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ERRATA

Chapitre I : "Isolement,purificétion,céractérisation

de cing sous;fractions de l'histone H1l d'érythrocyte

de poulet"

page 74,lighé19;lire:’Les hiéténes Hl,H5 sont alors
extraites conjointement...

page 75,lignes 12-13,lire: ...&luée par NaCl 0.42 M "
dans Le méme ftampon pour décrochen HI1 et parn HCL 0.02 M

pour décrocher HS5.

Chapitre II :"Etude de la structure primaire de l'histone
H1E d'érythrocyte de péulet“

Dans III. Résultats, A. Coupure de l'histone HIE par la
pepsine . |

Les fractions citées 1 et 11 dans le texte (pages 101,
103,104 et 105) sont en réalité les fractions 2 (au lieu
de 1) et 12 (au lieu de 11) de la figure 15 (page 102).
page 110,ligne l;lire: Le peptide Pn a d'autre part 2ité

soumis & une hydrolyse ...



PREMIERE PARTIE

ORGANISATION DE LA CHROMATINE



I - DEFINITION - CONSTITUANTS

Les cellules des Eucaryotes sont caractérisées par la
présence d'un noyau bien individualisé&, organite au sein du-
quel le DNA, porteur de l'information génétique, est associé
4 des protéines en un complexe appelé chromatine. Les protéines,
gui représentent environ 65 p.l00 du complexe peuvent &tre

réparties en deux groupes : histones et protéines non histones.

A - PROTEINES NON HISTONES (NHP)

Cette dénomination recouvre un grand nombre de protéines,
de tailles moléculaires comprises entre 9.000 et 300.000 dal~
tons et présentes 3 des taux plus ou moins élevés en fonction
de l'espéce et du tissu considérés (le rapport NHP/DNA peut
varier de 0,5 & 1,5)(44). L'isolement et 1l'é&tude de ces pro-
téines présentent de sérieuses difficultés en raison de leurs
caractéres particuliers de solubilité et de leur tendance &

s 'agréger.

On a pu dénombrer environ 150 protéines non histones

parmi lesquelles on peut distinguer :

- des enzymes impliqués dans le métabolisme des acides

nucléiques (RNA- et DNA-polymérases, endonucléases, "dérou-
lases") ou dans celui des protéines de la chromatine (acétyl-
transférases, kinases, méthylases).

- des protéines contractiles (actine, myosine, tropo-

myosine, tubulines) (41)



- des protéines facilitant l'assemblage des structures
(DNA topoisomérase, nucléoplasmine) (80)

- des phosphoprotéines

- des récepteurs d'hormones

- des protéines de structure et de régulation dont le

rdle exact est encore inconnu.

La plupart des protéines non histones sont extraites de
la chromatine par NaCl 0.35 M et fractionnées ensuite en deux
groupes de mobilité é&lectrophorétique différente (53) :

- Protéines LMG (low mobility group) de taille molécu-
laire supérieure 3 30.000 daltons.

- Protéines HMG (high mobility group) de taille molécu-
laire comprise entre 9.000 et 28.000 daltons.

Dans la chromatine de thymus de Veau (54) les structures
primaires de trois d'entre elles sont actuellement connues, il
s'agit de HMG 14, HMG 17 et HMG 20 (ou ubiquitine) (157,154).

On ne connait que partiellement les structures primaires
des HMG 1 et HMG 2 (155, 156). Ces deux derniéres protéines
HMG se lient au DNA par leur région NHz—terminale basique et
semblent en stabiliser la structure (174).

D'autre part des interactions entre HMG 1, HMG 2 et les
régions hydrophobes des histones H1l, H2B et H3, ont pu étre
mises en évidence in vitro (173).

Le r8le exact des protéines HMG reste & déterminer. Pour
JAVAHERIAN et coll. (67) elles pourraient modifier la structure
hélicoidale du DNA au moment de la transcription, tandis que

pour YU et coll.(174) elles stabilisent cette structure.



B - LES HISTONES

1 - Caractérisation

Les histones sont des protéines de caractére basique
marqué. Dans les cellules somatiques le rapport pondéral
histones/DNA est de 1.

Elles se répartissent en cing classes : Hl, H2A, H2B,

H3 et H4 qui représentent chacune 20 p.100 de l'ensemble des
histones et dont nous avons présenté les principales carac-
téristiques dans le tableau I. Il est possible de les classer
en trois groupes en fonction de leur solubilité et de leur
rapport lysine/arginine :

Histones riches en arginine : H2A, H3 et H4.

Histones riches en lysine : H2B.

Histones trés riches en lysine : Hl.

En réalité, le terme d'histone Hl désigne, dans la plupart
des types cellulaires, une famille de 4 ou 5 molécules de
structures peu différentes.

Certains tissus cependant, ne possédent gqu'un seul type
d'histone Hl. C'est le cas du sperme d'Oursin (142) et du tes-
ticule de Truite (92).

Les érythrocytes nucléés des oiseaux, des batraciens, des
poissons et des reptiles possédent une histone particuliére :
l'histone H5 qui présente des caractéristiques proches de
celles des histones’Hl qu'elle remplace partiellement au cours

de la maturation de l'érythrocyte.



TABLEAU I

CARACTERISATIPN DES HISTONES

H1i H5 H2B H2A H3 H4
(Sous~-fraction 3 (&rythrocyte de (thymus de (thymus de (thymus de (thymus de
de thymus Poulet) Veau) Veau) Veau) Veau)
Lapin)
Masse moléculaire 22,000 20.580 13.774 14,005 15.324 11.282
Nombre de résidus 212 189 125 129 135 102
Rapport Basiques/Acides 5,7 15 1,93 1,5 1,65 2,45
Rapport Lys/Arg 15,2 2,23 2,5 1,16 0,72 0,78
NH., - terminal Ac—-Ser Thr Pro Ae~Ser Ala Ac~-Ser
2 (Ac-Thr 15%)
COOH-terminal Lys Lys Lys Lys Ala Gly

Caractéristiques
structurales

i

3 domaines

1 domaine NH,-terminal basique,
inorganisé et variable

1-36

1-21

I domaine central hydrophobe
globulaire et conservé.

37-120

22-99

I domaine COOH-terminal trés
basique, inorganisé et variable

121-212

100-189

3 domgines

| domaine NH,-~terminal trés'
basique, peu structuré

1-31

1-17

1 domaine hydrophobe,
globulaire,trés conservé

32-125

18-118
! domaine COOH-~
terminal basi-
que,variable et
peu organisé
119-129

2 domaines

1 domaine NHZ—terminal
basique, peu organisé

1-27

1-19

1 domaine COOH-terminal
hydrophobe, structuré

28-135

20-102

Les 2 histones H3 et H4
sont remarquablement
conservées,




Les histones ne contiennent pas de tryptophane et sont
trés pauvres en acides aminés aromatiques et soufrés. Seule
l'histone H3 contient de la cystéine’(l ou 2 résidus suivant
les espéces).

L'histone H4 des Echinodermes, gqui contient 1 résidu de
cystéine (151, 172) semble constituer un cas particulier.

La figure 1 nous permet de nous rendre compte de la répar-
tition des acides aminés dans les histones.

L'histone Hl présente une accumulation de ré&sidus basiques
dans la zone COOH-terminale de la protéine alors gque nous pou-
vons constater une distribution inverse des résidus basigues
dans les histones H2A, H2B, H3 et H4 ol ceux-ci sont accumulés,

par groupes de 2 ou 3, dans les zones NHz-terminales.

2 - Variabilité des histones

‘La structure primaire des histones H2A, H2B, H3 et H4 est
maintenant parfaitement connue pour plusieurs espéces et dif-
férents tissus (153).

On connait &galement les séquences complétes des histones
HS5 d'érythrocyte d'Oie (173) et de Poulet (20) et des histones
Hl de testicule de Truite (92) et du sperme d'Oursin (172) .Mais
aucune des sous-fractions H1l de thymus de Lapin ou de thymus de
Veau n'a sa ségquence totalement déterminée. On ne connait géné-
ralement gque la séquence des 100-120 premiers résidus ; c'est
pour la sous—fréction 3 de thymus de Lapin (RTL-3) que les tra-
vaux de’détermination de séquence ont &té& menés le plus loin(68,

32).
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Comparativement aux autres histones, les histones trés
riches en lysine ont &té peu étudiées sur le plan structural,
probablement en raison de difficultés d'ordre préparatif dans
la séparation des différentes sous-fractions de Hl et d'ordre
méthodologique dans la détermination de leur séquence.

L'histone Hl possé&de la séquence en acides aminés la plus
variable. Les différences sont nombreuses non seulement entre
les histones Hl de deux espéces différentes mais encore entre
les sous~fractions de H1 d'un méme tissu.

Les histones H3 et H4, par opposition, possédent les
structures les plus hautement conservées. Le taux de mutation
de l'histone H4 n'est que de 0,06 mutations/100 résidus/100
millions d'années.

Les structures primaires des histones H2A et H2B ont une
variabilité intermédiaire avec 1,5 mutations/100 résidus/100
millions d'années. |

On observe généralement peu de changements dans les
zones hydrophobes de cés protéines : en fait ces zones hydro-
phobes sont impliquées dans des interactions protéine-protéine
fondamentales pour l'organisation structurale et la fonction
de la chromatine.

Les zones les plus variables des histones se situent
donc dans les zones NHZ-terminales (pour H2A et H2B) basiques,
sidge probable des interactions &lectrostatiques avec les

charges négatives des groupes phosphate du DNA.



3 - Modifications post-synthétigues

Les zones basiques des histones, interagissant avec le
DNA, font l'objet d'un certain nombre de modifications post-
traductionnelles qui modifient soit 1la charge‘locale de la
molécule protéique, soit son environnement.

Les différentes modifications post-synthétiques connues
qui affectent les histones sont au nombre de cing : acétyla-
tion, phosphorylation, méthylation, poly(ADP-ribosylation) et

liaison covalente & l'ubiquitine.

L'acétylation affecte les zones NH,-terminales des
histones H3 et H4 et & un degré moindre des histones H2A et
H2B (40).

Elle est irréversible quand elle affecte le groupe
o—~aminé terminal des histones Hl, H2A et H4.

Elle est réversible quand elle affecte le groupe
g-aminé des résidus de lysine en position intracaténaire.

L'acétylation des histones est vraisemblablement liée
d l'activation des régions transcrites du DNA (5) mais son
r&le exact est assez controversé.

L'acétylation des résidus de lysine entraine d'abord
la perte de charges positives supprimant ainsi les interac-
tions électrostatiques de ces résidus avec le DNA. Il a pour-

tant été montré gqu'une acétylation,méme poussée, n'affecte
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nullement la stabilité du complexe nucléoprotéique (97).
D'autre part, l'acétylation des histones provoquerait une
augmentation de la sensibilité& du DNA aux endonucléases (152,
97).

Il semblerait enfin, que l'hyperacétylation de l'histone
H4 tende 3 déstabiliser la structure de la chromatine inactive
afin de permettre la transcription (25) et que l'acétylation
de l'histone H3 constitue un préalable & la phosphorylation

de cette méme protéine (166).

e e e R e e e e e A S e e

Cette modification peut affecter toutes les histones,
elle intervient au niveau du groupe hydrophobe des résidus de
sérine et thréonine. Différents travaux ont conduit 3 lier la
phosphorylation des histones et la mitose. Ainsi dans une
culture de cellules de la lignée CHO (cellules ovariennes de
Hamster chinois) 1'évolution de l'organisation chromatinienne
a pu &tre corrélée avec différents états de phosphorylation
des histones H1l, H3 et H2A (57, 58).

Pendant l'interphase, l'histone Hl posséde de 1 & 3
résidus de sérine phosphorylée dans la partie COOH-terminale
de la molécule. Cette histone Hli (Interphasique) caractérise
un stade d'organisation préparatoire 3@ la division cellulaire.

Durant la métaphase, l'histone Hl1 est hyperphosphorylée.
Cette histone Hlm (Métaphasique) posséde de 4 & 6 sites phos-

phorylés, aussi bien sérine que thréonine, répartis dans les
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régions terminales basiques de la molécule. Simultanément,
on trouve une histone H3m phosphorylée gui comme Hlm est
associée 3 la présence de chromosomes hautement condensés.
Une histone H2A phosphorylée existe tout le long du
cycle cellulaire de la lignée CHO. Elle est probablement

associde & la condensation de la chromatine non transcrite

{(hétérochromatine) .

c) Méthylation

e s s e St et e S o i
S

Phénoméne plus limité, la méthylation affecte unique-
ment les résidus de lysine des histones H3 et H4. Les deux
sites de méthylation de l'histone H3 sont proches des sites
de phosphorylation, dans la 2zone NHZ—terminale de cette prb—
téine (40). Cette modification semble irréversible (148) et
elle viendrait renforcer l'interaction histone~DNA (21). Il
faut cependant remarquer que les histones H1l et H5 d'érythro-

cyte de Canard ont &€té trouvées méthylées (48).

e et v ST s e oy e s S i e S e
e

L'ADP-ribosylation affecte principalement les histones
H2B et H1l, les histones H2A, H3 et H4 étant modifiées & un
degré moindre (104).

Une molécule d'ADP-ribose se lie de fagon covalente a
la protéine. D'autres molécules d'ADP-ribose peuvent ensuite

se fixer, en présence de poly-(ADP-ribose) polymérase, sur
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1'ADP-ribosyl 1ié & la protéine. On obtient ainsi des chalnes
de poly(ADP-ribose) de longueurs trés variables. L'addition
de tels polym@res 3 la protéine entraine probablement des
modifications physiques et biologiques de la chromatine sans
qu'il soit encore possible de préciser lesquelles. Les sites
d'ADP-ribosylation in vitro des histones Hl et H2B‘de foie de
Rat ont été récemment identifiés. Il s'agit pour l'histone
H2B (107) du résidu d'acide glutamique en position 2 et pour
l'histone H1l, des résidus d'acide glutamique en position 2

et 14 et du résidu de lysine COOH~terminal (108). Les chaines
de poly(ADP-ribose) sont fixées sur le groupe y-carboxylique
de l'acide glutamique et sur le groupe a-carboxylique de la
lysine.

e) Modification_des histones H2A et H2B par liaison

S e e S i s s e e s e Sl o S W S S e ey oy e ey v e frone N re e N~ oo 24
E e = =EmEmEESEER

e s e S R e e i i e e, e S i i e e e S ey e S e s
e

L'ubiquitine (ou proté&ine HMG 20) modifie environ 10 p.100
de 1'histone H2A pour former la proté&ine A24 (u-H2A) (50,51).
Récemment on a découvert qu'une telle modification pouvait
affecter aussi l'histone H2B (seulement 1,5 p.l100) pour former
la protéine u-H2B (165).

Dans la protéine A24, le résidu d'arginine en position
COOH-terminale de l'ubiquitine est 1li& au groupement e-NH2 de
la lysine 119 de l'histone H2A, par l'intermédiaire d'uh mail-

lon dipeptidique glycyl-glycyl.
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Cette protéine A24 semble posséder les mémes propriétés
que l'histone H2A sur le plan des modifications comme sur celui
des interactions.

Il est 4 noter toutefois que, dans la chromatine d4d'éry-
throcyte de Poulet, la protéine A24, présente au début de la
maturation de l'érythrocyte; a totalement disparu & la fin de
1'érythropoiése (52).

A l'exception de la fixation de l'ubiquitine, toutes les
modifications semblent intervenir sur la chromatine déja assem-

blée (33, 42, 57, 101, 127).

