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J e  p r i e  mes l e c t e u r s  de b ien  vou lo i r  me pardonner 

l ' emplo i ,  t o u t  au long de ma thèse ,  des mots a n g l a i s  "core 

p a r t i c l e "  e t  "DNA l i n k e r "  dont aucune t r aduc t ion  f rança i se  

n ' a  jamais é t é  vraiment mise au po in t  n i  u t i l i s é e .  
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AVANT-PROPOS 

L e s  h i s tones  de %a "core p a r t i c l e "  jouent un r 6 l e  essen- 

t i e l  dans l ' o r g a n i s a t i o n  du nucléosome : t and i s  que l ' a s s o c i a -  

t i o n  des h i s tones  H3 e t  H4 en té tramère e s t  s u f f i s a n t e  pour 

conférer  au DNA une s t r u c t u r e  semblable à c e l l e  du nucléosome, 

l e s  h i s t o n e s  H2A e t  H2B organisées  en dimère i n t e r v i e n d r a i e n t  

davantage pour s t a b i l i s e r  c e t t e  s t r u c t u r e .  S i  H3 e t  H4 s o n t  

c a r a c t é r i s é e s  pa r  une s t r u c t u r e  t r è s  conservée au cours de 

l ' é v o l u t i o n ,  H2A e t  H2B présen ten t  une v a r i a b i l i t é  s t r u c t u r a -  

l e  p lus  ou moins marquée, accentuée dans c e r t a i n s  cas pa r  

1 ' ex i s t ence  de v a r i a n t s  . Nous avons déterminé l a  s t r u c t u r e  

pr imaire  des h i s tones  H2A e t  H2B i s o l é e s  d'un organisme primi- 

t i f ,  1 ' E t o i l e  de mer A s t e r i a s  rubens .  Dans chacune de ces  h i s -  

tones,  nous avons d é f i n i  des domaines de s t r u c t u r e  variiàble 

( régions  basiques N- e t  C-terminales pour H2A, région basique 

N-terminale pour H2B) a i n s i  qu'un domaine hydrophobe de s t r u c -  

t u r e  conservée, s i ège  des i n t e r a c t i o n s  pro té ine-proté ine ,  £on- 

damentales dans l ' o r g a n i s a t i o n  de l a  chromatine. La chromatine 

de gonade d l E t o i l e  de mer renferme deux v a r i a n t s  d ' h i s t o n e  H2A 

présen t s  en q u a n t i t é  équimoléculaire .  L e  r ô l e  de ces  v a r i a n t s  

d ' h i s t o n e s  n ' e s t  pas parfai tement  é luc idé  mais l e u r  présence 

implique une modif icat ion de conformation e t  d ' i n t e r a c t i o n  des 

p ro té ines  e n t r e  e l l e s .  Les mutations observées dans l e s  h i s tones  

H2A e t  H2B d t E t o i l e  de mer conduisent en ou t re  à l a  p e r t e  d 'un 

s i t e  important de phosphorylation pour chaque h i s tone .  



Connaissant  l e  r 6 l e  impor t an t  que joue l a  phosphosyla- 

t i o n  dans les métabolismes c e l l u l a i r e s ,  nous avons p a r  a i l -  

l e u r s  déterminé l e s  s i tes de phosphoryla t ion d e s  co re  h i s t o -  

nes l i b r e s  ou a s s o c i é e s  en  complexes, pu i s  a s s o c i é e s  au DNA 

dans P a  "core  p a r t i c l e "  e t  dans  l a  chromatine. Toutes c e s  

expér iences  o n t  é t é  r é a l i s é e s  en présence d ' une  k i n a s e  a c t i -  

vée p a r  1'AMP cyc l ique  i s o l é e  du pancréas  de R a t .  L a  spéc i -  

f i c i t é  de c e t t e  k inase  e s t  comparée à c e l l e  d ' une  k i n a s e  non 

a c t i v é e  p a r  1'AMP cyc l ique  e t  a s s o c i é e  à l a  c r o i s s a n c e  en 

u t i l i s a n t  comme s u b s t r a t ,  l ' h i s t o n e  H5, h i s t o n e  s p é c i f i q u e  

des é r y t h r o c y t e s  nuc léés .  
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I - 1 CONSTITUTION DE LA CHROMATINE 

Bans le noyau des cellules eucaryotes, les gènes sont 

associés à des protéines pour former un complexe appelé 

chromatine. Si nous considérons que, dans chaque cellule de 

notre organisme, il y a environ 1,70 m de DNA et que ce DNA 

est contenu dans un noyau de dix microns de diamètre, le 

taux de compaction du DNA est de l'ordre de 1,7 x 105. Cet- 

te extreme compaction est le fait de multiples interactions 

protéine-protéine et protéine-DNA. 

S' il n'est pas toujours aisé de relier la structure et 

la fonction de la chromatine, nous savons maintenant que l'or- 

ganisation et l'activité du génome sont modulées par deux 

groupes distincts de protéines chromosomales : 

- les histones : protéines basiques qui interagissent 
avec le DNA par l'intermédiaire de liaisons ioniques et hy- 

drophobes. Ces protgines sont directement responsables de la 

compacticn du DNA dans le noyau de la cellule. 

- les protéines non-histones : ces protéines constituent 
un groupe très complexe et relativement mal défini où se re- 

trouvent des protéines de structure, des protéines contrac- 

tiles, des récepteurs d'hormones, des enzymes requis pour les 



fonctions essentielles du noyau ainsi qu'un certain nombre 

de protéines non caractérisées qui joueraient un r61e dans 

le contrale de l'expression génétique. 

Alors que le rapport histones/DNA est généralement 

voisin de 1, Pe rapport protéines non-histones/DNA varie 

de 0.5 à 1.5 en fonction de l'espèce considérée et de la 

nature du tissu. De plus, il semble qu'il y ait corrélation 

entre la quantité de non-histones et l'activité métabolique 

de la cellule. Par contre, chaque cellule d'un même organis- 

me renferme la meme quantité de DNA, quantité extraordinai- 

rement importante qui implique plusieurs niveaux de compac- 

tisn. 



1 - 2 ORGANISATION DE LA CHROMATINE 

I - 2-1 Nucléosome e t  "core  p a r t i c l e "  

L a  chromatine es t  o rgan i sée  en une cha îne  f l e x i b l e  de 

sous-uni tés  a spe l ées  nucléosomes q u i  r e p r é s e n t e n t  l e  premier  

n iveau  de compaction du DNA (compaction d l  un f a c t e u r  7 environ) . 
L e  nucléosome a é t é  m i s  en  évidence ind i rec tement  en 

1973 p a r  HEWISH e t  BURGOYNE q u i  obse rvè ren t  s u r  le  DNA l a  

présence  de s i t e s  régul iè rement  espacés  e t  s e n s i b l e s  à l ' a c -  

t i o n  d 'une  endonucléase.  A i a  même  époque, WOODCOCK (1973) ,  

OLINS e t  OLINS (1974) e t  OUDET e t  c o l l .  (1974) obse rvè ren t  
O 

en  microscopie  é l e c t r o n i q u e  des  p a r t i c u l e s  sphér iques  de 100 A 

de d iamèt re ,  d i sposées  l i néa i r emen t  e t  p r é s e n t a n t  l ' a s p e c t  

dl un c o l l i e r  de p e r l e s .  

Le nucléosome a i n s i  observé c o n t i e n t  un co re  p ro t é ique  

c o n s t i t u é  de deux m o l é c u ~ e s  de chacune des  q u a t r e  h i s t o n e s  

H2A, H2B, H3 e t  H 4  e t  un fragment de 3NA (F igu re  1) (LASKEY e t  

EARNSHAW, 1980) s i t u é  e n  p o s i t i o n  e x t e r n e  auquel  s o n t  asso- 

c i é e s  une molécule d ' h i s t o n e  H l  (ou H5) e t  des p r o t é i n e s  non- 

h i s t o n e s .  La longueur moyenne du DNA p a r  nucléosome e s t  d ' en-  

v i r o n  200 p a i r e s  de b a s e s  chez les Mammifères, m a i s  e l l e  va- 

r ie  s u i v a n t  l ' o rgan isme ou l e  t i s s u  cons idé ré  : 154 p a i r e s  de  

bases  de DNA dans l e  nucléosome du chanpignon A s p e r g i l l u s  

nidulans (MORRIS, 1976) e t  241 p a i r e s  de bases  de DNA dans le  

nucléosome de sperme d 'Ours in  (COMPTON e t  c o l l . ,  1976) .  



