fragment Px a 

permis d'établir la séquence des 32 premiers résidus de ce fragment. Le pep- 

tide Th-& (résidus 121 à 146) prolonge la séquence jusqu'au résidu 146. Cette 
séquence est confirpée par les peptides E2 (résidus 96 à 127), E3 (résidus 128 

à 137), ~4 (résidus 138 à 141) obtenus par l'élastase. 

La jonction entre les peptides Th-4 (résidus 121 à 146) 
et Tc (résidus 147 à 163) est parfaitement réalisée par le peptide E5 obtenu 

par I'élastase (résidus 142 à 157). 



La structure du peptide T5 (résidus 164 à 173) contenant 

le dernier résidu de valine est confide par celle des peptides Th-8 (r6si- 

dus 165 à 170) et Th-9 (résidus 171 à 173). 

Le peptide Th-7 recouvre la séquence COOH-terminale du 

peptide Tc et l'extrémité NH2-terminale du peptide T5. 

Enfin, les peptides E7 (résidus 172 à 189) et E8 (rési- 

dus 169 à 189) ont permis d'établir la séquence complète du fragment Px. 

La connaissance de la structure primaire des 111 premiers 

résidus (publications 1 et 2) et du fragment Px (résidus 94 à 189) nous donne 

la séquence complète de l'histone H5 d'érythrocyte de Poulet (publication 3). 

4 - SEQUWCE COMPLETE DE L'HISTONE H5 ET DISCUSSION 
- 

(publication 3 ) (23 ) 

L'histone HT dont la séquence complète apparaît dans le 

tableau XII1 (page 90) se caractérise par une région NH~-terminale (résidus 1 à 

99) hydrophobe alors que la partie COOK-terminaie a un caractère basique très 
- 

marqué lié à la présence de 44 résidus basiques sur un total de 90 résidus. -- 

Cette séquence contient de nombreux doublets Lys - Lys, 
Arg - Arg, Arg - ïqs et Lys - Arg  et des triplets Lys - Lys - Lys et Arg - Lys - 
Qs, sites potentiels d'interaction avec le DNA. 

Les résidus de proline délimitent de longues séquences ba- 

siques (tableau XN, page 91) en particulier, les séquences comprises entre les 

résidus pro-134 et pro-149 d'une part et, les Pro-155 et -0-176 d'autre part. 
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Ces zones pourraient être des sites d'interaction spécifiques avec le DNA. 

Ce problème est d'autant plus intéressant que les études de phosphorylation 

in vi t ro  de l'histone H5 par une protéine kinase isol.ée du pancréas de Rat 

(90) donnent deux sites majeurs de phosphorylation situés dans chacune des 

zones définies plus haut : il s'agit des résidus de sérine 145 et 166. 

La moitié COOH-terminale de l'histone H5 présente égale- 

ment des séquences répétitives de type Ser - Pro - Lys - Lys (séquences 
117-120, 148-151, 185-189) et Ala - Lys - Lys - Pro - Lys (séquences 131-135, 
153-156) que l'on retrouve dans les histones H5 d'Oie (157) et Hl de Truite 

(89). 

La comparaison de la structure primaire de l'histone H5 

d'érythrocyte de Poulet avec celle de l'histone H5 d'érythrocyte d'Oie mon- 

tre 30 différences dont 14 non conservatives et 4 délétions. Ces modifica- 

tions ont lieu principalement dans les régions NH2-teminale et COOH-termi- 

nale (publication 3). 

On remarque dans la région NH2-terminale (résidus 1 à 

22) 10 substitutions dont 5 ne sont pas conçervatives et ulie délétion puis 

dans la région COOH-terminale (résidus 98 à 189) 9 substitutions et 3 délé- 

tions. La région centrale de caractère hydrophobe (résidus 23 à 97) montre 
7 changements pour la plupart conservatifs. 

La comparaison des histones Hl et H5 montre des ana- 

logies sur le plan de leur solubilité dans l'acide perchlorique ou trichlo- 

racétique à 5 %, de leur composition en acides aminés mais également de leur 

séquence en acides aminés. 

Dans le tableau XV (page 93), pour faire apparaître les 

homologies de séquence, nous avons comparé les séquences des régions centrales 

hydrophobes des histones H5 de Poulet (23) et Hl de Truite ( 8 9 )  et de Poulet 

(COLE, communication personnelle). 

Nous pouvons remarquer des homologies de séquences prin- 

cipalement au voisinage du résidu de phénylalanine (en position 93 dans l'his- 

tone H5, en position 100 dans l'histone ï i l  de Poulet et en position 96 dans 

l'histone Hl de Truite). Les homologies sont d'autant plus évidentes si l'on 

tient compte de certaines substitutions conservatives Leu/Val/Ile/Met et 

Lys /Arg . 



COMPARAISON DES RMIIONS HYDROPHOBEÇ DES HISTONES H~*DE POULET ET DE TRUITE EX' H5 DE POUïEC 

22 n n 
7 1 

J - l n n n n  H5 de Poulet : Ser-Ala-Ser-His-Pro-Thr-Tyr-Ser-Glu-Met-Ile-a-Ma-a-1le-g Ala-Glu-Lys-Ser-Are-Gly-Gly-Ser-Ser-Arg-Gln-Ser- 

Hl de Poulet : I I I I  I I I I I I I I I I  Pro-Ala-Gly-Pro- Val-Ser-Glu-Leu-Ile-Thr-Lys-Ala-V8L-Ser-a-Ser-Lys-Glu-Arg-Asn-Gly-Leu-Ser-Leu-Ala-Ala- 

Hl de Truite : 
27 1 I I I 
u u 

/ I l I I I I I I I  Ser-Gly-Pro-Ala-Val-Gly-Glu-Le~-Ala-G1y-Lys-Ala-Va1-Ala-Ala-Ser-Lys-G1u-Arg-Ser-G1y-Va1-Ser-Leu-Ala-Ala- u u u u u  

H5 de Poulet : 

Hl de Poulet : 

H l  de Truite : 

*Séquence de l'histone Hl de Poulet selon COLE (cornunication personnelle) 

Séquence de l'histone Hl de Truite selon MACLEOD, WONG et DIXON (89 ) 

11 I l  104 

Les régions homologues sont encadrées. 

H5 de Poulet : Ala-Ala-Gly-Val-~u-Lys-Gln~Thr-~s-G1y~Val~ly-Ma-Ser-Gly-Ser-~e-~g-ku~-Ala-Lys-Ser-AspLys-Ala-~s-hg-Ser 

1 1 1 1  I I I 102 
Hl de Poulet : Ser-~s-Gly-Thr-ku-Val-Glu-Thr-Lys-Gly-~r-Gly-~a-Ser4ly-Ser-Phe-Lys-Leu 

1 1 1 1  1 1 1 

TABLEAU XV 

107 
Hl de Truite : Thr-Lys-Gly-~r-Leu-Val-Clu-Thr-Lys-Gly-Thr4ly-Ala-Ser4ly-Ser-~e-Lys-~u-Asn-Lys-Lys-Ala-Val-Glu-Ala-Lys-Lys 

11 u 



Une plus grande variabilité de séquence dans les régions 

basiques ïVFf -terminale et COOH-terminale s'oppose à la conservation des ré- 2 
gions plus hydrophobes (tableaux XVI et XVII, pages 95 et 96). On peut cepen- 
dant noter de nombreuses séquences répétitives communes très basiques dans 

la région COOH-terminale. 

Mais cette homologie qui est remarquable ne peut être 

étendue aux rôles de ces histones au sein de la chromatine. En effet, l'his- 

tone H5 synthétisée durant la maturation des globules rouges remplace pro- 

gressivement et partiellement l'histone Hl. 

L'histone H5, bien que plus courte que les histones Hl 

comporte un plus grand nombre de résidus basiques Lys + ~r~[65-66] que 
l'histone Hl de testicule de Truite[ 601 ou de Poulet [ 621 . Cette basi- 
cité lui confère une plus forte affinité pour le DNA que l'histone Hl. 

Ceci suggère un rôle particulier de l'histone H5 dans la condensation de 

la chromatine et de son maintien dans cet état condensé. 
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LOCATION OF THE GLOBULAR REGION IN CHICKEN ERYTHROCYTE 
HISTONE Cl5 

COLYN CRANE-ROBINSON, GILBERT BRIAND', PIERRE S A U T I G R E ' ~ ~ ~  MADELEINE 
CHAMPAGNE" 
BiopIiysi(*.s Lohoiurorics, P~~rl.sttioirih Pol~v~rchtric, Sr Mirhael's Biiilditig, White Swaa Road, Portsmouth, 
Hunts. (U. K . )  

(Received February 3rd, 1977) 

SUMMARY 

Chicken erythrocyte histone H5 has been cleaved by acetic acid hydrolysis at 
the two aspartic acid residues 65 and 99 and the 4 peptides (1-65). (66185) (1-99) 
(100-185) recovered in a pure form. 270 MHz magnetic resonance and circular 
dichroic studies show that the two C-terminal peptides are unable to form secondary 
or tertiary structure. The N-terminal peptides however. form both secondary and 
tertiary structure. In particular, the peptide (1-99) at high ionic strength possesses a 
similar number of helical residues to intact histone H5 and also has a closely related 
nuclear magnetic resonance spectrum. It is concluded that the peptide (1-99) con- 
tains most, but not quite al1 of the residues that are included in the globular segment 
of histone H5. 

In a recent structural study of chicken eiythrocyte histone H5 [Il it was con- 
cluded that not al1 of the 185 amino acid residues are included in the tertiary fold of 
this non-associatinp histone molecule. A study ofthecyanogen bromide peptides (1-31) 
and (32-1 85) and the N-bromosuccinimide peptide (59-1 85) led to the proposal that 
the globular region of histone H5 extends right up to the N-terminus of the chain. 
The recently published sequence of histone H5 up to residue 1 i 1 121, suggests that 
the globular region probably does no1 extend far beyond the centre of the polypeptide 
chain, since the sequence of the C-terminal half of the molecule is extremely basic 
(50% lysine i arginine). The present study seeks to define the location of the globular 
region of histone H5 by a nuclear magnetic resonance (NMR) and circular dichroism 
(CD) study of 4 peptides obtained by acetic acid cleavage of histone H5 at aspartic 

Present address: Unité No. 124 de l'institut National de la Santé et de la Recherche Médicale 
(U 124 INSERM) et Institut de Recherches sur le Cancer, Cité Hospitalière, B.P. 3567, 56020 Lille 
Cédex (France). 

" Present address: Institut de Biologie Moléculaire et Cellulaire du CNRS, 15 Rue RenC- 
Descartes, F 67000 Strasbourg (France). 



acid residues 65 and 99. Chicken erythroclte histone H5 contains only these two 
aspartic acid residues and the 4 peptides prepared were the two pairs spanning the 
complete molecule i.e. (1-65) and (66-185) together with (1-99) and (100-185). NMR 
is used to detect the presence of specific tertiary folding in the peptides hnd CD is 
used to measure their a-helical content. 

MATERIALS AND METHODS 

Preparation and purification of peptides 
The methodology was as follows: [8,9] 200 mg (approximately 10 pmol) of 

chicken erythrocyte histone H5 were hydrolyzed with 0.25 N acetic acid (1 m1/10 mg 
of protein) at 105 OC in an evacuated sealed tube for 6 hours. The hydrolysate was 
freeze-dried and dissolved in 9 ml of 0.01 N HCI. 3 ml aliquots of the hydrolysate 
were then subjected to gel filtration on a column (200 x 2.5 cm) of Biogel P-60 equi- 
librated and eluted with 0.01 N HCI. The separated fragments were recovered by 
freeze-drying and subsequently analyzed by polyacrylamide gel electrophoresis in 
2.5 M urea at pH 2.7 as described by Panyim and Chalkley [3], using a 17% acryl- 
amide concentration. Further purification of the fragments was achieved by rechro- 
matography on the Biogel P-60 column or by preparative paper chromatography for 
24 h using the mixture 1-butanol/pyridine/acetic acidlwater (15: 10:3 :12, v/v) as sol- 
vent. The amino acid compositions of the peptides were determined using 24 and 
72 h hydrolysates. Peptides (0.1 pmol) were hydrolyzed in evacuated sealed tubes at 
110 "C in 6 N HCl (1 ml) with one drop of 1 % phenol to prevent excessive degra- 
dation of tyrosine. Dansylation of the peptides was performed according to the 
method of Gray and Hartley [4]. The dansyl amino acids were identified in bidimen- 
sional thin layer chromatography with the solvents 1 and II described by Gros and 
Labouesse [5 ] .  Peptides were hydrolyzed with carboxypeptidases A and B at pH 8.0 
and 37 "C in 0.1 M ammonium bicarbonate or with carboxypeptidase C at pH 5.3 
and 30 OC in 0.05 M tri-sodium citrate. 

Structural studies 
N M R  spectra were obtained at 270 MHz using a Bruker WH270 spectrometer 

in the Fourier Transform mode. 5-mm tubes and 99.8 % 2H,0 were used throughout. 
CD spectra were obtained on a Cary 61 spectropolarimeter using a path length qf 
0.1 mm and protein concentrations of between 3 and 9 mglml, the same as uscd for 
the N M R  spectra. Protein concentrations were obtained from the absorbance at 
275 nm, assuming an extinction coefficient of 1350 cm-' .mol tyrosine-'. In the case 
of peptide 100-185, which coatains no tyrosine, the concentration was obtained from 
the peptide absorbance at 21 5 and 225 nm as per reference [6]. CD and NMR spectra 
of the peptides were obtained in 1 mM 2HCI (non-structuring conditions) and 
0.25 M K,SO, pH 3 or 7 (structuring conditions). Potassium sulphate was chosen 
since parallel studies on histone Hl and its fragments[?] showed that the divalent 
sulphate anion is highly effective in inducing secondary and tertiary structure. 
Acrylamide gel electrophoresis of the peptide samples was also carried out after 
NMR and CD spectra had been obtained to check for degradation whilst in solution. 
In no case was any degradation observed. 



Chnructcrisation of peptides from histonr i l5  
The primnry structure of the chicken erythrocyte histone H5 is shown in 

Fig. 1 .  The two sites of cleavage by dilute acetic acid (the aspartic residues at positions 
65 and 99) are circled. Fig. 1 also shows a schcmatic diagram of the 4 fragments 
obtained from histone H5.  

AL~CSER-PRO-LYS-LYS) (SER-LYS-PRO-ARG) SERI LYS,  ALA ARG-LYS LYS(OH) 1- -185 

HisM 1 5  
4 

Thr 

+ 
1 "65 99 %: AsP 

Ac- 1 

Thr 

A C - l a  
l I 

Thr ASP 
99 

Ac-Zn 
4 

1A .U '  LY 6 
66 165 

Ac- l 
t 

1.ys Lys 
I i X I  1 8 5  

Fig. 1. Primary structure of chicken erythrocyte histone H5 arid schematic diagram showing the sites 
of cleavage by 0.25 N aœtic acid and the differcnt fragments so obtained. 



I f f l i i c i ~ t  ( m l )  

Fig. 2. Gel filtration chromatography on Biogel P-60 equilibrated and eluted with 0.01 N HCI, of the 
M i c  hydrolysate of the chicken crythrocyte histone H5. The flow-rate was 25 ml/h and 5 ml-fractions 
WEm collectbd. 

Fia. 3. Polyacrylamidc gel eiectrophomis at pH 2.7 in 2.5 M urea (31 of the Mis fn-ts of th4 
chicken erythrocyte histone H5. Loading sample: 5 to 20pg. Migration 3 h from top to bntom 
Staining with 1% Amidorhwar. in the solvent acetic acid/ethuiol/wata (7:10:83, vlv). h t a i n i n s  
by 48 h diffusion in the ram solvent. Gel 0: unfractionated hydrolyaate. Gek 1-5 correspond lo 
fractions i 4 ~ f  the gel fltntion chromatogmphy onBiqrl P.M(Fig. 2). Gelsnumbned vithastcriLi 
contain 5pg  of histoty H5 wed .i &a. 



The separation on Biogel P-60 of the fragments obtained by a 6 h hydrolysis 
of the histone H5 with 0.25 N acetic acid is shown in Fig. 2. 

Electrophoretic analysis of the hydrolysate and of each of the Biogel P-60 
fractions 1-5 is presented in Fig. 3. The electropherogram of the hydrolysate (gel O) 
shows five main bands which have been labelled a-e. Fraction 1 contains two com- 
ponents: one corresponding to some uncleaved protein (band a); the other corre- 
sponds to band c. Fraction 2 contains a major component (band c) contaminated 
with trace amounts of uncleaved protein and of component e. The component c was 
purified by gel filtration chromatography of fraction 2 on Biogel P-60. Structural data 
obtained by amino acid analysis (Table 1), dansylation and carboxypeptidase hydro- 
lysis indicate unequivocally that the component c is the fragment Ac-2a (residues 66 
through 185). 

TABLE 1 

AMIN0 ACID COMPOSITION OF THE CHICKEN ERYTHROCYTE HISTONE HS AND 
OF ITS FRAGMENTS OBTAINED RY ACETIC ACID CLEAVAGE (EXPRESSED AS 
NUMBER OF RESIDUES) 

Amino acid Histone H5 Fragment Fragment Fragment Fragment 
Ac-1 Ac-la Ac-2a Ac-3 
1-65 1-99 66-185 100-185 

- - - . - - - - -. - - - - - - -. - -- 
Aspartic acid 3.23 (3)' 1.76 (2) 2.82 (3) 1.39 (1) - 
Threonine 6.23 (6) 1.93 (2) 2.96 (3) 4.12 (4) 2.99 (3) 
Serine 25.30 (25) 10.14 (11) 12.59 (15)b 14.48 (14) 10.18 (10) 
Glutamic acid 7.42 (7-8) 5.40 (5) 6.13 (7)b 3.07 (3) - 
Proline 12.97 (13) 4.26 (4) 4.70 (4)b 9.0 (9) 9.03 (9) 
Glycine 9.00 (9) 3.36 (3) 6.32 (7)b 6.91 (6)b 2.59 (2) 
Alanine 28.65 (29) 9.16 (9) 13.12(13) 20.0 (20) 15.95 (16) 
Valine 7.82 (8) 3.04 (3) 4.52 (5) 4.98 (5) 3.00 (3) 
Methionine 1.32 (1) 1.05 (1) 1.02 (1) - - 
isoleucine 6.08 (6) 3.76 (4) 4.84 (6)b 2.24 (2) - 
Leucine 8.10 (8) 2.16 (2) 6.63 (8)b 5.87 (6) - 
Tyrosine 2.93 (3) 2.59 (3) 2.91 (3) - 
Phenylalanine 1.35 (1) -- 1.30 (1) 0.82 (1) - 
Histid~iie 2.88 (3) 2.91 (3) 2.96 (3) - - 
Lysine 39.56 (42)b 7.43 (7) 11.30 (1 1) 34.36 (34) 30.54 (31) 
Arginine 22.99 (21-20)b 6.05 (6) 10.14 (9)b 15 (15) 12.15 (12) 

Total number 
of residues 185 65 99 
- - - . -- - - - - - - - 

8Q 
'. *. . 