4 -~ Interactions Histone-Histone

La détermination de la séquence des protéines de struc-
ture de la chromatine et, plus particuliérement, des histones
est fondamentale pour l'étude des différents niveaux d'organi-
sation moléculaire de la chromatine et du chromosome. En effet,
une patfaite connaissance de l'enchainement des acides aminés
permet l'utilisation de méthodes de prédiction de structures

secondaires (31). A ces méthodes de calcul viennent s'ajouter
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les techniques classiques de physico-chimie (résonance magné-
tique nucléaire, spectroscopie infra-rouge, dichroiIsme circu-
laire) qui peuvent &tre utilisées aussi bien avec les protéines
qu'avec des peptides de caractéristiques bien définies. L'en-
semble de ces méthodes a conduit & l'identification des régions
les plus structurées dans les zones hydrophobes des histones
(cf Tableau I). Les zones basiques ne sont pas organisées. Or,
on pense depuis longtemps que les nombreux résidus basiques

des histones sont engagés dans des interactions électrostati-
ques avec les groupes phosphate du DNA. Les interactions pro-
téine-protéine seraient donc localisées dans les zones molé-
culaires les plus structurées c'est-a-dire les zones hydro-
phobes.

On peut noter cependant que cette dissymétrie fonction-
nelle des hiétones doit é&tre parfois nuancée : ainsi dans les
histones H3 et H4 les régions pasigues hautement conservées
seraient impliquées 3 la fois dans des interactions électrosta-
tiques avec le DNA et des interactions protéine-protéine d'un
type particulier (138).

Les interactions histone-histone ont tout d'abord é&té
illustrées par la tendance 3 1l'auto-agrégation de ces protéines
en milieu de pH et de force ionique élevés (84), mais ce phéno-
méne ne semble pas avoir d'incidence physiologique particuliére.

D'autres types d'interactions ont pu &tre mis en évidence
dés 1972 (134, 71) lorsqu'un dimére H2A-H2B fut identifié. Des

complexes H2A-H2B (75), H3-H4 (75, 124), H2B-H4 (103) ont pu
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8tre caractérisés par la suite et une étude alliant diverses
méthodes physiques (anisotropie de fluorescence, diffusion de
la lumiére et dichroisme circulaire) a permis 4 D'ANNA et

ISENBERG (35) de résumer les spécificités d'interaction entre

les histones H2A, H2B, H3 et H4 en mélange.

. ———
ZA‘ > H2B ~apep-complexe fort

<«—» complexe faible

3 o 1] 4 . -wessmcomplexe trés faible

Des expériences de pontage interprotéique avec le dimé-
thylsubérimidate (149, 136) ont permis de figer la structure
du polymére d'histones Zn vitro et ont montré que les histones
H3 et H4 s'assemblent en un tétramére (H3-H4)2 alors que H2A
et H2B s'unissent pour former un dimére H2A-H2B.

L'étude de la résonance magnétique du proton appligquée
aux résidus aromatiques de fragments d‘'histones (100, 12, 19)
a permis de délimiter les régions impliquées dans ces diverses
interactions. Ainsi les histones H3 et H4 interagissent par
l'intermédiaire des régions 42 & 120 pour la premiére et 38 &
102 pour la seconde. La digestion trypsique de la chromatine
d'érythrocyte de Poulet suggére par ailleurs que ces zones
d'interaction pourraient se situer entre les résidus 27 a 129
de l'histone H3 et 20 3 102 de l'histone H4 (14).

La zone 31 3 95 de l'histone H2A interviendrait dans

une interaction avec la zone 32 & 114 de H2B (19).
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Les zones d'interaction entre les histones H2A et H2B
ont pu étre précisées.D'une part dans notre laboratoire,
COUPPEZ a déterminé que les zones 21 & 118 de H2A et 32 3 125
de H2B de thymus de Veau sont indispensables 3 la formation
du dimére (résultats non encore publiés).

D'autre part, BOHM et coll. ont montré que, dans la chro-
matine d'érythrocyte de Poulet, les 1l résidus NHz-terminaux
et les 10 résidus COOH-terminaux de l'histone H2A sont exposés
d l'action de la trypsine (13) suggérant ainsi que la zone
globulaire (12 3 118) interagirait avec la zone 24 3§ 125 résis-
tante 3@ la protéolyse de l'histone H2B (15). Ces deux appro-
ches sont tout d fait concordantes et complémentaires.

Ces interactions sont tributaires de la modification
d'un seul des résidus de la zone interagissante. Ainsi l'oxy-
dation des groupes thiols de l'histone H3 empé&che-t-elle la
formation d'un complexe avec H4. De méme l'oxydation des résidus
de méthionine de l'histone H2B, en méthionine sulfoxyde et
méthionine sulfone empéche la formation du dimére H2A-H2B.

Ces interactions purement protéiques ne prennent toute-
fois leur pleine signification qu'en présence du DNA, c'est-a-

dire dans la structure de la chromatine.
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II - STRUCTURE DE LA CHROMATINE

A - MISE EN EVIDENCE D'UNE STRUCTURE REPETITIVE ORDONNEE

Bien avant de connaitre les interactions protéine-
protéine, des &tudes de diffraction des rayons X (168) ont
permis de mettre en é&vidence une structure périodique de la
chromatine. De plus cette structure se retrouve lorsqu'on
mélange du DNA et des histones (90) suggérant ainsi que ces
protéines sont bien resﬁonsables de la formation de complexes
constituant la "maille élémentaire" d'une structure répétitive
ordonnée.

On a d'abord pensé que le DNA é&tait enroulé en une super-
hélice stabilis&e par les histones. Le pas de cette super-

hélice était alors considéré comme l'unité &lémentaire.

B - LE NUCLEOSOME - LA "CORE~PARTICLE"

Le traitement de la chromatine par une endonucléase
extraite de Staphylococecus aureus (E.C.3.1.4.7) a permis de
montrer que les histones protégent partiellement le DNA de la
coupure enzymatique, les fragments obtenus ayant une longueur
variant entre 200 paires de bases (p.b) et les multiples de
cette valeur (62).

La structure en "perles sur un £il" du DNA peut d'ail-

leurs é&tre visualisée en microscopie électronique et les
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"perles" protéiques associées au DNA ont &té nommées "v bodies"
(111), "P.S.particles" (125) ou encore nucléosomes (112). Cette
dernidre dénomination a &té universellement reconnue et elle
désigne un complexe de DNA et d'histones. Le DNA de ces parti-
cules possé&de une longueur variable suivant les organismes
d'origine (245 p.b. dans la chromatine de sperme d'Oursin (70),
200 p.b. environ chez les mammiféres, 140 seulement chez
Aspergillus (77)) .Les histones sont assembl@es en un octamére
constitué de deux fois chacune des 4 molécules H2A, H2B, H3

et H4 (76). La cinqui@me histone, H1l, présente dans le nucléo-
some n'est pas incluse dans ce polymére protéique, mais elle
est directement associée au DNA.

L'interprétation des spectres de diffraction des rayons X
fut encore affinée grice 3 la technique de diffusion des neu-
trons (7) qui permit d'affirmer que les bandes de diffraction
caractéristiques de l'unité répétitive étaient bien dles aux
protéines du nucléosome.

La particule ainsi dé&finie semblait &tre l'unité struc-
turale élémentaire de la chromatine. Toutefois, la variabilité
de la longueur du DNA impliqué dans cette organisation d'une
part et l'existence ou l'absence de l'histone H1 d'autre part
laissaient penser que le nucléosome pouvait &tre mieux défini.

Une hydrolyse plus poussée de la chromatine par la nu-
cléase de microcoque a permis de caractériser une particule

dont la longueur de DNA est la méme quel que soit l'organisme:

la "core-particle" (76).
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Celle~ci contient 146 paires de bases de DNA associées &
deux molécules de chacune des histones H2A, H2B, H3 et H4 assem-
blées en octamére (119).

Le DNA non inclus dans la "core-particle", de longueur
variable suivaﬁt l'origine cellulaire est appelé DNA inter-
nucléosomique, ou DNA "linker", ou encore DNA "spacer".

Le nucléosome peut donc &tre défini comme l'ensemble
formé par la "core-particle" et le DNA "linker" associé & une

molécule d'histone H1.

C - POSITION ET FORME DU DNA DANS LE NUCLEOSOME ET LA "CORE-

PARTICLE"

Dés les premiers travaux utilisant les nucléases, les
polynucléotides obtenus ont démontré clairement l'accessibilité
du DNA aux enzymes, autrement dit une position externe du DNA
dans le nucléosome et la "core-particle™ (106).

Ce fait a &té& confirmé par l'utilisation de la méthode
de variation des contrastes en diffusion des neutrons (7, 11)
appliquée 3 1l'étude de "core-particles" en solution (7) ou
cristallisées (11).

Des travaux de diffraction des rayons X par des cristaux
de "core-particles” ont permis de proposer pour le DNA de cette
structure un modéle en super-hélice de 1,75 tour pour 140

paires de bases (80 p.b./tour), de 90 A de diamétre et de 28 A

de pas (46) (Figure 2a).
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FIGURE 2

/
H2A-H2B

FIGURE 3

a Représentation schématique de 1.75 tour de DNA super-
hélicoidal pour 140 paires de bases.

b Les mémes 140 paires de bases sont représentées en

spirale ; les zones hachur@es matérialisent le re-
groupement de sites sensibles 4 la DNase I.

selon FINCH,J.T., LUTTER,L.C., RHODES,D., BROWN,R.S.,
RUSHTON,B., LEVITT,M. and KLUG,A. (1977)
Nature, 269, 29-36.

(H3-H4),,

wuw : 1nteraction de type
liaison hydrogéne .

e ~ N interaction hydrophobe .

\
H2A-H28B

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

selon EICKBUSH,T.E. and MOUDRIANAKIS,E.M. (1978)
Biochemistry, 23, 4955-4964.
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L'étude des fragments produits par digestion de la
chromatine 3 l'aide de la DNase I (E.C.3.1.4.5)(89,129) a
montré gque des sites placés d 30, 60, 80 et 110 nucléotides
de l'extrémité 5' du DNA de la "core-particle" sont partiel-
lement protégés du clivage. Ceci suggére que ces sites sont
couverts par les histones.

D'autre part, et ceci concorde avec le modéle de la
figure 2b, ces sites peuvent &tre rapprochés deux par deux

(exemple : 30 et 110).

D - ORGANISATION DES HISTONES DANS LA "CORE-PARTICLE" ET LE

NUCLEOSOME

B Nous avons déja vu que les histones s'associent en octa-
mére (H3)2-(H4)2—(H2A—H2B)2 et ceci méme en solution dans des
conditions de force ionique élevée (149).

Un modé&le plus précis a été proposé récemment (43) qui
fait intervenir deux types différents d'interaction entre les
paires d'histones (Figure 3). Dans le coeur protéique de la
"core-particle" le tétramére (H3)2—(H4)2 serait maintenu assem-
blé par des interactions hydrophobes fortes. Deux diméres
compacts (H2A-H2B) seraient liésla ce noyau par des liaisons
hydrogéne. Le tétramére (H3)2—(H4)2 joue un rdle principal de
structuration du DNA au sein du complexe. En effet, il semble
suffisant pour former les structures similaires a celle du
nucléosome (17). Les diméres H2A-H2B viendraient alors seule-

ment stabiliser la structure.
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De plus les zones basiques, non organisées, des histones
de la "core-particle™ ne semblent pas utiles & la structuration
de la chromatine qui garde ses caractéristiques aprés digestion
trypsique de ces fragments (159). Ces zones NHz-terminales,
nous l'avons d&j3a vu pour les histones H3 et H4 donneraient
lieu & des interactions particuliédres protéine-DNA et protéine-
protéine (138). Il faut toutefois remarquer que des travaux
récents semblent impliquer ces zones basiques non structurées
dans la formation des polynucléosomes (4).

Le mélange des 4 histones de la "core-particle" 3 force
ionique élevée conduit & l'obtention de structures tubulaires
formées par l'empilement d'octaméres (74).

L'étude de ces structures en microscopie électronique a
22 R de résolution a permis de définir l'octamére comme un
disque plus épais d'un c6té et possédant un axe de symétrie
d'ordre 2 (Figure 4). Cet octamére constitue une bobine héli-
colidale gauche autour de laquelle viendrait s'enrouler 1la

super-hélice de DNA.

E - STRUCTURE FINE DU NUCLEOSOME

Les premiéres études en microscopie é&lectronique (78)
faisaient apparaitre le nucléosome comme un disque de 135 R de
diamétre et 55 & d'épaisseur.

L'étude de la diffraction des rayons X par les cristaux

de "core-particles" (46, 47) a décrit cette particule comme un

disque de 100 A de diamétre et de 55 A d'épaisseur.
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FIGURE 4 a Modele proposé pour la structure spatiale des
histones dans la "core-particle"”.

b Schéma de la méme structure et matérialisation du
"rail" protéique autour duquel vient s'enrouler
le DNA.

Selon KLUG,A., RHODES,D., SMITH,J., FINCH,J.T. and
THOMAS ,J.0. (1980)
Nature, 287, 509-516.
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Les expériences de pontage entre les histones (23, 95,
96, 149) ont conduit & proposer des modéles tridimensionnels
d'arrangement des histones dans la "core-particle” ou le
nucléosome.

D'autre part, une carte de la répartition des histones
le long du DNA a pu &tre réalisée & partir d'une astucieuse
méthode de fixation des protéines sur l'acide nucléique éla-
borée par MIRZABEKOV et ses collaborateurs (98, 128). Une
partie des bases du DNA est méthylée par le diméthyl sulfate
puis dépurinée 3 45°C pendant 8 heures. Les fonctions aldéhyde
ainsi démasquées se lient au groupe &e-NH, des résidus de
lysine des histones et les bases de SCHIFF ainsi formées sont
stabilisées par réduction au tétraboro-hydrure de sodium
(Figure 5a).

Les résultats obtenus par cette méthode sont reportés sur
la figure 5b.

La synth@se de ces résultats a été effectuée récemment
par KLUG et coll. (74)'pour compléter la carte tridimension-
nelle de la "core-particle" obtenue par interprétation des
images de microscopie électronique d'octaméres d'histones.‘Le
modéle proposé est présenté dans la figure 6.

Ce modéle rend parfaitement compte de la forme en coin
de la "core-particle" et de la disposition des histones pour
former un "rail" hélicoidal le long duquel s'enroule la double
hélice de DNA.

L'élément principal de ce rail est constitué par le

tétramére (H3)2-(H4)2 dont la forme en fer & cheval, de 27 .
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FIGURE 5 a Schéma réactionnel de pontage histone-DNA et de
coupure du DNA simple brin au point de liaison.
DMS = diméthylsulfate ; PU = base purique.

d'aprés MIRZABEKOV,A.D., SHICK,V.V., BELYAVSKY,A.V.
and BAVYKIN,S.G. (1978)
Proc.Natl.Acad.Sci.USA, 75, 4184-4188.

FIGURE 5 b Modéle linéaire de la "core-particle".

d'aprés MIRZABEKOV et coll. (1978)
Proc.Natl.Acad.Sci.USA, 75, 4184-4188.

Dans ce modéle, l'ordre linéaire des histones le long de la chaine
de DNA est le suivant : H2A, H2B, H4, H3, H3, H4, H2B, H2A.

P ays
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Modéle proposé pour la structure tridimensionnelle de
la "core-particle". Les chiffres indiqués sur le DNA
correspondent 3 peu pré&s aux sites sensibles a la

DNase I. Le O correspond 3@ l'axe de symétrie du modéle.

d'aprés KLUG,A. and coll. (1980)
Nature, 287, 509-516.
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d'épaisseur, est tout 3 fait compatible avec la contrainte
de 80 p.b. de DNA en 1 tour de super-hélice. Il n'est pas
impossible que ce tétramére soit suffisaht pour fixer le
reste du DNA, les diméres H2A-H2B venant alors stabiliser
cette structure.