NUCLEOSOME "CORE PARTICLE" 

/ d'histones 

AVEC H I  SANS H I  

2 tours de superhélice 1,75 tour de superhélice 

(166 paires de bases de DNA) (146 paires de bases de DNA) 

+ DNA "linker" 

FIGURE 1 SCHEMA STRUCTURAL DU NUCLEOSOME ET DE LA "CORE PARTICLE" 

Le DNA entoure un cylindre protéique plat constitué de 
deux molécules de chacune des histones H2A,H2B,H3 et H4 

LASREY et EARNSHAW (1980) 



L a  sous-uni té  de l a  chromatine a i n s i  d é f i n i e  es t  hété-  

rogène à l a  f o i s  p a r  l a  longueur du DNA q u i  l a  c o n s t i t u e  e t  

p a r  l a  présence ou l ' a b s e n c e  de l ' h i s t o n e  H l  e t  de p r o t é i n e s  

non-histones.  

En f a i t ,  une a c t i o n  prolongée de l a  nuc l éase  de staphy- 

locoque s u r  l a  chromatine (NOLL e t  KORNBERG, 1977) montre que 

l a  d i g e s t i o n  se f a i t  en  deux é t a p e s  : 

- première  é t a p e  : o b t e n t i o n  de  p a r t i c u l e s  contenant 

166 p a i r e s  de bases  de DNA, l ' o c t amère  des  q u a t r e  h i s t o n e s  e t  

une molécule de H l  - c ' e s t  l e  chromatosome (SIMPSON, 1978) . 

- deuxième é t a p e  : l a  longueur du DNA es t  r é d u i t e  à 146 

p a i r e s  de bases  en rou lées  en  1.75 t o u r  a u t o u r  de l ' oc t amère  

des  q u a t r e  h i s t o n e s  - c ' e s t  l a  " co re  p a r t i c l e "  (KORNBERG, 

1974) .  E l l e  ne c o n t i e n t  pas  de H l .  Ceci suggère  que l ' h i s t o n e  

H l  i n t e r a g i t  avec les fragments  de DNA q u i  o n t  é t é  hydro lyses  

e n t r e  les deux é t apes  (WANG, 1982) .  La "co re  p a r t i c l e "  e s t  

une sous-uni té  cons t an t e  q u e l s  que s o i e n t  les t i s s u s  ou l e s  

organismes cons idérés .  

Dans l a  chromatine,  les "core  p a r t i c l e s "  s o n t  l i é e s  les 

unes aux a u t r e s  p a r  l e  DNA " l i n k e r "  auquel  s o n t  a s s o c i é e s  une 

molécule d ' h i s t o n e  H l  (ou H5) e t  des  p r o t é i n e s  non-histones de 

f tyge  BMG . 

' L e s  p r o t é i n e s  non-histones (NHP) s o n t  d i v i s é e s  en deux grou- 
pes  s u i v a n t  l e u r  m o b i l i t é  é l ecé rophoré t ique  s u r  g e l  de poly- 
acrylamide : 

- les HMG ou "high m o b i l i t y  group" 
- les LMG ou "low m o b i l i t y  group" 



1 - 2-2 Forme e t  dimensions de l a  "core  p a r t i c l e "  

L 'é tude  de l a  d i f f u s i o n  des  neutrons pa r  l a  "core  par- 

t i c l e "  en s o l u t i o n  (PARDON e t  c o l l . ,  1975) e t  l ' é t u d e  de l a  

d i f f r a c t i o n  des  rayons X pa r  l a  "core  p a r t i c l e "  c r i s t a l l i s é e ,  

assoc iée  aux r é s u l t a t s  obtenus en microscopie é l ec t ron ique  

(F INCH e t  c o l l . ,  1977) convergent v e r s  un modèle unique mon- 

t r a n t  q u ' i l  n ' y  a  pas  de d i f f é r e n c e  majeure dans l a  forme de 

l a  "core  p a r t i c l e "  q u ' e l l e  s o i t  en s o l u t i o n  ou c r i s t a l l i s é e .  

La "co re  p a r t i c l e "  e s t  r ep résen tée  comme un d isque  de 

11 nm de diamètre  e t  de 5 , 5  nm d ' é p a i s s e u r  (F igure  2 ) .  

Pas de l 'hélice de DNA: 

2 , 7  nm - 
Complexe dshis tsnes : 

trou central 

5,5 nm - 
"Core particle" 

FIGURE 2 MODELE POUR LA STRUCTURE DE LA "CORE PARTICLE" 
DEDUITE DES ETUDES DE DIFFUSION DES NEUTRONS. 

L e  DNA es t  enroulé  au tour  de l 'oc tamère  d ' h i s t o n e s  en 

1,75 t o u r  de supe rhé l i ce  dont  l e  pas  e s t  de 2,7 nm. 



1 - 2-3 Rôle structural des histones 

Les histones constituent un petit groupe de protéines 

basiques de masse moléculaire comprise entre 11.000 et 21.000 

daltons. Dans la plupart des tissus somatiques des Eucaryotes, 

elles sont au nombre de cinq : Hl, HîA, H2B, H3 et H4. Les 

érythrocytes nucléés des oiseaux, poissons, reptiles et ba- 

traciens renferment une histone spécifique, l'histone H5 qui 

remplace progressivement et partiellement l'histone Hl au 

cours de la maturation de l'érythrocyte. L'histone Hl est en 

fait un ensemble de plusieurs sous-fractions qui présentent 

une étroite parenté structurale. Une histone particulière Hl0 

(PANYIM et CHALKLEY, 1969) est présente dans les tissus à fai- 

ble taux de prolifération ; ces deux dernières histones au- 

raient un rôle déterminant dans la condensation de la chroma- 

tine et l'inhibition de la transcription (HARRIS et co11.,1982), 

Les histones, protéines de structure, présentes dans le 

noyau de toute cellule somatique, sont progressivement rempla- 

cées au cours de la spermatogénèse, par des protéines plus pe- 

tites et plus basiques : les protamines. Ce remplacement se 

fait en deux étapes : 

Histones 
Histones ,-, et 

"protéines intermédiaires" 
,- Protamines 



Ces t r a n s i t i o n s  dont l e  mécanisme e t  l e  r ô l e  s o n t  encore 

obscurs posent l e  problème de l a  r égu la t ion  des gènes corres-  

pondants. E l l e s  son t  actuellement é tud iées  sous l e u r s  aspects  

morphologiques, biologiques e t  biochimiques, chez un poisson 

( l a  Roussette) dans l e  l a b o r a t o i r e  du Professeur  CHEVAILLIER 

à C r é t e i l  e t  chez un mammifère ( l e  B é l i e r )  dans l e  l â b o r a t o i r e  

du Docteur L O I R  à Rennes en co l l abora t ion  é t r o i t e  avec no t re  

propre l a b o r a t o i r e .  

1 - 2-3-1 Carac té r i s t iques  s t r u c t u r a l e s  des h i s tones  

La r é p a r t i t i o n  des ac ides  aminés basiques apporte  une 

t o t a l e  asymétrie dans l a  r é p a r t i t i o n  des charges p o s i t i v e s  

dans Pa chaîne polypeptidique. Les qua t re  h i s tones  c o n s t i t u a n t  

l a  "core p a r t i c l e "  (H2A,  H2B, H3 e t  H 4 )  possèdent une région 

N-terminale t r è s  basique ( r i c h e  en l y s i n e )  qu i  représente  en- 

v i ron  l e  q u a r t  de l a  molécule. Ce t t e  région,  de s t r u c t u r e  inor-  

ganisée,  s e r a i t  Fnpliquée dans l e s  i n t e r a c t i o n s  é l e c t r o s t a t i -  

ques avec l e s  groupes p h o s p h ~ t e  du DNA. Le r e s t e  de l a  chaîne 

protéique présente  un c a r a c t è r e  hydrophobe dû à l 'abondance de 

rés idus  a p o l a i r e s  qui  f avor i sen t  l a  formation d ' h é l i c e  a dans 

c e t t e  p a r t i e  de l a  molécule. Ce t t e  zone hydrophobe, p a r t i m -  

l ièrement  b ien  conservée au cours de l ' é v o l u t i o n ,  permet l e s  

i n t e r a c t i o n s  protéine-protéine.  Dans l ' h i s t o n e  HSA, une cour te  

séquence basique e t  v a r i a b l e  termine l a  charne pept idique.  