' Values in parentheses are the nearest integer. ~ - ~ ~ , , J ~ ~ ~ ~ ~ ~ Y : . ~ ~ . ~  +&$~3.~$;s,~ 
Values obtained from sequence data. >,.. .-3r2?-$, A&>.Jki.. ,<.">*,.- .. < ,A, 

Fraction 3 consists of one major component corresponding to band e slightfy 
contaminated with component c and with an unidentified material. The component e 
was purified by gel filtration chromatography of fraction 3 on Biogel P-60. Structural 
data provided by amino acid analysis (Table 1), dansylation and carboxypeptidase 
hydrolysis of the component e are characteristic of the fragment Ac-3 (residues 100 
through 185). 

Fraction 4 corresponds to component b contaminated with minute amounts 



of component e. The component b was purified by gel filtration chromatography of 
fraction 4 on Biogel P-60. The arnino acid composition (Table 1), the amino terminai 
residue identified as dansyl-Thr and the carboxy-terminai sequence Leu-Ala-Lys-Ser- 
Asp of the component b are consistent with the sequence 1 through 99 (fragment 
Ac-la) of the histone H5. 

Fraction 5 appears heterogeneous on polyacrylamide gel (bands d) and on 
paper electrochromatography. However, the amino composition (Table 1), the amino 1 
terminal residue identified as dansyl-Thr and the carboxy-terminal sequence Ala-Asp 
clearly characterize the fragment Ac-1 (residues 1 through 65). This heterogeneity is I 
likely to be due to the partial enucleation of the aspartic acid residue at position 65, 
as evidenced by the data of the carboxypeptidase hydrolysis which show a larger 
amount of alanine than of aspartic acid release by the enzyme. The partial deamidation 
of the residues asparagine (position 63) and glutamine (positions 15, 48 and 51) as 
well as the microheterogeneity at position 15 (a glutamine or an arginine residue is 
found) also account for the apparent heterogeneity of the fragment Ac-1 in analytical 
electrophoresis. 

Spectroscopie results 
C-terminal peptides: (a )  peptide 66-185. Cleavage at residue 65 cuts the mole- 

cule 1/3 the way along the sequence. It has previously been shown [Il that the IV- 
bromosuccinimide peptide (59-185) is incapable of forming much secondary or 
tertiary structure and the present data indicat. a similar behaviour for the peptide 
(66-1 85). Fig. 4 shows the CD spectra of (66-1 85) under structuring conditions and 
an ellipticity of -2500" at 222 nm indicates that only a very small amount of helix 
is present (approx. 5% or 7 residues). The same ellipticity at 222 nm was obsewed 
previously [ I l  for (59-185) at high ionic strength. The NMR spectrum of (66-185) 
was obseived to be essentially the same in water and in 0.25 M K2S04, pH 3: in 
particular, no resonances were observed in positions different from their charac- 
teristic random coi1 shifts. On salt addition a small degree of line broadening was 
observed for certain resonances, in particular that of phenyl alanine 93, the only 
aromatic residue. This indicates that some non-specific aggregation occurs with this 
peptide and a similar phenomenon was noted [l] with the peptide (59-185). The lack 
of any perturbed resonances in the spectrum in 0.25 M K2S04 indicates the complete 
absence of tertiary structure in (66-185). 

(6) Peptide 1ûû-185. Cleavage at residue 99 cuts the histone H5 molecule 
almost exactly in half. The C-terminal half is exceptionally basic and contains 12% 
serine, one acidic residue, no aromatic residues and only 3 apolar residues (al1 valine). 
This composition would not be expected to support either secondary or tertiary 
structure and this was fully borne out by expriment. Fig. 4 shows the CD sgectrum 
of the peptide under structuring conditions of high ionic strength. n i e  ellipticity of 
-1500" @t 222 nm indicates that no secondary structure is induced. The same CD 
curvei wlthi'h'ixjierimentd error was obtained for peptide (100-185) in water at pH 3. 
In a similar way to the CD results, it was likewise observed that the NMR spectnim 
of (100-185) was.identica1 in water and in 0.25 M K2S04 and showed no evidnec of 
any pertutbed résonana. It is concluded that this peptide is also unable to form any 
secondary or téjhiary structure. 

N-termina! peptides: (a) peptide 1-63. Although only one half the length of ., . " 



Fig. 4. CD spectra of the 4 peptides under structuring solution conditions: 0.25 M K804, pH 3. 
Protein concentrations 3-9 mglml, paith kngth 0.13 mm. 

its companion C-terminal peptide (66-185), Fig. 1 shows that under structuring con- 
ditions, considerable amounts of helix are formed in (1-65) in 0.25 M &SO,. The 
measured eilipticity at 222 nm of -7600" indicates a helicity of 23 % (15 residues) 

f using the calibrating ellipticity values: random coi1 = -lûûOO and fully helicai = 

I -30 000" [IO]. The NMR spectrum of peptide (145) showed considerable change on 
addition of 0.25 M K2S0,. Fig. 5 includes the resonance of the aromatic residues of 
(145) Ln 'Hz0 and in 0.25 M H2S0,. The spectrum comes from 3 histidines (at 25, 
57 and 62) and 3 tyrosines (at 28, 53 and 58) i.e. d l  the aromatics in histone H5 
except phenylalanine 93. in 'H,O at pH 3, the 3 tyrosine residues are cssentiaiiy 
equivalent but some non-equivalence is seen among the 3 histidines, particuiarly in 
the C4FJ resonance. This non-equivalence is probably a primary structure aect since 
it is observeci in intact histone H5 and in other cleaved peptides in 2Hi0, pH 3 [Il .  
Histidine 62 might aiso have an unusual shift due to its proximity to the C-terminus. 
The high purity of the peptide is demonstrated by the complete absence of phenyl- 
alanine resonance at approx. 7.3 ppm. Addition of 0.25 M cause8 a nnmber 



I 
Pi. S, 270 Mm rJwR apcctta of the waatic nsiduss in intact HS rnd in the two N-terminal 
peptide8 1 4  and 1-99. The peafc labelling ietteni are talcen fn#n Refknœ 1, viz. A, B end D aro 
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compoamtl d the 3 tym&a res3dwk IMP = i m p d y  pesL. 



of perturbations and increased complexity in the aromatic spectrum. Although a 
precise peak assignment cannot easily be given, it is apparent that considerable non- 
equivalence appears among the 3 tyrosine residues. The histidine resonances seem 
to be much less afïected by sait addition. Reference to Fig. 5 shows that the aromatic 
spectrum of (1-65) in 0.25 M K2S04 although markedly changed from the random 
coi1 spectrum, is however very different from that of folded intact histone H5. 

(b) Peptide (1-99). This peptide represents the N-terminal half of the mole- 
cule and includes al1 the aromatic residues. All the predicted secondary structure is 
also within this sequence [ I l .  The CD spectrum in Fig. 4 shows that in 0.25 M K2S04 

L 
this peptide has considerable helicity. The ellipti<city at 222 nm of -8600" indicates 
26 % helix (26 residues) using the 100% coi1 and helix ellipticities given above. Fig. 5 
includes the aromatic NMR spctrum of (1-99), both in 2H20 at pH 3 and in 0.25 M 
K2S04. At pH 3 in 2H,0 the peptide is clearly -completely unstructured since the 
3 histidines appear closely equivalent and the 3 tyrosine residues exactly equivalent. 
On addition of 0.25 M K2S0, at pH 3 the spectrum becomes complex and the 3 tyro- 
sine and histidine residues are no longer equivalent. The appearance of more than 
3 histidine C2H resonances even suggests some structural heterogeneity. Increase of 
the pH to 6.8 by addition of 25 mM phosphate buffer leads to further changes in the 
spectrum, but al1 of these can be assigned to upfield displacement of histidine reso- 
nance due to removal of a proton from these 3 residues. The tertiary structure is not 
significantly changed therefore by the pH increase. The upfield spectrum of (1-99) 
also shows some slight changes on salt addition and two weak ringcurrent shifled 
peaks are observed at approx. 0.4 ppm. The NMR spectra therefore show that 
tertiary structure is induced in this peptide, and this structure appears more extensive 
than in 1-65 as judged from the peak perturbations. 

Since only the peptides (1-65) and (1-99) show any evidence of secondary and 
tertiary structure formation, the above data clearly confirm our earlier conclusion [l] 
that it is the N-terminal part of histone H5 that is folded. 

The structural perturbations on salt addition to (1-65) are markedly less than 
for (1-99). The 15 or so helical residues induced in (1-65) represent about half the 
number (approx. 29) in intact histone H5 and this number is in reasoûable accord 
with the predictions for this segment of the molecule (see ref. 1). 

C 
I 

In the case of (1-99) the induced helicity (26 residues) is very close to that of 
l intact H5 and furthemore the NMR spectrum of folded (1-99) shows many per- 

i turbations and bears a strong resemblance to that of folded intact histone H5. This 
similarity can be illustrated from the two most perturbed aromatic resonançes. At 
pH 3 the histidine C2H peak (D) that is displaced upfietd is at 8.24 ppm in intact H5 
and at 8.29 ppm in (1-99). Similarly, the most perturbed tyrosine resonance (P) lies 
at 6.45 ppm in intact histone H5 and at 6.51 ppm in (1-99). Thus in both cases the 
perturbations in the peptide are about 85% of those in the intact rnolecule. This is 
what would be observed if, at high ionic strength, the peptide were in rapid con- 
formational equilibrium between a fully folded state (85% of the time) and a dena- 
tured state. Such rapid exchange is not unexpected since it has already been demon- 
strated [Il that on thermal denaturation, intact histone H5 does n d  behave in the 
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more typical highiy cooprative manner but is  also in rapid equilibrium between the 
native and denatured states. 

Whatever the precise details of the conformation of (1-99), it is experimentally 
obwrved that the number of helical residues in the peptide and ils NMR spectrum 
are close to, but not identical with those of intact histone H5. Wc therefore conclude 
that the sequence 1-99 represents most, but not quite al1 of the residues within the 
globular folded portion of histone H5. The folded histone H 5  molecule in solution 
thus has a "tadpole" shape with an N-terminal globular head of approximately 
100 residues and a structureless C-terminal tail, , ,  

ACKNOWLEDGEMENTS 



P U B L I C A T I O N  5 
.-O---- ----.Ii-.-Ii-.----.. 



Distribution of Antigenicity in Chicken Erythrocyte Histone H5 
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We have compared the inhibitory strengths of eight peptides from chicken histone H5 to that of 
the parent protein (189 residues) in complement fixation by guinea pig anti-H5 serum complexed 
with the homologous histone. Two precisely delineated regions (residues 59 to 65 and 94 to 99) 
and two less-defined regions (between 66 and 93; 100 and 189) are depicted. The sequences of particu- 
lar consequences are quite conserved in avian histone H5 while the most variable N-terminal 
portion of 31 residues has no inhibitory effect. 

It is now well established that specific antibodies 
can be raised in rabbits against histones complexed 
with nucleic acid [l -61, and against free histones in 
either rabbits [6 - 1 1 ] or guinea pigs [6,12,13]. Lysine- 
rich histones are especially effective as immunogens 
[2,6-91, presumably because of their wider quanti- 
tative and qualitative variations [14,15]. Such variation 
reaches an extreme in the erythrocyte-specific histone 5 
[16], which partially replaces histone Hl in erythro- 
cytes of birds [17 - 201, some fish [13,21], reptiles [22], 
amphibians [23] and marine invertebrates 1241. 

Antisera against the lysine-rich histones have 
been used to survey immunological homologies among 
histone Hl  sub-types [2,5 - 7,25 - 271, to probe con- 
formational changes in isolated Hl [9] or its 
accessibility in chromatin [28,29], as well as to locate 
histones H i  and H5 in various cells and metabolic 
conditions [23,30- 331. When specitic iintiscrs are 
tisc~tl lis prohm (bol' i i i i ~ l ~ ~ i i l i i ~  1~ ~~~hcclluliii- crtriici~irc, 
I I  iq  V ~ I I I I ~ I I ~ I C  10 ~ipprvt+ii~[i* W I I ~ I I  rty~tt~is. or CVCI) \ v I ~ i i i  

~~içc.iuç :iitligçr.iiic iIctct.tiiic\:~i~ls. ;rrc iiitci.uc2iiiy wiili 
t l i ~  ~ I ~ I ~ I I ~ O ~ I I C S  [hl. 

\lsitig inliihitioti of coriiplenietit tisation by a series 
of peptides froin chicken histone H5, we establish 
tliat guitiea-pig anti-H5 imniu~ioglobulins react pri- 
marily but not exclusively with the globular domain 
near the iniddle of the H5 peptide chain. At least two 
precise antigenic determinants, one of them perhaps 
exerting a conformational rather than a direct in- 
fluence, are located in this region. 

MATERIALS AND METHODS 

The lysine-rich histones Hl and H5 were selectively 
extracted from isotonic-saline-washed nuclei after sa- 

ponin lysis of saline-washed erythrocytes from normal, 
adult White Leghorn chickens [12]. Nuclei were stir- 
red at 4°C for 1-2 h in trichloroacetic acid [34] at a 
final concentration of 5% (w/v) and sedimented at 
10000 x g for 10 min. After reextraction the combined 
supernatants were exhaustively dialyzed against 
distilled water, lyophilized, and histone H5 was 
purified by cation-exchange chromatography on a 
column of Amberlite CG-50 (Rohm and Haas), 
eluted with a linear gradient of 8 to 20% (w/v) 
guanidinium chloride buffered in 0.1 M sodium phos- 
phate pH 6.8 [12,35]. Proteins in the extracts and in 
each purified fraction were identjfied by electrophoresis 
in polyacrylamide gel according to Panyim and Chalk- 
ley [36]. 

Chicken H5 peptidic fragments, the compositions 
or sequences of which have been published [37,38J, 
wcrc obtnined by cation-exchange or exclusion chro- 
iniit opriipliy iil'tcï trait inent ol' the piircnt protein nl; 

li)llo\r s: Ii'itpn~c~iis 1 . b  3 1 ti~lii 31 - 1 X0 l .  ilfier CN Br 
clc;~v:rpe at tlic nirtlrionine [Al], fragnieni 59-189 
aftcr N-broniosucciniinide cleavage at tyrosine [37], 
fragments 1 -99, 1 - 65, 66 - 99 and 100- 189 after 
acetic acid hydrolysis at aspartyl groups [38,39] and 
fragment 94- 189 after pepsin treatment [40]. The 
molecular weight of the intact protein is taken as 
20600, while those of the respective fragments were 
calculated as 3400, 17200, 14200, 10650, 7100, 3550, 
9950 and 10650. 

' Since complete sequence of the 189 residues of the chicken 
erythrocyie histone H5 is now determined [40], the nomenclature 
of the C-terminal fragments has been changed throughout the text, 
captions of the figures and in Fig.11. Moreover, calculated 
molecular weights have been subsequently corrected. 
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Antibodies to histone H5 were obtained as pre- 
viously described [12] by immunizing guinea pigs 
(250-300 g; Hartley strain) in groups of six, initiàlly 
via the footpads with 20 pg of histone per animal, 
followed by intradermal boosters of 10 pg each. 
Sera from subsequent bleedings up to 41 days after 
initial injection were pooled and stored at -20°C 
with azide preservative. 

Titers and cross-reactivities of antisera and im- 
munoglobulin fractions were measured by micro- 
complement fixation according to the method of 
Wassermann and Levine [41], after heating to 56°C 
for 60 min to destroy endogenous complement. 
Optimal titers of antibody and guinea pig complement 
(as reconstituted serum from Colorado Serum Co.) 
in fresh barbitallsaline (0.14 M NaCI, 0.01 M sodium 
barbital, pH 7.35) containing 0.1 0/o, (w/v) gelatin, 
1 mM MgC12, 0.15 mM CaC12, were incubated with 
various concentrations of antigen for 16- 18 h at 
4°C along with controls [41,42]. The residual com- 
plement was detected by spcctropliotometric measure- 
ment at 550 nm of hemoglobin released from sheep 
erythrocytes, which had been washed with barbital/ 
saline and pre-sensitized for 10 min al 37 "C with one 
volume of rabbit hemolysin (Baltimore Biological) 
diluted to give optimal lysis with unfixed complement. 
In most of the assays described herein, 50 ?/, maximal 
complement fixation was obtained with anti-H5 serum 
dilution titers of 1 : 3000, even by the first bleedings 
[431. 

Inhibition of complement fixation was assessed 
by incubating H5 fragments at various concentrations 
for 15 min at 37°C with anti-H5 serum diluted 
1 : 2000 or 1 : 3000 (which gives 80- 90 % maximal 
complement fixation in the inhibitor-free control). 
This conditioned serum was then used with a series 
of antigen concentrations to measure the percentage 
complement fixation at 4°C in the usual way. All 
series were replicated to ensure consistency of results. 
For compüring inhibitors, inhibition was plotted as a 
fraction of the maximal complement fixation for 
various concentrations of inhibitor, expressed in molar 
ratios relative to the H5 antigen at optimal con- 
centration (1.25 - 1.5 pg/ml with antiserum diluted 
1 : 2000 or 1 : 3000). 

RESULTS 

Polyacrylamide gel electrophoresis (Fig. 1 B) shows 
that chicken histones Hl and H5, obtained by repeated 
extraction of washed erythrocyte nuclei with 5% 
Jrichloroacetic acid, were not contamined by nucleo- 
soma1 histones (Fig. 1 A). The fractions of histones Hl 
and H5, recovered from this extract by elution frorn 
Amberlite CG-50, were free from mutual conta- 
mination (Fig. 1 C and D). 

Fig. 1 .  Polyacrylamide gel elecrroplioresis of chicken erythrocyte 
histones in acid-urea gels 136). (A) Total histones extracted with 
HCI from isolated chicken erythrocyte nuclei. (B) Lysine-rich 
histones extracted with 5 %  trichioroacetic acid from erythrocyte 
nuclei. (C) Histone H5 isolated from the txtract in B by chromatog- 
raphy on Amberlite CG-50 [12] with a gradient of guanidine 
chloride. (D) Histone Hl isolated from the extract in B by 
chromatography as in C. Cationic migration is depicted from right 
to left ; gels were stainad in Amido Black and sahned at 550 nm; 
positions of histones H4, H2A-2B-3 (unresolved), H5, Hl and H3 
dlmer are shown 

When purified histone H5 was injected repeatedly 
into two groups of guinea pigs, complement fixation 
titers rose by 41 days to 1 : 3160 in one lot of anti-H5 
serum and to 1:2800 in the other [43]. No com- 
plement was fked even with undiluted anti-H5 serum 
by chicken erythrocyte histone fractions H2A - H2B 
or H3 - H4, prepared by exclusion chromatography 
of 0.20 M HC1 extracts (not shown). A light cross- 
reaction was observed with purified histone H l  but 
only at dilution 1 : 10 or 1 : 20. None of the eight H5 
peptides at concentrations from 0.3 to 5 p g / d  fixed 
complement with anti-H5 serum diluted (1 :2000 or 
1 : 3000. 