Le modé&le proposé est celui de la "core-particle",
c'est~3d-dire l'octamére d'histones autour auquel viennent
s'enrouler 146 p.b. de DNA, en super~hélice. On peut toute-
fois extrapoler ces résultats aux particules de structure
plus complexe.

Ainsi le chromatosome (130) ou nucléosome minimum se
définit comme un octamére autour duquel sont enroulées 166
p-b. de DNA. Cette particule comporte en outre une molécule
de l'histone Hl1 (ou H5). La longueur de DNA dans le chroma-
tosome permet la formation de 2 tours complets de super-
hélice autour du coeur protéigque et les 20 paires de bases
supplémentaires sont liées aux extrémités NH,- et COOH-ter-
minales {(respectivement 30 et 100 résidus) de l'histone trés
riche en lysine.

La localisation de l'histone H1 dans la chromatine a pu
8tre &tudiée par des voies différentes.

La sensibilité de cette histone aux protéases est depuis
longtemps connue (30, 112, 159) ainsi que son extraction de la
chromatine par une concentration saline relativement faible
(0.5M NaCl contre 1.5M NaCl pour les autres histones) (109, 167).

Ces résultats suggérent que l'histone H1l est plus acces-

sible que les histones de la "core-particle". L'é&tude de la
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diffusion des neutrons par la chromatine a permis de placer
1l'histone Hl en position externe dans le nucléosome (7).

Par ailleurs des auteurs se sont attachés 3 déterminer,
4 l'aide d'agents de pontage, la position proximale ou distale
des histones de la "core-particle" par rapport 3@ l'histone Hl.
L'utilisation d'agents courts comme les carbodiimides a per-
mis d'établir une étroite proximité entre la région COOH-ter-
minale de l'histone H2A et la zone globulaire de l'histone H1
(16, 18, 66). Mais il est & noter que des polyméres H1-H3 ont
€té mis en évidence de fagon significative dans certaines
conditions (122).

L'étude des coefficients de sé&dimentation de chromatines
recpnstituées comprenant divers fragments de l'histone H1l a
permis de montrer que le domaine globulaire (36 & 121) de
l'histone Hl a la forme d'une sphére de 29 i de diamétre, dont
la structure fine serait modulée par les extrémités basiques
non structurées (8) et gui viendrait verrouiller les 2 tours
de super-hélice du DNA du chfomatosome (3). Le modéle établi
d partir de ces travaux est présenté dans la figure 7.

Un travail récent a permis de montrer en outre gue
l'histone H1 est responsable de la protection d'une partie du
DNA de la "core-particle" contre l'action de la nucléase de
microcoque (66). Tous ces résultats s'accordent 3 reconnaitre
& 1l'histone H1 un r8le primordial, non seulement dans la sta-
bilisation du DNA-linker (34) mais aussi dans la stabilisation

du nucléosome lui-méme.
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Modéle proposé pour la localisation du domaine globu-

laire de l'histone H1 (ou de l'histone H5) dans le
chromatosome.

(bp = paire de bases de DNA)

d'aprés ALLAN,J., HARTMAN,P.G., CRANE~-ROBINSON,C. and
AVILES,F.X. (1980)

Nature, 288, 675-679.




30

On peut donc redéfinir le nucl@osome de la fagon sui-
vante (146) :

- 166 paires de bases de DNA + les 8 molécules d'histones
de la "core-particle" + 1 molécule de H1l (ou H5) forment un
nucléosome minimum (chromatosome) de fagon invariable et uni-
verselle.

- le DNA "linker", dg longueur variable, contient le
reste du DNA également réparti de part et d'autre du chromato-
some.,

A l'unité structurale ainsi d&finie s'associent probable-
ment des protéines HMG (6, 38, 55) différemment réparties, in-
troduisant ainsi une hétérogénéité morphologique des nucléosomes
(1, 82).

Il a été possible, par des travaux de pontage (122) de
mettre en évidence la présence de protéines HMG "légéres" (HMG 14
et HMG 17) dans le nucléosome. Deux sites de fixation, pouvant
accueillir indifféremment l'une ou l'autre de ces protéines, ont
pu &tre déterminés sur le DNA nucléosomal (2, 93). Ces sites
sont différents du site de fixation de l'histone Hl et les trois
types de protéines peuvent coexister dans un nucléosome. Les
protéines HMG "lourdes" (HMG 1 et HMG 2), pour leur part, sem-
blent interagir avec le DNA (174) et plus particuliérement le
DNA monocaténaire (65), mais aussi avec les zones globulaires
hydrophobes (175) de certaines sous-fractions de l'histone HI1

(135).
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IIT — SUPERSTRUCTURES DE LA CHROMATINE

(Arrangements d'ordre supérieur au nucléosome)

Grédce d la micréscopie €lectronique, il a été possible
d'observer 1l'image maintenant classique du "collier de perles"
ou fibre de 100 & de diamétre, dans la chromatine.

Cette premiére observation de l'arrangement de polynucléo-
somes a été& suivie de nombreuses autres qui ont permis de aéfi-
nir plusieurs types de superstructures de la chromatine. Nous
n'envisagerons ici que deux des modéles tirés de ces observations.

Une hydrolyse douce de la chromatine, par la nucléase de
microcoque (E.C.3.1.4.7), suivie d'un fractionnement de l'hydro-
lysat par centrifugation en gradient de saccharose a permis
d'obtenir des polynucléosomes de tailles différentes, multiples
de 8 unités (141). Ceci correspondrait & une structure dite en
"superbeads" (121) : chaque "superbead" serait formée par l'as-
semblage compact de 6 3 8 nucl&osomes et son diamétre serait
compris entre 200 et 300 A.

Ces particules ont pu &tre observées en microscopie élec-
tronique (63) et semblent s'arranger le long du DNA en globules
réguliérement répartis tous les 200-300 A (103, 141). De telles
fibres chromatiniennes ont méme pu &tre reconstituées (176).

Un autre modéle de superstructure a &té proposé : il
-s'agit du modéle du "solénoide continu" (45) ou modéle en

"super-hélice".
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‘Les observations de microscopie é&lectronique gqui ont
conduit.a ce modéle décrivent une fibre chromatinienne grossié-
rement cylindrique qui est en réalité un solé&noide de 250 a
300 A de diamétre et de 116 A de pas (37, 45, 123).

Cette fibre peut é&tre convertie, de fagon réversible,
en fibre de 100 i, par abaissement de la force ionique (45,123).
Lors de cette conversion apparait une structure intermédiaire,
visible en microscopie électronique (145). Ces différentes
observations ont amené THOMA et coll. (146) & proposer un
modéle dynamique de fibre hélicoidale que nous reproduisons
dans la figure 8. Ce modéle est tiré d'observations de micros-
copie électronique sur des polynucléosomes pontés par le glu-
taraldéhyde.

A faible force ionique, on peut observer la fibre de 100 a
de diamétre dans laquelle les nucléosomes sont séparés par le
DNA "linker". Il est 3 noter qu'en l'absence de l'histone H1l,
le DNA internucléosomique "entre et sort" de la "core-particle"
en des points diamétralement opposéé. L'adjonction de 1l'histone
H1l provoque un rapprochement des nucléosomes, le DNA "entrant
et sortant" de ces particules en un méme point. L'augmentation
de force ionigque améne les nucléosomes au contact l'un de
l'autre en une structure plane dite "structure zig-zag". Cet
agencement est modifié, lorsqu'on éléve la force ionique, pour
former les structures hélicoidales intermédiaires d'environ

250 A de diamdtre et possé&dant de 3 & 6 nuclé&osomes par tour.
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Selon THOMA et coll. (1979)
J.Cell.Biology, 83, 403-407.
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Ces résultats concordent avec ceux obtenus par différentes
méthodes physiques, en particulier la technique de diffusion de
la lumiére (22).

L'obtention de "superbeads" (121) aussi bien que du "solé-
noide continu" (45) nécessitent la présence de l'histone Hl.

Les deux modéles présentés ici s'accordent en outre &
reconnaltre

- d'une part l'existence de la fibre de 100 i d'épaisseur

- d'autre part l'existence d'une superstructure hélicoi-
dale de 300 A de diamdtre possédant 6 & 8 nucléosomes par tour,
le tout étant de savoir si celle-ci est continue ("solénoide
continu") ou non ("superbeads").

Il n'est pas impossible que les deux types de superstruc-
tures coexistent, il n'est pas non plus impossible gqu'elles
puissent dériver l'une de l'autre (73, 118, 170).

Tout récemment enfin WORCEL et coll. (171) ont proposé un
modéle théorique de la chromatine dans lequel les nucléosomes
seraient arrangés de fagon 3 former un ruban & partir dugquel
la fibre de 300 A de diamétre pourrait &tre obtenue par simple

torsion. Ce modéle est présenté dans la figure 9.
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Organisation schématique des nucl&osomes
en un ruban,

Modéle tridimensionnel obtenu par torsion
du ruban de la figure 9a. Les chiffres
noirs représentent le point "d'arrivée"

du DNA autour de chaque nucléosome. Les
chiffres blancs représentent le DNA "quit-—
tant" le nucléosome. Ces 2 chiffres indi-
quent les points d'interaction DNA-histone
Hl. Le nucléosome numéroté 1 est présenté
hors de la structure,.

WORCEL,A., STROGATZ,S, and RILEY,D. (1981)
Proc.Natl.Acad.Sci.USA, 78, 1461-1465.
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IV - IMPORTANCE DE L'HISTONE H1 DANS LA STRUCTURE

ET L'ACTIVITE DE LA CHROMATINE

Nous avons pu voir dans la définition du nucléosome
(p.30) que cette particule contient une molécule d'histone Hl
(ou H5) située en position externe (7, 130), proche de 1l'his-
tone H2A (16, 18, 66) et de l'histone H3 (122) et liée & 10
paires de bases de DNA de part et d'autre du DNA de la "core-
particle" (130) encore que ce dernier fait soit parfois con-
testé (66).

L'histone Hl1l sert alors de "verrou" aux deux tours de
DNA .enroulés autour du noyau protéique constitué par 1l'octa-
mére d'histones H2A, H2B, H3 et H4 (3).

Récemment des expériences de pontage DNA-histones ont
permis de préciser la position de cette histone sur le DNA
(10) .

La 2one globulaire (résidus 36 & 121) est liée fortement,
comme cela avait déja &té montré (3, 18, 60, 146) aux extrémi-
tés du DNA nucléosomiqué. Un deuxiéme type de liaison H1-DNA,
plus faible, est mis en é&vidence tout le long du DNA nucléo-
somique non lié aux histones de 1la "core-particlé" (10, 66).
Les régions NH,- et COCH-terminales de H1, noﬁ structurées,
sont impliquées dans cette interaction et pourraient couvrir
a peu prés 400 2 du oNa nucléosomique (10) ainsi que le montre
la figure 10. Ces élé&ments récents viennent résoudre les pro-
blémes posés par la position de l'histone Hl dans les struc-

tures d'ordre supérieur.
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Extrémité NH,-terminale Extrémité COOH-terminale

FIGURE
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Modéle proposé pour l'arrangement, le long du DNA
nucléosomique, des différentes zones structurales
de l'histone Hl.

Selon MIRZABEKOV,A.D. (1980)
Quarterly Review of Biophysics,13, 255-295.
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En effet, dans le modéle du "solénoide continu” 1l'his-
tone H1l se situerait dans la lumiére du cylindre formé par la
super-hélice. Ceci est en accord avec certaines études immuno-
logiques (143) mais il faut toutefois tenir compte du fait que
l'histone Hl1l est la plus sensible & la protéolyse ce qui sem-
blait jusqu'ad présent indiquer que cette histone occupe une
position "en surface" dans la chromatine.

De plus, il a &t& montré récemment que la fibre super-

hélicoidale pouvait avoir en réalité un diamétre de 400 A plu-

tot que 300 2 (79) ce qui rend plus plausible l'accumulation
de molécules d'histone H1l dans la lumié&re du solénoide.

En effet des homopolyméres de l'histone H1l seraient res-
ponsables du maintien de la structure solénoldale (146 ,147).
Malgré la trés faible tendance 3 l'agrégation des histones
trés riches en lysine (137), de tels polyméres ont pu &tre
fixés par le glutaraldé&hyde (26, 110). Récemment l'utilisation
de bis-imidoesters (150) a permis de montrer que deux types
de contacts semblent exister entre les différentes molécules
de H1 : un contact latéral majeur gqui peut refléter 1l'interac-
tion entre les molécules d'histones Hl1 de 2 nucléosomes adja-
centé dans un méme tour de super-hélice ; un contact vertical
supplémentaire entre les H1l de 2 tours successifs.

I1 est 3 noter enfin que des oligonuclé&osomes (3 a 20
nucléosomes) s'assemblent spontanément par l'intermédiaire de
leurs histones trés riches en lysine pour former des structures

globulaires de 300 A de diamdtre (69).
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Une autre possibilité d'assemblage des nucl&osomes ré-
siderait dans la capacité gque possédent les extrémités NH,-
et COOH~terminales de l'histone Hl1, de se lier au DNA nucléo-
somique. Dans ce cas l'histone H1 d'un nucléosome donné& pour-
rait se lier aux nucléosomes adjacents par ses extrémités
libres (99).

Les autres histones joueraient aussi un rdle important
dans les interactions entre nucléosomes ainsi que l'ont montré
les é&tudes sur les modifications post-synthétiques (4, 25).

Ainsi l'hyperacétylation de la partie NHz-terminale
basique des histones de la core-particle déstabiliserait la
fibre de 300 A pour donner des structures plus &tendues et
transcriptionnellement actives. Cette acétylation poussée est
inversement proportionnelle 3 la phosphorylation de 1l'histone
Hl qui, elle, conduit 3 l'étape ultime de condensation de la
chromatine : le chromosome métaphasique (25).

L'ADP-ribosylation de l'histone Hl semble, pour sa part,
augmenter l'interaction de cette histone avec le DNA (117) et
méme l'interaction des Hl entre elles puisque des complexes ont
pu &tre formés dans lesquels la chaine de poly-(ADP-ribose)
réalise un lien entre deux molécules d'histone H1 (105).

Il nous faut rappeler que les sites d'ADP-ribosylation
de l'histone H1l sont précisément situés dans les ré&gions NHZ—
et COOH-terminales de cette protéine (107, 108).

Une autre explication possible de l'influence de l'his-

tone Hl dans la formation et la stabilisation des structures
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d'ordre supérieur a &té &voquée récemment par BELMONT et
NICOLINI (9). Dans ce travail, les auteurs suggérent que la
neutralisation des groupements phosphate du DNA par l'histone
H1l suffirait 3 courber le DNA, le rayon de courbure étant en
outre parfaitement dépendant de la force ionique. Le modéle
théorique présenté par ces auteurs semble en parfait agrément
avec le modéle expérimental de THOMA et coll. (146).

Quels que soient les processus d'assemblage des struc-
tures et superstructures de la chromatine l'histone Hl1l y in-
tervient de fagon active et ce rfle multifonctionnel dans les
transitions structuraleé de la chromatine permet de penser gque
l'histone H1l participe @ la régulation de l'expression du
génome (99).

En effet l'utilisation de diverses nucléases a permis
de mettre en évidence une différence structurale entre chro-
matine transcriptionnellement active et chromatine inactive
(49, 158, 161).