Dans l ' h i s t o n e  H l ,  on p e u t  dé te rminer  t r o i s  domaines : 

- le. domaine aminé t e r m i n a l  bas ique  ( r é s i d u s  1 à 35) 

- le  domaine g l o b u l a i r e  c e n t r a l  hydrophobe ( r é s i d u s  36 à 121) 

- l e  domaine carboxy terminal.  t r è s  bas ique  ( r é s i d u s  122 à 212) 

L e s  rég ions  N- e t  C-terminales de c e t t e  h i s t o n e  s o n t  t r è s  

v a r i a b l e s  s u i v a n t  l ' e s p è c e  ou l e  t i s s u  cons idé ré .  

Pa r  con t r e ,  les h i s t o n e s  H3 e t  H 4  montrent  une remarqua- 

b l e  conserva t ion  de l e u r  séquence en a c i d e s  aminés à t r a v e r s  

l ' é v o l u t i o n  des  espèces .  Une t e l l e  conse rva t ion  suppose que 

chaque r é s i d u  de l a  cha îne  pro tg ique  e s t  impl iqué dans des i n -  

t e r a c t i o n s  q u i  s o n t  e s s e n t i e l l e s  pour que c e s  p r o t é i n e s  puis-  

s e n t  jouer  l e u r  r 6 l e  s t r u c t u r a l .  dans l ' o r g a n i s a t i o n  du nucléo- 

some . 
L e s  h i s t o n e s  H2A e t  H2B o n t  une s t r u c t u r e  p l u s  v a r i a b l e  

s u i v a n t  l ' e s p è c e  e t  l ' é t a t  de d i £ £ é r e n c i a t i o n  du t i s s u  : c ' e s t  

une des  r a i s o n s  pour l a q u e l l e  nous nous sommes a t t a c h é e  à l ' é -  

tude  de ce s  p r o t é i n e s  i s o l é e s  d 'organismes t r è s  p r i m i t i f s  t e l s  

que les Echinodermes . 
En o u t r e ,  depuis  l a  découver te  de v a r i a n t s  d ' h i s t o n e s  

p a r  FRANKLIN e t  ZWEIDLER en  1977, e t  l a  m i s e  au p o i n t ,  pour 

l e u r  s é p a r a t i o n ,  d 'un  système é l e c t r o p h o r é t i q u e  u t i l i s a n t  des  

d é t e r g e n t s  non ion iques  t e l  l e  T r i t o n  X - 1 0 0 ,  de nombreux va- 

r i a n t s  des  h i s t o n e s  H 1 ,  H2A, H2B e t  à un degré  moindre 3 3  o n t  

é t é  c a r a c t é r i s é s  dans les t i s s u s  animaux e t  végétaux (COHEN 

e t  c o l l . ,  1975 ; FRANKLIN e t  ZhEIDLER, 1977 ; BLANKSTEIN e t  

e o l l . ,  1977) .  



Enfin, au cours de la spermatogénèse, les changements 

morphologiques de la cellule sont associés à de profonds rema- 

niements biochimiques dans les proteines chromosomales qui se 

traduisent en particulier par la présence de nombreux variants 

d'histones différemment exprimés au cours des différents stades 

de la spermatogénèse; la question de savoir si ces variants 

sont équivalents physiologiquement ou s'ils ont un rôle particu- 

lier à jouer, reste posée. Toutefois, une réponse préliminaire 

à cette question a été apportée très récemment par les travaux 

de KOLODRUBETZ et coll.(1982) qui, ayant isolé deux variants de 

l'histone H2A et deux variants de l'histone H2B chez la levure 

ont montré que chaque variant de H2A pouvait s'associer, de 

manière non spécifique, avec l'un des deux variants de l'his- 

tone H2B. Quoi qu'il en soit, l'existence de sous-types 

d'histones est l'un des facteurs de l'hétérogénéité des nu- 

cléosomes dans la chromatine. La distribution des variants 

d'histones a pu être appréhendée par des méthodes immunologi- 

ques : en employant des anticorps spécifiques de chaque va- 

riant de l'histone H2A (H2A-l et H2A-2), BENEZRA et ses col- 

laborateurs (1981) ont observé des différences très impor- 

tantes dans la fixation des anticorps ànti-H2A-1 et anti- 

H2A-2 à la chromatine isolée de cellules de leucémie de 

Friend- Ceci indique une différence d'accessibilité de cha- 

que variant. De plus, la réactivité d'un variant vis-à-vis 

de son anticorps spécifique au sein de la chromatine varie 

également en fonction du stade d'évolution de la cellule 



leucémique. Ces travaux démontrent une hétérogénéité dans la 

distribution de chaque variant dans la chromatine et dans les 

sous-populations nucléosomales et suggèrent, pour chaque va- 

riant, un rôle spécifique dans la structure et l'activité 

d'un gène donné. 

1 - 2-3-2 Interactions histone-histone 

Sans mesurer l'importance de leur observation,SKANDRAiVI 

et coll. (1972) ont été les premiers à mettre en évidence 

l'existence d'un complexe (H2A-H2B) par chromatographie sur 

résine échangeuse d'ions. Ces travaux furent confirmés par 

KELLEY un an plus tard en 1973. Puis les interactions entre 

molécules d'histones furent étudiées de façon plus générale 

par dichroïsme circulaire et diffusion de la lumière : D'ANNA 

et ISENBERG (1974) mirent ainsi en évidence l'existence de 

complexes histone-histone dont les différentes possibilités 

sont représentées dans le schéma suivant : 

H2A 4 - H2B 
) '=., - complexe fort 

' 1  . ..*. . .. . - - - complexe faible 
1 .* . . . . . . . complexe très faible 

Ces di£ f érents types d' interaction entre les histones 

aboutissent à la formation de complexes qui s'accompagne d'une 
X augmentation très nette du taux d'hélicité ci . 

* Cette propriété nous a permis, lors de nos études sur la 
phssphorylation des complexes d'histones, de contrôler par 
dichroïsme circulaire, que notre matériel était effectivement 
un complexe et non un mélange équimoléculaire des histones. 



En solution à force ionique physiologique, les histones 

H2A et H2B interagissent pour former un dimère tandis que H3 

et H4 forment un tétramère (KORNBERG et THOMAS, 1974 ; 

EICKBUSH et MOUDRIANAKIS, 1978). Une s'tructure octamérique 

est seulement trouvée en solution de haute force ionique avec 

des concentrations élevées d' histones (THOMAS et KORNBERG, 

1975 ; EICKBUSH et MOUDRIANAKIS, 1978 ; RUIZ-CARRILLO et 

JORCANO, 1979). 

Dans le schéma dlEICKBUSH et MOUDRIANAKIS présenté fi- 

gure 3, l'octamère d'histones est maintenu par deux types 

d'interactions : 

- interactions fortes, stables, de nature hydrophobe for- 
mant, d'une part, le tétramère (H3-H4)2 et d'autre part, 

le dimère H2A-H2B. 

- interactions faibles associant le tétramère (H3-H4) 
et deux dimères H2A-H2B en un octamère. 

Les régions nécessaires aux interactions entre les dif- 

férentes histones ont été déterminées par spectroscopie de 

RMN (MOSS et coll., 1976 ; BRADBURY et coll., 1978) : il s'a- 

git pour Pe dimère H2A-H2B des régions 18 à 118 pour H2A et 

32 à 114 pour H29 et pour le tétramère (H3-H4)2, des régions 

42 à 120 pour H3 et 38 à 102 pour H4. 