In control for the inhibition assays with H5 
peptides, a peculiur feature of guinea pig anti-H 5 serum 
was revealed. When srnall amounts of intact histone 
H5 were briefly pre-incubated at 37 OC with anti-H5 
serum (diluted 1 : 3000) before complexing at 4°C 
with more antigen and complement in the fixation 
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Fig. 2. Inhibition by whole histones ofcomplementation by guinea pig unti-HS dilitted 1: 3000 and complexed luith chicken histone H5 ar 4'C. 
(A) Concentrations of H5 as inhibitor pre-incubateci at 37 "C with anti-H5: (H) control without inhibitor; (M) 0.3; (v--v) 0.6; 
(A--A) 1.25; (M) 2.5; (O-----@) 5 or 25 pg/ml. (B) Concentrations of Hl or H4 as inhibitor: (t- + control; (&--A) 1.4 pg 
Hl/ml; (A- A) 2.8 w Hllrnl; (-1 0.75 ~g H41ml; (M) 1.5 pg H41ml. Abscissae are concentrations (in pg{ml) of H5 in- 
cubated with anti-H5 (with or without inhibitor) in presence of complement 

Concentration of H5 (pghnl) 

Fig. 3. Inhibition by HS peptides of complement ~fixution hy guinea pig anti-H5 ( 1  :2(XX))) with chicken hisrorle H5. (A) Canmtrations of 
peptide 32-189: (H) control; (A-- -A) 0.8 or 1.0; (A.-- A) 1.5; (0-"-0) 2.5; (V --V) 3.0 WmI. (B) Concentrations of peptide 
1-31: (H) control; (M) from O to 50 pg/ml. Abscissae as in Fig. 2 

assay, it inhibited in proportion to the amount of 
pre-incubated histone H5 at concentrations of antigen 
at, or above the optimum (Fig.2A). There were no 
shifts in the optimal antigen concentration which 
might have indicated inactivation of antigen, or the 
typical effect of antigen excess. To a lesser extent 
similar behaviour was observed with histone Hl as 
inhibitor of compiement fixation by the anti-H5/H5 
antigen, but comparable molar proportions of histone 
H4 had no effect (Fig. 2 B). 

This behaviour of antiserum pre-incubated with 
histone H5 serves as a reference for assessing the 
effects of its peptide fragments. The large fragment 
32-189 wasvirtually as potent an inhibitor as the whole 

protein, effectively blocking complement fixation 
by HS/anti-H5 at concentrations between 2.5 and 
5.0 pg peptide/ml (Fig. 3A). In contrast the corres- 
ponding N-terminal fragment 1-31 had no direct 
inhibitory effect even up to 50 pg/ml with anti-H5 
serum diluted either 1 : 2000 (Fig. 3 B) or 1 : 3000 (not 
shown). 

The shorter C-terminal fragment 59- 189 was also 
strongly inhibitory at seruni dilutions of 1:2000 
(Fig. 4A) and 1 : 3000 (Fig. 4B); the latter was used for 
subsequent assays, because 01' its sensitivity to weak 
inhibition. Even so, fragment 94 - 189 only inhibited 
complement fixation appreciably at considerable molar 
excess over the antigen (Fig. 5A). The slightly shorter 
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Concentration of H5 (pg/ml) 

Fig.4. Inhibition by H 5  peptides 59- IR9 of complementJixation by guinea pig unii-H5 wiîh clticken histone H5. (A) Semm diluted 1 :2000; 
(B) semm diluted 1:3000. Concentrations of peptide: (H) control; (V-V) 1.7; (A-A) 2.5; (A-A) 5; (0-0) 10; 
(O--.) 20; (-4) 40; (v---'1) from 17 to 130 &ml. Aôscissae as in Fig.2 

Concentration of HS (pg/ml) 

Fig. 5. Inhibition by H5  peptules of complementflxation by guineapig anti-H5 (1 :  3000) with chicken hislone H5. (A) Concentrations of peptide 
94- 189: (H) control; (V--V) 1.2; (O-----O) 12; (0- g ) 36 or 120 &ml. (B) Concentrations of peptide 100- 189: (H) 
control; (A-A) 1.2; (A--A) 12; (0--0) 36; (D--0) 120 Wml. Abscissae as in Fig. 2 

Fig.6. Inhibition by H5  peptides of complemenr fixation by guinea pig anti-H5 (1:3000) with chicken histone H5. (A) Concentrations of 
peptide 1 - 99: (U) control; (CI---CI) 1.3; (M) from 13 to 130 CceJml. (B) Concentrations of peptide 1 -65: ()--.) controf ; 
(A-A) 0.9 OC 9.0; (A--A) 26; (0-V) 87 pg/ml. Abscissae as in Fig.2 



L. V. Aura, A. Mazen, J. M. Neelin, G. Briand, P. Sautiere, and M. Champagne: 

Concentration of HS (pg/ml) 

Fig.7. Varhtion in inhibition by H5 peptide 66-99 of complement firation by guinea pig anti-H5 (1:3000) with chicken Irisrone HS. (A) 
Series 1; (B) seria 2. Concentrations of peptide: (H) conlrol; (A---A) 0.3; (A-A) 0.6: (D--O) 0.4 or 4; (V- 0 )  2.5 or 5.0; 
(w) 13; (w) 44 &ml. ~ b s c i m e  as in Fig.2 

Fig. 8. Relative inhibitions by H5 peptides of compiemen~ fixation by Fig. 9. Relative inhibitors by HS pepridvs of complement fixation by 
guima pig mti-H5 serum 1 (diluted 1 :  HKX)) with histone HS. guinea pig anti-HS serum I (diluted 1 :3000) with histone H5. ln- 
Ordinate: inhibition plofted as a fraction of optimal complement hibitors: (+--+) histone H5; (A-A) peptide 66-69; 
fixation in the absence of inhibitor. Abscissa: molar ratio of @ - O )  peptide 100- 189. Other symbols, ordinate and abscissa 
inhibitor peptideW5. Inhibitors: IV-V) peptide 32- 189; as in Fig. 8 
(A-A) peptide 59- 189; (M) peptidt 1 -99; (0--0) 
peptide 94- 189; (M) peptide 1-65; (M) peptide 1 -31. 
Reiative inhibitory eifectiveness is indicated approxirnately by 
loping lines 

C-terminal fragment 100 - 189 was just moderately 
inhibitory even in great excess (Fig.SB), while the 
corresponding N-terminal fragment 1-99 strongly 
inhibited at low concentrations (Fig. 6A). In contrast 
fragment 1 -65, shorter by 34 residues, was only 
weakly inhibitory (Fig.6B), while fragment 66-69, 
containing these residues, showed considerable vari- 
ation in the strength of its effect (e.g. Fig. 7A, B). In 
eight separate assays fragment 66-99/H5 molar 
ratios needed for 50 % inhibition ranged from 1.3 to 
90 with a mode around 50. 

To compare the abilities of fragments to inhibit 
complement fixation by HS/anti-HS, the fractional 

inhibition of maximal complement fixation was plot- 
ted against molar ratios of peptide to antigen (on a 
logarithmic scale for convenience; Fig. 8 and 9). 

Reproducibility of the antibody population raised 
in guinea pigs was established by a similar series with 
fewer peptides and antiserum from another group 
of six guinea pigs (Fig. 10) which gave 50% comple- 
ment fixation by serum 1 :2800. Of the eight peptides 
tested, al1 but the N-terminal 31 residues could 
inhibit complement fixation by at least 50 %, if molar 
excess was sufficient. The inhibitors tend to fa11 
into three groups: intact histone fi5 and the large 
C-terminal fragment 59 - 189 inhibited similarly and 
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Fig. 10. Relative inhibitions by H5  peptides vf complement fixotivn 
by guinea pig anti-H5 semm II (diluted 1 :HXX)) with histone H5. 
Ordinate and abscissa as in Fig.8. Inhibitors: symbols as in Fig.8 
and 9 

strongly with serum diluted 1 : 3000 (Fig. 9), as did this 
fragment and 32- 189 with serum 1 : 2000 (Fig. 8 
and 10). Although fragment 1 - 58 was not available, 
it appears that little or no inhibitory capacity has been 
lost with the N-terminal 32 or 58 residues. Over- 
lnpfring fragments 1 - 99 and 94- 189 inhihited mo- 
J~iately at both serum dilutions (Fig.8 and 9), but 
their order of potency was reversed in pooled antisera 
from another lot of guinea pigs (Fig. 10). Fragment 
1-93 was not available for assay, its loss evidently 
affected important determinants, while the influence 
of the next six residues was even more striking (Fig. 9 
and 10). 

DISCUSSION 

It is generally conceded that a multipiicity 01' 
determinants on a molecule or aggregate favours 
immunogenicity and that complement is most effi- 
ciently fixed by antigen complexed with a number of 
antibodies from a population of reasonably balanced 
concentrations [44,45]. Although these conditions 
may be scarcely achieved with small or partially 
disorganized histones, multivalency should not be 

"c -p 
i '~ '  sneeded for inhibition of aggregate formation in 

f ld~~~complement  fixation assays. With soluble antigens 
and immunoglobulin G [45], such as histones and 
antihistones [43], complement fixation is more efficient 
at 4°C than at the 37 'C used for pre-incubation with 
prospective inlribitor. Since change in temperature 
also alters conformation of the antigenic or in- 
hibitory H5 [46] with probable consequences on its 
immunochemical behaviour [9,47], the antibody com- 
plex formed with histone H5 or its peptides at 37°C 
may be incapable of accommodating more com- 
plement-fixing H5 after the temperature is lowered. 

In order for antigenicity to survive fragmentation 
of the parent protein, interna1 modifications of amino 
acid side-chains in determinants should be avoided. 
Although N-bromosuccinimide is reputed to oxidize 
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Fig. 1 1 .  Diugromatic dsiribution of histone H5 sites antigenic fo 
guinea pig unti-H5 immunoglobulin. Lengths of hori/<~til.il I>ars are 
proportional to numbers of residues, some of which arc iiuinbered 
from the N-terminus of the parent H5 molecule (top). Antigenicity 
indicate as follows: -- ho evident inhibitory eiïect; - weak to 
moderate effect not precisely located; O weak to moderate effect 
in precise region; H strong eflect in precise region 

histidine and methionine [48], fragment 59- 189 
retains essentially full inhibitory capacity, as does 
fragment 32-189 produced by CNBr. While the 
conditions of mild acid hydrolysis at aspartyl residues 
may well denature tertiary structure, the very active 
fragment 1 - 99 was subje4.t to the same conditions as 
i ts components, the weak and variable inhibitors 1 - 65 
and 66-99, as well as the very basic fragment 
100- 189. While acid treütment may alter the anti- 
genicity of a salt-extracted histone [9], our histone H5 
used as immunogen, antigen or inhibitor was always 
acid-extracted. 

No previous report has localized antigenicity of a 
lysine-rich histone more precisely than in the C-ter- 
minal two-thirds of histone Hl [2,7]. Our attribution 
of antigenic sites in chicken histone H5 is summarized 
in Fig. 11, in which each peptide fragment is aligned in 
relation to the intact chaiii. Two precisely delineated 
regions of different antiger ic significance and two less 
defined regions are depicted. Although the N-terminal 
58 residues had little effect on inhibition, the N-ter- 
minal 65-residues fragment was weakly inhibitory by 
itself and its loss disrupted the antigenicity and stability 
of fragment 1 -99. Similarly excision of the N-terminal 
93 residues, particularly ihe stretch from 59 to 93, 
removed important determinants or stabilizing groups, 
but the overlapping fragments 1 - 99 and 94 - 189 
remained highly inhibitory. 
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The two short sequences of particular consequence 
are quite conserved among avian species. Residues 
59 - 65 and 94 - 99, respectively Lys-Val-Gly-His-Asn- 
Ala-Asp and Arg-Leu-Ala-Lys-Ser-Asp in chicken 
[38], are nearly identical in goose [49], as is the inter- 
vening sequence. This is consistent with a cross-re- 
action of goos histone H5 fixing complement with 
anti-H5 (chicken) at about half the serum dilution for 
complement fixation with chicken H5 (M. Rodriguez. 
C. Mura and J. Neelin, unpublished observations). 
Although chicken or amphibian erythrocyte histones 
Hl  and H5 do not cross-react in complement fixation 
[23,43], the inhibition by histone Hl in the H5 
system suggests a limited antigenic homology not 
obvious from the known H 1 sequences [49]. 

The antigenic determinants in chicken histone H5 
appear to be more localized than in histone H3 

.[50]. Guinea-pig anti-H5 sera are mostly directed 
against the 'globular' or 'central' domain of the histone 
[49,51]. Because this region is less firmly bound to 
DNA than the basic ends [52], it should be accessible 
to antibody probes for cytochemical studies [30- 32, 
421. 

The centralization of antigenicity in one-third of 
the primary sequence may be a limitation on homology 
surveys of lysine-rich histones [2.5 - 7,25 - 271, if it 
applies as well to rabbit anti-Hl or anti-H5 sera. I t  is 
already evident that the highly variable N-terminal 
third of histone Hl [53] contributes little toantigenicity 
[2,7,54] but if stmctu~ed and conserved regions of 
histones are more critical to their biological functions. 
an immunochemical cornparison of their partial ho- 
mologies could be illuminating. 
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L'histone H5 se caractérise essentiellement : 

1') par le caractère hydrophobe de la région NH2- 

terminale où sont localisés tous les résidus d'isoleucine, de leucine, cinq 

des huit résidus de valine et tous les résidus aromatiques (Tyr, Phe, His). 

2') par l'accumulation des rbsidus basiques 

dans la région COOH-terminale (50 % de résidus basiques). 

De nombreuses tentatives qui ont été faites pour ktu- 

dier la corrélation séquence-conformation ont montré que les segments apo- 

laires favorisaient la formation en hélice a. 

Les caractéristiques de l'histone H5 suggèrent très 

fortement que la structure globulaire est locdisée dans la partie N'Hf 

terminale alors que la partie basique serait sous forme de pelote statis- 

tique. 

Du fait de la position des résidus d'acide aspartique 

en position 65 et 99, les fragments obtenus à partir de l'histone A5 après 

coupure par l'acide acétique 0,25 N sont particulièrement intéressants pour 
déterminer les régions structurées ou non structurées de la molécule. Eh 

effet, le fragment N'Hg-terminal (résidus 1 à 99) englobe toute la région 

hydrophobe de l'histone tandis que le fragment COOH-terminal (résidus 100 

à 189 ) correspond exactement à sa région basique. 



L'hydrolyse de l'histone H5 par l'acide acétique 0,25 - N 
permet d'obtenir cinq fragments (figure ci-dessous) qui présentent un très 

grand intérêt : 

- à la fois pour les études conformationnelles, 

- ainsi que pour l'étude des sites antigéniques de 
l'histone H5. 

1 63 99 189 
Thr A ~ F  A ~ P  kf s 

1 - STRUCTURES SECONDAIRE ET TERTIAIRE DE L'HISTONE H5 

1-1 Résultats obtenus en résonance magnétique nucléaire 
-------------------------------------------*---------- 

( R E ~ )  et dichroïsme circulaire (DC) sur les peptides acétiques 

L'obtention des peptides acétiques et les études faites 

en spectroscopie de résonance magnétique nucléaire (RMN) et de dic1lroi"sme 

circulaire (DC) à Portsmouth en collaboration avec M. BRADBURY et C. CRAPJ'E- 

ROBINSON sont présentés dans la publication 4 (38). 



Les r é s u l t a t s  obtenus montrent que l a  p a r t i e  NH -terminale 
2 

de l a  molécule a une s t r u c t u r e  g lobula i re  a l o r s  que l a  p a r t i e  COOH-terminale 

n 'a  aucune s t ruc tu re ,  En RMN comme en DC nous observons un changement 

important de conformation des fragments Ac-1 ( rés idus  1 à 65) e t  Ac-la ( ré-  

s idus  1 à 99) l o r s  de l ' é l éva t ion  de l a  fo rce  ionique avec du s u l f a t e  de 

potassium 0,25 - M. 

Dans ces conditions de s t ruc tu ra t ion ,  on peut  observer 

une conformation en h é l i c e  a dans l e  pept ide  Ac-1 ( rés idus  1 à 65). Le taux 

d ' h é l i c i t é  mesuré en DC à 222 nm, e s t  de 23 % (15 rés idus) .  

Dans l e s  mêmes condit ions,  l e  peptide Ac-la ( rés idus  1 

& 99) a une h é l i c i t é  a de 26 % (26 r é s i d u s ) ,  Sa s t r u c t u r e  ter -k ia i re ,  mise en 

évidence par l a  perturbation en RMN du spec t re  des rés idus  d ' h i s t i d i n e  

e t  de tyros ine ,  est p lus  importante que c e l l e  du peptide Ac-1 ( rés idus  1 à 

65). 

Le fragment Ac-2a ( rés idus  66 à 189) a une h é l i c i t é  a 

de 5 % (7  rés idus ) .  

Enfin, l e  fragment Ac-3 ( rés idus  100 à 189) peut ê t r e  

considéré comme un excellent  modèle de s t r u c t u r e  totalement inorganisée. 

1-2 Prédict ion de l a  s t r u c t u r e  secondaire d 'après l a  méthode .......................................................... 
de CHOU e t  FASMAN 
--. .-------------- 

La méthode de c a l c u l  de CHOU e t  FASMAN (34) qui  permet 

l a  prédict ion de l a  s t r u c t u r e  secondaire d'une proté ine ,  a t t r i b u e  à chaque 

rés idu d'acide aminé une p robab i l i t é  de s e  c l a s s e r  dans l 'une  des conforma- 

t i o n s  suivantes : 

h é l i c e  a, f e u i l l e t  fl, coude f3 (ou f3-turn), s t ruc tu re  inorganisée en pelote  

s t a t i s t i q u e .  



La s t r u c t u r e  secondaire p r é d i t e  pour l ' h i s t o n e  H5 e s t  

présentée dans l a  f i g u r e  20 (page 105).  

Les régions organisées,  observées en RMN e t  DC 

dans l a  région NHp-terminale, apparaissent  d 'après l e  ca lcu l ,  l o c a l i s é e s  

e n t r e  l e s  r é s idus  1 e t  6, 30 e t  40, puis  e n t r e  l e s  r é s idus  64 e t  82. 

Les régions comprises e n t r e  l e s  r é s idus  10 e t  19 ,  

93 e t  103 pu i s  135 e t  148 ont  une f o r t e  p robab i l i t é  de se mettre en struc-  

t u r e  hé l i co ïda le .  Cependant, à cause des répuis ions  des charges e n t r e  r é s i -  

dus vo i s ins ,  défavorables 3 l a  formation d 'hé l ice  a, ces  régions n'ont en 

f a i t ,  aucune s t ruc ture .  

Le nombre de rés idus  en h é l i c e  a d é f i n i s  par  c e t t e  

méthode (32 rés idus )  e s t  en bon accord avec l e s  données obtenues pa r  l e  

dichrofsme c i r c u l a i r e  (27  rés idus  ) (37). 

Il est i n t é r e s s a n t  de no te r  l 'absence de s t r u c t u r e  f3 

dans l ' h i s t o n e  H5. Ce r é s u l t a t  obtenu par  l e  ca lcu l  é t a i t  dé jà  connu par  

spectroscopie infrarouge (CRANE-ROBINSON e t  c o l l .  ) (37). 

1-3 Discussion --------------- 

L'étude des pept ides  acé.tiques a permis de montrer que 

l a  p a r t i e  NH2-terminale de l ' h i s t o n e  H5 ( r é s idus  1 à 99 ) est globula i re  a l o r s  

que l a  p a r t i e  COOH-terminale ( r é s idus  100 à 189) ne possède aucune s t r u c t u r e  

organisée. 