Cette différencé sembla tout d'abord liée 3 la présence
ou & l'absence de nucléosomes sur le DNA (91) mais la majorité
des auteurs s'accorde maintenant 3 reconnaftre l'existence de
structures nucléosomiques tout le long du DNA. Il semblerait
toutefois que les nucléosomes soient différents. Certains au-
teurs ont attribué cette différence entre nucléosomes 3 1l'acé-
tylation des histones (5, 83,131) ou encore 3 un changement de

composition du nucléosome et en particulier 3 la présence de

protéines HMG (83, 163). Les HMG 14 et HMG 17 se lieraient &



la "core=-particle" (2, 93) et les HMG 1 et HMG 2, dont nous
avons vu qu'elles se lient au DNA (174), viendraient se substi-
tuer & l'histone H1l sur le DNA nucléosomique (83).

Ceci signifierait que la chromatine active se caractérise
par des particules nucléosomiques contenant des histones acé-
tylées, des protéines HMG et probablement pas (99) ou peu (126)
d'histone Hl1 ; celle-ci étant alors trés faiblement liée au DNA.

Plusieurs modes de transitions structurales ont &té propo-
sés pour les nucléosomes de la chromatine transcrite

- Le glissement de l'octamére d'histone le long du DNA.
Celui-ci semble possible 3@ une force ionique physiologique et
en l'absence de l'histone H1 (139, 164).

- L'ouverture du nucléosome en deux demi-nucléosomes (59,
113) contenant chacun un tétramére H3-H4-H2A-H2B (160, 162) ., Ce
mécani;me exclut, une fois encore, l'histone H1.

Lors de ces transitions dynamiques, l'histone H1l,stabilisa-
trice de la structure nucléosomique pourrait &tre remplacée par
les protéines HMG 1 et HMG 2 (83) dont il a été montré récemment
gu'elles sont indispensables 3@ la transcription (140).

Il apparait de plus en plus évident que l'un des mécanis-
mes régulateurs de l'expression génétique et de la différencia-
tion ceilulaire est la reconnaissance de ségquences spécifiques
du DNA par les nucléosomes, autrement dit le "phasing".

L'existence d'un tel mécanisme a longtemps ét& contestée.
Mais de nombreux auteurs ont montré que la distribution des nu-

cléosomes ne s'effectuait pas au hasard le long du DNA (64, 88,

169) et méme que les nucléosomes peuvent avoir une position
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bien définie par rapport 3@ la séquence du DNA (27). Les mémes
auteurs ont, un peu plus tard (28) montré que ce "phasing”
permettait de mettre en évidence, d 1l'extérieur du nucléosome,
des sites de régulation du DNA. Toujours lors de cette méme
étude (29) une hypothése a été émise selon laguelle ce posi-
tionnement des structures nucléosomiques ne serait pas un
phénoméne statique mais un phénoméne dynamique qui par "glis-
sement" ou modification de structure du nucléosome masquerait
ou démasquerait les séquences régulatrices du DNA (29, 88).

Un modéle a été décrit par HELENE (61) qui fait ainsi la revue
de toutes les données actuelles et, entre autres, des particu-
larités de structure secondaire du DNA marquant le début ou la
fin des zones de "phasing".

Un point reste toutefois obscur : quel est le mécanisme
qui permet aux nucléosomes "phasés" de conserver leur place
les uns par rapport aux autres ? Ceci pourrait étre le rdle
dévolu 3 l'une des protéines chromatiniennes extérieures i la
"core-particle" (non-histones ou histones H1) qui pourrait re-

connaitre certaines séquences spécifiques du DNA (39).
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V - ROLE DES DIFFERENTS TYPES D'HISTONE Hl

L‘histone Hl, comme nous l'avons déja dit, est en réalité
une famille de protéines de structures assez peu différentes et
présentant comme point commun un domaine globulaire assez con-
servé (3) et deux extrémités basiques, variables d'une espéce
3 l'autre, communément appelées dans la littérature le "nez"
(zone NH,-terminale) et la "queue" (zone COOH-terminale) de
l1'histone Hl.

Si le r8le de la partie globulaire est en partie élucidé
(3, 132), son mode d'interaction avec le DNA est encore sujet
3 controverse (8l), bien que sa zone d'interaction avec l'acide
nucléique soit parfaitement localisée (10).

En ce qui concerne l'extrémité NHZ—terminale trés variable
suivant les espéces (120) et l'extrémité COOH-terminale, tout
aussi variable, et qui contient la quasi totalité des résidus
de lysine, alanine et proline de la molécule (32), on ne con-
nait que trés peu de choses quant & leur r&le.

Elles semblent impligquées dans une interaction mineure
avec le DNA nucléosomique (10) mais des travaux récents indi-
quent qu'elles seraient responsables d'un contrdle de la struc-
ture secondaire de la 2zone globulaire (8). Nous devons rappeler
ici que ces zones trés basiques de la molécule sont le siége
des principales modifications post-synthétiques (57, 58, 108).

La présence dans l'érythrocyte nucléé d'une histone spé-

cifique, l'histone H5, dont la zone centrale globulaire
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ressemble 3 celle des histones Hl, semble impliquer que les
extrémités basiques de cette molécule ont un réle particulier

d'inhibiteur de l'expression génique.

L'histone H1° (BEP,IP25), décrite pour la premiére fois
par PANYIM et CHALKLEY en 1969 (114) a été mise en é&vidence
dans la plupart des cellules somatiques de mammiféres (94,114)
et dans un grand nombre de cellules modifiées (36, 72, 115)
dont la caractéristique commune est de n'étre pas en division.

Ceci rapproche l'histone H1° de l'histone H5 dont elle
pourrait assurer les fonctions mais dans le noyau des cellules
de mammiféres. Cette ressemblance fonctionnelle est renforcée
par une grande ressemblance structurale (24, 102, 116).

L'existence de ces deux histones, de type Hl, ainsi que
la grande diversité des sous-fractions d'histone Hl au sein
d'une méme cellule pose le probléme du rdle particulier de
chacun de ces composants. On aurait pu croire & l'existence
de simples variants structuraux sans signification fonction-
nelle mais l'apparition dans la chromatine des sous-espéces
d'histone Hl semble &tre liée au déroulement du cycle cellu-
laire (133).

De plus il est certain que certaines sous—fractions sont
beaucoup plus représentées, voire spécifiques de certaines
cellules d'un méme organisme.

Enfin, les cellules transformées présentent une "pano-
plie" de sous—-fractions d'histone H1l différente de celle de

la cellule originelle (144).
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Ces arguments tendent & affirmer la différence fonc-
tionnelle issue de la différence structurale entre les divers
sous~-types d'histone Hl. Des travaux récents ont permis
d'établir que les sous—fractions d'histone H1 n'avaient pas
le m8me pouvoir de protection (56) et d'organisation du DNA
(85, 86, 87).

Il apparait de plus en plus nécessaire 3 l'heure ac-
‘tuelle de considérer l'histone H1l, non comme une seule entité
présentant des variants, mais bien comme une famille protéique
dont chacun des membres posséde une originalité fonctionnelle
et joue un réle iﬁportant dans la structure et/ou le métabo-
lisme de la chromatine.

Or, nous disposons d'un modéle intéressant ; le noyau
d'érythrocyte de Poulet, qui contient l'histone spécifique
H5 que nous Eouvons considérer comme une histone Hl "extréme".

La structure primaire de l'histone H5 a été déterminée
dans notre laboratoire alors que nous n'avons que trés peu
d'informations sur l'histone H1., La seule information que
l'on connaisse éoncerne une sous-fraction - C.E.L.5 - (Chic-
ken Erythrocyte Lysine rich histone - sous-fraction 5) dont
COLE (32) a proposé quelques &l&ments de structure primaire
en comparant 1'hydrolysat trypsique de cetté sous-fraction
avec la ségquence en acides aminés de la sous~fraction 3 de
thymus de Lapin (RTL-3).

Nous avons donc été& amenés 3 envisager une étude appro-

fondie de 1l'histone H1 de Poulet. Cette &tude impligque la
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séparation et la caractérisation des différentes sous-
fractions. Les différences fonctionnelles entre ces protéines
ne pouvant s'expliquer que par des différences structurales,
la détermination de la structure primaire de ces molécules
sera un élément fondamental pour la compréhension de leur
fonction. Ces é&tudes structurales nous permettront en outre
d'éclairer le mécanisme de la mise en "dormance” du noyau par
l'histone HS5 et d'établir une filiation entre cette protéine

et l'histone Hl.
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CHAPITRE I

ISOLEMENT, PURIFICATION, CARACTERISATION DE CINQ SOUS-FRACTIONS

DE L'HISTONE H1 D'ERYTHROCYTE DE POULET
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MATERIELS ET METHODES

I - PREPARATION DES HISTONES TRES RICHES EN LYSINE

Dans l'érythrocyte de Poulet, les histones trés riches
en lysine sont représentées par les histones H1l et H5. L'his-
tone H5 spécifique de l'érythrocyte nucléé est apparentée a
l'histone H1l qu'elle remplace progressivement mais partiel-
lement au cours de la maturation de la cellule.

Les histones H1l et HS sont extraites ensemble de la
chromatine.

Cette premiére étape a été réalisée dans le laboratoire

de Mademoiselle M.CHAMPAGNE & 1'I.B.M.C. de STRASBOURG (3,4).

A - PREPARATION ET HEMOLYSE DES ERYTHROCYTES

Le sang de poules blanches * adultes est collecté sur
une solution de NaCl 0.15M, contenant 8 p.l00 (M/V) d'héparine.
Cette opération, ainsi que les suivantes, est réalisée i +2°C.

Aprés filtration sur gaze, les érythrocytes sont centri-
fugés 15' 3 6500 r.p.m. (centrifugeuse BECKMAN J21) puis hémo-
lysés par une solution de saponine & 2 p.1000 (M/V) en milieu

NaCl ©O.15M.

% fourni par M.MEYER & Wingersheim - FRANCE.




74

B - PREPARATION DE LA CHROMATINE

La chromatine, insoluble dans NaCl 0.15M, est recueillie
par centrifugation 10' 3@ 7000 r.p.m. et soumise 3 six lavages
successifs en NaCl 0.15M en présence de quelques gouttes

d'alcool octylique.

C - PREPARATION DES HISTONES TRES RICHES EN LYSINE

La chromatine est solubilisée dans l'eau distillée et,
aprés homogénéisation, les histones Hl et H5 sont extraites
une premidre fois par l'acide trichloracétique (TCA) ou l'acide
perchlorique (PCA) & 5 p.l00 (concentration finale).

Aprés une seconde extraction, les histones H1 et H5 sont
finalement précipitées par le TCA (concentration finale:

15 p.100).

Le précipité est ensuite lavé trois fois par 1l'acétone
acidifiée par HCl & -20°C et trois fois par l'acétone pure
avant dessication sous vide ( 4).

Il est possible aussi d'extraire, & partir de la chroma-
tine, les histones totales d'érythrocyte de Poulet par HCL
0.25N, Les histones H1l, H5 sont alors précipitées conjointe-
ment, 3 partir de la solution d'histones totales, par l'acide

perchlorique a8 5 p.100 (M/V).
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II - PURIFICATION DES HISTONES HI1

Comme 1'histone H1l désigne une famille de molécules
étroitement apparentées, nous emploierons, pour la suite de
notre exposé, ce vocable au pluriel pour désigner 1l'ensemble
de ces molécules.

Deux méthodes peuvent &tre utilisées pour séparer l'his-

tone H5 de l'histone Hl 3 partir du mélange.

A ~ CHROMATOGRAPHIE D'ECHANGE D'IONS SUR CARBOXYMETHYL CELLULOSE

Cette méthode a &té& utilis&e par CHAMPAGNE et coll.(3)
pour séparer les histones Hl1 et H5. La colonne de cellulose
modifiée (CM—-cellulose~SERVA), égquilibrée en tampon acétate
de Na 0.1M, pH 4.2, est successivement éluée par NaCl 0.42M
dans le méme tampon pour décrocher H5. L'inconvénient majeur
de cette méthode réside dans le dessalage nécessaire de chaque

fraction collectée.

B - CHROMATOGRAPHIE DE GEL FILTRATION SUR BIOGEL P100O

Cette technique, développée au laboratoire, nous permet
d'obtenir des histones Hl1l exemptes de toute trace d'histone
H5 ou de HMG 14 et 17 souvent présentes dans l'extrait per-
chlorique. Le mélange H1l + H5 est déposé sur la colonne en

solution dans le chlorhydrate de guanidine & 40 p.100 dans
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HCl1l 0.01M (3 raison de 10 mg/ml). La colonne de Biogel P100
(100-200 mesh - BIORAD) (200x2.5cm) est équilibrée et é&luée
par HCl 0.01M saturé en chloroforme.

Il est 3 noter que nous n'employons plus ces méthodes
de séparation que pour préparer des témoins histones Hl. En
effet la technique de séparation des sous-fractions d'histone
H1 que nous avons mise au point au laboratoire s'applique
directement au mélange H1 + HS5.

Les différents contrSles de pureté, au cours des prépa-
rations, sont effectués par électrophorése sur gel de poly-
acrylamide dans le systéme de PANYIM et CHALKLEY (12).

Nous avons du prolonger le temps de migration électro-
phorétique afin d'augmenter la résolution des différentes
bandes d'histone Hl. Actuellement cette migration dure 4
heures 3 22 mA dans un gel contenant 15 p.l00 d'acrylamide
et 2.5M d'urée. Le tampon de migration est de l'acide acétique
0.9M, pH 2.7. Les fractions déposées sont préalablement re-
prises, & raison dé 1 mg/ml, dans une solution HC1l 0.01M/
Urée 8M/2-mercapto-éthanol 0.5M contenant une trace de rouge
de pyronine pour matérialiser le front de migration de 1l'élec-
trophorése.

Le gel est coloré pendant 30 minutes dans une solution
de bleu de Coomassie (Coomassie brilliant blue R250) a 0.3
p;lOO dans un mélange : éthanol/écide acétique/eau (20:7:73)
(v/v) puis décoloré dans le méme mélange, jusqgu'd disparition

du "fond" de coloration.
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III - SEPARATION DES DIFFERENTES SOUS-FRACTIONS DE L'HISTONE H1

Aprés avoir essayé différents systémes de séparation,
nous avons fixé notre choix sur une méthode adaptée de HOHMANN
(9). Nous utilisons une résine échangeuse de cations, Biorex 70
(200-400 mesh, BIORAD) dans une colonne de 200x2.5cm. Le tampon
d'équilibration est le phosphate de sodium 0.1M, pH 6.8 conte-
nant 9 p.100 (M/V) de chlorhydrate de guanidine (puriss.FLUKA
ou ALDRICH) et du 2-mercapto-éthanol 0.1M.

Environ 1 g de l'échantillon d'histones trés riches en
lysine (que nous appellerons H1 + H5) est dissous dans quelques
ml du méme tampon contenant 40 p.l100 (M/V) de chlorhydrate de
guanidine (GuCl) et dialysé, & 1'équilibre, contre du tampon
phosphate seul, afin d'obtenir une fraction de dépét a 9 p.l0O
(M/V) de GuCl.

Aprés application de l'échantillon ainsi préparé sur la
résine, les sous-fractions d'histone Hl sont séparées par pas-
sage sur la colonne d'un gradient linéaire de concentration en
chlorhydrate de guanidine entre 9 et 12 p.l1l0O0.

Le volume total du gradient est de 4000 ml. Le débit ap-
pliqué 3 ce type de colonne est de 8 ml/h. Les fractions é&luées
de la résine sont collectées toutes les heures (500 fractions
sont ainsi récupérées pendant le seul passage du gradient).