Par ailleurs, des études de pontage par les rayons al- 

traviolets et par le tétranitrométhane ont permis d'obtenir 

un trimère H2A-H2B-H4 (MARTINSON et Mc CARTY, 1976), montrant 



Interaction 
P1/V hydrophobe 

.., .. Interaction de type 
liaison hydrogène 

PGURE 3 REPRESENTATION SCHEAYATIQUE DES INTERACTIONS HISTONE- 
HISTONE DANS LA "CORE PARTICLE" 

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



qu'il existait sur l'histone H2B, deux sites distincts d'in- 

teraction, l'un avec H2A, situé dans le tiers médian de la 

molécule, l'autre avec H4, situé dans le tiers C-terminal 

(MARTINSON et coll., 1979) . 
Outre son interaction avec l'histone H2B, l'histone . 

H2A, quant à elle, est impliquée, par sa partie C-terminale, 

dans une interaction avec la zone globulaire de l'histone Hl 

(région 74 à 106)(BOULIKAS et coll., 1980 ; ISHIMI et eoll., 

1981). 

Ainsi, les zones d'interaction entre les histones sont 

des régions structurées, à caractère hydrophobe. Ces zones 

sont extraordinairement bien conservées au cours de l'évolu- 

tion, comme le montre la possibilité de forner des complexes 

hétérologues (LIBERATI-LANGENBUCH et coll., 1980). Par contre, 

les régions N-terminales, variables, n'interviennent pas dans 

ces interactions, puisque leur élimination par hydrolyse tryp- 

sique ménagée, n'empeche pas la formation de ces complexes 

(BOHM et coll., 1977) . 
L'existence de fortes interactions entre les histones 

est fondamentale pour le maintien de la structure protéique 

compacte du nucléosome. 

I - 2-3-3 Organisation des histones dans le nucléosome 

Le tétramère (H3-H4)2 joue un rôle important dans la 

structuration du DNA en lui imposant un tour de superhélice 

pour 80 paires de bases, formant ainsi, à lui seul, une 



structure semblable au nucléosome (KLUG et coll . , 1980) ; le 
rôle des dimères M2A-H2B serait alors de compléter et de sta- 

biliser cette structure. 

Les régions N-terminales des histones de la "core par- 

ticle" (H2A, H2B, H 3  et H 4 )  sont très basiques et apparais- 

sent comme le siège privilégié pour les liaisons électro- 

statiques avec les groupes phosphate du DNA. Toutefois, les 

études en résonance magnétique nucléaire réalisées par CARY 

et ses collaborateurs en 1979 montrent que ces régions peu- 

vent ne pas être complètement liées au DNA de la "core par- 

ticle" ; elles seraient même plutôt faiblement liées puisque 

après leur élisination par hydrolyse trypsique, la chromatine 

garde la plupart de ses caractéristiques initiales ; ainsi, 

la stabilité de la "core particle" est liée à l'existence de 

deux points d'interaction forte entre DNA et histones aux. 

extrémités de la "core particle" (groupsphosphate situés aux 

positions 1 et 2 d'une part, 1 4 5  et 146 d'autre part)(ERARD 

et coll., 1981) . 
Les extrémités N-terminales basiques des histones ne 

semblent pas indispensables à ia structure de la "core par- 

ticle" (WHITLOCK et SIMPSON, 1977) ; ~,lles interviendraient 

davantage à l'extérieur de la "core particle" soit en intera- 

gissant avec le DNA "linker", soit en participant à la for- 

mation ou au maintien d'une structure d'ordre supérieur comme 

ceci a déjà été démontré pour l'histone Hl (ALLAN et coll., 

1982) Cette dernière histone possède dans sa séquence trois 



domaines structuraux qui ont un rôle particulier dans la 

structure de la chromatine : la zone globulaire (résidus 36 

à 121) "verrouille" les deux tours de superhélice de DNA 

(166 paires de bases) qui entourent l'octamère d'histones 

(ALLAN et coll., 1980) (Figure 4) tandis que les extrémités 

basiques N- et C-terminales se lient tout le long du DNA nu- 

cléosomal laissé libre par les histones de la "core particle" 

et participent au maintien de la condensation du DNA. Ainsi, 

l'histone Hl permet un rapprochement des nucléosomes et des 

études de pontage réalisées par THOMAS et KHABAZA en 1980 ont 

montré que des homopolymères de l'histone Hl se forment à 

faible force ionique, ce qui implique que les histones Hl 

soient proches 1' une de 1 ' autre (0.7 à 1.1 nm) . 
Une altération des interactions histone H1-histone Hl 

ou histone H1-DNA pourrait influencer le degré de condensa- 

tion de la chromatine (ADLER et coll., 1972 ; BRADBURY et 

coll., 1973-a) . L'existence de sous-fractions de l'histone Hl 
dont les quantités relatives varient avec le type cellulaire 

(PANYIM et CHALKLEY, 1969) conduit à une diversité structu- 

rale le long de la chafne de nucléosomes (HOHMANN, 1978) ; à 

cette diversité structurale, s'ajoutent de nombreuses modifi- 

cations de l'histone Hl (par phosphorylation et ADP-ribosyla- 

tion) susceptibles d' altérer 1' interaction de l'histone avec 

le DNA et d'influencer la stabilité de la superstructure de 

la chromatine à laquelle participent essentiellement l'histo- 

ne Hl (ou l'histone H5) et les extrémités basiques N-termina- 

les des histones de la "core particle", H2A, H2B, H3 et H4. 



FIGURE 4 MODELE PROPOSE POUR LA LOCALISATION DU DOMAINE 
GLOBULAIiiE DE L'HISTONE Hl (OU DE L'HISTONE H5) 
DANS LE CHROMATOSOME . 
D'après J.ALLAN,P.G.HARTMAN, C.CRANE-ROBINSON 

et F.X.AVILES (1980) . 
bp : paire de bases de DNA. 



I - 2-4 Superstructure de la chromatine 

L'association des nucléosomes par l'intermédiaire du DNA 

"linker" conduit, à faible force ionique, à la formation d'une 

chaîne polynucléosomale ou nucléofilment de 10 nm de diamètre 

(FINCH et KLUG,1976) où les nucléosomes sont disposés en zigzag; 

puis lorsqu'on augmente la concentration saline jusqu'à une for- 

ce ionique physiologique, la chromatine prend une structure hé- 

licoïdale (THOMA et co11.,1979)(Figure 5 )  et apparaît en micros- 

copie électronique comme une fibre de 20 à 30 nm où le niveau 

de compaction du DNA est d'environ 40. A ce niveau, deux modéles 

de superstructure sont proposés : 

- un modèle appelé solénoïde ou superhélice continue, mis 
en évidence par diffusion de neutrons (SUAU et ~011.~1979). Le 

solénoïde comporte six nucléosomes par spire et un septième nu- 

cléosome au centre de la spire. 

- un modèle oCl des structures globulaires sont disposées à 

intervalles réguliers le long dl-e chaîne flexible. Ces struc- 

tures globulaires appelées nucléomères ou encore "superbeads" 

contiendraient chacune 6 à 10 nucléosomes et seraient le résul- 

tat d'un repliement désordonné de la chaîne polynucléosomale 

(RENZ et co11.,1977; KIRYANOV et co11.,1982). 