Ces r é s u l t a t s  ont  confirmé ceux obtenus par  CRANE- 

ROBINSON e t  c o l l .  (37) en dichroïsme c i r c u l a i r e ,  spectroscopie de RMN 

e t  spectroscopie IR sur l ' h i s t o n e  H5 e t  ses  fragments obtenus par  coupure 



105 - 
REPRESENTATION SCHEMATIQUE DE LA STRUCTURE SECONDAIRE DE L'HISTONE II5 

D'ERYTHROCYTE DE POULE3 

La s t r u c t u r e  secondaire e s t  déterminée par l e  ca lcu l  de FASMAN e t  Coll. (48). 

Les régions en hél ice  a sont représentées par a . Les "retournements" de 

chaîne indiquent l e s  t é t rapep t ides  en coude 6. Les régions en s t ruc tu re  inorga- 

n i sée  sont représentées par - . Les rés idus  de l y s i n e  e t  d 'arginine sont 

indiqués par un signe + e t  l e s  r és idus  d'acide aspar t ique  e t  d'acide glutamique 

par un signe -. 

f i g u r e  20 



avec le bromure de cyanogène (résidus 1 à 31, résidus 32 à 189) et la 

N-Bromosuccinimide (résidus 59 à 109). Dans l'histone H5 la formation de 

la structure secondaire s'accompagne d'un repliement tertiaire mis en évi- 

dence en dichroïsme circulaire au niveau de la bande d'absorption des rési- 

dus aromatiques dans la région 280-290 nm. 

Récemment, AVILES et coll. (5) ont pu affiner les 

résultats précédents en déterminant les lirnites précises de la zone globu- 

laire de l'histone H5. L'histone H5 est placée dans un milieu de force ioni- 

que élevée (tampon Tris-HC1 50 - mM pH 8,O - K~so~o,$) où elle acquiert un 
maximum de conformation secondaire et tertiaire. La protéine est alors sou- 

mise à une hydrolyse trypsique limitée : rapport enzyme/substrat 1/1000, 

température à 20°c, durée de l'hydrolyse 4 heures. Dans ces conditions, la 

trypsine libère un fragment de 79 résidus (résidus 22 à 100) qui correspond 

à la zone globulaire de l'histone H5. 

A partir des spectres de dichroïsme circulaire les 

auteurs ont pu estimer à 25 le nombre de résidus en configuration d'hélice a, 

Cette valeur est voisine de celle trouvée pour l'histone H5 (27 résidus en 

configuration d'hélice a) et de celle trouvée pour le fragment Ac-la (26 rési- 

dus en configuration d'hélice a). Rappelons que le fragment Ac-la est obtenu 

par coupure de l'histone H5 avec l'acide acétique 0,25 N et correspond à la - 
séquence 1-99. 

Il apparaît donc que la zone centrale 22-100 renferme 

toute l'hélicité a de l'histone H5. 

Par mesure de la vitesse de sédimentation et par diffu- 

sion des neutrons, cette région globulaire a une forme approximativement 

sphérique. La diffusion des neutrons permet de déduire un rayon de giration 

de 1,14 - + 0,07 nm (5). 



L'histone H5 en solution contient  donc tarois  domaines 

biefi d i s t i nc t s  ( f igure  21, page 108) : 

- Une région NA2-terminale désordonnée d'environ 

21 résidus,  

- une région globulaire sphérique de 79 résidus. 

Cette région renferme tou t e  l a  s t ructure  secondaire e t  t e r t i a i r e  de l a  pro- 

téine.  Eh outre ,  CHAPMAN e t  col l .  (32) ont m i s  en évidence par RMN l a  

proximité des résidus de tyrosine 28 e t  53. 

- une région COOH-terminale désordonnée de 89 résidus.  

L'histone H l  comporte également ces t r o i s  domaines s t ruc-  

turaux. La différence importante e s t  que l e  domaine NH2-terminal de l ' h i s tone  

H5 e s t  plus court d'environ 12 résidus d'acides aminés e t  comporte u?e charge 

posi t ive  n e t t e  moins importante. 

Ces différences pourraient se  répercuter sur l e s  forces 

d ' interaction entre  DNA e t  l e s  régions MI2-terminales de ces deux histones. 

GAREL e t  col l .  (54 )  ont étudié,  par dichroïsme circu- 

l a i r e  e t  absorption u l t r av io l e t t e  l a  s t a b i l i t é  e t  l a  conformation du complexe 

de 11histoneH5 avec l e  DNA au cours de sa  dénaturation thermique. 

Par a i l l eu r s ,  l e s  l i a i sons  de l ' h i s tone  H5 e t  de l a  

région centra le  (résidus 22 à 100) au DNA ont é t é  étudiées en RMN à fa ib le  

force ionique (AVILES e t  co ï ï .  ) (6 ) .  

D'après ces deux r é su l t a t s ,  l a  s t ructure  organisée de 

l ' h i s tone  H5 observée sur l a  protéine seule,  à force ionique élevée, e s t  

maintenue lorsque l a  protéine s e  l i e  au DNA à force ionique de ~ O - ~ M .  Dans 

ces conditions de fa ib le  force ionique, l 'h is tone H5 seule n 'es t  pas struc- 

turée.  Ceci met en évidence 1' importance du "microenvironnement" ionique ré- 

su l t an t  de l a  concentration des ions portés par l e s  histones e t  l e  DNA dans 

un volume r e s t r e in t .  



STRUCTURE SCHEMATIQUE DE L'HISTONE H5 D'ERYTHROCYTE DE POULET 

Région g lobu la i re  

89 

Acide aminé hydrophobe 

0 Acide aminé hydrophile 

@ Acide aminé basique 

- - 1  Acide aminé ac ide  

P S i t e  de phosphorylation 

Dét e m i n a n t  antigénique 

Le schéma, que nous proposons, nontre que l ' h i s t o n e  B5 cont ient  t r o i s  
domaines b ien  d i s t i n c t s  : 

- les régions  NH2-terminale e t  COOII-terminale de s t r u c t u r e  
désordonnée, 

- une région globula i re  c e n t r a l e  renfermant t o u t e  l a  s t r u c t u r e  
secondaire e t  t e r t i a i r e  de la  protéine.  

D'après CRABE-ROBINSON e t  c o l l .  (37) ,  (38) e t  AVILES et  c o l l .  (5 ) .  

f igure  21 



Les trois régions structurales de l'histone H5 se lient 

fortement au DNA à faible force ionique. Le domaine central (résidus 22 à 

100) se dissocie du DNA entre 0,3 - 0,4 - M NaCl, mais une concentration de 
0,7 - M NaCl est nécessaire pour la dissociation des régions NH2- et COOH-ter- 
minales. 

Contrairement à l'histone H5, l'histone Hl se lie fai- 

blement au DNA par ses régions Mi2-terminale et globulaire, seule la partie 

COOH-terminale interagit fortement avec le DNA. 

Cette différence pour la région globulaire peut être 

attribuée au taux plus élevé de résidus d'arginine de l'histone B5 par 

rapport à l'histone Hl. Eh effet, en RMN, la resonance du groupe lmp du 

groupement guanidique des résidus d'arginine est intense seulement à force 

ionique élevée impliquant que ces résidus interagissent fortement avec le 

DNA . 

Ehfin, les deux sites majeurs de la phosphorylation 

(résidus de sérine 145 et 166) ainsi que les deux sites mineurs (résidus 

de sérine en position 22 et 29) sont localisés dans ou près des coudes 6 

conformation qui pourrait être nécessaire à la reconnaissance du site par 

la phosphokinase (MACLEOD et co11. ) (89 ) . 

2 - ETUDE DES SITES ANTIGENIQIJES DE L'HISTONE H5 

L'obtention des diffgrents fragments acétiques de l'his- 

tone H5 débouche également sur la détermination des sites antigéniques de la 

protéine. 



L'étude immunologique a été réalisée au laboratoire de 

Biochimie de l'université CARLETON à Ottawa et à l'Institut de ~iologie Molé- 

culaire et Cellulaire de Strasbourg (publication 5) (96). 

Huit fragments peptidiques ont été utilisés pour la 

localisation des sites antigéniques de l'histone H5 : 

- fragments CN-1 (résidus 1 à 31) et 

CN-2 (résidus 32 à 189) obtenus par 

coupure de la protéine avec le bromure de cyanogène, 

- fragment NB-4 (résidus 59 à 189) obtenu par 

coupure de la protéine avec la N-Bromosuccinimide, 

- fragments acétiques : Ac-1 (résidus 1 à 65) 

Ac-la (résidus 1 à 99) 

Ac-2 (résidus 66 à 99) et 

Ac-3 (résidus 100 à 189), 

- fragment Px (résidus 94 à 189) obtenus par hydro- 

lyse de l'histone H5 avec la pepsine. 

Notre participation à ce travail se situe au niveau de 

la préparation des fragments acétiques et du fragment Px de l'histone H5. 

La capacité des peptides d'inhiber la fixation du complk- 

ment par le complexe H5 /anti H5 est appréciée par la disparition du pouvoir 

hémolytique du mélanpe vis à vis des hématies de Mouton. Une mesure de la 

quantité d'hémoglobine libérée est faite par lecture spectrophotométrique à 

550 nm- 

Deux déterminants antigéniques sont localisés dans la 

zone globulaire de la protéine : séquences 59 - 65 et 94 - 99 (figure 21, 
page 108 ). 

La conservation de ces deux régions dans l'histone H5 

d'Oie (157) expliquerait la fixation du complément observée par le complexe 

H5 dlOie/anti H5 de Poulet (observations non publiées de M. RODRIGUEZ, 

C. MIRA et J. NEELIN). 



Deux autres dgterminants antigéniques, moins bien défi- 

nis, sont localisés l'un dans la zone globulaire entre les résidus 66 et 93, 
l'autre dans la moitié COOH-terminale de la protéine entre les résidus 100 

et 189. 

L'inhibition par l'histone H l  de la fixation du complé- 

ment par le complexe H5 - anti H5 suggère une homologie antigénique limitée 
entre ces deux histones. 



C O N C L U S I O N S  

P=PI==t~ff==f==tf=== 



Nous avons déterminé la structure primaire complète 

(189 résidus) de l'histone H5 d'érythrocyte de Poulet. La séquence de 

l'histone H5 est caractérisée par : 

- une distribution asymétrique des résidus basiques 
et hydrophobes ; 

- la présence de 3 domaines : 

- un domaine basique peu structuré (résidus 1 
à 21) ; 

- un domaine hydrophobe de structure globulaire 
(résidus 22 à 99) ; 

- un domaine très basique dépourvu de toute 
structure (résidus 100 à 189). 

Les domaines basiques sont des sites privil6giés d'in- 

teractions électrostatiques avec les groupes phosphate du DNA. Il n'est pas 

exclu toutefois qu'ils soient également le siège d'interactions électrosta- 

tiques avec les fonctions carboxyliques des chaînes latérales des protéines 

HI)fG 1 et HMG 2 dont les régions COOH-terminales sont très riches en résidus 

d'acide aspartique et d'acide glutamique. 

Cette détermination de séquence a permis : 

- la détermination des sites antigéniques ; 
- l'identification des sites de phosphorylation. 

Les sites majeurs de phosphorylation (Ser 145 et Ser 166) sont situés dans 

des séquences comprises entre les résidus de pro-134 et pro-149 d'une part 

et les résidus de Pro-155 et pro-176 d'autre part qui pourraient se struc- 

turer en hélice a par l'introduction d'un groupement phosphate au niveau d'un 



résidu de sérine et lorsque les charges positives sont neutralisées par les 

groupes phosphate du DNA. 

La connaissance de la structure pri~aire de l'histone H5 

est une étape essentielle et indispensable Èi la compréhension de sa fonction 

au sein de la chromatine. Nous savons que l'histone H5 remplace progressive- 

ment, mais partiellement l'histone Hl, au cours de la maturation de l'éry- 

throcyte et qu'elle nanifeste une plus forte affinité pour le DNA que l'his- 

tone Hl, à cause de son taux élevé d'arginine, environ cinq fois supérieur à 

celui de l'histone El. 

Le rôle de l'histone H5 serait de maintenir la chroma- 

tine de l'érythrocyte dans un état condensé, état dans lequel la chromatine 

est transcriptionnellement inactive. Les interactions histone ES-DIA sont 

modulées par la phosphorylation. Ainsi dans l'érythroblaste où la globine 

est encore synthétisée, l'histone H5 est très phosphorylée alors que dans 

l'érythrocyte mature l'histone 115 est complètement déphospho~jlée (APPELS 

et WELLS) (4). 

On est tenté d'établir un parallsle entre le rôle de 

l'histone H5 et celui des protamines dans la condensation de la chromatine. 

Au cours de la spermatogénèse, les histones sont remplacées par des prota- 

mines dont les interactions avec le DIA sont modulées par la phosphoryla- 

tion (261, (851, (861, ( 8 7 ) .  

Eh raison de la parenté structurale entre les histones 

Hl et H5, il serait intéressant de rechercher si l'histone H5 comme l'his- 

tone Hl est susceptible d'être ADP-ribosylée. On connaît dans l'histone Hl 

les sites d'ADP-ribosylation sur le Y-COOH du ;-ésidu d'acide glutanique en 

position 2 et sur l'a-COOH du résidu de lysine en position 189. Selon l'hy- 

pothèse d'OGATA et coll. (101) 1'ADP-ribosylation interviendrait dans la 

formation de l'homopolymère de H i  qui apparaît dans les structures d'ordre 

supérieur de la chromatine (THOMA et coll. ) (131). 



Enfin,  l e s  études s t r u c t u r a l e s  de YAGUCHI e t  c o l l .  (157) 

r é a l i s é e s  su r  l ' h i s t o n e  H5 de c inq  espèces du groupe a v i a i r e  ont  m i s  en évi- 

dence une v a r i a b i l i t é  de séquence t o u t  à f a i t  s i g n i f i c a t i v e  sur tout  quand on 

compare l e s  h is tones  H 5  de Poulet  et  de Pigeon. L'étude de l a  s t r u c t u r e  p r i -  

maire d'une h is tone  H 5  i s o l é e  d'une a u t r e  espèce animale comme l e s  Poissons 

ou l e s  Amphibiens p r é s e n t e r a i t  donc un i n t é r ê t  phylogénétique ce r t a in .  
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1 - DERADATION AUTOMATIQUE DE EDMAM 

La perte importante de rendement au cours de la dégra- 

dation manuelle de EDMAN est essentiellement due à une désulfuration oxyda- 

t ive du groupement phénylthiocarbamyl . 
La dégradation automatique de EDMAN est par contre réa- 

lisée en atmosphère inerte d'azote. 

Le séquenceur utilisé est du type Beckman 890 C. 

Le "coeur1' de l'appareil est une coupelle cylindrique en verre. La coupelle 

en rotation permet d'étaler la protéine en un film très fin et régulier qui 

avantage les échanges avec les réactifs comme avec les solvants. L'élimina- 

tion des réactifs est accélérée et le séchage du film s'en trouve amélioré. 

La coupelle comporte un "étranglement" discret (undercut) 

situé à mi-hauteur de sa partie cylindrique, dont le but est d'empêcher 1'6- 

limination de la protéine ou du peptide lors des lavages par le benzilne (fi- 

gure 22, page 119). 

Les différentes étapes de la dégradation automatique, 

effectuées à 57'C, sont les suivantes (figure 23, page 120) : 

- Solubilisation du peptide 
- Couplage avec le phénylisothiocyanate 
- Elimination de l'excès de réactifs 

- Clivage par l'acide heptafluorobutyrique 

- Extraction des 2 anilino-5 thiazolinones. 
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1-1 Solubil isation du peptide 
----------O-------------- 

Le peptide est solubi l isé  dans 400 p l  d'eau ou d'acide 

formique à 10 % ou même dans l e  tampon de couplage, puis  déposé délicatemeni 

près du fond de l a  coupelle tandis  que celle-ci  tourne à 1 000 t/m. Le pep- 

t i d e  e s t  plaqué contre l a  paroi  de l a  coupelle sous l ' e f f e t  de l a  force cen- 

tr ifuge.  Le séchage e s t  ensuite effectué par une série de balayages $ l ' a zo t e  

e t  de vide progressif. 

1-2 Couplage avec l e  phénylisothiocyanate --------------------------------- 

Le couplage e s t  réa l i sé  en fa i san t  réag i r  l e  peptide 

avec du phénylisothiocyanate ( PITC ) en tampon de couplage dim6thylallyla- 

mine 0,8 M pH 9,4 (DMAA). 

1-3 Rimination de l 'excès de r é a c t i f s  
-----------O---------------- 

Le DMAA est u t i l i s é  pour l e s  peptides relativement 

courts. Il e s t  t r è s  v o l a t i l  e t  de ce f a i t ,  l a  plus grande pa r t i e  peut ê t r e  

éliminée par évaporation sous vide. La quantité de benzène nécessaire pour 

son élimination t o t a l e  est trss réduite,  l imitant a i n s i  l e s  per tes  de pep- 

t ide .  

L'élimination des constituants du tampon de couplage, 

du PITC en excès e t  de ses  dérivés secondaires e s t  réa l i sée  par un vide 

progressif su iv i  d'un balayage d'azote sous vide p a r t i e l  puis par un lavage 

au benzène. Le benzène e s t  ensui te  éliminé lo rsqu ' i l  a t t e i n t  l a  gorge s i tuée 



à l a  partie supérieure de l a  coupelle d'où il e s t  aspiré  à l ' a i de  d'un tube 

appelé scoop. 

1-4 Clivage par l ' ac ide  heptafluorobutyrique 
-------O----------------------------- 

AprSs séchage du f i l m ,  l e  clivage e s t  r éa l i s é  par addi- 

t i on  d' acide heptaf luorobutyrique (RFBA). Un vide progressif su iv i  d' un 

balayage d'azote sous vide permet d'éliminer l 'ac ide à l a  f i n  de l a  rgaction. 

1-5 Extraction des thiazolinones -------------------------- 
Ehfin l a  dernière étape, réal isée  par l e  séquenceur, 

est l ' ex t rac t ion  par l e  chloro-butane des 2 anilino-5 thiazolinones (ATZ) 

e t  l eur  col lect ion dans des tubes ré f r igérés  contenant l e  milieu de conver- 

sion 200 p l  dtHC1 I N  e t  quelques gouttes dt6thyl  mercaptan comme antioxydant. 

La dégradation automatique, d'une durée de 80 minutes, 

s e  termine par un séchage du peptide résiduel grâce à un vide progressif 

suivi  d'un bala;y-e d'azote sous vide par t ie l .  Le cycle suivant peut ensuite 

commencer. 

Au cours de l a  conversion, l a  thiazolinone est trans- 

formée en une phénylthiohydantoïne d'acide aminé (PTH) plus stable.  

Le chloro-butane est ensuite évaporé sous azote. Au 

cours de c e t t e  évaporation, l a  thiazolinone se concentre progressivement 

dans l a  phase HC1 qui e s t  incubée de 7 à 15 minutes à 80°C. 