Aprés la fin du gradient, la résine est lavée par passage
sur la colonne de 500 ml de tampon contenant 40 p.100 de GuCl.

La pente du gradient de concentration en chlorhydrate de
guanidine est contrdlée par mesure de l'indice de réfraction de

la solution (réfractomé@tre Carl ZEISS).
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L'élution des protéines est contrdlée par turbidimétrie:
4 une fraction de 0.15 ml prélevée dans chaque tube de collec-
tion on ajoute de l'acide trichloracétique pour obtenir une
concentration finale de 1.1M. La turbidité est lue & 400 nm
sur un spectrophotométre ZEISS PMID.

Chacune des fractions provenant de la chromatographie
d'échange d'ions est ensuite dessalée sur Sephadex G25 fine
(PHARMACIA) ou sur Biogel P100 (BIORAD). Le premier support
permet une purification beaucoup plus rapide mais le second
sépare la protéine de ses produits de dégradation.

En effet nous avons pu constater que les histones H1
sont trés sensibles 3 l'action des protéases et que leur con-
servation, mé&me au froid, s'accompagne souvent d'une hydrolyse
de la protéine. En général, nous utilisons en premier lieu
le Sephadex G25 fine (colonne 100x5cm, débit 150 ml/h, &luant
HCl 0.01N) et n'employons que le Biogel P1l00O gu'en cas de né-
cessité d'une purification ultérieure de la fraction (colonne
200x2.5cm, débit 15 ml/h, &luant HC1l 0.OlN).

Aprés dessalage, chaque fraction est lyophilisée et sou-
mise 3 un contr8le électrophorétique. Outre le éystéme de
PANYIM et CHALKLEY (12) décrit plus haut, nous avons utilisé
le systdme de séparation en gel de polyacrylamide décrit par
ZWEIDLER (15). Cette technigue met en oeuvre un gel de poly-
acrylamide 3 17 p.l100 d'acrylamide et contenant 2.5M d'urée
et 6 mM de Triton X100 (BDH). A cette concentration d'urée
les histones de la core-particle ont une mobilité é&lectropho-
rétique faible par rapport d celle de 1l'histone Hl. La sépa-

ration est effectuée aprés une pré-&lectrophorése de deux



heures avec un dépdt de 0.0l ml de cystéamine 1M dans 1'acide
acétique a3 5 p.100 dans chaque couloir de migration. L'é&lectro-
phorése proprement dite dure 4 heures & 22 mA. L'adjonction

du détergent non ionique permet une bien meilleure résolution
des sous-fractions d'histone Hl.

La caractérisation de chaque fraction par sa migration
électrophorétique est complétée par une composition en acides
aminés.

Chaque fraction est hydrolysée par HCl 5.7N (1 ml/mg de
protéine) en présence d'une goutte de phénol & 1 p.100 pour
éviter une dégradation excessive de la tyrosine.

L'hydrolyse est effectuée en tube scellé sous vide a
110°C, durant 24h et 72h.

Chaque hydrolysat est analysé au moins deux fois sur un
analyseur d'acides aminés BECKMAN type Multichrom A &quipé
d'une colonne (60x0.9cm) de résine DURRUM DC6A ou sur un ana-
lyseur d'acides aminés BECKMAN type 119 CL équipé d'une colonne
(60x0.6cm) remplie de la méme.résine. Sur les deux appareils,
l'intégration et le calcul des données sont réalisés par un

intégrateur~calculateur DELSI type ICAP-10.
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RESULTATS ET DISCUSSION

I - PREPARATION DES HISTONES TRES RICHES EN LYSINE

ET PURIFICATION DES HISTONES H1

A partir d'un litre de sang de Poulet on obtient, par
extraction perchlorique ou trichloracétique, 1.5 d 1.8 g de
mélange d'histones H1 + H5.

La figure 11 montre un &lectrophorégramme de contrdle
sur lequel figurent les histones totales d'érythrocyte de
Poulet (couloir 1), le mélange H1 + H5 (couloir 2) et les
histones HI1.

Le systéme de séparation é&lectrophorétique de PANYIM et
CHALKLEY fait apparaftre quatre bandes de migration de l'his~-
tone H1l d'érythrocyte de Poulet. Toutefois la bande de moindre
migration semble plus dense et moiﬁs homogéne suggérant que
celle-ci contient plusieuré protéines.

Nous pouvons remarquer la faible intensité de coloration
des bandes d'histones Hl dans la fraction histones totales
d'érythrocyte de Poulet (couloir 1) ,BATES et coll. (1) expli-
quent ce phénoméne par une inadaptation du systéme de colora-
tion/décoloration employé et préconisent une coloration trés

prolongée, plus spécifique des histones tré&s riches en lysine,

en solution diluéé de colorant (Coomassie brilliant blue R250,

0.1 g/l).



.’.&A’:Ei‘ ﬂw -
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HT-EP HI+H5 HI

FIGURE 11 : Electrophorégramme de contrdle des différentes
étapes de préparation des histones H1l d'érythro-
cyte de Poulet.Acrylamide 15 p.100, urée 2.5M.
La migration dure 4 heures a 22 mA.

HT EP : histones totales d'érythrocyte de Poulet
Hl + H5 : extrait perchlorique
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Nous pensons qu'il est préférable d'augmenter les quan-
tités de protéine déposées sur le gel afin de bien montrer la
faible quantité d'histones Hl1l face & l'histone H5 et aux his-
tones de la core—-particle.

La méthode de purification des histones Hl basée sur la
chromatographie de gel filtration (Biogel P1l00) nous permet de
récupérer, a partir de 40 mg de ﬁélange Hl + H5, 10 mg d'his-
tones Hl. Nous rappelons gque cette étape de purification n'est
plus employée gue pour obtenir un témoin histones Hl. Le chro-

matogramme obtenu est toutefois présenté dans la figure 12.

II - SEPARATION DE DIFFERENTES SOUS-FRACTIONS D'HISTONE Hl

D'ERYTHROCYTE DE POULET

La figure 13a présente un chromatogramme obtenu aprés
dépsét de 1 g de mélange H1 + HS sur la colonne de Biorex 70.

Quatre pics majeurs sont visibles sur ce diagramme. Cha-
cun de ces pics a été fractionné et aprés purification chaque
fraction a été analysée électrophorétiquement dans le systéme
de PANYIM et CHALKLEY (12).

La figure 13b montre le gel de contrfSle du diagramme 1l3a.
La fraction 11 de la figure 13a correspond & l'histone H5 qui
est éluée de la résine par GuCl 40 p.l1l00. Approximativement
600 mg d'histone H5 ont é&té recueillis pour 1 g de mélange
H1l + H5 déposé.

Les fractions hachurées du chromatogramme 13a représen-

tent les sous-fractions d'histone Hl1 auxquelles nous nous
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FIGURE 12 Purification des histones H1l d'érythrocyte de Poulet
par chromatographie de gel filtration sur Biogel P1l00
(100-200 mesh) - colonne de 200x2.5cm - Elution par
HCl 0.01M - Débit 12 ml/h - Collection 1 heure.
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sommes plus particulidrement intéressés et gque nous avons nom-
mées, d'aprés leur ordre d'élution de la résine,HlA, H1B, HIC,
H1D et H1E (respectivement f:actions 2,3,5,7 et 9 3 10 du
diagramme 13a).

Le tableau II indique la masse de protéine contenue dans
chaque fraction aprés dessalage et purification éventuelle.

Nous n'avons pas, pour l'instant, pu expliquer l'hétéro-
généité des fractions 1 et 4 de la figure 13.

Les histones H1A et H1B présentent des vitesses de migra-
tion électrophorétique tréds peu différentes et sont, d'autre
part, peu représentées quantitativement au sein de la famille
histones Hl. Toutefois elles sont suffisamment pures pour é&étre
répertoriées et caractérisées.

Nos premiéres tentatives de séparation des sous-fractions
d'histones H1 d'égythrocyte de Poulet utilisaient des hauteurs
de résine plus faibles et des débits plus élevés. Ces techniques
nous permettaient d'obtenir un chromatogramme de profil compara-
ble 3 celui de la figure 13a, mais dont le pic central (fractions
4 & 7) était rigoureusement homogéne.vPendant longtemps cette
impossibilité & séparer les sous-fraétions C et D de l'histone
H1l d'érythrocyte de Poulet a constitué un obstacle majeur au
déroulement de nos travaux. En effet ces deux sous-fractions
sont trd&s nettement majeures dans les histones Hl et il eut été
regrettable de ne pas pouvoir les étudier plus précisément. Ce
n'est qu'aprés avoir adopté un débit d'é&lution trés faible
(8 ml/h) gque nous avons pu obtenir l'amorce de séparation cons-

tatée sur la figure 13.



TABLEAU I

MASSE DE PROTEINE RECUEILLIE DANS CHAQUE FRACTION DE LA FIGURE 13a

H1lA H1
Numéro de la . . 3B ] H1C  H1C+H1D HI1D H1E
fraction (Fig.13) 5 6 7 8 9 10 Total
Masse de protéine
récupérée pour 19.5 20.0 9.0 47.0 9.7 79.0 22.5 10.5 59.8 24.0 304

chaque fraction*(mg)

* La masse totale de mélange H1l + H5 déposée sur la colonne est de 1 g.

98
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Cette séparation, bien qu'imparfaite, nous permet toute-
fois de caractériser ces deux protéines, en particulier par
leur composition en acides aminés.Nous pourrons par la suite
définir une stratégie de séparation plus adaptée a l'originalité
de ces molécules afin d'aborder 1'é&tude de leur structure pri-
ﬁaire.

Une étude préliminaire nous a permis de constater que
1'électrophorése sur gel de polyacrylamide, & l'échelon prépa-
ratif, constituait une excellente méthode de séparation des
histones H1C et H1D. Malheureusement le rendement d'extraction
de la protéine du gel de polyacrylamide est extr&mement faible.

La fraction 8 (Fig.13) est électrophorétiquement hétéro-
géne (Fig.l13b, couloir 10). Elle renferme un constituant majeur
de migration intermédiaire & celles des histones H1D et H1E et
est contaminée par ces deux protéines. Nous avons nommé ce cons-
tituant H1D' mais, compte tenu de son médiocre degré de pureté,
nous ne l'avons pas caractérisé.

Nous nous sommes plus particuliérement intéressés a la
sous—-fraction H1E. En effet, dés nos premiéres séparations, il
nous est apparu que cette molécule était éluée, de fagon apparem-
ment homogéne, entre 10.25 et 10.60 p.100 de GuCl. Ceci nous a
permis de préparer des quantités suffisantes d'histone H1E et
d'en commencer 1l'é&tude structurale.

L'électrophorése des histones Hl en gel de polyacrylamide
dans le systéme de PANYIM et CHALKLEY (12) ne permet de visuali-
ser que 4 bandes, alors que 6 sous-fractions sont obtenues par

chromatographie de ces histones Hl1 sur Biorex 70.
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Nous. avons donc tenté d'utiliser des systémes électropho-
rétiques plus résolutifs en ce qui concerne le cas particulier
des histones H1l. La figure 14‘présente un électrophorégramme
réalisé dans le syst@me de ZWEIDLER (15) en présence de Triton
X100. L'utilisation du détergent non ionique nous a permis de
constater que la sous-fraction H1E é&tait en fait trés légérement
contaminée par un constituant de plus faible mobilité& é&lectro-
phorétique et &lué immédiatement aprés la fraction H1lE (aux
environs de 10.60 p.100 de GuCl) (Figure 14, couloir 9).

Les premiers résultats que nous avons obtenus dans 1l'étude
structurale de l'histone H1lE nous inclinent 3 considérer ce con-
taminant présent en trés faible quantité comme un variant de HIE.
Nous reviendrons sur ce point dans le chapitre suivant. Il
n'était donc pas utile de chercher & purifier HIE.

Aprés analyse électrophorétique, chacune des fractions HIA,
H1B, HI1C, H1D et H1lE a é&té& soumise 3 une hydrolyse acide totale
afin d'en déterminer la composition en acides aminés. Les ré-
sultats sont présentés dans le tableau III. A titre de comparai-
son, nous avons inclus dans le méme tableau la composition en
amino—-acides de l'histone H5 d'érythrocyte de Poulet.

Nous pouvons tout d'abord remarquer la nette ressemblance
entre les différentes sous-fractions de Hl. Ceci explique les
difficultés que nous rencontrons au cours des étapes de sépara-
tion et de purification de ces protéines.

Les histones Hl1l d'&rythrocyte de Poulet ne possédent ni
cystéine, ni histidine, ni méthionine. Toutes contiennent par
contre un seul résidu de phénylalanine, comme l'histone H5 et

dix résidus de leucine.
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SN

HTEP HI 2 3 5 7 8 9 10 L

FIGURE 14 : Electrophorése en gel de polyacrylamide dans
le systéme de ZWEIDLER (15)
Acrylamide 17 p.100, urée 2.5M, triton X100
6mM - Migration 4 heures a 22 ma.
La numérotation des fractions correspond a
celle de la figure 13.
HT EP : histones totales d'érythrocyte de

Poulet.




COMPOSITION EN ACIDES AMINES DE CINQ SOUS-FRACTIONS D'HISTONE H! ISOLEES DU NOYAU

TABLEAU IIIl

D'ERYTHROCYTE DE POULET (a)
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HISTONE

HIA HIB HIC H1D HIE H5
ACIDES AMINES
Acide aspartique 4.1(4) 4.2(4) 3.9(4) 3.1(3) 4.2(4)
Thréonine (b) 9.9(10) 9.3(9) 8.1(8) 6.9(7) 11.2(11)
Sérine (b) 16.2(16) 14.6(15) 13.6(14) 13.9(14) 14.6(15) 26
Acide glutamique 8.1(8) 6.7(7) 7.0(7) 6.9(7) 7.4(7) 7-8
Proline 23.5(23=24) 20.6(21) 18.3(18) 18.7(19) 20.3(20) 13
Glycine 14.2(14) 11.4(11-12) 11.0(11) 11.5(11=12) 13.6(14) 9
Alanine 48.9(49) 55.2(55) 43.2(43) 54.8(55) 58.3(58) 29
Cystéine - - - - - -
Valine 10.0(10) 12.4(12-13) 10.9(11)  8.6(9) 9.5(9-10) 8
Méthionine - - - - - 1
Isoleucine 1.6(2) 1.8(2) 3.3(3) 2.0(2) 1.9(2) 6
Leucine 10.2(10) 9.8(10) 9.7(10) 10.0(10) 9.9(10) 8
Tyrosine 1.1(1) 0.6(1) 1.7(2) 1.0(1) 0.8(1) 3
Phénylalanine 1.1(1) 1.0(D) 1.0(1) 0.9(1) 1.2(1) 1
Histidine - - - - - 3
Lysine 51.1(51) 58.4(58-59) 46.2(46) 52.5(52-53) 61.7(62) 44
Arginine 4.9(5) 3.9(4) 6.4(6-7) 4.6(5) 4.9(5) 21-22
Nompre total de 54, 545 210-213 184-185  196-198 219-221 189
résidus(calculé)
Taux de résidus 27.4% 28.7% 28.3% 29.1% 30,42 34.4%
basiques (%)
Rapport LYS/ARG 10.20 14 .50 7.70 10.40 6.10 2.00

(a) Exprimées en nombre de résidus par mole de protéine. La valeur entre parenthéses

indique le nombre de ré&sidus arrondi & l'entier le plus proche.