Quel que soit le type de superstructure considéré, tous 

les auteurs s'accordent à reconnaître le rôle fondamental de 

l'histone Hl (ou H5) (RENZ et co11.,1977; THOMA et ~011.~1979; 

ALLAN e't coll., 1981) . En effet, la chromatine débarrassée de 
l'histone Hl a une structure relachée et étendue qui s'organise 



FIGURE 5 VARIATION DE LA STRUCTURE DE LA CHROMATINE EN 
FONCTION DE LA FORCE IONIQUE 

selon THOMA et co11.(1979) J.Cell Bio1.,83,403-427. 



en  s t r u c t u r e  s o l é n o ï d a l e  dès  l ' a d d i t i o n  de c e t t e  h i s t o n e .  Tan- 

d i s  que l a  rég ion  c e n t r a l e  g l o b u l a i r e  de l ' h i s t o n e  H l  stabilise 

deux t o u r s  de s u p e r h é l i c e  de DNA au tou r  de l a  "core  p a r t i c l e " ,  

les ex t r émi t é s  bas iques  N- e t  C-terminales s o n t  responsables  de 

%a condensation du DNA en  f a v o r i s a n t  l e  rep l iement  du DNA " l i n -  

ke r "  e t  en  p a r t i c i p a n t  à une i n t e r a c t i o n  H l - H l .  C e t t e  h i s t o n e  

sera i t  p l acée  a l t e r n a t i v e m e n t  à l ' i n t é r i e u r  e t  à l ' e x t é r i e u r  du 

so l éno ïde ,  s t a b i l i s a n t  a i n s i  c e t t e  s u p e r s t r u c t u r e  (Mc GHEE e t  

~ 0 1 1 . ~ 1 9 8 0 ) .  Tou te fo i s ,  l e  mécanisme p a r  l e q u e l  l ' h i s t o n e  H l  

i n t e r a g i t  avec l e  DNA e t  m a i n t i e n t  l a  chromatine dans  un é t a t  

condensé, n ' e s t  pas  complètement élucidé.Récemment, l e s  t r a -  

vaux de ALLAN e t  c o l l .  (1982) o n t  montré que l a  s t r u c t u r e  e n  

so l éno ïde  es t  maintenue p a r  l ' h i s t o n e  H l  m a i s  a u s s i  p a r  les ex- 

t r é m i t é s  N-terminales bas iques  des  h i s t o n e s  de  l a  "co re  p a r t i -  

c l e "  ; en  e f f e t ,  c e s  r ég ions  bas iques  s e r v e n t  de l i e n  e n t r e  d e s  

nucléosomes v o i s i n s  e t  l e u r  é l i m i n a t i o n  p a r  hydro lyse  t r y p s i q u e  

ménagée (BOHM L. e t  co11.,1980 ;1981; 1982) a b o u t i t  à une p e r t e  

de l a  s u p e r s t r u c t u r e  de  l a  chromatine.  I l  f a u t  n o t e r  t o u t e f o i s  

l e  manque de s p é c i f i c i t é  de  c e s  r ég ions  à géné re r  l a  s t r u c t u r e  

en  so l éno ïde  c a r  un po lypept ide  bas ique  de  séquence analogue à 

c e l l e  du pep t ide  C-terminal de l ' h i s t o n e  H l  r e m p l i t  l e  m ê m e  r61e.  

Le degré  de s t r u c t u r e  en so l éno ïde  ou en nucléomère e s t  

ac tue l lement  l 'optimum auquel  on p u i s s e  accéder  dans l e  cad re  

d ' é t u d e s  de chromatine en s o l u t i o n  ; l e  n iveau  u l t ime  de l ' é t o n -  

5 nante  compaction du DNA dans les chromosomes (de  l ' o r d r e  de 10 ) 

est appor té  p a r  c e r t a i n e s  p r o t é i n e s  non-histones q u i  en forment 

le  s q u e l e t t e  (PAULSON e t  LAEMLI, 1977) . 



1 - 2-5 Protéines non-histones 

Les protéines non-histones forment un groupe très hété- 

rogène s tandis que certaines d'entre elles encore mal carac- 

térisées, constituent le support protéique au niveau des chro- 

mosomes, d'autres mieux connues seraient au contraire respon- 

sables de la transition hétérochromatine -euchromatine : il 

s'agit de protéines HMG (High Mobility Group) . 

1 - 2-5-1 Caractéristiques générales des protéines HMG 

Les protéines de type HMG que l'on trcuve à raison de 

5 6 10 à 10 molécules dans le noyau de la cellule (JOHNS et coll., 

1975) sont présentes dans 10 à 20 p.100 des nucléo.- =ornes. 

Selon leur masse moléculaire, les protéines HMG sont sé- 

parées en deux groupes : 

- HMG 1 et HMG 2 encore appelées HMG lourdes. Leur masse 
moléculaire est de 26.500 et 26.000, respectivement. 

- HMG 14 et HMG 17 ou HMG "légères" dont la masse molécu- 
laire est de 10.300 et 9.200 respectivement. 

Ces protéines sont caractérisées, comme les histones, par 

l'existence de "domaines" dans leur structure primaire. Ainsi, 

la chaîne protéique des HMG 1 et 2 peut être représentée par 

trois domaines structuraux de longueur équivalente (TtEECK et 

coll., 1982) : les domaines N-terminal (résidus 1 à 92) et 



c e n t r a l  ( r é s i d u s  98 à 1 7 6 ) ,  de  séquences homologues, s i è g e s  

d ' i n t e r a c t i o n s  avec l e  DNA e t  l e  domaine C-terminal  ( r é s i d u s  

177 à 259) , t r è s  a c i d e  (WALKER e t  c o l l . ,  1978) s i è g e  d ' i n t e r -  

a c t i o n s  é l e c t r o s t a t i q u e s  avec les h i s t o n e s  e t  en  p a r t i c u l i e r  

avec c e r t a i n e s  sous - f r ac t ions  de l ' h i s t o n e  H l  (SMERDON e t  

ISENBERG, 1976) .  

I - 2-5-2 I n t e r a c t i o n s  p r o t é i n e s  HMG-DNA 

Dans l e u r  i n t e r a c t i o n  avec l e  DNA, les p r o t é i n e s  HHG 

o n t  une a f f i n i t é  t o u t e  p a r t i c u l i è r e  pour le  DNA s imple  b r i n  

(ISACKSON e t  REECK, 1981 ; BONNE e t  c o l l . ,  1982) ; l e s  HMG 1 

e t  2  s o n t  des  p r o t é i n e s  capables  de d é s t a b i l i s e r  l a  double 

h é l i c e  (JAVAHERIAN e t  c o l l . ,  1979) ; elles a f f e c t e n t  a i n s i  l a  

conformation du DNA dans l a  chromatine q u i ,  devenue moins 

compacte, e s t  p lu s  a c c e s s i b l e  pour l a  r e p l i c a t i o n  du DNA 

(SEYEDIN e t  KISTLER, 1979 ; BONNE e t  c o l l . ,  1982) .  L e s  t r a -  

vaux de SEYEDIN e t  KISTLER (1979) ,  e f f e c t u é s  s u r  onze organes 

d i f f é r e n t s  p ré l evés  chez l e  Rat ,  o n t  permis d ' é t a b l i r  une cor-  

r é l a t i o n  f r appan te  e n t r e  l e  t a u x  de HMG 2  e t  l ' a c t i v i t é  de pro- 

l i f é r a t i o n  c e l l u l a i r e  ; p a r  c o n t r e ,  l ' h i s t o n e  ~ 1 '  généralement 

a s s o c i é e  aux t i s s u s  q u i  ne se d i v i s e n t  pas es t  t rouvée  en quan- 

t i t é  inversement p r o p o r t i o n n e l l e  à c e l l e  de HMG 2. Dans ces  

c o n d i t i o n s ,  on p o u r r a i t  imaginer au niveau du DNA " l i n k e r " ,  une 

a l t e r n a n c e  HMG 2 + - + H 1 ° ,  HMG 2 i n t e r v e n a n t  au moment de l a  re- 

p l i c a t i o n  e t  H l 0  é t a n t  p r é s e n t e  en dehors de  t o u t e  synthèse  de  

DNA . 



Des expériences similaiies réalisées sur HMG 1 (BONNE 

et coll., 1982) ont permis d'associer cette protéine à la 

croissance cellulaire : ainsi dans le foie en régénération,la 

protéine HMG 1 qui déstabilise la double hélice, stimule la 

DNA polyrnérase alors qu'elle n'a aucune action dans les cellu- 

les du foie en phase stationnaire. Les protéines HMG 1 et 2 

pourraient donc moduler l'activité de replication de la chro- 

matine en fonction de l'état physiologique de la cellule. 