La durée de la conversion est de 10 minutes pour la 

plupart des PTH-amino-acides. Cependant, ce temps est limité à 7 minutes 

pour les PTH-hydroxylks (Sérine, ~hréonine ) afin d'éviter leur destruction 

et porté à 15 minutes pour permettre une conversion totale des P!i!H-Val, 

PTH-Leu, PTH-Ile, PTH-Phe, PTH-Ws, 

A cette technique classique de EDMAN nous y avons 

ajouté l'utilisation de "mainteneurs" (51), (112), (120), (131) qui ont pour 

but de minimiser au maximum les pertes lors des lavages par une stabilisa- 

tion mécanique du peptide dans la coupelle. 

Bien qu'il soit possible d'utiliser des protéines blo- 

quées naturellement ou artificiellement (51), (112), le mainteneur le 

utilisénest le polybrène. Le polybrène est un ammonium quaternaire de for- 

mule : 

Si son mécanisme d'action n'est pas encore bien connu, 

on sait que la quantité minimum à utiliser est de 2 È i  3 mg (74). Les arte- 

facts dus au polybrène sont sensiblement diminués en soumettant 50 nanomoles 

de dipeptide Gly - Gly 3 cycles de dégradation en présence de mainteneur ce 

qui a pour but de faire réagir les impuretés du polybrène avec le groupe a - d n é  

terminal du dipept ide ( 69 ) 

Le peptide est ensuite dépose dans la coupelle puis sou- 

mis $ la dégradation automatique. 

La deuxième modification est l'utilisation du phényliso- 

thiocyanate sulfoné pour les peptides contenant plusieurs résidus de lysine. 



Le blocage des groupes e-minés des résidus de lysine par le 3-sulfo-PïTC 

augmente la polarité du peptide et évite son entrainement hors de la cou- 

pelle pendant les opérations de lavage qui interviennent au cours de la 

déwadation automatique de EDbW (21 1, (22) . 
Le groupe a-aminé du résidu d'acide amin6 en position 

Mip-terminale est également modifié. 

La thiazolinone des acides aminés modifiés n'est plus 

extraite par le chloro-butane et il est donc nécessaire d'identifier préa- 

lablement le résidu en position NH2-terminale par une autre méthode. Par 

contre, l'identification des résidus de lysine est directement impossible. 

Cependant, en utilisant le 3-sulfo-PITC en faible 

exch, la modification des résidus de lysine n'est pas totale. Il est donc 

possible, après extraction de la thiazolinone, d' identifier le PTH-Lys. 

Environ 300 nM de peptide sont traitées par le 3-sulfo- 

PITC (1 nM de sulfo-PITC/nM de résidu de lysine) pendant 1 heure à 40'~ en 

milieu diméthylamiro-propyne - eau ( 30: 15 ) (v/v). 

Après avoir ajouté 5 vl de tributylamine la réaction se 

continue 1 heure à la température ambiante. Evaporé à sec \le peptide est re- 

pris par le tampon de couplage DMAA 0,8 M pH 9,4 et d6posé dans la coupelle. 



2 - IDENTIFICATIOI9 DFS PTH-AMINO-ACIDES 

Nous avons d'abord utilisé comme technique principale 

d'identification des PTH-amino-acides la microchromatographie sur couche 

mince de gel de silice (~ieselgel 60 T" 254) puis la chromatographie liquide 

à haute performance (EIPLC) (66)- 

La technique de microchromatographie sur couche mince 

(35) que nous n'avons utilisée qu'une seule fois, ne sera pas décrite dans 

cet appendice technique. 

La détermination des PTH-amino-acides par chromstogra- 

phie sur couche mince est rapide et peu couteuse mais l'impossibilité d'un 

dosage limite son utilisation à une recherche rapide des constituants de 

l'échantillon à analyser. 

Les avantages de la chromatographie liquide à haute 

performance par rapport à la chromatographie sur couche mince ou en phase 

gazeuse sont : 

- quantification précise de tous les PTH-mina-acides. 

Possibilité d'identifier un plus grand nombre de résidus, la quantification 

minimisant les risques d'erreur en présence d'un bruit de fond inévitable 

en fin de dggradation, 

- faible quantité de l'échantillon utilisé;..- , :%:' - 

- absence de transformation préaiable à l'injection de 

l'échantillon. 

L'appareil utilisd pour la chromatographie liquide à 

haute performance est un Hewlett-Packard modkle 1084~ équipé d'un détecteur 

à W fixe (254 nm) et d'un détecteur à W variable (200-540 mu). 

La phase utilisge pour la séparation des PTH-amino- 

acides est constituée d'un support solide (silice) sur lequel sont greffgs 



des groupements - (CB2)17 - CA3 de caractère peu polaire ( pBondapals Cl8 

Waters Associates). 

La phase mobile utilisée est polaire et on parle alors 

ae cnromatographie liquide à phases inversées. 

La séparation des PTH-mino-acides sur colonne c18 

(3,9 x 300 mm) est présentée dans la figure 24 (page 127). Le PT)I-Wa& est 

utilisé corne témoin interne. 

Les PTH-Méthionine et PTH-Valine d'une part, et les 

PTH-Isoleucine et PTH-Phénylalanine non séparés sur colonne ~Bondapak 

C18, peuvent être identifiés sur une colonne ~Bondaprtk CN (waters Asso- 

ciates). Cette colonne de polarité intermédiaire est constituge par la 

liaison chimique d'un groupe cyana sur un support de silice. La séparation 

obtenue est présentée dans la figure 25 (page 128). 

L'identification des PTH-Met, PTH-Val, PTH-Ile et 

PTH-Ph.e est également possible en chromatographie phase gaz utilisant une 

colonne WHP 100/120 mesh imprégnée de chlorophénylsilicone SP~OO b 10 %. 

Le diagramme obtenu des PTH-mino-acides sans silylation 

est présenté dans la figure 26 (page 129). Ce systhe a pour unique but d'iden- 

tifier avec certitude les PTH-Val, PTH-Met, PTH-Ile et PTH-Phe. 

Les PTH-hydroxylés ( Sérine , Thréonine ) sont particu- 
lièrement instables et forment des dehydrodgrivés. 80 % du PTH-Sérine et 
65 % du PTH-Thréonine sont détruits pendant la conversion malgr6 l'emploi 
d'éthylmercaptan et la dur& de conversion limitée ?i 7 minutes. 

En outre, leur identification en phase gazeuse est 

difficile à cause de leur décomposition thermique. 

Leur détection en HPLC à 254 nm est difficile, mais il 
est cependant possible de détecter les dérivés de la thréonine a 313 nm. 









3 - METHODE MODIFIEE de EDMAN UTILISANT LE ~-~N-DIMETHYLAMI~?oAzo- 

BENZEmE 4' -1SOTHIOCYANATE ( DABITC ) 

Cette méthode augmente de 10 à 20 fois la sensibilité 

des techniques manuelles en utilisant le DABITC (Fluka) (30). 

Afin d'éviter l'emploi d'une forte température (75'~) 

nécessaire à un couplage de 100 % du NH2-terminal du peptide mais néfaste 
sur la stabilité du DABITC, cette méthode comprend 2 couplages $ ~oOC, 

l'un avec le DABITC, l'autre avec le PITC. 

Les étapes de la dégradation utilisant le DABITC sont 

schématisées dans le tableau XVIII (page 131). 

Identification des DIUSTH-amino-acides 

L' identification des DABTH-amino-acides peut être faite 

en chromatographie liquide à haute performance ( 31 ) ou en chro~atographie 

sur couche mince. Pour l'instant, nous utilisons dans notre laboratoire, la 

chromatographie sur couche mince de polyamide 5 x 5 cm (30). 

La migration se fait en double dimension : 

lère dimension : Acide acétique/H20 (1:2) (v/v) 

2ème dimension : Toluène/nHexane/acide acétique ( 2 : 1 : 1 ) (v/v). 

Après migration, les plaques sont séchées puis exposges 

aux vapeurs dtHC1. Les DABTH apparaissent color6s en rouge. En outre, des 

dérivés des résidus de thréonine et de lysine apparaissent en bleu. 



TABLEAU XVIII 

SCHEMATISATION DES DIFFEREIJTES DE LA METHODE MODIFIEE DE EDMAN - 

l è r e  Réaction de couplage avec l e  DABITC 

I 50°c 

50 mn 

Tampon D~AA/~ropanol/eau ( 0,3 : 3,75 : 2,5 ) 
( v/v 

2ème Réaction de couplage avec l e  PITC 

50°c 1 5 0 -  

mimination de l 'excès de r éac t i f s  

1 ~eptane/Aeétate d'éthyle (2: l )  (v/v) 
3 x 500 p l  

Séchage 

& 
C l i v a g e  

Acide t r i f luoroacét ique 

5O0C 

15 mn 

Reprise du 50 p l  d'eau 

Acétate de butyle 3 x 200 pl 

Peptide rés iduel  
Séchage 

J. Conversion 

1 50°c 

50 mn 

Eau-acide acétique saturé  d'HC1 

20 p l  40 p l  

DABTH 



4 - HYDROLYSE PAR LA CARBOXYPEPTIDASE C 

La carboxypeptidase C est isolée du citron (161) ou des 

feuilles d'oranger (127). Quelque soit son origine, 1' enzyme a une spécifici- 

té maximale à pH 5,3. Cependant la carboxypeptidase C extraite des feuilles 

d'oranger est plus stable et n'est pas inhibée par le diisopropyl fluorophos- 

phate. 

La carboxypeptidase C libère de façon récurrente à par- 

tir de l'extrémité COOH-terminale d'un peptide tous les acides aminés acides, 

basiques, neutres y compris la proline qui limite l'action des carboxyyepti- 

dases A et B. Cependant l'hydrolyse du résidu de glycine est lente et le 

résidu d'hydrowroline n'est pas libéré. 

L'hydrolyse par la carboxypeptidase C est rgalisée $ 

30'~ en milieu citrate de sodium 0,05 & pH 5,3 avec une concentration en 
enzyme de 1/500. 

L'arrêt de la réaction est obtenu en chauffant les 

tubes de pr6lèvement pendant 1 minute à 100°C. 

Les acides aminés libérés sont séparés et doses avec 

un analyseur d'acides aminés. 



BIBL IOGRAPHIE 

Pages 

1 - ABERCROMBIE,B .D., KNEALE ,G.G., CRANE-ROBINSON,C., 4 
BRADBURY ,E.M., GOODWBN, G. H., WALKER, J .M. and 
JOHNS,E.W. (1978) 

Studies an the conformational properties 
of the high-mobility-group chromosomal 
protein HMG 17 and its interaction with 
DNA. 
Eur.J.Biochem. 84, 173-177. - 

2 - ALLAN, J., HARTMAN,P. G., CRANE-ROBINSON,C. and 23, 24 
AVILES,F.X. (1980) 

The structure of histone HI and its lo- 
cation in chromatin. 
Nature 288, 675-679. - 

3 - ALTENBURGER, W. , HORZ, W. , ZACHAU, H. G. (1 976) 
Nuclease cleavage of chromatin at 100- 
nucleotide pair intervals. 
Nature 264, 5 17-522. - 

4 - APPELS,R. and WELLS,J.R.E. (1972) 
Synthesis and turnover of DNA-bound 
histone during maturation of avian 
red blood cells. 
J.Mol.Bio1. - 70, 425-434. 

5 - AVILES,F.J., CHAPMAN,G.E., KNEALE,G.G., CRANE- ,=. 106, _ 108 
ROBINSON,C. and BRADBURY,E.M, (1978) - . ,, . 

1 

The conformation of histone HS. Isola- $ ~ . ~ ( ~ . $ ~ '  >.lr'.-l ' 
r1 i z2  i-d7;:' }iz 

tion and characterization of the globu- 
lar segment. 
Eur.J.Biochem. 88, 363-371. - 

6 - AVILES,F.J., DANBY,S.E., CHAPMAN,G.E., CRANE- 107 
ROBINSON,C. and BRADBURY,E.M. (1979) 

The conformation of histone H5 bound 
to DNA maintenance of the globular 
structure after binding. 
Biochim.Biophys.Acta - 9  578 290-296. 

7 - AXEL,R. (1975) 1 5  
Cleavane of DNA in nuclei and chromatin 
wi th s~aphylococcal nuclease. 
Biochemistry fi, 2921-2925. 



8 - AXEL , R., MELCHIOR, W. B. J r, SOLLNEK-WEBB ,B. and 15 
FELSENFELD,G. (1974) 

Specific si tes of interaction between 
histones and DNA chromatin. 
Proc.Nat1.Acad.Sci.U.S.A. 71 4101-4105. 

- 9  

9 - BAKAYEV,V.V., BAKAYEVA,T.G., SCHATCHENK0,V.V. 30 
and GEORGIEV,G.P. (1978) 

Non-histone proteins in mononucleosomes 
and subnucleosomes. 
Eur.J.Biochem. 91, 291-301. - 

l 10 - BALDWIN,J.P., BOSSELEY,P.G. and BRADBURY,E.M. 14, 15, 22 
I B a ,  K* (1975) 

The subunit structure of the encaryotic 
chromos orne. 
Nature 253, 245-249. - 

1 %J I I - BEKHOR,I., KUNG,G.M. and BONNER,J. (1969) r L5d, L . ,. Sequence-specific interaction of DNA 
and chromosomal protein. 
J.Mol.Bio1. 39, 351 - 

12 - BENJAMIN,W. and GELLHORN,A. (1968) 
Proc.Nat1.Acad.Sci.U.S.A. 59 262 -* 

13 - BOHM,L., HAYASHI ,H., CARY ,P .D., MOSS ,T . CRANE- 12 
ROBINSON,C. and BRADBURY,E.M. (1977) 

Sites of histone/histone interaction in 
the H3-H4 complex. 
Eur.J.Biochem. 77, 487-493. - 

14 - BONNER,J., CHALKLEY,G.R., DAHMUS,M., 
FAMBROUGH,D., FUJIMURA,F., HUANG,R.C.C., 
HUBERMANN,J . , JENSEN, R., MARUSHIGE ,K., 
OHLENBUSCH,H., OLIVERA,B. M. and WIDHOLM, J. 
( 1968) 

Isolation and characterization of chro- 
mosomal nucleoproteins. 
Methods Enzymol. 12B 3 

- 9  

15 - BONNER,W.N. and STEDMAN,J.D. (1979) 
Histone 1 is proximal to histone 2A 
and to A-24. 
(chromatin/nucleosomes/crosslinking/ 
water-soluble carbodiimide) 
Proc.Natl.Acad. Sci.U.S. A. 76, 2 190- - 
2194. 

16 - BOULIKAS,T., WISEMAN,J.M. and GARRARD,W.T. 
(1980) 

Points of contact between histone Hl 
and the histone octamer. 
Proc.Nat1.Acad.Sci.U.S.A. 77, 127-131. - 



17 - BRADBURY ,E.  M. , INGLIS,R. J . ,  MATTHEWS , H .  R .  
( 1 9 7 4 )  

C o n t r o l  o f  c e 1 1  d i v i s i o n  b y  v e r y  l y -  
s i n e  r i c h  h i s t o n e  ( F I )  p h o s p h o r y l a -  
t i o n .  
N a t u r e  247  257-261.  

- 9  

18 - B R A D B U R Y  ,E . M . ,  MOSS,T. , HAY;ASHI,H., HJELM, R.P . ,  1 2  
SUAU , P .  , STEPHENS,R. M .  , B A L D W I N ,  J .  P . ,  CRANE- 
ROBINSON,C. (1 '977)  

C o l d  S p r i n g  H a r b o r  Symp . Q u a n t  . B i o l .  - 42 
277-286.  

19 - BRANDT,W.F. a n d  VON HOLT,C. ( 1 9 7 4 a )  33 
T h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  p r i m a r y  s t r u c -  
t u r e  o f  h i s t o n e  F3 £rom c h i c k e n  e r y t h r o -  
c y t e s  b y  a u t o m a t i c  Edman d e g r a d a t i o n .  
1 C l e a v a g e  a n d  A l i g n m e n t  o f  f r a g m e n t s .  
E u r .  J . B i o c h e m .  4 6 ,  407-417.  - 

2 0  - BRANDT,W.F. a n d  VON HOLT,C. ( 1 9 7 4 b )  33 
T h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  p r i m a r y  s t r u c -  
t u r e  o f  h i s t o n e  F3 f r o m  c h i c k e n  e r y t h r o -  
c y t e s  b y  a u t o m a t i c  Edman d e g r a d a t i o n .  
2  S e q u e n c e  a n a l y s i s  o f  h i s t o n e  F3.  
E u r . J . B i o c h e m .  4 6 ,  419-429 .  - 

21 - BRAUNITZER,G. ( 1 9 7 1 )  124 
Z u r  v o l l s t i n d i g e n  a u t o m a t i s c h e n  s e q u e n -  
z a n a l y s e  v o n  p e p t i d e n  m i t  q u a d r o l .  

22  - BRAUNITZER,G., SCHRANK,B., PETERSEN,S. a n d  
PETERSEN,U. ( 1 9 7 3 )  

Ü b e r  E - m a r k i e r u n g  von  p e p t i d e n .  
A u t o m a t i s c h e  s e q u e n z a n a l y s e  d e s  i n s u -  
l i n s .  
Hoppe S e y l e r ' s  Z .  Phys .Chem.  - 3 5 4 ,  1563-  
1566.  

3  - B R I A N D , G . ,  KMIECIK,D., SAUTIERE,P., WOUTERS,D., 7, 33, 39 
BORIE-LOY , O .  , BISERTE , G .  , MAZEN,A. a n d  41, 59, 88 
CHAMPAGNE , M .  ( 1 9 8 0 )  89, 92  

C h i c k e n  e r y t h r o c y t e  h i s t o n e  H5. I V  Sequen-  
c e  o f  t h e  c a r b o x y - t e r m i n a l  h a l f  o f  t h e  
m o l e c u l e  ( 9 6  r e s i d u e s )  a n d  c o m p l e t e  s e -  
q u e n c e .  
FEBS L e t t .  1 1 2 ,  147-151.  - 

24 - BUSCH,H. , BALLAL , N .  R .  , BUSCH, R . K .  , C H O 1  , Y .  C . ,  11 
D A V I S ,  F. , GOLDKNOPF , I. L . , M A T S U I ,  S .  I . , RAO , M .  S .  
a n d  ROTHBLUM,L.I. ( 1 9 7 8 )  

C o l d  s i r i n g  H a r b o r  Symp.Quan t .B io1 .  - 4 2  9 

665-683.  



,;&r:$*yl' fiT& ." -'q 1, 
LE,-* *.+d > 

25 - BYVOET,P. a n d  BAXTER,C.S. ( 1 9 7 5 )  
I n  c h r o m o s o m a l  p r o t e i n s  a n d  t h e i r  
r o l e  i n  t h e  r e g u l a t i o n  o f  g e n e  ex-  
p r e s s i o n .  
Ed. STEIN, G .  S .  a n d  KLEINSMITH,L . J .  , 
pp 127-151 ,  New-York, Academic  P r e s s .  

26  - CANDID0,E.P.M. a n d  D I X O N , G . H .  ( 1 9 7 2 )  
T r o u t  t e s t i s  c e l l s .  I I I  A c e t y l a t i o n  
o f  h i s t o n e s  i n  d i f f e r e n t  c e 1 1  t y p e s  
£rom d e v e l o p i n g  t r o u t  t e s t i s .  
J . B i o 1 .  Chem. 247  5506-55  10 .  