(b) Les valeurs données pour les résidus de sérine et thréonine sont obtenues par
extrapolation linéaire au temps O de l'hydrolyse acide.
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Les écides aminés majeurs sont, dans tous les cas, la
lysine, l'alanine et la proline qui représentent respectivement
25, 25 et 10 p.l00 des résidus.

Les sous-~fractions H1A et H1B ne présentent pas de carac-
tdres particuliers ni d‘'originalité de composition.

L'histone H1C se distingue, & la fois par son taux élevé
d'arginine et par la présence de deux ré&sidus de tyrosine et
trois résidus d'isoleucine. Les autres sous-fractions ne renfer-
ment qu'un r&sidu de tyrosine et deux résidus d'iscleucine.

L'histone H1D se différencie des autres sous-fractions
par un taux d'acide aspartique plus faible.

L'histone H1lE est caractérisée par un taux important de
résidus basiqﬁes (30.4 p.100) et d'alanine et une taille molé-
culaire élevée (220 ré&sidus calculés). C'est la plus basigue des
cing sous-fractions caractérisées des histones H1l, ce qui expli-
que probablement sa plus grande mobilité cathodique en électro-

phorése ainsi que son &lution tardive de la colonne de Biorex 70.

Ainsi, 5 sous~fractions d'histone Hl1l d'érythrocyte de
Poulet ont &té caractérisées par des critéres chromatographigques,
électrophorétiques et chimiques (composition en acides aminés).
En fait pour cette famille de protéines étroitement apparentées,
la composition en acides aminés est le seul critére valable qui
permette de les distinguer. A ce point de notre discussion, il
nous parait important de souligner gu'aucune de ces sous-£frac-
tions, surtout la plus basique, HlE, ne présente d'analogies de
composition avec l'histone H5 sauf en ce qui concerne le nombre
de résidus d'acides aminés dicarboxyliqueé et de phénylalanine

gqui sont semblables dans les histones H1l et H5.
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Il est nécessaire maintenant de pousser plus loin

l'étude structurale de ces molécules pour savoir quelles
sont les zones structuralement différentes des cing sous-
fractions caractérisées. Le rfSle biologique de chacune de
ces histones Hl1 ne pourra &tre compris qu'd ce prix. Nous
avons entamé l'étude de la séquence en acides aminés de 1la
sous-fraction H1E d'érythrocyte de Poulet et cette étude

fait 1'objet du second chapitre de notre travail.




CHAPITRE II

ETUDE DE LA STRUCTURE PRIMAIRE DE L'HISTONE H1E

D'ERYTHROCYTE DE POULET
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I - CHOIX D'UNE STRATEGIE

Aprés les travaux réalisés dans notre laboratoire par
BRIAND et coll. (2) nous avons pensé gu'une partie de la
stratégie adoptée pour l'@lucidation de la structure primaire
de 1l'histone H5 d'érythrocyte de Poulet pourrait &tre utilisée
pour la détermination de la séguence en acides aminés de l'his-
tone H1E. En effet, la comparaison des compositions en amino-
acides de ces deux protéines (tableau III,p.90) fait apparaitre
une similitude intéressante : l'existence dans la molécule d'un
seul résidu de phénylalanine, qui dans l'histone H5 est situé
en position médiane (résidu 93). L'hydrolyse pepsique de l'his-
tone H5 a permis de libérer, avec un rendement de 80 p.l0O,
le fragment de 96 résidus (résidus 94 a 189) correspondant a
la moitié COOH~terminale de la protéine.

Nous avons donc soumis l'histone H1E 3 une hydrolyse
par la pepsine dans les mémes conditions que celles utilisées
pour l'histone H5. Mais cette premié&re approche s'est révélée
décevante dans la mesure ol nous n'avons pas obtenu un gros
fragment correspondant 3 la partie COOH-terminale de la pro-
téine et aisément séparable des autres peptides de l'hydroly-
sat. Toutefois certains parmi ces peptides provenant des ré-
gions NHz-terminale et centrale de l'histone H1E ont pu &tre
isolés et séquencsés.

Les premiers résultats obtenus gr3ce a cette coupure
enzymatique nous ont amenés 3 utiliser ensuite l'acide acétique
0.25M pour énucléer spécifiquement les réSidus d'acide asparti-

que mis en évidence dans la structure primaire de l'histone HI1E.
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Les deux méthodes de coupure de l'histone H1E d'érythro-
cyte de Poulet utilisées jusqu'a ce jour nous ont permisyde
déterminer la structure primaire d'un certain nombre de frag-
- ments qui recouvrent des séquences de 34 et 46 résidus, com-
prises entre les résidus 10 et 43 d'une part et 61 et 106 d'au-~-
tre part, par comparaison avec la séquence de la sous-fraction

3 des histones H1l de thymus de Lapin (RTL 3)(6).

II - MATERIELS ET METHODES

A - HYDROLYSES ENZYMATIQUES

1 - Hydrolyse par la pepsine

50 mg d'histone H1E sont dissous dans 2 ml d'acide for-
mique 3 5 p.100. La pepsine (EC 3.4.23.1, Worthington) est
utilisée dans un rapport Enzyme/Substrat de 1/50. L'hydrolyse
est conduite peﬁdant 2 heures 3 37°C et arrétée par abaisse-
ment brutal de la température 3 -80°C. L'hydrolysat est immé-

diatement lyophilisé&. Les peptides obtenus par action de la

pepsine ont &té& nommés peptides P.

2 - Hydrolyse par la protéase de Staphylococcus aureus - souche

v8 (EC 3.4.21.19,Miles)

-

Le peptide est dissous, 3 raison de 10 mg/ml dans HCl
0.01M. Aprés addition d'un volume équivalent de tampon CH3COONH4

0.1M, pH 4.0, l'enzyme est ajouté pour établir un rapport



96

Enzyme/Substrat de 1/50. Aprd@s 15 heures d‘'hydrolyse a 37°C,
l'hydrolysat est lyophilisé. Les fragments obtenus par ce type

de coupure ont été appelés peptides SP.

3 - Hydrolyse par la Trypsine (traitée par le Tos Phe CH2C1*)

(Worthington) (EC 3.4.21.4).

Le peptide est dissous dans le tampon N-methyl morpholine-
acétate 0.1M, pH 8.0. L'enzyme est ajouté en deux fois, une
premidre fois au temps O de l'hydrolyse, une deuxime fois aprés
1 heure d'hydrolyse. Le rapport final Enzyme/Substrat est de
1/50. L'arrét de l'hydrolyse est obtenu au bout de 2 heures par
abaissement du pH & pH 3.5 avec HCOOH. L'hydrolysat est alors
lyophilisé. Les peptides trypsiques ont &té désignés par la

lettre T.

B - COUPURE CHIMIQUE DE L'HISTONE H1E PAR L'ACIDE ACETIQUE 0.25M

20 mg de la sous-fraction H1E sont dissous dans 2 ml
d'acide acétique 0.25M et hydrolysés en tube scellé sous vide
a4 105°C pendant 15 heures. L'hydrolysat est ensuite lyophilisé.
Les peptides obtenus par é&nucléation de l'acide aspartique ont

été nommés peptides Ac.

% Tos Phe CH2C1 : N-tosylphénylalanyl chlorométhane
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C - METHODES DE FRACTIONNEMENT DES HYDROLYSATS

1 - Fractionnement de l'hydrolysat pepsigue

L'hydrolysat est déposé sur une colonne de Sephadex G50
fine (PHARMACIA) (200x2.5cm) équilibrée et éluée par HCl 0.01M
saturé au CHCl3. Les peptides sont repé€rés par lecture de la
densité optique de 1'éluat & 220 nm (et & 274-5 nm pour les

fractions contenant des résidus aromatiques).

2 - Fractionnement de l1l'hydrolysat acétique

Le dépdt est effectué sur une colonne de Sephadex G100
superfine (100x2.5cm) (PHARMACIA) équilibrée et é&luée par HCl

0.01M saturé en CHC13. Les peptides sont repérés dans l'éluat

comme précédemment.

-

3 - Chromatographie liguide 34 haute pression

Nous avons utilisé& cette technique pour la séparation e£
la purification de peptides pepsiques contenus dans des frac-
tions hétérogénes provenant de la chromatographie sur Sephadex
G50, et pour le fractionnement des hydrolysats obtenus par ac-
tion de la protéase staphylococcique et de la trypsine.

Dans tous les cas nous avons utilisé une colonne de micro-
Bondapak C18 (9 um, 0.39x30cm) (Waters Associaﬁes) et un systéme

de séparation & 2 solvants :
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- Solvant A : Acide trifluorocacétique (TFA) 0.05 p.l0O
(v/v) (Sequanal grade, PIERCE).
- Solvant B : TFA 0.05 p.l00, acétonitrile 50 p.l1l00 (v/v)

(RS-HPLC, CARLO ERBA).

Les peptides sont séparés par é€lution dans un gradient
de concentration en acétonitrile &tabli par un appareil Waters
Associates, type ALC/CPG 244, équipé d'un injecteur U6K et d'un
spectrophotométre Cecil 212 & longueur d'ande Variable. Les
échantillons sont dissous dans le solvant A 3 raison de 1 3 2
mg/ml. Les conditions particuliéres de gradient (forme, pente,

limites) seront décrites dans les légendes des figures.

D - METHODES ANALYTIQUES

1 - Contr8le électrophorétique

L'analyse des peptides par électrophorése en gel de poly-
acrylamide est réalisée 3 pH 2.7 en milieu urée 2.5M avec une
concentration en acrylamide de 17 p.100 (12). Une pré-électro-
phorése d'une heure est réalisée avant le dépdt des échantillons,
pour éviter que les petits peptides ne soient entrafnés avec le
front dekmigration. La séparation électrophorétique des peptides
s'effectue durant 1 heure 3 22 mA. Le systéme de mise en solu-
tion des échantillons et le systéme de coloration/décoloration

ont dé&ja é&té décrits (ch.I, p 76).
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2 - Analyse d'acides aminés

Les peptides sont hydrolysés par HCl 5.7N pendant 24
heures 3 110°C en tubes scellés sous vide. Les analyses d'aci-
des aminés sont effectuées sur un analyseur Beckman type 119CL
Equipé d'une colonne (0.6x40cm) de résine DURRUM DC6A et d'un

intégrateur-calculateur DELSI type ICAP10.

3 - Dégradation manuelle de EDMAN

Les peptides de faible taille moléculaire ont été soumis
d la dégradation manuelle de EDMAN (7). Les phénylthiohydantoI-
nes d'acides aminés (PTH-AA) formées ont été identifiées par
chromatographie liquide 3 haute pression (HPLC) sur une colonne
micro-Bondapak Cl1l8 (Waters Associates), montée sur un chromato-
graphe Hewlett-Packard 1084D (8). <§E§)

Les PTH de la valine, de la phénylalanine et de l'isoleu-
cine ont été séparées sur une colonne de cyanopropylsilane (micro-
Bondapak CN, Waters Associates) (8) ou identifi@es par chromato-
graphie en phase gazeusé (colonne WHP 100-200 mesh imprégnée de
chlorophénylsilicone SP400 & 10 p.1l00) (13).

Nous avons également employé une méthode de dégradation
manuelle utilisant le 4-NN diméthylaminocazobenzéne 4'-isothio-
cyanate (DABITC-Fluka) en association avec le phénylisothiocya-
nate (PITC) lors de la réaction de couplage, premiére étape de
la dégradation de EDMAN (5). Le dérivé d‘'acide aminé (DABTH-AA)
formé a3 chaque cycle de dégradation est identifié& par chromato-
graphie sur couche mince de polyamide (5) dans un systéme de

migration bidimensionnelle :
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- lére dimensdon : Acide acétique/eau (1:2) (v/v)
- 2éme dimension : Toluéne/n Hexane/acide acétique (2:1:1)

(v/v).

A la fin de la migration les plagues sont soigneusement
séchées et exposées aux vapeurs d'HCl. Les DABTH-AA apparaissent
alors colorés en rouge. Les dérivés de thréonine et de lysine
sont colorés en bleu.

Cette méthode augmente de 10 & 20 fois la sensibilité
de la technique de dégradation manuelle de EDMAN, mais la sépa-
ration des DABTH-AA par chromatographie sur couche mince ne
permet pas la quantification de ces dérivés. Nous l'avons sur-
tout utilisée pour déterminer 1l'extrémité NHz-terminale de

certains peptides.

4 - Dégradation automatique de EDMAN

La détermination de structure primaire des grands frag-
ments peptidiques a &té& réalisée sur un séquenéeur Beckman
890C avec un programme diméthylallylamine (102974) et en pré-
sence d'un "mainteneur" : le polybréne (14,11).

Les PTH~AA.ont été identifiées selon la méthode décrite

dans le paragraphe précédent.
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III - RESULTATS

A - COUPURE DE L'HISTONE H1E PAR LA PEPSINE

Le diagramme d'élution des peptides pepsiques de
l'histone H1lE, fractionnés sur Sephadex G50, est présenté
dans la figure 15a. La figure 15b montre l'analyse é&lectro-
phorétigue des douze premiéres fractions de ce diagramme. Les

fractions 13 et 14 ont &té& analysées en HPLC.

Une &tude préliminaire de chacune de ces fractions nous
a conduit @ ne nous intéresser gqu'aux fractions 1, 11 et 14
du diagramme 15a. Les autres fractions de cette chromatogra-
phie se sont avérées extré&mement difficiles 3@ utiliser du

fait de leur hétérogénéité et de la faible quantité de pro-

duit recueillie.

Les fractions 1 et 11 (Figure 15) contiennent chacune
un peptide de pureté satisfaisante. Ces deux peptides ont été
hydrolysés et nous en avons déterminé la composition en acides
aminés. Le peptide de la fraction 1 a été soumis 3@ la dégrada-
tion automatique de EDMAN. Le peptide de la fraction 11 a été
soumis 3 l'action de la protéase staphylococcique et de 1la
trypsine. Nous en avons dé&terminé la séquence des 33 premiers
résidus.

La fraction 14 contient un grand nombre de petits pep-
tides qui ont été& séparés en HPLC. Certains de ces peptides

ont été séquencés.
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Nous allons maintenant détailler 1'étude de chacune

des fractions 1, 11 et 14 de la figure 15.

1 - Etude de la fraction 1

L'action de la pepsine sur l'histone H1lE d'érythrocyte
de Poulet avait pour but la coupure de la seule liaison phényl-
alanyle de la molécule et nous espérions obtenir ainsi un grand
peptide COOH-terminal comparable au peptide Px de 1l'histone H5
(2).

Le tableau IV présente la composition en amino-~acides
du peptide de la fraction 1 comparativement & celles du pep-
tide Px et de la sé€quence des résidus 107 & 213 de la sous-
fraction RTL-3 de l'histone H1l de thymus de Lapin (la phényl-
alanine se trouve en position 106 dans cette histone) (6).

Ce peptide contient 66 p.100 des résidus basiques,

57 p.100 de 1l'alanine et 65 p.100 de la proline de l'histone
H1E. On peut noter l'absence d'isoleucine et d'amino-acides
aromatiques et la faible quantité de leucine, d'arginine et de
glycine au sein de ce peptide.

Ces caractéristiques chimiques ainsi que la faible mobi-
1ité électrophorétique de ce peptide nous ont conduit & penser
qu'il s'agissait effectivement du peptide COOH-terminal de
l'histone H1E obtenu par coupure pepsique de la liaison phényl-
alanyle. Nous avons nommé ce peptide Pc.