La présence des protéines HMG est associée à une sensi- 

bilité accrue de la chromatine à l'action des nucléases : des 

expériences de reconstitution de nucléosome en présence des 

protéines HMG 14 et 17 ont montré que la coupure par la DNase 1 

est inhibée aux sites 1,2,12 et 13 tandis qu'elle est intensi- 

fiée aux sites 4,5,9 et 10 (MARDIAN et coll., 1980); ceci est 

en faveur d'une liaison des protéines HMG 14 et 17 près de 

l'entrée et de la sortie du DNA de la "core particle" (Figure 6 )  . 
En 1980 également, SANDEEN et coll. ont montré que chaque nu- 

cléosome pouvait lier de façon réversible, deux molécules de 

HMG 14/17 aux régions terminales du 3NA où l'un des deux brins 

est libre d' histones. 

L'association des protéines HMG avec les nucléosornes et 

leur présence dans les régions du génome activement transcrites 

peuvent constituer une indication quant au rôle que jouent ces 

protéines dans l'organisation de la chromatine et le contrôle 

de l'expression des gènes. Les mécanismes biochimiques qui per- 

mettent à ces protéines d'interagir. de façon préférentielle 



FIGURE 6 ALTERATION DES S I T E S  DE COUPURE PAR LA DNase 1 SUR LA 
SUPERHELICE DE DNA EN PRESENCE DE LA PROTEINE HMG 1 4 .  

L e s  n u m é r o s  de 1 à 1 3  correspondent aux s i tes  de c o u -  
pure par l a  DNase 1, q u i  o n t  l i e u  t o u t e s  les 1 0 , 4  pai- 
res de bases. E n  présence de l a  p ro té ine  HMG 1 4 ,  il 
n ' y  a pas de coupure a u x  s i tes 1 , 2 , 1 2  e t  1 3  (aires h a -  
c h u r é e s )  t a n d i s  que les c o u p u r e s  aux si tes 4,5,9 e t  10 
s o n t  i n t e n s i f i é e s  (zcnes  en p o i n t i l l é ) .  

d 'après MARDIAN,J.K.W., PATON,A.E., BUNICK,G.J. and OLINS,D.E. 
( 1 9 8 0 )  S c i e n c e ,  - 2 0 9 ,  1 5 3 4 - 1 5 3 6 .  



avec les gènes a c t i f s  s o n t  inconnus m a i s  des  t r avaux  t r è s  

, r é c e n t s  de REEVES e t  CHANG (1983) o n t  montré que c e s  p r o t é i n e s  

pouvaient  être modif iées  non seulement p a r  méthyla t ion ,  acé- 

t y l a t i o n ,  phosphory la t ion ,  po ly(ADP)r ibosy la t ion ,  m a i s  a u s s i  

p a r  g l y c o s y l a t i o n  ; a i n s i  e l l e s  s e r a i e n t  a s soc i ées  à l a  ma- 

t r i c e  p r o t é i q u e  n u c l é a i r e ,  e l l e - m ê m e  impliquée dans l a  r e p l i -  

c a t i o n  (BEREZNEY e t  BUCHHOLTZI 1981 ; HUNT e t  VOGELSTEIN,1981) 

e t  l a  t r a n s c r i p t i o n  du DNA (JACKSON e t  ~ 0 1 1 . ~ 1 9 8 1 ;  VAN EEKELEN 

e t  VAN VENROOIJ, 1981 ; ROBINSON e t  c o l l . ,  1982) .  

I - 2-6 La chromatine a c t i v e  

L'énorme degré  de compaction de l a  chromatine dans l e  

noyau rend l e  DNA d i f f i c i l e m e n t  a c c e s s i b l e  aux enzymes néces- 

s a i r e s  à sa r e p l i c a t i o n  e t  à sa t r a n s c r i p t i o n  : une modifica-  

t i o n  de s t r u c t u r e  p a r a î t  n é c e s s a i r e  dans les r ég ions  de l a  

chromatine q u i  s e r o n t  act ivement  t r a n s c r i t e s  ( c e  q u i  repré-  

s e n t e  10 à 20 p.100 des  gènes ) .  L a  preuve l a  p l u s  év iden te  de 

ce  changement de conformation es t  appor tée  p a r  l a  s e n s i b i l i t é  

accrue de l a  chromatine a c t i v e  à l a  D N a s e  1 (WEINTRAUB e t  

GROUDINE,  1976 ; GAREL e t  AXEL, 1976) .  C e t t e  s e n s i b i l i t é  Sem- 

b l e  étre un phénomène géné ra l  pour  t o u s  les gènes t r a n s c r i t s  

(GAREL e t  c o l l . ,  1977 ; GROUDINE e t  c o l l . ,  1978 ; STALDER e t  

c o l l . ,  1978) e n  m ê m e  temps qu 'un  phénomène t r è s  l o c a l i s é  q u i  

ne concerne pas  l e s  rég ions  a d j a c e n t e s  non t r a n s c r i t e s  (FLINT 

e t  WEINTRAUB, 1977) . 



Les nucléosomes q u i  cont iennent  des séquences ac t ive -  

ment t r a n s c r i t e s  deviennent r é s i s t a n t s  à l a  DNase 1 quand 

l e s  p ro té ines  HMG son t  e x t r a i t e s  pa r  une so lu t ion  de NaCl 

O.35M e t  re t rouvent  l e u r  s e n s i b i l i t é  dès l ' a d d i t i o n  des pro- 

t é i n e s  HMG 1 4  e t  17 (WEISBROD e t  c o l l . ,  1980).  Par a i l l e u r s ,  

LEVY-WILSON e t  col1.(1979) on t  montré que l e s  régions de l a  

chromatine renfermant des gènes a c t i f s  s o n t  e n r i c h i e s  en 

HMG T (analogue à HMG 1 e t  2 ) ,  HG(ana1ogue à HMG 1 4  e t  17) e t  

en ub iqu i t ine  (HMG 2 0 ) .  Des t ravaux p lus  récents  on t  montré 

que ces  régions é t a i e n t  également e n r i c h i e s  en p ro té ine  A 24 

(h i s tone  H2A l i é e  à l ' u b i q u i t i n e  (LEVINGER e t  VARSHAVSKY,1982). 

Paral lè lement ,  ces  au teurs  ont  observé une diminution ou une 

p e r t e  de l ' h i s t o n e  H l  q u i  s e r a i t  a l o r s  remplacée par  l e s  pro- 

t é i n e s  HMG 1 4  e t  1 7  ou/et  par  l e s  p ro té ines  HMG 1 e t  2. (LEVY 

e t  D I X O N ,  1978 ; BAKAYEV e t  c o l l . ,  1978 ; JACKSON e t  c o l l . ,  

1979 ; LEVY-WILSON e t  c o l l . ,  1979) .  Toutefo is ,  l e  remplace- 

ment de l ' h i s t o n e  H l  p a r  l e s  p ro té ines  HMG 1 4  e t  1 7  dans l e s  

nucléosomes p résen t s  dans l a  chromatine a c t i v e  e s t  controver- 

sée pa r  l e s  t ravaux de R I N G  e t  COLE (1979) qui  o n t  m i s  en évi -  

dence, par  pontage, un complexe HMG 14(17)-Hl e t  par  l ' o b s e r -  

va t ion  de SANDEEN e t  c o l l .  (1980) se lon  l a q u e l l e  l e s  nucléo- 

somes d ' é ry th rocy te  de Pouiet  contenant l ' h i s t o n e  H l  ou l ' h i s -  

tone H5 son t  encore capables de f i x e r  l e s  HMG 1 4  e t  1 7 .  

Bien que l ' h i s t o n e  H l  s o i t  généralement associée  à une 

s t r u c t u r e  condensée e t  i n a c t i v e ,  son absence dans l a  chromati- 

ne a c t i v e ,  soul ignée p lus  haut ,  p o u r r a i t  s ' e x p l i q u e r  par  l ' e x -  

trême s e n s i b i l i t é  de c e t t e  h i s tone  à l a  pro téolyse  e t  p a r  s a  

d i s s o c i a t i o n  f a c i l e  de l a  chromatine à f a i b l e  f c r c e  ionique.  