-9 

27 - CHAHAL, S. S. , MATTHEWS , H .  R .  a n d  B R A D B U R Y  ,E . M .  8, 28, 29 
( 1 9 8 0 )  

A c e t y l a t i o n  o f  h i s t o n e  H4 a n d  i t s  r o l e  
i n  c h r o m a t i n  s t r u c t u r e  a n d  f u n c t i o n .  
N a t u r e  287  76-79 .  

-9 

2 8  - CHALKLEY,R. a n d  HUNTER,C. ( 1 9 7 5 )  
H i s  t o n e - h i s  t o n e  p r o p i n q u i  t y  b y  a l d e -  
h y d e  f i x a t i o n  o f  c h r o m a t i n .  
Proc.Nat1,Acad.Sci.U.S.A. -9  72 1304-  
1308 .  

H i s t o n e s  d ' e r y t h r o c y t e s  d e  P o u l e t s .  
1 ~ r a c t i o n n e m e n t  d e s  h i s t o n e s  t o t a l e s  
e t  i s o l e m e n t  d ' u n e  h i s t o n e  s p é c i f i q u e .  
B u l l .  S o c . C h i m . B i o 1 .  -3  5 0  1261-1272.  

3 0  - C H A N G ,  J . Y . ,  BRAUER,D. a n d  WITTMANN-LIEBOLD , B .  56, 130 
( 1 9 7 8 )  

M i c r o s e q u e n c e  a n a l y s i s  o f  p e p t i d e s  a n d  
p r o  t e i n s  u s i n g  4 -NN-d ime thy laminoazo-  
b e n z e n e  4  '-isothiocyanate/phenyliso- 
t h i o c y a n a t e  d o u b l e  c o u p l i n g  me t h o d .  
FEBS L e t t .  9 3 ,  205-214.  - 

31 - C H A N G , J  . Y .  , LEHMANN , A .  a n d  WITTMANN-LIEBOLD,B. 130 
( 1 9 8 0 )  

A n a l y s i s  o f  d i m e  t h y l a m i n o a z o b e n z e n e -  
t h i o h y d a n t o i n s  o f  amino  a c i d  b y  h i g h  
p r e s s u r e  l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y .  
A n a l . B i o c h e m .  102  380-383.  

-9 

32 - CHAPMAN,G.E. , AVILES , F .  J .  , CRANE-ROBINSON,C. 107 
a n d  BRADBURY ,E.M. ( 1 9 7 8 )  

A nuclear-magnetic-resonance s t u d y  o f  
t h e  g l o b u l a r  s t r u c t u r e  o f  t h e  H5 h i s -  
t o n e .  
E u r .  J . B i o c h e m .  9 0 ,  287-296.  - 



33 - CHATTERJEE,S. a n d  WALKER,J.O. ( 1 9 7 3 )  
T h e  m o d i f i c a t i o n  o f  d e o x y r i b o n u c l e o -  
h i s t o n e  b y  t r y p s i n  a n d  c h y m o t r y p s i n .  
E u r .  J . B i o c h e m .  34 5  19-534.  

- 9  

34 - CHOU,P.Y. a n d  FASMAN,G.D. ( 1 9 7 4 )  103, 11 
Conf o r m a t i o n a l  p a r a m e t e r s  f o r  a m i n o  
a c i d s  i n  h e l i c a l ,  @ s h e e t  a n d  r andom 
c o i 1  r e g i o n s  c a l c u l a t e d  f  rom p r o t e i n s .  
B i o c h e m i s t r y  - 1 3 ,  211-221.  

35 - COHEN-SOLAL,M. a n d  BERNARD,J.L. ( 1 9 7 3 )  56, 57, 125 
M i n i a t u r e  t h i n - l a y e r  c h r o m a t o g r a p h y  o f  
p h e n y l t h i o h y d a n t o i n  a m i n o - a c i d s .  A p p l i -  
c a t i o n  t o  a u t o m a t i c  Edman d e g r a d a t i o n .  
J .  C h r o m a t o g r .  - 8 0 ,  140-143.  

36 - COWMAN,M.K.  a n d  FASMAN,G.D. ( 1 9 8 0 )  
D e p e n d a n c e  o f  mononuc leosome  d e o x y r i b o -  
n u c l e i c  a c i d  c o n f o r m a t i o n  o n  t h e  deoxy-  
r i b o n u c l e i c  a c i d  l e n g t h  a n d  H1/H5 con- 
t e n t  c i r c u l a r  d i c h r o ï s m  a n d  t h e r m a l  de -  
n a t u r a t i o n  s t u d i e s .  
B i o c h e m i s t r y  - 1 9 ,  532-54 1 .  

37 - CRANE-ROBINSON, C .  , DANBY ,S  . E .  , BRADBURY ,E . M .  , 104, 108 
GAREL , A .  , KOVACS ,A-M. , CHAMPAGNE , M .  a n d  
DAUNE , M .  ( 1 9 7 6 )  

S t r u c t u r a l  s t u d i e s  o f  c h i c k e n  e r y t h r o -  
c y t e  h i s t o n e  H5. 
E u r . J . B i o c h e m .  -9  67 379-388.  

38  - CRANE-ROBINSON,C., B R I A N D , G . ,  SAUTIERE,P. and  98, 108 
CHAMPAGNE,M. ( 1 9 7 7 )  102 

L o c a t i o n  o f  t h e  g l o b u l a r  r e g i o n  i n  c h i c k e n  
e r y t h r o c y t e  h i s t o n e  H5. 
B i o c h i m . B i o p h y s . A c t a  - 4 9 3 ,  283-292.  

3 9  - D I A N N A , J . A .  a n d  ISENBERG,I. ( 1 9 7 4 )  
A h i s t o n e  c r o s s - c o m p l e x i n g  p a t t e r n .  
B i o c h e m i s t r y  - 9  13 4992-4997.  

40  - DEFER,N., KITZIS,A. , LEVY ,F., TICHONICKY , L . ,  30 
SABATIER,M.M. a n d  K R U H , J .  ( 1 9 7 8 )  

P r e s e n c e  o f  n o n - h i s t o n e  p r o t e i n s  i n  
n u c l e o s o m e s .  
E u r .  J . B i o c h e m .  88 ,  583-59 1 .  - 

41  - DIXON,H.B.F. a n d  PERBAM,R.N. ( 1 9 6 8 )  
R e v e r s i b l e  b l o c k i n g  o f  amino  g r o u p s  
w i  t h  c i  t r a c o n i c  a n h y d r i d e .  
B i 0 c h e m . J .  -9 109  312 



4 2  - DWULET,F.E. a n d  GURD,F.R.N. ( 1 9 7 6 )  
A c o m p a r i s o n  o f  s u l f o n a t e d  p h e n y l i s o -  
t h i o c y a n a t e s  f o r  r e d u c i n g  l o s s e s  o f  
l y s i n e - c o n t a i n i n g  p e p t i d e s  d u r i n g  
a u t o m a r e d - s e q u e n c i n g .  
A n a l . B i o c h e m .  - 7 6 ,  530-538.  

4 3  - EASLLY,L.W., ZEGERS,B.J.M. a n d  DE VLTLDER,M. 5 5 
( 19b9)  

A p p l i c a t i o n  o f  s p e c i a l i z e d  t e c h n i q u e s  f o r  
s p e c i f i c  s t a i n i n g  of  p e p t i d e  maps o n  va-  
r i o u s  m e d i a .  
B i o c h i m . B i o p h y s  . A c t a  - 9  175 21 1 

44 - EDMAN,P. ( 1 9 5 6 )  56, 120 
On t h e  m e c h a n i s m  of  t h e  p h e n y l  i s o t h i o -  
c y a n a t e  d e g r a d a t i o n  o f  p e p t i d e s .  
A c t a  Chem. S c a n d .  10 761-768.  

- 9  

4 5  - EDWARDS,L. J .  a n d  HNILICA,L.S. ( 1 9 6 8 )  
T h e  s p e c i f i c i t y  o f  h i s t o n e s  i n  n u c l e a -  
t e d  e r y t h r o c y t e s .  
E x p e r i e n t i a  -9 24 228-229.  

46  - EICKBUSH,T.E. a n d  MOUDRIANAKIS,E.M. ( 1 9 7 8 )  17, 18 
The  h i s t o n e  c o r e  c o m p l e x  : An o c t a m e r  
a s s e m b l e d  b y  two  s e t s  o f  p r o t e i n - p r o -  
t e i n  i n t e r a c t i o n s .  
B i o c h e m i s  t r y  2 3 ,  4955-4964 .  - 

4 7  - ELGIN,S.C.R. a n d  BONNER,J. ( 1 9 7 0 )  
L i m i t e d  h e t e r o g e n e i t y  o f  t h e  m a j o r  n o n  
h i s t o n e  c h r o m o s o m a l  p r o t e i n s .  
B i o c h e m i s  t r y  9 ,  4 4 4 0  - 

48 - FASMAN,G.D., CHOU,P.Y. a n d  ADLER,A.J. ( 1 9 7 6 )  
P r e d i c t i o n  o f  t h e  c o n £  o r m a t i o n  o f  t h e  
h i s t o n e s .  
B i 0 p h y s . J .  - 1 6 ,  1201-1238 .  

49 - FINCH,J.T.  and  KLUG,A. ( 1 9 7 6 )  21, 25 
S o l e n o i d a l  mode1 f o r  s u p e r s t r u c t u r e  
i n  c h r o m a t i n .  

5 0  - F I N C H , J . T . ,  L U T T E R , L . C . ,  R H O D E S ~ D . ,  B R O W N , R . S . ,  14, 15 
RUSHTON,B., LEVITT,M. and KLUG,A. ( 1 9 7 7 )  16, 17, 23 

S t r u c t u r e  o f  n u c l e o s o m e  c o r e  p a r t i c l e  
o f  c h r o m a t i n .  
N a t u r e  269  

- 9  

51 - FRANK,G. a n d  ZUBER,H. ( 1 9 7 6 )  123 
T h e  amino a c i d  s e q u e n c e  o f  M o n e l l i n .  
Hoppe S e y l e r ' s  Z.Phys.Chem. - 3 5 7 ,  5 8 7 - 5 9 2 .  



5 2  - GAREL,A., B U R C K A R D , J . ,  MAZEN,A. e t  CHAMPAGNE,M. 33, 38 
( 1 9 7 2 )  399 45 

H i s t o n e s  d ' e r y t h r o c y t e s  d e  P o u l e t s .  
I I  M i s e  e n  e v i d e n c e  d e  l ' h é t é r o g é n é i t é  
du  f r a g m e n t  N - t e r m i n a l  d e  l ' h i s t o n e  
s p é c i f i q u e .  
B i o c h i m i e  5 4 ,  451-455 .  - 

5  3 - GAREL , A .  , MAZEN , A .  , C H A M P A G N E ,  M.  , SAUT IERE , P .  , 45, 46 
KMIECIK,D., LOY,O. a n d  BISERTE,G. ( 1 9 7 5 )  

C h i c k e n  e r y t h r o c y t e  h i s t o n e  H5. 
1 Amino t e r m i n a l  s e q u e n c e  ( 7 0  r e s i d u e s )  
FEBS L e t t .  5 0  195-199.  

- 9  

54 - GAREL , A .  , KOVACS ,A-M. , CHAMPAGNE , M .  a n d  
DAUNE,M. ( 1 9 7 5 )  

C o m p a r i s o n  b e t w e e n  h i s t o n e s  FV a n d  
F2a2 o f  c h i c k e n  e r y t h r o c y t e .  
II  I n t e r a c t i o n  wi t h  h o m o l o g o u s  D N A .  
B i o c h i m .  B i o p h y s .  A c t a  395 16-27.  

- 9  

5 5  - GERSHEY ,E.L. , HASLETT , G .  W .  , VIDAL1 , G .  a n d  
ALLFREY , V . G ,  ( 1  9 6 9 )  

C h e m i c a l  s t u d i e s  o f  h i s t o n e  m e t h y l a -  
t i o n .  E v i d e n c e  f o r  t h e  o c c u r r e n c e  o f  
3 - m e t h y l h i s  t i d i n e  i n  a v i a n  e r y t h r o c y -  
t e  h i s t o n e  f r a c t i o n s .  
J . B i o l . C h e m .  2 4 4 ,  4871-4877 .  - 

5 6  - GOLDKNOPF,I.L., TAYLOR,C.W., B A U M , R . M . ,  8, 10 
YEOMAN,L.C., OLSON,O.J., PRESTAYK0,A.W. a n d  
BUSCH,H. ( 1 9 7 5 )  

I s o l a t i o n  a n d  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  p r o -  
t e i n  A24, a  " H i s t o n e  l i k e "  n o n - h i s t o n e  
c h r o m o s o m a l  p r o t e i n .  
J . B i o l . C h e m .  250 7182-7187.  

-9 

5 7  - GOLDKNOPF,I.L. a n d  BUSCH,H. (1.977)  
I s o p e p  t i d e  l i n k a g e  b e t w e e n  n o n - h i s  t o n e  
a n d  h i s t o n e  2A o f  chromo-  
soma1 c o n j u g a t e - p r o t e i n  A24. 
P r o c . N a t 1 . A c a d .  S c i . 9 . S . A .  74 864-868 .  

- 9  

5 8  - GOLDKNOPF, 1. L  . , WILSON, G .  , BALLAL , N .  R .  a n d  10 
BUSCH,H. ( 1 9 8 0 )  

C h r o m a t i n  c o n j u g a t e  p r o t e i n  A24 i s  c l e a -  
v e d  a n d  u b i q u i t i n  i s  l o s t  d u r i n g  c h i c k e n  
e r y t h r o p o i e s i s .  
J . B i o 1 .  Chem. 255  10555-10558.  

-9 



5 9  - G O O D W I N , G . M .  a n d  JOHNS,E.W. ( 1 9 7 3 )  
I s o l a t i o n  a n d  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  two 
c a l f  t h y m u s  c h r o m a t i n  n o n - h i s  t o n e  p r o -  
t e i n s  w i t h  h i g h  c o n t e n t s  o f  a c i d i c  a n d  
b a s i c  a m i n o  a c i d s .  
E u r . J . B i o c h e m .  - 4 0 ,  215-219.  

6 0  - G O O D W I N  , G .  M. , NICOLAS, R. H .  a n d  JOHNS ,E . W .  (1 9 7 5 )  3 
An i m p r o v e d  l a r g e  s c a l e  f r a c t i o n a t i o n  o f  
h i g h  m o b i l i t y  g r o u p  n o n - h i s  t o n e  chroma-  
t i n  p r o t e i n s .  
B i o c h i m . B i o p h y s . A c t a  -9 4 0 5  280-291.  

61 - G O O D W I N  , G . M .  , WOODHEAD,L. a n d  JOHNS ,E. W .  ( 1 9 7 7 )  30 
T h e  p r e s e n c e  of  h i g h  m o b i l i t y  g r o u p  non-  
h i s t o n e  c h r o m a t i n  p r o t e i n s  i n  i s o l a t e d  
n u c l e o s o m e s .  
FEBS L e t t .  7 3  85-88 .  -' 

6 2  - G R A Y , W . R .  a n d  HARTLEY,B.S. ( 1 9 6 3 )  
A f l u o r e s c e n t  e n d - g r o u p  r e a g e n t  f o r  
p r o t e i n s  a n d  p e p t i d e s .  
Biochem.  J .  - 8 9 ,  59-60 .  

6 3  - GREENAWAY,P.J. a n d  M U R R A Y , K .  ( 1 9 7 1 )  33, 38, 39 
H e t e r o g e n e i  t y  a n d  p o l y m o r p h i s m  i n  
c h i c k e n  e r y t h r o c y t e  h i s t o n e  f r a c t i o n  V.  

45 

N a t u r e  (New B i o l . )  -9 229 233-238.  

64 - GURLEY , L .  R. , WALTERS , R .  A. , BARHAM, S.  S .  , 
DEAVEN,L.L. ( 1 9 7 8 )  

H e t e r o c h r o m a t i n  a n d  h i s t o n e  p h o s p h o r y -  
l a t i o n .  
Exp .Ce11  R e s .  - 9  1 1 1  373-383.  

65 - GURLEY ,L.  R .  , D ' A N N A ,  J .  A. , BARHAM, S. S.  , 
DEAVEN,L.L. a n d  TOBEY , R . A .  (1  9 7 8 )  

H i s t o n e  p h o s p h o r y l a t i o n  a n d  c h r o m a t i n  
s t r u c t u r e  d u r i n g  m i t o s e s  i n  c h i n e s e  
H a m s t e r  c e l l s .  
E u r . , J . B i o c h e m .  -9 84 1-15.  

6 6  - HERMANN,J., TITANI,K. ,  ERICSSON,L.H., WADE,R.De 56, 125 
NEURATH,H. a n d  WALSH,K.A. ( 1 9 7 8 )  

Amino a c i d  s e q u e n c e  o f  two c y a n o g e n  b r o -  
mide  f r a g m e n t s  of  g l y c o g e n e  p h o s p h o r y -  
l a s e .  
B i o c h e m i s t r y  17 5672-5679 .  

-9 

6 7  - HEWISH,D.R. a n d  BURGOYNE,L.A. ( 1  9 7 3 )  13 
C h r o m a t i n  s u b - s t r u c t u r e .  
The  d i g e s t i o n  o f  c h r o m a t i n  D N A  a t  r e g u l a r y  
s p a c e d  s i t e s  b y  a  n u c l e a r  d e o x y r i b o n u c l e a s e  
Biochem.Biophys.Res.Commun. - 5 2 ,  504  



6 8  - HNILICA,L.S. ( 1 9 6 4 )  
T h e  s p e c i f i c i t y  o f  h i s t o n e s  i n  c h i c k e n  

36 

e r y t h r o c y t e s .  
E x p e r i e n t i a  20, 13-14,  

h Q  - HUNKAPILLER,M.W. a n d  HOOD,L.E. ( 1 9 7 8 )  62, 123 
D i r e c t  m i c r o s e q u e n c e  a n a l y s i s  o f  p o l y -  
p e p t i d e s  u s i n g  a n  i m p r o v e d  s e q u a n a t o r ,  
a  n o n - p r o t e i n  c a r r i e r  ( P o l y b r e n e ) ,  and  
h i g h  p r e s s u r e  l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y .  
B i o c h e m i s t r y  1 7 ,  2124-2133.  - 

7 0  - HWAN , J . C .  , LEFFACK, 1. M. , L  1, H. J .  , HUANG , P .  C .  33 
a n d  M U R A , C .  ( 1 9 7 5 )  

S t u d i e s  o n  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  h i s t o n e  
V ( F 2 c )  a n d  d e o x y r i b o n u c l e i c  a c i d s .  
B i o c h e m i s t r y  fi, 1390.  

71 - JAVAHERIAN,K., LIU,L.  F.  a n d  W A N G , J .  C .  ( 1  9 7 8 )  
N o n - h i s t o n e  p r o t e i n s  HMG 1 a n d  HMG 2  
c h a n g e  t h e  DNA h e l i c a l  s t r u c t u r e .  
S c i e n c e  199  1345-1346.  

-9 

72 - JOHNS,E.W., PHILLIPS,D.M.P. ,  SIMSON,P. a n d  
BUTLER,J.A.V. ( 1 9 6 0 )  

I m p r o v e d  f  r a c t i o n a t i o n  o f  a r g i n i n e -  
r i c h  h i s  t o n e s  f  rom c a l f  t h y m u s .  
Biochem.  J. 77 631-636.  