320 nM de ce peptide ont &té obtenus par hydrolyse d'en-

viron 2 uM d'histone. Le rendement d'obtention du peptide Pc
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TABLEAU IV

COMPOSITION EN ACIDES AMINES DU PEPTIDE 1 OBTENU PAR HYDROLYSE
PEPSIQUE DE L'HISTONE Hig D'ERYTHROCYTE DE POULET.
COMPARAISON AVEC LA SEQUENCE 107<213 DE L'HISTONE RTL-3 (6) ET
AVEC LE PEPTIDE Px DE L'HISTONE H5 (2).

PP ptize 1 ST Peptide?x  mistone
Acide aminé de RTL-3
Acide aspartique 1.0(1) 1 1 4
Thréonine 4.5(5) 3 3 11
Sérine 4.2(4) 3 12 15
Acide glutamique 2.0(2) 1 - 7-8
Proline 13.3(13) 17 9L 20
Glycine 2.2(2) 4 2 14
Alanine 32.9(33) 29 17 58
Valine 2.7(3) 4 3 9-10
Isoleucine - - - 2
Leucine 1.0(1) 1 1 10
Tyrosine - - - 1
Phénylalanine - - - 1
Lysine 43.3(43) 44 34 62
Arginine 1.5(1-2) - 14 5
Total 108-109 107 96 219-220

%

tiré de la sé&quence

Les résultats sont présentés en nombre de résidus par mole de pep-
tide ou de protéine. Les chiffres entre parenthéses représentent

le nombre de résidus arrondi & l'entier le plus proche.

LILL£
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de l'histone HI1E (16 p.l100) est donc trés faible comparative-
ment au rendement d'obtention du peptide Px de 1l'histone H5
(80 p.100) (2).

Le peptide Pc a été soumis 4 la dégradation automatique
de EDMAN. 15 cycles de dégradation ont &té effectués et chacun
d'eux a révélé l'existence de plusieurs PTH-AA avec en particu-
lier un "bruit de fond" constant de PTH~lysine, PTH-alanine et
PTH-proline, correspondant aux acides aminés majeurs du peptide
Pc.

Nous pensons que ce peptide a pu subir des coupures secon-
daires de la chaine peptidique au cours de sa conservation ou
des étapes de clivage de la dégradation de EDMAN.

Nous n'avons donc pas pu établir la structure primaire

de ce peptide.

2 - Etude de la fraction 11

La composition en amino—acides du peptide contenu dans
la fraction 11 de la figure 15 figure dans le tableau V. La
faible basicité de ce peptide explique probablement sa faible
migration cathodique en électrophorése (Figure 15b).

Ce peptide ne contient pas d'acide aspartique ni d'iso-
leucine, ni d'acides aminés aromatiques. Il contient un nombre
€levé de résidus d'alanine et de proline. D'aprés ce gue nous
connaissons des structures d'histones Hl et en particulier de
la sous-fraction RTL-3, ce peptide est situé vraisemblablement
dans la zone NHz—terminale de l'histone H1lE et l'avons par con-

séquent appelé Pn.
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TABLEAU V

COMPOSITION EN ACIDES AMINES DES PEPTIDES Pn, Pn-SP, Pn-Tl et Pn-T2

Pn Pn-SP Pn-T1 Pn-T2
Acide aspartique - ~ - -
Thréonine 0.9(1) 1.0(1) - 0.9(1)
Sérine 1.6(2) 1.2(1) 0.8(1) 1.0(1)
Acide glutamique 1.2(1) 1.5(1-2) - 1.0(1)
Proline 4.8(5) 4.0(5)% 1.9(2) 1.7(2)
Glycine 3.5(3-4) 3.1(3) 1.0(1) 1.1(1)
Alanine 10.9(11) 8.6(9) 3.1(3) 1.1(1)
Valine 1.5(1-2) 2.1(2) 1.0(1) 0.9(1)
Isoleucine - - - -
Leucine 0.8(1) 1.0(1) - 1.0(1)
Tyrosine - - - -
Phénylalanine - - - -
Lysine 7.8(8) 6.4(6=7) 1.1(1) 0.9(1)
Arginine 0.8(1) 0.9(1) - -
Total 34-36 30-32 9 10
%

corrigé d'aprés la ségquence

Les résultats sont présentés en nombre de résidus par mole de pep-
tide. Les chiffres entre parenthéses représentent le nombre de ré-
sidus arrondi & l'entier le plus proche.
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Le peptide Pn contient un seul fésidu d'acide glutamique
qui constitue un site spécifique de coupure par la protéase de
Staphylococcus aureus (souche V8) en présence de sels d'ammo-
nium (10). L'hydrolysat obtenu a été fractionné& par chromato-
graphie liguide & hauﬁe pression et le chromatogramme obtenu
est présenté dans la figure 16.

La fraction hachurée de cette figure contient un peptide
gue nous avons nommé Pn-SP et dont la composition figure dans
le tableau V. D'aprés ces résultats le peptide Pn-SP est plus
court que le peptide Pn de 2 & 6 résidus.

La méthode de dégradation manuelle utilisant le DABITC
nous a permis d'établir la séquence NH2—terminale de ce peptide:

Pro - Ala - Val

Le peptide Pn-SP a &t& ensuite soumis 4 la dégradation
automatique de EDMAN.

L'identification positive des PTH-amino—-acides a pu &tre

réalisée jusgu'au 30éme cycle (Tableau VI):

10
Pro-Ala-Val-Ser-Ala~-Pro-Gly-Ala-Lys—-Ala-Ala-Ala-Lys~Lys-Pro-
20 LvS 30
Lys—Lys-Ala-Ala-Gly—Gly-Ala—Lys-Val-Arg-Aig-Pro-.? -Gly-Pro

Toutefois aucun PTH-AA n'a pu &tre identifié avec certi-
tude au cycle 28.

Une microhétérogénéité a pu &tre observée en position 26
de ce peptide, ol PTH-Lys et PTH-Arg ont été identifiés et

quantifiés dans les mémes proportions.
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Purification du peptide Pn-SP en HPLC.

Chromatographie & haute pression sur colonne de micro-
Bondapak Cj;g (0.39x%30cm), &luée par un gradient de O &
30 p.100 d'acétonitrile dans le TFA 0.05 p.l00. Débit
2 ml/minute.

La fraction hachurée contient le peptide Pn-SP.
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Le peptide Pn a d'autre part soumis d une hydrolyse
trypsique pour essayer d'en compléter la séquence. La chroma-
tographie liquide 3 haute pression nous a permis de séparer
les peptides obtenus. La figure 17 montre le chromatogramme
de cette séparation. Toutes les fractions ont fait l'objet
d'une analyse d'acides aminés mais nous n'avons poussé l'étude
que des seules fractions hachurées, majeures, du chromatagramme.
Le tableau V (p.106) indigque la composition en amino-acides de
ces fractions que nous avons nommées Pn-Tl et Pn-T2 en fonction
de leur ordre d'élution.

La composition du peptide Pn-T1 correspond exactement &
celle des 9 premiers résidus du peptide Pn-SP. Le peptide Pn-T2
est particuliérement intéressant dans la mesure ol il contient
de la thréonine, de l'acide glutamique et de la leucine comme
le peptide Pn-SP. Or ces acides aminés n'ont pas été retrouvés
dans le début de la séquence déterminée pour ce peptide.

Nous avons soumis le peptide Pn-T2 & la dégradation manuel-

le de EDMAN et avons trouvé le résultat suivant :
Lys-Pro-Ala-Gly-Pro- ? -Ala~-Thr-Glu-(Ser,Val,Leu)

Nous n'avons pu identifier avec certitude le PTH-AA
formé au cours du 68me cycle de cette dégradation.

La séquence NHz—terminale du peptide Pn-T2 recouvre la
séquence COOH-terminale du peptide Pn-SP et ceci nous permet
de proposer pour le peptide Pn le début de séquence en acides
aminés suivant :

Pro-Ala~Val-Ser-Ala-Pro~-Gly-Ala-Lys-Ala-Ala~Ala~-Lys-Lys-Pro-
Lys—Lys-Ala—Ala—Gly—Gly-Ala—Lys—Val—Arg-iig—Pro-Ala-Gly—Pro—
? -Ala-Thr-Glu-
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TABLEAU VI

DEGRADATION AUTOMATIQUE DE EDMAN DU PEPTIDE Pn-SP

Cycle Résidu Quantité en nM Détermination

1 Pro 168.4 HPLC

2 Ala 70.2 HPLC - GC
3 Val 112.6 HPLC - GC
4 Ser 11.3 - HPLC

5 Ala 60.5 HPLC

6 Pro 89.9 HPLC

7 Gly 47.2 HPLC
8 Ala 50.4 HPLC
9 Lys 35.1 HPLC

10 Ala 44.3 HPLC

11 Ala 42.2 HPLC

12 Ala 40.9 HPLC

13 Lys 17.8 HPLC

14 Lys 25.8 . HPLC

15 Pro 34.8 HPLC

16 Lys 15.3 HPLC

17 Lys 17.9 HPLC

18 Ala 11.8 HPLC

19 Ala 15.6 HPLC

20 Gly 9.2 HPLC

21 Gly 10.9 HPLC

22 Ala 7.9 HPLC

23 Lys 4.4 HPLC

24 Val 29.4 HPLC - GC
25 Arg 5.3 HPLC

26 Arg/Lys 5.2/3.2 HPLC

27 Pro 1.1 HPLC

28 ? - -

29 Gly 0.4 HPLC

30 Pro 1.0 HPLC

Détermination de la nature du PTH-AA en :
HPLC : Chromatographie liquide & haute pression P

4
GC : Chromatographie en phase gazeuse Ll
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FIGURE 17 Séparation des peptides Pn-T1 et Pn-T2 en HPLC. Colonne micro-Bondapak Cjg (0.39x30cm).
Débit 2 ml/min. &luée par un gradient linéaire (---) de O a 40 p.100 d'acétonitrile dans
le TFA 0.05 p.100. Les fractions hachurées correspondent aux peptides Pn-T1 et Pn-T2,.
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Le peptide Pn-T2, majeur dans l'hydrolysat trypsique de
Pn, posséde une lysine NHz—terminale. Nous pensons donc que cet
acide aminé est prépondérant en position 26 du peptide Pn.

Cette microhétérogénéité identifiée en position 26 du
peptide Pn refléte l'existence d'un variant de l'histone HIE.
Cette remarque pourrait 8tre corrélée avec l'observation d'une
hétérogénéité électrophorétique de l'histone H1E (Figure 14,
couloir 9, p.89).

Nous pouvons corréler, par analogie, la séquence du pep-

tide Pn avec la séquencelO & 43 de RTL-3 (Figure 20, p.1l23).

3 - Etude de la fraction 14

La fraction 14 de la figure 15a (p.102) qui présente une
densité optique notable & 274,5 nm, renferme des peptides courts
car son volume d'élution de la colonne de Sephadex est élevé.

Ces peptides ont é&té séparés par HPLC. Le chromatogramme
obtenu est présenté dans la figure 18. Une premiére analyse nous
a conduits 3 écarter plusieurs fractions hétérogé&nes ou repré-
sentant des quantités de peptide trop faibles.

Les fractions auxquelles nous nous sommes intéressés sont
numérotées, de 1‘a 9, dans leur ordre d'élution. Ces fractions
ont été& soumises 3 une analyse d'acides aminés dont le résultat
figure dans le tableau VII.

Certains résulfats de ce tableau sont corrigés d'aprés les
données de la séquence. Nous pensons gue l'excés d'alanine dans
la fraction 1 et l'excés de sérine dans la fraction 8 sont diis a
une contamination des peptides analysés par des fractions voisi-
nes. Toutefois nous n'avons pu expliquer le défaut d'acide aspar-

tique constaté dans les fractions 1 et 9,
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COMPOSITION EN

AMINO-ACIDES

TABLEAU VII

DES PEPTIDES PEPSIQUES SEPARES EN HPLC (FIGURE 18)

Fraction
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Acides aminés
Acide aspartique 2.0(3)x ~ - - - - - - I.6(3)x
Thréonine - 1.0(1) 1.6(2) 1.8(2) - 0.9(1) - - -
Sérine 1.3(1) 1.0(1) 1.8(2) 1.7(2) - 1.9(2) 2.6(3) |.O(0)x 1.0(1)
Acide glutamique 1.0(1) ~ 1.0(1) 1.0(1) - - 1.1(1) - 0.7(1)
Proline - - - - - - - - -
Glycine - 1.1(1) 2.8(3) 2.9(3) 2.0(2) 1.4(1) 1.7(2) 2.0(2) 2.,2(2)
Alanine 1.0(0)* - 1.7(2) 1.1(1)  5.0(5) - 0.9(1) 4.8(5) 0.5(1)
Valine 1.0(1) 0.9(1) 0.9(1) 0.8(1) - 0.8(1) - - 1.6(2)
Isoleucine - - - - - - - - 4.0(4)
Leucine - 0.9(1) - - 1.7(2) 1.8(2) 2.4(2) 2.0(2) -
Tyrosine 0.7(1) - - - - - - 0.7(1) -
Phénylalanine ~ - 0.7(1) 0.9(1) - - - - -
Lysine 1.0(1) 1.0(1) 1.0(1) 1.0(1) 1.8(2) 2.0(2) 2.0(2) 2.0(2) 2,2(2)
Arginine - - - - - - 1.0(1) - 1.6(2)
Total 8 6 13 12 11 9 12 12 18
Quantité en nM 35 140 60 150 150 35 90 65 20

1

\iﬁf

37i777f¥ y
e

x P . ~ = -
Ces valeurs ont été corrigées d'aprés les données de la sé&quence.

Les ré@sultats sont donnés en nombre de résidus par mole de peptide. Les chiffres entre parenthéses indiquent le nombre

de résidus arrondi a l'entier le plus proche.

it
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Ces peptides sont caractérisés par un taux élevé d'acides
aminés hydrophobes, un taux trés faible d'acides aminés basiques,
une absence totale de proline et pour certain d'entre eux la
présence d'acides aminés aromatiques.

Ces caractéristiques témoignent sans égquivogue de l'origine
de ces peptides, issus de la zone centrale globulaire de 1l'his-
tone HI1E.

Les peptides des fractions 4 et 5 (Figure 18) ont é&té sou-
mis & la dégradation automatique de EDMAN ; les autres peptides
ont été dégradés manuellement (Tableau VIII).

Certains peptides du tableau VIII présentent des analogies
de structure primaire qui nous ont permis de les regrouper pour
obtenir la structure de 4 peptides, gqui ont &té nommés Pg, et
numérotés de 1 & 4 en fonction de leur position dans la ségquence
de l'histone H1lE par analogie avec la structure primaire de
RTL-3 (voir aussi Figure 20 p.123).

Pgl : Ala-Lys-Glu-Arg-
4 7 ]

Pg2 : Ala—Ala—Leu—Lys-Lys-Ala;Leu-Ala—Ala-Gly-Gly-Ty:r§sp—Val-
[ 5 J [N
g%u—Lys—Asn—Asn—Serj

Pg3 : pys-Ser-Leu—Val-Sﬁr-Lys—Gly—(Thr,LeuZ

2 )

Pg4 : Val-Gln-Thr-Lys-Gly-Thr-Gly-Ala-Ser-Gly-Ser-Phe
[} 3 J
1 4 3
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TABLEAU VIII

RESULTATS DE LA DEGRADATION DE EDMAN DES PEPTIDES PEPSIQUES DE
L'HISTONE H1lE (Figure 18).