La présence des protéines HMG dans les gènes actifs a 

été suggérée dès 1975 par JOHNS et coll. qui avaient remarqué 

une stimulation de la transcription par ces protéines. Depuis, 

de nombreux travaux ont confirmé cette hypothèse (VIDAL1 et 

cob1.,1977 ; GEORGIEVA et coll., 1981) : les protéines HMG 

sont libérées en méme temps que les gènes activement trans- 

crits par digestion douce à la micrococcale nucléase ou à la 

DNase I (MAREKOV et BELTCHEV, 1982). 

La sensibilité de la chromatine active à la DNase 1 

est généralement associée à une hyperacétylation des histones 

qui, en diminuant leur interaction avec le DNA, rend la chro- 

matine plus accessible aux nucléases ; les fragments de chro- 

matine enrichis en séquences transcrites contiennent des his- 

tones hyperacétylées et de très nombreux travaux parmi les- 

quels il faut citer GOTTESFELD et BUTLER, 1977 ; CANDIDO et 

coll., 1978 ; SEALY et CHALKLEY, 1978-a, ont permis d'établir 

la relation entre l'activité de la chromatine et l'acétylation 

des histones. D'ailleurs, les protéines HMG 14 et 17 également 

associées à la chromatine active participent à l'hyperacétyla- 

tion des histones en inhibant partiellement les déacétylases 

(REEVES et CANDIDO, 1980). En travaillant sur des cellules de 

Physarum poZycephaZum naturellement synchrones, CHASAL et coll. 

(1980) ont décrit une relation très nette entre la présence 

d'histone H4 tétraacétylée et l'activité de transcription alors 

que durant la mitose, l'acétylation de cette histone est mini- 

male et inversement proportionnelle à la phosphorylation de 

l'histone Hl. 



Très récemment cependant, ces travaux ont été remis en 

cause : tandis que selon CHAHAL, l'acétylation de l'histone 

H4 et la synthèse du RNA chez ?hysamun sont deux processus bi- 

phasiques (en phase S et en fin de phase G2), pour LOIDL et 

ses collaborateurs (1983), l'acétylation de H4 présente un 

seul maximum en phase S. De plus, le fait que le butyrate en- 

traîne une augmentation importante d'histone H4 diacétylée 

(H4 Ac2) en meme temps qu'une inhibition de la synthèse de 

RNA, n'est pas en faveur d'une relation acétylation-trans- 

cription i n  v i v o  (LOIDL et coll., 1983) . 

Quoi qu'il en soit, l'acétylation, qui est une modifi- 

cation locale et transitoire, n'est certainement pas suffi- 

sante pour promouvoir ou intensifier la transcription. Ainsi 

l'existence de variants d'histones, spécifiques de l'espèce 

et du tissu peut etre le reflet de l'activation ou du blocage 

de gènes à différents stades d'organisation de l'être vivant 

et bien que le r61e de ces variants ne soit pas clair, des 

changements spécifiques dans les sous-types d'nistones au 

cours du développement cellulaire suggèrent qu'ils ont un 

rôle important dans la différenciation (COHEN et coll., 1975 ; 

NEWROCK et coll., 1978). Un exemple frappant nous est donné 

par la présence de variants d'histones uniquement dans les 

macro-noyaux transcriptionnellement actifs de Tetrnhymena ther- 

mophila. Chez ce protozoaire cilié qui contient deux types de 

noyaux (un macro-noyau et un micro-noyau), les variants sont 

absents du micro-noyau transcriptionnellement inerte (ALLIS et 

coll., 1980) . 



BAER et RHODES (1983) ont montré récemment que 15 p.100 

des nucléosomes pouvaient fixer la RNA polymérase II ; cet 

enzyme, responsable de la transcription, se fixe de façon sé- 

lective sur les nucléosomes localisés sur les gènes trans- 

crits, cette propriété étant liée au nucléosome lui-même et 

non pas à %a séquence du DNA. Après détermination de la com- 

position de ces nucléosomes par électrophorèse et densitomé- 

trie, il apparaît que les nucléosomes sur lesquels la RNA- 

polymérase vient se fixer, sont déficients en histones H2A 

et H2B et ne renfermeraient qu'un seul dimère H2A-H2B ; l'ab- 

sence d'un dimère H2A-H2B dans ces nucléosomes pourrait être 

une caractéristique reliée à la transcription des gènes. 

Chez les Eucarybtes, l'expression des gènes peut être 

régulée par de nombreux facteurs conduisant à une modifica- 

tion de structure ou décondensation de la chromatine : la 

sensibilité aux nucléases, la présence de protéines HMG, 

1' hyperacétylation des histones, la présence de variants, la 

fixation de la RNA polymérase sur certains nucléosomes sont 

autant de facteurs qui interviennent de faqon coordonnée dans 

l'activation des gènes. Mais la cause des changements struc- 

turaux de la chromatine ne peut pas être impliquée uniquememt 

aux protéines. En particulier la modification du DNA ou plus 

précisément la déméthylation de la 5-méthylcytosine est asso- 

ciée à une augmentation de la transcription (WEINTRAUB et 

coll., 1981). Parallèlement, BEHE et FELSENFELD (1981) ont 

montré que le passage de la chromatine décondensée à l'état 



condensé pouvait étre associé à la formation de DNA Z. Par 

déméthylation sélective, le DNA Z se déstabilise et entraîne 

un déroulement de la double hélice qui délimite une région 

hypersensible à la nucléase. 

Enfin,.la reconnaissance par les nucléosomes de sé- 

quences spécifiques du DNA ( "phasing") (LOUIS et coll., 1980) 

et leur glissement le long du DNA ( "sliding") permettant de 

masquer ou non les séquences régulatrices (HELENE,1981) 

sont deux moyens possibles pour la transition chromatine 

inactive - chromatine active. 
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20 a c i d e s  aminés seulement s o n t  u t i l i s é s  p a r  l a  c e l l u l e  

l o r s  de l a  syn thèse  p ro t é ique  e t  p o u r t a n t  quelque 1 4 0  a c i d e s  

aminés e t  d é r i v é s  o n t  é t é  i d e n t i f i é s  dans d i f f é r e n t e s  p r o t é i n e s  

d ' o r i g i n e  v a r i é e s  (UY e t  WOLD, 1 9 7 7 )  : ces  c h i f f r e s  t r a d u i s e n t  

l ' impor t ance  des  mod i f i ca t ions  que s u b i s s e n t  l e s  p r o t é i n e s  

après  l e u r  syn thèse .  Tandis qu 'une p r o t é i n e  peu t  s u b i r  s imul-  

tanément p l u s i e u r s  t ypes  de m o d i f i c a t i o n s ,  t o u t e s  les molécules 

d 'une f a m i l l e  p ro t é ique  ne s o n t  pas  modif iées  de l a  même façon  

en même  temps. L 'hé t é rogéné i t é  q u i  en  découle e s t  encore  accrue  

pa r  l e  " turn-over"  que lque fo i s  t r è s  r a p i d e  de r é a c t i o n s  enzy- 

matiques "en cascade" .  

Dans ce c h a p i t r e ,  nous a l l o n s  f a i r e  l e  p o i n t  des  con- 

na i ssances  a c t u e l l e s  s u r  les mod i f i ca t ions  pos t - syn thé t iques  

des h i s t o n e s  e t  des  p r o t é i n e s  HMG : l ' a c é t y l a t i o n ,  l a  phos- 

phory l a t i on ,  l a  méthyla t ion ,  1 'ADP-ribosylat ion e t  " l ' u b i q u i t i -  

na t ion" .  



II - 1 ACETYLATION 

La présence de groupements acé ty ledans  l e s  h i s t o n e s  

f u t  découverte par  PHILLIPPS en 1963 q u i  m i t  en évidence 

l ' a c é t y l - s é r i n e  en p o s i t i o n  N-terminale dans les h i s t o n e s  

H l ,  H2A e t  H4. Cet te  modi f ica t ion  apparemment contemporaine 

de l a  synthèse  de l a  chaîne polypept id ique  est  i r r é v e r s i b l e .  