-9  

7 3  - JONES,G.M.T., RALL,S.C. and  COLE,R.D. ( 1 9 7 4 )  5 
E x t e n s i o n  o f  t h e  amino a c i d  s e q u e n c e  of  
a l y s i n e - r i c h  h i s t o n e .  
J . B i o 1 .  Chem. 2 4 9 ,  2548-2553.  - 

74 - KLAPPER,D.G., WILDE,C.E. a n d  CAPRA,J.D. ( 1 9 7 8 )  123 
A u t o m a t e d  amino  a c i d  s e u u e n c e  o f  s m a l l  
p e p t i d e s  u t i l i z i n g  p o l y b r e n e .  
A n a l . B i o c h e m .  8 5  126-131.  

-9  

75 - KLUG,A., RHODES,D., SMITH,J. ,  FINCH,J.T.  a n d  19, 20 
THOMAS,J.O. ( 1 9 8 0 )  

A low r e s o l u t i o n  s t r u c t u r e  f o r  t h e  h i s -  
t o n e  c o r e  o f  t h e  n u c l e o s o m e .  
N a t u r e  2 8 7 ,  509-516 .  

7 6  - KORNBERG,R.D. ( 1 9 7 4 )  
C h r o m a t i n  s t r u c t u r e  : a r e p e a t i n g  u n i t  
o f  h i s t o n e  a n d  D N A  c h r o m a t i n  s t r u c t u r e  
i s  b a s e d  o n  a  r e p e a t i n g  u n i t  of  e i g h t  
h i s t o n e  m o l e c u l e  a n d  a b o u t  2 0 0  D N A  
b a s e  p a i r s .  
S c i e n c e  -9 184 868-87 1 .  



77 - KORNBERG,R.D. ( 1 9 7 7 )  
S t r u c t u r e  o f  c h r o m a t i n .  
Ann.Rev.Biochem.  4 6 ,  931-954.  - 

LAINE, B .  , KMIECIK, D .  , SAUTIERE ,P .  a n d  
BTSERTE, G.  ( 1 9 7 8 )  

P r i m a r y  s t r u c t u r e  o f  c h i c k e n  e r y t h r o -  
c y t e  h i s t o n e  H2A. 
B i o c h i m i e  60 147-150.  

-9 

79 - LANGMORE,J.P. a n d  WOOLEY,J.C. ( 1 9 7 5 )  14 
C h r o m a t i n  a r c h i t e c t u r e  : I n v e s t i g a t i o n  
o f  a  s u b u n i t  o f  c h r o m a t i n  b y  d a r k  f i e l d  
e l e c t r o n  m i c r o s c o p y .  
Proc.Nat1.Acad.Sci.U.S.A. 72 2691-2695.  -' 

80 - LASKEY , R , A .  a n d  EARNSHAW,W.C. ( 1 9 8 0 )  
N u c l e o s o m e  as semb  l y .  
N a t u r e  2 8 6  763-767.  ' 

8 1 - LEBOY ,P .  S .  , COX,E . C .  a n d  FLAKS, J .  G. ( 1964)  36 
P r o c . N a t l . A c a d .  Sc i .U.S .A.  5 2 ,  1367-1374.  - 

82 - LEVY,S., SIMPSON,R.T. a n d  SOBER,H.A. ( 1 9 7 2 )  2 
F r a c t i o n a t i o n  o f  c h r o m a t i n  c o m p o n e n t s .  
B i o c h e m i s t r y  11, 1547 

8 3  - LEWIS ,P  . N . ,  BRADBURY ,E.M. a n d  CRANE-ROBINSON,C. 11 
( 1 9 7 5 )  

I o n i c  s t r e n g t h  i n d u c e d  s t r u c t u r e  i n  h i s -  
t o n e  H4 a n d  i t s  f r a g m e n t s .  
B i o c h e m i s  t r y  1 4 ,  3391-3400.  - 

84 - LIU,T .Y . ,  STEIN,W.H., MOORE,S. a n d  ELLIOTT,S.D. 55 
( 1965)  

T h e  s e q u e n c e  o f  amino  a c i d  r e s i d u e s  a- 
r o u n d  t h e  s u l f h y d r y l  g r o u p  a t  t h e  a c t i v e  
s i t e  o f  s t r e p t o c c a l  p r o t e i n a s e .  
J . B i o l . C h e m .  2 4 0  1143 

- 9  

85 - LOUIE,A.J ,  a n d  D I X O N , G . H .  ( 1 9 7 2 )  
T r o u t  t e s t i s  c e l l s .  1 C h a r a c t e r i z a t i o n  
b y  d e o x y r i b o n u c l e i c  a c i d  a n d  p r o t e i n  
a n a l y s i s  o f  c e l l s  s e p a r a t e d  b y  v e l o c i -  
t y  s e d i m e n t a t i o n .  

8 6  - LOUIE,A.J.  a n d  D I X O N , G . H .  ( 1 9 7 2 )  
T r o u t  t e s t i s  c e l l s .  II  S y n t h e s i s  a n d  
p h o s p h o r y l a t i o n  o f  h i s t o n e s  a n d  p r o -  
t a m i n e s  i n  d i f f e r e n t  c e 1 1  t y p e s .  
J . B i o 1 .  Chem. 2 4 7 ,  5498-5505 .  - 



87 - LOUIE,A. J .  a n d  D I X O N , G . H .  ( 1 9 7 2 )  . 
K i n e t i c s  o f  e n z y m a t i c  m o d i f i c a t i o n  
o f  t h e  p r o t a m i n e s  a n d  a  p r o p o s a 1  
f o r  t h e i r  b i n d i n g  t o  c h r o m a t i n .  
J . B i o l . C h e m .  247 7962-7968 .  

- 9  

8 8  - LUTTER,L.C. ( 1 9 7 8 )  
K i n e  t i c  a n a l y s i s  o f  d e o x y r i b o n u c l e a s e  1 

15 

c l e a v a g e s  i n  t h e  n u c l e o s o m e  c o r e :  e v i -  
d e n c e  f o r  a  D N A  s u p e r h e l i x .  
J . M o l . B i o 1 .  124 391-420 .  

-$ 

8 9  - MACLEOD,A. R . ,  W O N G , N .  C .  a n d  D I X O N , G . H .  ( 1  9 7 7 )  5, 92, 93 
T h e  a m i n o  a c i d  s e q u e n c e  o f  t r o u t  t e s t i s  95, 96 
h i s t o n e  H l .  
E u r .  J . B i o c h e m .  7 8 ,  281 

109 
- 

9 0  - MARTINAGE, A .  , MANGEAT ,P .  , LAINE ,B. , COUPPEZ , M .  , 92 
SAUTIERE ,P .  , MARCHIS-MOUREN , G .  a n d  BISERTE , G .  
( 1 9 8 0 )  

I n  v i t r o  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  h i s t o n e s  H5, 
H2A, H2B a n d  o f  t h e  d i m e r  H2A-H2B b y  a  
c y c l i c  AMP-dependent p r o t e i n  k i n a s e  
f  rom r a t  p a n c r e a s .  
FEBS L e t t .  1 1 8 ,  323-329.  - 

9  1 - MARTINSON , H .  G. , TRUE , R .  , LAU , C .  K .  a n d  
MEHRABIAN,M. ( 1 9 7 9 )  

H i s t o n e - h i s t o n e  i n t e r a c t i o n s  w i t h i n  
c h r o m a t i n .  P r e l i m i n a r y  l o c a t i o n  o f  
m u l t i p l e  c o n t a c t  s i t e s  b e t w e e n  h i s t o n e s  
2A, 2B a n d  4 .  
B i o c h e m i s t r y  1 8 ,  1075-1082.  - 

- MARTINSON,H. G.  a n d  TRUE , R . J .  ( 1  9 7 9 )  
Amino a c i d  c o n t a c t s  b e t w e e n  h i s t o n e s  
a r e  t h e  same f o r  p l a n t s  a n d  mammals. 
B i n d i n g - s i t e  s t u d i e s  u s i n g  u l t r a v i o l e t  
l i g h t  a n d  t e t r a n i t r o m e t h a n e .  
B i o c h e m i s t r y  1 8 ,  1947-1951.  - 

9 3  - MIRZABEKOV,A.D., SCHICK,V.V., BELYAVSKY,A.V. 
a n d  BAVYKIW,S.G. ( 1  9 7 8 )  

18, 19 

P r i m a r y  o r g a n i z a t i o n  o f  n u c l e o s o m e  c o r e  
p a r t i c l e  o f  c h r o m a t i n  s e q u e n c e  o f  h i s -  
t o n e  a r r a n g e m e n t  a l o n g  D N A .  
( c r o s s l i n k i n g  o f  p r o t e i n s  t o  DNA/sequen- 
c i n g )  
P r o c . N a t l . A c a d .  Sc i .U .S .A .  7 5 ,  4  184-4188.  - 

94 - MOSS,B.A., JOYCE,W.G. a n d  I N G R A M , V . M .  ( 1 9 7 3 )  32 
H i s t o n e s  i n  c h i c k  e m b r y o n i c  e r y t h r o -  
p o e i s i s .  
J . B i o l .  Chem. 2 4 8  1025 

- 9  



95  - MOSS ,T. , CARY ,P. D .  , ABERCROMBIE , B . D .  , CRANE- 
ROBINSON,C. and  BRADBURY ,E.M.  ( 1  9 7 6 )  

A p H - d e p e n d a n t  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  h i s -  
t o n e s  H2A a n d  H2B i n v o l v i n g  s e c o n d a r y  
a n d  t e r t i a r y  f o l d i n g .  
E u r .  J . B i o c h e m .  71 337-350.  -* 

96 - M U R A , C .  V . ,  MAZEN,A. , NEELIN,J . M . ,  B R I A N D , G .  
SAUTIERE , P .  a n d  CHAMPAGNE , M .  ( 1 9 8 0 )  

D i s t r i b u t i o n  o f  a n t i g e n i c i t y  i n  C h i c k e n  
e r y t h r o c y t e  h i s t o n e  H5. 
E u r .  J . ~ i o c h e m .  108 61 3-620.  -' 

9  7  - NEELIN, J .  M .  , CALL AHAN , P .  X .  , LAMB , D .  C .  a n d  
M U R R A Y , K .  ( 1 9 6 4 )  

H i s t o n e s  o f  c h i c k e n  e r y t h r o c y t e  n u c l e i .  
Can.  J . B i o c h e m .  4 2  1743-1752.  

-9 

9 8  - NISHIZUKA,Y., UEDA,K. , HONJO,T., HAYAISHI , O .  
( 1968)  

E n z y m a t i c  a d e n o s i n e  d i p h o s p h a t e  r i b o -  
s y l a t i o n  o f  h i s t o n e  a n d  p o l y a d e n o s i n e  
d i p h o s p h a t e  r i b o s e  s y n t h e s i s  i n  r a t  
l i v e r  n u c l e i .  
J . B i o l . C h e m .  2 4 3 ,  3765-3767 ,  - 

9 9  - NOLL,M. ( 1 9 7 4 )  
N u c l e i c  A c i d s  Res .  1 ,  1573-1578.  - 

100  - NOLL,M. ( 1 9 7 7 )  
D N A  f o l d i n g  i n  t h e  n u c l e o s o m e .  
J . M o l . B i o 1 .  116  49-71.  -' 

10 1 - OGATA,N. , UEDA'K. , K A G A M I Y A M A , H .  a n d  
HAYAISHI , O .  ( 1 9 8 0 )  

A D P - r i b o s y l a t i o n  o f  h i s t o n e  H l .  
J . B i o l . C h e m .  2 5 5  7616-7617.  

-9 

102 - OGATA,N., UEDA,K. a n d  HAYAISH1,O. ( 1 9 8 0 )  
A D P - r i b o s y l a t i o n  o f  h i s t o n e  H2B. 
J . B i o l . C h e m .  2 5 5 ,  7610  - 

103 - OHLENBUSCH,H. M. , OLIVERA,B. M. , TUAN, D .  a n d  
+ DAVIDSON,N. ( 1 9 6 7 )  $;2, - 1, 

,K 2- 
&. +.s-: L.;- i ; b t ,  r S e l e c t i v e  d i s s o c i a t i o n  o f  h i s t o n e s  

~a.-~,$.&$ f  rom c a l f  t hymus  n u c l e o p r o t e i n .  
..,\.-Y,. 

J .Mol .Bi .01 .  25  299-315.  
-9 

104 - OLINS,A.L. and  OLINS,D.E. ( 1 9 7 3 )  
S p h e r o i d  c h r o m a t i n  u n i t s  ( V  b o d i e s )  
J . C e l l  B i o l .  5 9 ,  2 5 2  - 



105 - OLINS,D.E. a n d  WRIGHT,E.B. ( 1 9 7 3 )  
G l u t a r a l d e h y d e  f i x a t i o n  o f  i s o l a t e d  
e u c a r y o t i c  n u c l e i .  
J . C e l l  B i o l .  - 9  5 9  304-311.  

1 0 6  - OLINS,A.L. a n d  OLINS,D.E. ( 1 9 7 4 )  14,  21 
S p h e r o i d  c h r o m a t i n  u n i t s  ( V  b o d i e s )  
S c i e n c e  - 9  1 8 3  330-332 .  

107  - OUDET,P., GROSS-BELLARD,M. a n d  CHAMBON,P. ( 1 9 7 4 )  14. 22 
E l e c t r o n  microscopie a n d  b i o c h e m i c a l  
e v i d e n c e  t h a t  c h r o m a t i n  s t r u c t u r e  i s  a  
r e p e a t i n g  u n i t .  
Ce11 4  281-300.  - - 9  

1 0 8  - OOSTERHOF,D.K., HOZIER,J.C. a n d  RILL,R.L.  ( 1 9 7 5 )  15 
N u c l e a s e  a c t i o n  o n  c h r o m a t i n  : E v i d e n c e  
f o r  d i s c r e  t e ,  r e p e a t e d  n u c l e o p r o t e i n  u n i t s  
a l o n g  c h r o m a t i n  f i b r i l s .  
( n o n - r a n d o m  d i g e s t i o n / I I S  s u b u n i t s / e l e c t r o n  
m i c r o s  copy /DNase  I I / c a l f  t h y m u s )  
Proc.Nat1.Acad.sci.U.S.A. -9 72 633-637 .  

109  - PANYIM,S. a n d  CHALKLEY,R. ( 1 9 6 9 )  36, 37 
H i g h  r e s o l u t i o n  a c r y l a m i d e  g e l  e l e c t r o -  47, 48 
p h o r e s i s  o f  h i s t o n e s .  
A r c h . B i o c h e m . B i o p h y s .  - 1 3 0 ,  337-346 .  

1 1 0  - PISAN0,J .  J .  a n d  BRONZERT,T. J. ( 1  9 6 9 )  56, 57 
A n a l y s i s  o f  a m i n o - a c i d  p h e n y l t h i o h y -  
d a n t o i n s  b y  g a z  c h r o m a t o g r a p h y .  
J . B i o l . C h e m .  2 4 4 ,  5597-5607 .  - 

1 1  2  - ROCHAT,H. G .  , BECHIS , G .  , KOPEYAN,C. , GREGOIRE , J .  1 2 3  
a n d  VAN RIETSCHOTEN,J. ( 1  9 7 6 )  

Use o f  p a r v a l b u m i n  a s  a  p r o t e c t i n g  p r o -  
t e i n  i n  t h e  s e q u a n a t o r  ; a n  e a s y  a n d  
e f f i c i e n t  way f o r  s e q u e n c i n g  s m a l l  
amoun t s  o f  p e p t i d e s .  
FEBS L e t t .  - 6 4 ,  404-408 .  

113  - SAUTIERE,P., KMIECIK,D., L O Y , O . ,  B R I A N D , G . ,  41, 45, 56 
BISERTE , G . ,  GAREL , A .  a n d  CHAMPAGNE , M .  ( 1 9 7 5 )  

C h i c k e n  e r y t h r o c y t e  h i s t o n e  H5 ; II A m i -  
n o - a c i d  s e q u e n c e  a d j a c e n t  t o  t h e  p h e n y l -  
a l a n i n e  r e s i d u e .  
FEBS L e t t .  5 0 ,  200-203.  - 



114  - SAUTIERE,P., BRIAND,G., KMIECIK,D., LOY,O., 41,45,56 
BISERTE,G., GAREL , A .  a n d  CHAMPAGNE,M. ( 1 9 7 6 )  

C h i c k e n  e r y t h r o c y t e  h i s t o n e  H5 ; III  Se-  
q u e n c e  o f  t h e  a m i n o - t e r m i n a l  h a l f  o f  t h e  
m o l e c u l e  ( 1  1 1  r e s i d u e s )  
FEBS L e t t .  6 3  164-166.  -' 

115 - SCHECHTER,N.M. ( 1 9 7 3 )  
S t u d i e s  o f  R N A  p o l y m e r a s e  i n  m a t u r e  
a v i a n  e r y t h r o c y t e s .  
B i o c h i m . B i o p h y s . A c t a  - 3 0 8 ,  129 

116 - SCHEINTAUB,H.M. a n d  FIEL,R.  J .  ( 1 9 7 3 )  32 
RNA p o l y m e r a s e  i n  n o r m a l  a v i a n  e r y t h r o -  
c y t e .  
E x p . C e 1 1  Res .  - 8 0 ,  4 4 2  

117 - SELIGY,V.L. a n d  NEELIN,J.M. ( 1 9 7 0 )  
T r a n s c r i p t i o n  p r o p e r t i e s  o f  s t e p w i s e  
a c i d - e x t r a c t e d  c h i c k e n  e r y t h r o c y t e  
c h r o m a t i n .  
B i o c h i m . B i o p h y s . A c t a  21 3 ,  3 8 0  - 

1 1 8  - SELIGY,V.L. a n d  M I Y A G 1 , M .  ( 1 9 7 4 )  32 
C o m p a r i s o n  o f  t e m p l a t e - p r o p e r t y  chan -  
g e s  a f t e r  s a l t  e x t r a c t i o n  o f  a v i a n  
e r y t h r o c y t e  . a n d  l i v e r  c h r o m a t i n .  
E u r . J . B i o c h e m .  - 4 6 ,  259  

119 - SHAW,B. R . ,  HERMAN,T.M. , K O V A C I C  ,R.T. , 
BEAUDREAU,G.S., VAN H O L D E , K . E .  ( 1 9 7 6 )  

A n a l y s i s  o f  s u b u n i t  o r g a n i z a t i o n  i n  
c h i c k e n  e r y t h r o c y t e  c h r o m a t i n .  
P r o c . N a t l . A c a d .  S c i . U .  S.A. 7 3 ,  505-509 .  - 

1 2 0  - SILVER,J.  a n d  HOOD,L.E. ( 1 9 7 4 )  1 2 3  
A u t o m a t e d  m i c r o s e q u e n c e  a n a l y s i s  i n  t h e  
p r e s e n c e  o f  a  s y n t h e  t i c  " c a r r i e r " .  
A n a l . B i o c h e m .  6 0 ,  285-292.  - 

M a p p i n g  DNase I - s u s c e p t i b l e  s i t e s  i n  nu- 
c l e o s o m e s  l a b e l e d  a t  t h e  5 ' e n d s .  
Ce11 9  347-353.  - - 9  

122 - SIMPSON,R.T. ( 1 9 7 8 )  22, 23  
S t r u c t u r e  o f  t h e  c h r o m a t o s o m e ,  a  chroma- 
t i n  p a r t i c l e  c o n t a i n i n g  1 6 0  b a s e  p a i r s  
o f  DNA a n d  a l 1  t h e  h i s t o n e s .  
B i o c h e m i s t r y  17, 5524-5531 .  