Peptide .
(Nomenclature Séquence déterminée
de la Fig.l18)

1 Tyr-Asp-Val-Glu-Lys—Asn-Asn-Ser

9 Asp-Val-Glu—Lys-Asn-(Asp,Ser,Gly2,Ala,Val,Ile4,Lys,Arg)
8 Ala-Ala-Leu~Lys-Lys-Ala-Leu-Ala-Ala-Gly-Gly-Tyr

5 Ala-Ala-Leu-Lys-Lys-Ala-Leu-Ala-Ala-Gly-Gly

3 Val—Gln-Thr-Lys—Gly-Thr—Gly—Ala—(SerQ,Gly,Ala,Phe)

4 Val-Gln-Thr-Lys-Gly-Thr-Gly-Ala-Ser-Gly-Ser-Phe

2 Val-Ser-Lys—-Gly-(Thr,6 Leu)

6 Lys-Ser-Leu-Val-Ser-Lys-Gly- (Thr,Leu)

7 Ala—Lys—Glu-Arg—(Ser3,Glyz,Leuz,Lys)

Ces peptides ont été rassemblés en fonction de leur analogie de séquence
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B - COUPURE DE L'HISTONE H1lE PAR L'ACIDE ACETIQUE 0.25M

La domposition en amino-acides de l'histone H1E révéle
que celle-ci contient 4 résidus d'acide aspartique. Trois de
ces résidus sont présents dans le peptide Pg2, l'un sous forme
aspartate, les deux autres sous forme amide. Le quatriéme résidu
d'acide aspartique n'a pas encore été& identifié. Ces résultats
nous ont donc incités 3 hydrolyser l'histone H1E par 1l'acide
acétique dilué pour obtenir une coupure spécifique de l'unique
liaison aspartyle (ou des deux liaisons aspartyles) présente (s)
dans la protéine.

Nous avons choisi un temps court d'hydrolyse (15 heures)
afin d'éviter la désamidation des résidus d'asparagine.

20 mg d'histone H1E ont ainsi &t& hydrolysés par l'acide
acétique 0.25M.

L'hydrolysat a été fractionné sur Sephadex G100 ; le chro-
matogramme correspondant est reproduit dans la figure 19a. L'a-
nalyse &lectrophorétique des fractions obtenues est présentée
dans la figure 19b.

Nous nous sommes intéressés tout d'abord & la fraction 1
de la figure 19 qui apparalit homogéne en gel de polyacrylamide.
La composition en acides aminés du peptide contenu dans cette
fraction est reportée dans le tableau IX.

Ce peptide se caractérise par sa grande taille (124 rési-
dus calculés) et sa richesse en alanine, proline et lysine,
D'autre part ce peptide contient 2 résidus d'acide aspartigue et

un résidu de phénylalanine mais ne contient pas de tyrosine.
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FIGURE 19 Fractionnement de 1l'hydrolysat acétique de l'histone HIE.

a Chromatographie de gel filtration sur Sephadex G100 super-
fine, Colonne 100x2.5cm - Débit 9 ml/heure. Collection 30!

b Electrophor&se en gel de polyacrylamide. Acrylamide 17
p.100, urée 2.5M/acide acétique 0.9M, pH 2.7. 1 heure de

migration & 22 mA.
T : hydrolysat acétique total.
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TABLEAU IX

COMPOSITION EN ACIDES AMINES DU PEPTIDE DE LA FRACTION 1 (Fig.l9)

Fraction 1 Figure 19 Histone H1E
Acide aspartique 2.2 (2) 4
Thréonine ] 6.5 (7 11
Sérine 7.8 (8) 15
Acide glutamique 3.3 (3) 7-8
Proline 11.7 (18) 20
Glycine 6.5 (7) 14
Alanine 32.0 (32) 58
Valine 3.9 (4) 9-10
Isoleucine 0.7 (1) 2
Leucine 3.9 (4) 10
Tyrosine o) 1
Phénylalanine 0.9 (1) 1
Lysine 41.1 (41) 62
Arginine 1.8 (2) 5
Total 124 219-221
Quantité de 120 nM recueillies 830 nM hydrolysées

protides

Les résultats sont présentés en nombre de résidus par mole de pep-
tide. Les chiffres entre parenthéses représentent le nombre de ré-

-

sidus arrondi & l'entier le plus proche.
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Les données de structure primaire fournies par les peptides
pepsiques (voir figure 20) nous indigquent que ce peptide est
bien le peptide COOH-terminal issu de la coupure par l'acide
acétique de la liaison aspartyle identifiée dans le peptide

Pg2 et localisée dans la séquence de HlE‘immédiatement’aprés

le résidu de tyrosine. Nous avons nommé ce peptide Ac2 en sup-
posant, compte tenu de sa taille, gue la molécule d'histone H1E
avait été coupée en deux peptides : Acl, NH,-terminal et Ac2,
COOH~terminal.

Le fragment Acl n'a pas encore été purifié ; il est pro-
bablement contenu dans la fraction 4 (Figure 19) qui absorbe a
274.5 nm. Pour la suite de nos travaux ce fragment nous servira
d compléter la séquence NHz—terminale de l'histone HI1E.

L'étude structurale de ce fragment dont l'extrémité NH, -
terminale est blogquée (vraisemblablement par acétylation, par
comparaison avec les histones Hl1 connues) ne pourra &tre réa-
lisée qu'd partir de peptides obtenus par coupures enzymatiques
de ce fragment.

Le peptide Ac2 a &té soumis a la dégradation automatique
de EDMAN dont les résultats figurent dans le tableau X et ci-
dessous :

Val-Glu-Lys-Asn-Asn-Ser-Arg-Ile-Lys-Leu-Gly-Leu-Lys—-Ser-Leu-Val

Malheureusement, aprés le 1l6é&me cycle de dégradation
toute détermination a été rendue impossible par l'apparition
d'un "bruit de fond" de PTH—lysiné, PTH-alanine et PTH-proline,
df sans doute & des coupures de la chaine protéique sous l'ac-
tion de l'acide heptafluorobutyrique utilisé lors de l'étape de

clivage de la thiazolinone formée dans la dégradation de EDMAN.,
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TABLEAU X

DEGRADATION AUTOMATIQUE DE EDMAN DU PEPTIDE Ac2

- Cycle Résidu Quantité en nM Détermination
1 Val 16 HPLC~GC
2 Glu 28 HPLC
3 Lys 22 HPLC
4 Asn 17.8 HPLC
5 Asn 21,2 HPLC
6 Ser n.g HPLC
7 Arg 15.6 HPLC
8 Ile 6.0 HPLC~GC
9 Lys 9.4 HPLC

10 Leu 4.0 HPLC
11 . Gly 5.1 HPLC
12 Leu n.g HPLC
13 Lys 1.2 HPLC
14 Ser n.gq HPLC
15 Leu n.g HPLC
16 Val n.g HPLC-GC

Détermination de la nature du PTH-AA en :
HPLC : Chromatographie liquide d haute pression
GC : Chromatographie en phase gazeuse

n.qg = PTH-AA identifiée avec certitude mais non quantifiée ( 

N
\iui:’; 7
—re>



122

Le résultat obtenu nous permet toutefois de constater
- d'une part que les 6 premiers résidus du peptide Ac2 corres-

pondent aux 6 derniers résidus du peptide Pg2 ;

- d'autre part que la ségquence 13-16 du peptide AcZ recouvre
les 4 premiers résidus du peptide Pg3.
Cette séquence NHZ-terminale du peptide Ac2 nous permet
donc d'établir un recouvrement entre les peptides Pg2 et Pg3,
de structure connue et de connaitre la structure primaire de 32
résidus de la zone centrale globulaire de l'histone H1E d'éry-
throcyte de Poulet comme nous pouvons le voir dans la figure 20.
Nous avons regroupés dans cette derniére figure tous les
peptides dont nous avons déterminé la structure primaire et les
avons replacés dans la séquence en acides aminés de l'histone
H1E par analogie avec la séquence des 106 premiers résidus de la

sous~fraction 3 de l'histone Hl de thymus de Lapin.
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FIGURE 20

Positionnement des séquences déterminées pour les peptides Pn-SP, Pn-T1, Pn-T2, Pgl, Pg2, Pg3, Pg4 et

Ac2 dans la structure primaire de 1'histone H1E d'érythrocyte de Poulet par analogie avec la ségquence
des 106 premiers résidus de RTL-3.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Nous avons séparé et caractérisé& cing des sous-fractions
de l'histone H1l d'érythrocyte de Poulet. La technique de chro-
matographie d'échange d'ions que nous avons développée ne nous
permet certes pas de préparer de tré&s grandes quantités de cha-
cune de ces histones mais nous pensons pouvoir affiner encore
les séparations obtenues.

A l'heure actuelle, la plupart des travaux visant 3 dé-
finir le r8le de l'histone H1l dans la structure et la fonction
de la chromatine ont été menés en considérant l'ensemble des
sous-types de cette molé&cule. Nous pouvons maintenant envisager
de définir le r8le exact de chagque sous-fraction.

D'autre part nous avons entrepris l'étude structurale de
la sous=-fraction H1E gqui est la plus basique parmi les sous-
fractions de H1l caractérisées dans l'érythrocyte de Poulet.

Nos travaux nous ont permis de déterminer une partie de
la séquence NHz—terminale et une partie de la séquence de la
zone centrale de la molécule. Nous pouvons constater que la
structure primaire de cette zone centrale est trés peu diffé-
rente de la séquence correspondante de la sous-fraction 3
d'histone H1 de thymus de Lapin (RTL-3). Ceci confirme le fait
que cette partie de la molécule d'histone H1l est trés conser-
vée quels que soient l'espéce, le tissu ou la sous-fraction

considérés. Les peptides isolés de la zone NH,-terminale de
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1'histone H1E sont par contre sensiblement différents des pep-
tides correspondants de RTL-3. Nous n'avons pas encore d'in-
formations sur la structure primaire de la zone COOH-terminale
de la molécule.

L'8tude de cette protéine présente un grand nombre de
difficultés liées & la quantité importante de résidus de lysine,
d'alanine et de proline dans la structure de l'histone H1E.
Notre but est de déterminer la structure primaire compléte de
cette histone, dans un premier temps et d'aborder par la suite
1'étude structurale des autres histones Hl de l'érythrocyte de
Poulet. Nous pourrons ainsi établir une corrélation entre la

fonction de chacune de ces histones et sa structure particuliére.



126

BIBLIOGRAPHIE DE LA DEUXIEME PARTIE

Pages

BATES,D.L., BUTLER,P.J.G., PEARSON,E.C. and 80
THOMAS,J.0. (1981)

Stability of the higher-order structure

of chicken erythrocyte chromatin in so-

lution.

Eur.J.Biochem., 119, 469-476.
BRIAND,G., KMIECIK,D., SAUTIERE,P., WOUTERS,D. 94,103,105

BORIE-LOY,0., BISERTE,G., MAZEN,A. and
CHAMPAGNE,M. (1980)

Chicken erythrocyte histone H5.IV - Se-
quence of the carboxy-terminal half of the
molecule (96 residues) and complete sequence.
FEBS Letters, 112, 147-151.

CHAMPAGNE ,M. and MAZEN,A. (1967) 7375

Isolement et caractérisation d'une frac-
tion d'histone spécifique des érythrocytes
de Poulets.

C.R.Acad.Sci.Paris, 265, 2100-2103.

CHAMPAGNE,M., MAZEN,A. and WILHELM, X.(1968) 73,74

Histones d'érythrocytes de Poulets.
I - Fractionnement des histones totales et
isolement d'une histone spécifique.
Bull.Soc.Chim.Biol., 50, 1261-1272,

CHANG,J.Y., BRAUER,D. and WITTMAN-LIEBOLD,B. 99
(1978)

Micro-sequence analysis of peptides and
proteins using 4-N,N dimethyl-aminoazoben-
zene 4'-isothiocyanate/phenylisothiocyana-
te double coupling method.

FEBS Letters, 93, 205-214.




10

Tl

12

COLE,R.D. (1977)

Special features of the structures of Hl

histones.

in The molecular biology of the mammalian

gen®Tic apparatus, 1, 93-104. North-Hol-
land Publishing Company, Amsterdam, New-

York, Oxford.

EDMAN,P. (1956)

On the mechanism of the phenylisothiocya-

nate degradation of peptides.
Acta Chem.Scand., 10, 761-768.

HERMANN,J., TITANI,K., ERICSSON,L.H., WADE,R.D.,

NEURATH,H. and WALSH,K.A. (19

Amino acid sequence of two cyanogen bro-
mide fragment of glycogene phosphorylase.
Biochemistry, 17, 5672-5679.

HOHMANN,P. (1980)

Species- and cell-specific expression of

78)

Hl histones in tissue culture cells.
Arch.Biochem.Biophys., 205,

HOUMARD,J. and DRAPEAU,G.R. (1972)

Staphylococcal protease

$ ‘a proteolytic

198-209.

enzyme specific for glutamoyl bonds.

Proc.Natl.Acad.Sci.USA, 69, 3506-3509.

KLAPPER,D.G., WILDE,C.E. and CAPRA,J.D.(1978)

Automated-amino acid sequence of small

peptides utilizing polybrene.

Anal.Biochem., 85, 126-

131,

PANYIM,S. and CHALKLEY,R. (1969)

High resolution acrylamide gel electro-

phoresis of histones.
Arch.Biochem.Biophys.,

130,

337-346.

127

95,103

99

77

107

100

76,78,82,
87,98



128

13 - PISANO,J.J. and BRONZERT,T.J.(1969) 99

Analysis of amino-acid phenylthiohydan-
toins by gas chromatography.
J.Biol.Chem., 244, 5597-5607.

14 - TARR,G.E., BEECHER,J.F., BELL,M. and MAC KEAW,D. 100
(1978)

Polyquaternary amines prevent peptide.
Anal.Biochem., 84, 622-627.

15 - ZWEIDLER,A. (1978) 78,88

Resolution of histones by polyacrylamide
gel electrophoresis in presence of non-
ionic detergents.

in Methods in Cell Biology, 17, 223-233.
E4.STEIN,G., STEIN,J. and KLEINSMITH,L.J.
Acad.Press, New-York.




RESUME

Au sein de la chromatine l'histone Hl joue un rdle particu-
lier de stabilisation et peut-@tre de régulation des différents
niveaux d'organisation du DNA que ce soit dans le nucléosome ou
dans les structures d'ordre supérieur.

La séparation des sous-fractions de l'histone HI d'érythro-
cyte de Poulet et 1'étude de leur structure primaire ont &té en-—
treprises dans le but de préciser le rBle exact de chacune d'elles.

Ce travail décrit la séparation en chromatographie d'échan-
ge d'ions de cing de ces sous-fractions nommées HIA,HIB,HIC,HID et
HIE qui ont pu &tre caractérisées par leur migration électrophoré-
tique et leur composition en amino—acides.

L'étude structurale de la sous—-fraction la plus basique,HIE,
a été entreprise et la sé@quence en acides aminés de plusieurs pep-
tides de cette histone a &té déterminée.

Ces peptides sont situés d'une part, dans la zone NH,-termi-
nale dont nous connaissons maintenant 34 résidus et d'autre part,
dans la partie centrale hydrophobe de la molécule, dont nous con-
naissons 46 résidus.

Les résultats acquis nous permettent d'affirmer que la zone
centrale globulaire de 1'histone HIE présente un remarquable de-—
gré de conservation alors que la zone NH,-terminale est assez dif-
férente des séquences d'histones Hl connues.

La purification de chacune des sous-fractions d'histone HI
d'érythrocyte de Poulet et 1'élucidation de la structure primaire
d'au moins l'une d'entre elles permettront de s'appuyer sur des
données structurales précises pour développér la connaissance de
la fonction exacte de ces protéines au sein du noyau.
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