123  - SOLLNER-WEBB, B .  a n d  FELSENPELD, G.  ( 1 9 7 5 )  15 
A c o m p a r i s o n  o f  t h e  d i g e s t i o n  o f  n u c l e i  
a n d  c h r o m a t i n  b y  s t a p h y l o c o c c a l  n u c l e a n e  
B i o c h e m i s t r y  fi, 2915-2920 .  



124 - SOLLNER-WEBB,B., CAMERINI-OTER0,R.D. a n d  
FELSENFELD,G. ( 1 9 7 6 )  

15 

C h r o m a t i n  s t r u c t u r e  a s  p r o b e d  b y  n u c l e a -  
s e s  a n d  p r o t e a s e s  : e v i d e n c e  f o r  t h e  
c e n t r a l  r o l e  o f  h i s t o n e  H3 a n d  H4. 
Ce11 9  179-193.  - - #  

1 3 5  - SOLLNER-WEBB,B. , MELCHIOR,W.B. J r  a n d  
FELSENFELD,G. ( 1 9 7 8 )  

15 

DNase 1, DNase II a n d  s t a p h y l o c o c c a l  nu- 
c l e a s e  c u t  a  d i f f e r e n t ,  y e t  s y m m e t r i c a l -  
l y  l o c a t e d ,  s i t e s  i n  n u c l e o s o m e  c o r e .  
Ce11  1 4 ,  611-627.  -- 

126 - SPIKER,S. a n d  ISENBERG,I. ( 1 9 7 7 )  13 
C r o s s - c o m p l e x i n g  p a t t e r n  o f  p l a n t  h i s -  
t o n e s .  
B i o c h e m i s t r y  1 6 ,  1819-1826.  - 

127 - S P R ~ S S L E R , B . ,  HEILMANN,H-D., GRAMPP ,E ,  and  132  
UHLING,H. ( 1 9 7 1 )  

E i g e n s c h a f t e n  d e r  c a r b o x y p e p t i d a s e  C 
a u s  o r a n g e n b  l a t  t e r n .  
Hoppe S e y l e r ' s  Z .Phys .Chem.  352  1524 

- 9  

1 2 8  - STRICKLAND,W.N., STRICKLAND,M., BRANDT,W.F., 5 
V O N  HOLT, C.  , LEHMANN , A .  a n d  WITTMANN-LIEBOLD ,B. 
( 1 9 8 0 )  

T h e  p r i m a r y  s t r u c t u r e  o f  h i s t o n e  Hl £rom 
s p e r m  o f  t h e  s e a  u r c h i n  P a r e c h i n u s  a n g u -  
Zosus.  2 S e q u e n c e  o f  t h e  C - t e r m i n a l  C N B r  
p e p t i d e  a n d  t h e  e n t i r e  p r i m a r y  s t r u c t u r e .  
E u r . J , B i o c h e m .  104 567-578 .  -' 

1 2 9  - SUNG,M.T. ( 1 9 7 7 )  
P h o s p h o r y l a t i o n  a n d  d e p h o s p h o r y l a t i o n  32 
o f  h i s t o n e  V (H5) : c o n t r o l l e d  c o n d e n -  
s a t i o n  o f  a v i a n  e r y t h r o c y t e  c h r o m a t i n ,  
B i o c h e m i s t r y  16, 286-290 .  

1 3 0  - TAKAHASH1,K. a n d  TASHIR0,Y. ( 1 9 7 9 )  28 
B i n d i n g  o f  a n t i b o d i e s  a g a i n s  t h i s t o n e  
Hl t o  u n f o l d e d  a n d  f o I d e d  n u c l e o f i l a -  
m e n t s .  
E u r .  J .B iochem.  9 7 ,  353-360.  - 

131 - TARR,G.E., BEECHER,J.F., BELL,M. and  
Mc KEAW,D. ( 1 9 7 8 )  

P o l y q u a t e r n a r y  a m i n e s  p r e v e n t  p e p t i d e .  
Ana l .B iochem.  84 622-627.  

- 9  

132 - THOMA,F. a n d  KOLLER,Th. ( 1 9 7 7 )  2 1  
I n f l u e n c e  o f  h i s t o n e  Hl o n  c h r o m a t i n  
s t r u c t u r e .  
Ce11 12 101-107.  - - 9  



133  - THOMA,F., KOLLER,Th. a n d  KLUG,A. ( 1 9 7 9 )  21, 23, 29 
I n v o l v e m e n t  o f  h i s t o n e  H l  i n  t h e  o r g a n i -  26, 27, 28 
z a t i o n  o f  t h e  n u c l e o s o m e  a n d  o f  t h e  s a l t -  114 
d e p e n d e n t  s u p e r s t r u c t u r e s  o f  c h r o m a t i n .  
J . C e l 1  B i o l o g y  8 3 ,  403-427 .  - 

- THOMAS,J.O. a n d  KORNBERG,R.D. ( 1 9 7 5 )  12, 17, 19 
An o c t a m e r  o f  h i s t o n e s  i n  c h r o m a t i n  a n d  
f r e e  i n  s o l u t i o n .  
P r o c . N a t l . A c a d .  S c i . U .  S.A. 7 2 ,  2626-2630 .  - 

135 - TSAI,Y.H. ,  ANSEVIN,A.T. a n d  HNILICA,L.C. ( 1 9 7 5 )  25 

A s s o c i a t i o n  o f  t i s s u e - s p e c i f i c  h i s t o n e s  
w i t h  d e o x y r i b o n u c l e i c  a c i d .  T h e r m a l  de- 
n a t u r a t i o n  o f  n a t i v e ,  p a r t i a l l y  d e h i s -  
t o n i z e d  a n d  r e c o n s  t i  t u t e d  c h r o m a t i n s .  
B i o c h e m i s  t r y  1 4 ,  1257 - 

136 - U E D A , K .  , HAYAISHI , O . ,  K A W A I C H I  , M . ,  OGATA,N .', 10 
I K A I , K . ,  O K A , J .  a n d  OKAYAMA,H.  ( 1 9 7 9 )  

P o l y  ( A D P - r i b o s e )  a n d  A D P - r i b o s y l a t i o n  
o f  p r o t e i n s .  
i n  M o d u l a t i o n  o f  p r o t e i n  f u n c t i o n ,  
pp .47-64  (D.E.ATKINSON a n d  C.F.FOX, e d s )  
A c a d e m i c  P r e s s  

137 - VAN DER WESTHUYZEN , D .  R .  , B O Y D  , M .  C . D .  , 
FITSCHEN,W. a n d  V O N  HOLT,C. ( 1 9 7 3 )  

DNA-dependent  RNA p o l y m e r a s e  i n  ma tu -  
r i n g  a v i a n  e r y t h r o c y t e s .  
FEBS L e t t .  30 195 

- 9  

1 3 8  - VAN HELDEN , P .  , STRICKLAND , W .  N .  , BRANDT,W. F. 33 
a n d  VON HOLT,C. ( 1 9 7 8 )  

H i s t o n e  H2B v a r i a n t s  f r o m  t h e  e r y t h r o -  
c y t e s  o f  a n  a m p h i b i a n ,  a r e p t i l e  a n d  
a  b i r d .  
B i o c h i m . B i o p h y s . A c t a  -9 5 3 3  278-281.  

139 - VAN HOLDE ,K .E . ,  SAHASRABUDDHE, C.G. ~tnd SHAW,BaBa 1 4  
( 1 9 7 4 )  

A mode1 f o r  p a r t i c u l a t e  s t r u c t u r e  i n  
c h r o m a t i n .  
N u c l e i c  A c i d s  Res .  1 ,  1579-1586.  - 

140 - VARSHAVSKY , A .  J. , BAKAYEV , U .  V .  a n d  GEORGIEV , G .  P .  23 
( 1 9 7 6 )  

H e t e r o g e n e i  t y  o f  c h r o m a t i n  s u b u n i  t s  i n  
v i t r o  a n d  l o c a t i o n  o f  h i s t o n e  H l .  
N u c l e i c  A c i d s  Res .  3 ,  477-492.  - 



14 1 - VIDALI,G.,  BOFFA,C., B R A D B U R Y  ,E.M. a n d  
ALLFREY , V . G .  ( 1 9 7 8 )  

B u t y r a t e  s u p p r e s s i o n  o f  h i s t o n e  d e a -  
c e t y l a t i o n  l e a d s  t o  a c c u m u l a t i o n  o f  
m u l t i a c e t y l a t e d  f o r m s  o f  h i s t o n e s  H3 
a n d  H4 a n d  i n c r a s e d  DNase 1 s e n s i t i -  
v i t y  o f  t h e  a s s o c i a t e d  D N A  s e q u e n c e s .  

142 - V O N  HOLT,C., STRICKLAND,W.N., BRANDT,W.F. a n d  5 
STRICKLAND,M. ( 1  9 7 9 )  

More h i s t o n e  s t r u c t u r e .  
FEBS L e t t .  100  201-218.  

-9 

143 - WALKER, J . M . ,  HASTINGS, J .  R .  B .  a n d  JOHNS ,E.  W .  
( 1 9 7 7 )  

T h e  p r i m a r y  s t r u c t u r e  o f  a  n o n - h i s t o n e  
ch romosomal  p r o t e i n .  
E u r .  J . B i o c h e m .  7 6 ,  461-468 .  - 

144 - WALKER,J.M., PARKER,B.M. a n d  JOHNS,E.W. ( 1 9 7 8 )  3 
I s o l a t i o n  a n d  p a r t i a l  s e q u e n c e  o f  t h e  
c y a n o g e n  b r o m i d e  p e p t i d e s  £rom c a l f -  
thymus  n o n - h i s  t o n e  ch romosomal  p r o t e i n  
HMG 1 .  
I n t .  J . P e p t i . d e  P r o t e i n  R e s .  1 2 ,  269-276.  - 

145 - WALKER,J.M., G O O D W 1 N . G . H .  a n d  JOHNS,E.W, ( 1 9 7 9 )  3 
The  p r i m a r y  s t r u c t u r e  o f  t h e  n u c l e o s o m e  
a s s o c i a t e d  c h r o m o s o m a l  p r o t e i n  HMG 14 .  
FEBS L e t t .  100  394-398.  

-9 

146 - WALKER,J.M., GOODERHAM,K. a n d  JOHNS,E,W. ( 1 9 7 9 )  3 
T h e  i s o l a t i o n ,  c h a r a c t e r i z a t i o n  a n d  p a r -  
t i a l  s e q u e n c e  o f  a p e p t i d e  r i c h  i n  g l u t a -  
mic  a c i d  a n d  a s p a r t i c  a c i d  (HGA-2 P e p t i d e )  
£rom c a l £  thymus  n o n - h i s t o n e  c h r o m o s o m a l  
p r o t e i n  HMG 2 .  
Biochem. J .  179  253-254 .  

-9 

147 - WALKER,J.M., G O O D E R H A M , K .  a n d  JOHNS,E.W. ( 1 9 7 9 )  4 
The i s o l a t i o n  a n d  p a r t i a l  s e q u e n c e  o f  p e p -  
t i d e s  p r o d u c e d  b y  c y a n o g e n  b r o m i d e  c l e a -  
v a g e  o f  c a l f -  thymus  n o n - h i s  t o n e  ch romoso-  
mal  h i g h - m o b i l i  t y  g r o u p  p r o t e i n  2 .  
Biochem.  J .  181 b59-665.  

-9 

148  - WEINTRAUB,H. a n d  VAN LENTE,F. ( 1 9 7 4 )  17, 22 
D i s s e c t i o n  o f  chromosome s t r u c t u r e  w i  t h  
t r y p s i n  a n d  n u c l e a s e s .  
( h i s t o n e s 1  f i n g e r p r i n t l  c l e a v a g e  p r o d u c t s /  
D N A  electrophoresis/iodination) 
P r o c . N a t l . A c a d .  S c i  . U .  S.A. 71 4249-4253 .  

- 3  



149 - WHITLOCK,J.~. a n d  SIMPSON,R.+. ( 1 9 7 6 )  
Removal  o t  h i s t o n e  Hl e x p o s e s  a  f i f t y  
b a s e  p a i r  DNA s e g m e n t  b e t w e e n  n u c l e o -  
somes .  
B i o c h e m i s t r y  15 3307-3314.  

-9 

1 5 0  - WHlTLOCK,J.Y. J r ,  RUSHIZKY , G . W . ,  SIMPSON ,K.T. 
( 1 9 7 7 )  

D N a s e - s e n s i t i v e  s i t e s  o f  n u c l e o s o m e s .  
T h e i r  r e l a t i v e  s u c e p t i b i l i t i e s  d e p e n d  
o n  n u c l e a s e  u s e d .  
J . B i o l .  Chem. 2 5 2 ,  3003-3006.  - 

15 1 - WHITLOCK,J.P. , AUGUSTINE , R .  a n d  SCHULMAN,H. 
( 1 9 8 0 )  

C a l c i u m - d e p e n d a n t  p h o s p h o r y l a t i o n  O L  

h i s t o n e  H3 i n  b u t y r a t e - t r e a t e d  H e l a  
c e l l s .  
N a t u r e  2 8 7  74-76 .  

-9 

152 - WILHEM,F.X. a n d  C H A M Y A G N E , M . H .  ( 1 9 6 9 )  22 
D i s s o c i a t i o n  d e  l a  n u c l e o p r o t e i n e  d ' é r y -  
t h r o c y t e s  d e  p o u l e t  p a r  l e s  s e l s .  
E u r .  J . B i o c h e m .  10 102-  109 .  

-9 

1 5 3  - WILKINS,M.H,F. ( 1 9 5 6 )  13 
C o l d  S p r i n g  H a r b o r  Symp.Quant  . B i o l .  2 1 , 7 5  - 

154 - WOUTERS-TYROU,D, , SAUTIERE,P, a n d  BISERTE , G .  5 
( 1 9 7 6 )  

C o v a l e n t  s t r u c t u r e  o f  t h e  s e a  u r c h i n  
h i s t o n e  H4. 
FEBS L e t t .  6 5 ,  225-228.  - 

155 - WOUTEKS ,D. , SAUTIEKE , P .  a n d  BISERTE , G .  ( 1  9 7 8 )  55 
P r i m a r y  s t r u c t u r e  of  h i s t o n e  H2A f r o m  
g o n a d  o f  t h e  s e a  u r c h i n  Psammechinus 
m i  Z i a r i s .  
E u r .  J . l i o c h e m .  9 0  231-239.  -' 

156 - WOUTEKS-TYROU , D ,  MARTIN-PONTHIEU , A .  , 
SAUTlERE,P. a n d  BISERTE,G. ( 1 9 8 1 )  

A c e t y l a t i o n  o f  h i s t o n e  H4 i n  c h i c k e n  
e r y t h r o c y t e  a n d  c u t t l e - f i s h  t e s t i s  
c h r o m a t i n .  
( M a n u s c r i p  t i n  p r e p a r a t i o n )  

157  - Y A G U C H I , M . ,  K O Y , C .  a n d  SELIGY,V.L. ( 1 9 7 9 )  7, 92, 110 
C o m p l e t e  a m i n o  a c i d  s e q u e n c e  o f  g o o s e  e r y -  115 
t h r o c y t e  H5 h i s t o n e  a n d  t h e  h o m o l o g y  b e t -  
ween  Hl a n d  H5 h i s t o n e s .  
B i o c h e m . B i o p h y s .  R e s .  Commun. 90  1400-1406,  

-9 



158  - YAMADA,S. a n d  ITAN0,H.A. ( 1 9 6 6 )  
P h e n a n t h r e n e q u i n o n e  a s  a n  a n a l y t i c a l  
r e a g e n t  f o r  a r g i n i n e  a n d  o t h e r  mono- 
s u b s t i  t u t e d  g u a n i d i n e s .  
B i o c h i m .  B i o p h y s .  A c t a  130  538-540 .  

-9 

159 - YU,S. S . ,  LE1,H. J . ,  G O O D W I N , G . H .  a n d  JOHNS ,E.W. 4 
( 1 9 7 7 )  

I n t e r a c t i o n  o f  n o n - h i s t o n e  c h r o m o s o m a l  
p r o t e i n s  HMG 1 a n d  HMG 2  w i t h  DNA.  
E u r .  J . B i o c h e m .  7 8 ,  497-502.  - 

1 6 0  - YU,S.S. a n d  SPRING,T.G. ( 1 9 7 7 )  4 
T h e  i n t e r a c t i o n  o f  n o n - h i s t o n e  ch romoso-  
m a l  p r o t e i n s  HMG 1 a n d  HMG 2  w i t h  s u b -  
f r a c t i o n s  o f  H I  h i s t o n e  i m m o b i l i z e d  on  
a g a r o s e .  
B i o c h i m . B i o p h y s  . A c t a  492  20-28.  

- 9  

161 - ZUBER,H. ( 1 9 6 4 )  132 
P u r i f i c a t i o n  p r o p e r t i e s  o f  a new c a r b o -  
x y p e p t i d a s e  f r o m  c i t r u s  f r u i t .  
N a t u r e  ( L o n d o n )  201  613  -' 



ADDITIF BIBLIOGRAPHIQUE 

Pages 

162 - CHAMPAGNE,M. et MAZEN,A. (1967) 35 
Isolement et caractérisation d'une fraction 
dt histone s~écif ique des érythrocytes de Poulets. 
C.R. Acad. Scie Paris 265, 2100-2103. 

-.IIi- 

r v j  - GOODWIN,G.H., BROWNSE., WALKER,JeM. 
and JOHNS,E.W. (1980) 

The isolation of three new hi& mobility group 
nuclear proteins. 
Biochim. Biophys. Acta 623, 329-338. - 

164 - WALKW,J.M., GOODWIN,G.H. and JOHNS,E.W. (1978) 3 
The isolation and identification of ubiquitin from 
the high mobility group (HMG) non-histone protein 
fraction. 
FEBS Lette 90, 327-3300 

165 - WALfCER,J.M.? STEARN,C. and JOIiNf5,E.W. (1980) 
The prmary structure of non-histone chromosomal 
protein HMG 17 from Chicken erythrocyte nuclei. 
FEBS Lett. 112, 207-210. - 

166 - WAIXER , J .Me , BROWf ,E. , GOODWIN ,Go He , STEARM, C. 
and JOHNS, E. W. (1980) 

Studies on the structures of some HMG-like non- 
histone chromosomal proCeins from Trout and 
Chicken tissues. Comparison with Calf thymus 
proteins HMG 14 and 17. 
FEBs Lett. 113, 253-257. - 

167 - WALKER,J.M., GoODERHAM,K~, HASPINGS,J.R.B., MAYES,E. 3 
and JOHNS ,E. W. (1980) 

The primary structures of non-histone chromosomal 
proteins M G  1 and 2. 
FEBS Lett. 122, 264-270. 

-L 