Un an p lus  t a r d ,  ALLFREY e t  ses c o l l a b o r a t e u r s  ( 1 9 6 4 )  d é c r i -  

v a i e n t  un a u t r e  type d ' a c é t y l a t i o n  q u i ,  pa r  oppos i t ion  au 

précédent ,  a l i e u  ap rès  l a  synthèse ,  es t  r é v e r s i b l e  e t  mo- 

d i f i e  des  r é s i d u s  de l y s i n e  in t r a -cha îne  dans les h i s t o n e s  

H2A, H2B, H3 e t  H 4  a i n s i  que dans les p ro té ines  HMG ; l ' h i s -  

tone H l ,  pour t an t  t r è s  r i c h e  en  l y s i n e ,  ne possède pas  d 'acé-  

t y l - l y s i n e  . 

II - 1-1 L ' a c é t y l a t i o n :  modi f ica t ion  enzymatique des  p r o t é i n e s  

L e  t r a n s f e r t  du groupe a c é t y l e  de l 'acétyl-Coenzyme A 

s u r  l a  fonc t ion  &-NH2 de l a  l y s i n e  es t  c a t a l y s é  pa r  des  acé- 

t y l t r a n s f é r a s e s .  Ce t t e  a c t i v i t é  enzymatique a é t é  i s o l é e  pour 

l a  première f o i s ,  du f o i e  de Pigeon (NEHARA e t  c o l l . ,  1966) .  

De?uis, des  a c é t y l t r a n s f é r a s e s  o n t  é t é  c a r a c t é r i s é e s  dans di£-  

f é r e n t s  t i s s u s  : f o i e  de Veau (LIBBY,  1978) , thymus de Veau 



(SURES et GALLWITZ, 1980) , lymphocytes de Boeuf (BOHM J. et 

coll., 1980) , hépatome de Rat (GARCEA et ALBERTS, 1980) . Dans 
le thymus de Veau, trois acétyltransférases qui diffèrent par 

leur spécificité de substrat ou par leur localisation dans la 

cellule, ont été isolées : 

- l'acétyltransférase A, étroitement liée à la chromatine, 

acétyle in vitro toutes les histones. 

- l'acétyltransférase B I  non active sur les mononucléosomes, 
serait présente essentiellement dans le cytoplasme et pourrait 

acétyler les histones dès leur synthèse, avant leur assemblage 

en nucléosomes ; cette acétyltransférase acétyle préférentiel- 

lement l'histone H4 et à un degré moindre l'histone H2A. 

- l'acétyltransférase C : cet enzyme a la même specificité 
de substrat que l'acétyltransférase A et pourrait être une for- 

me agrégée de A. 

Dans les lymphocytes de Boeuf, une acétyltransférase DB 

("DNA-binding"), étroitement liée aux nücléosomes, a pour sub- 

strat préférentiel les histones H3 et H4 (BOHM J. et co11., 1980), 

L'acétylation des résidus de lysine est une modification 

réversible à "turn-over" extrêmement rapide (durée de la demi- 

vie : 10 minutes; JACKSON et ~011.~1975). Le degré d'acétyla- 

tion des protéines est lié à l'équilibre local entre llectivi- 

té des acétyltransférases et des déacétylases. Il est impor- 

tant de noter que toutes les molécules ne sont pas modifiées de 



l a  même façon au même moment : a i n s i  des  p r é p a r a t i o n s  p u r i f i é e s  

d ' h i s t o n e  H 3  ou H 4  s c n t  e f f ec t ivemen t  hé té rogènes ,cer ta ines  mo- 

l é c u l e s  n ' é t a n t  pas a c é t y l é e s  t a n d i s  que d ' a u t r e s  renferment l ,  

2 ,  3 ou 4 r é s i d u s  de E-N-acétyl lys ine  ; c e t t e  h é t é r o g é n é i t é  q u i  

se t r a d u i t  p a r  une d i f f é r e n c e  de  charge des  molécules e s t  f a c i -  

lement m i s e  e n  évidence p a r  é l e c t r o p h o r è s e  s u r  g e l  de polyacry- 

lamide en m i l i e u  acide-urée  (PANYIM e t  CHALRLEY, 1969) .  

II - 1-2 L o c a l i s a t i o n  d e s  sites d ' a c é t y l a t i o n  

La connaissance de l a  s t r u c t u r e  p r ima i r e  a permis de 

dé te rminer  les s i t e s  d ' a c é t y l a t i o n  dans les h i s t o n e s  i s o l é e s  

de d i f f é r e n t e s  espèces  ( T r u i t e  : D I X O N  e t  c o l l . ,  1975 ; Veau : 

DOENECKE e t  GALLWITZ, 1982  ; P o i s  : DE LANGE e t  c o l l . ,  1969) 

a i n s i  que dans l e s  p r o t é i n e s  HMG (Veau: STERNER e t  ~011 .1979)  

(Tableau 1) . L e s  s i t e s  d ' a c é t y l a t i o n  s o n t  l o c a l i s é s  dans l a  

r ég ion  N-terminale bas ique  des  p r o t é i n e s ,  s i è g e  p r i v i l é g i é  

des i n t e r a c t i o n s  avec les groupes phosphate du DNA ; en neu- 

t r a l i s a n t  l a  charg- p o s i t i v e  de  l a  l y s i n e ,  l ' a c é t y l a t i o n  dimi- 

nue les i n t e r a c t i o n s  é l e c t r o s t a t i q u e s  e n t r e  p r o t é i n e  e t  DNA. 

L'environnement d e s  s i tes d ' a c é t y l a t i o n  a  condu i t  D I X O N  

e t  c o l l .  (1975) à i n d i v i d u a l i s e r  deux types  d ' a c é t y l a t i o n  : 

- Type A : l a  l y s i n e  a c é t y l é e  est  p l a c é e  e n t r e  deux a c i d e s  

aminés à c o u r t e  chaîne ( g l y c i n e ,  a l a n i n e ,  s é r i n e ,  t h r éon ine )  . 



TABLEAU 1 

SITES DI ACETYLATION DANS LES HISTONES* ET LES PROTEINES m~** DE THYMUS DE VEAU 

5 
Gly - Lys(Ac) - Gln 

9 
Gly - Lys(Ac) - Ala 

2  O 1 2  
Thr - Lys(Ac) - Ala Lys - Lys(Ac) - Gly 

15 
Ser - Lys(Ac) - Lys 

2  4 
Lys - .Lys (Ac) - Asp 

1 4  9 
Gly - Lys (Ac) - Ala Arg - Lys(Ac) - S e r  

2  3 1 8  
Thr - Lys(Ac) - Ala Arg - Lys (Ac) - Gln 

5 16  
Gly - Lys (Ac) - Gly Ala - Lys (Ac) - Arg 

8  
Gly - Lys(Ac) - Gly 

2 
HMG 1 Gly - LysiAc) - Gly - 

1 1  
HMG 2 Gly - Lys (Ac) - Met 

2  
P r o  - Lys (Ac) - Arg 

4 
Arg - Lys (Ac) - Val 

1  O 2 
Ala - Lys (Ac) - Gly P r o  - Lys (Ac) - Arg 

4 
Arg - Lys (Ac) - Ala 

k Revue sur l'acétylation des histones : DOENECKE et GALLWITZ (1982) Molec.and 
Cellul.Biochem., 44, 113-128. - 
Revue sur les modifications post-synthétiques des HMG : ALLFREY (1982) The HMG 
Chromosomal proteins, édité par JOHNS,E.W., Presse Académique pp 123-148. 



- Type B : l a  l y s i n e  a c é t y l é e  est ad jacente  à un r é s i d u A  

basique ( l y s i n e  ou a r g i n i n e )  . 
C e t t e  c l a s s i f i c a t i o n  proposée par  D I X O N  e t  c o l l .  l a i s s e  

supposer qu'un t r è s  c o u r t  fragment de l a  chaîne polypept id ique  

est  n é c e s s a i r e  pour l a  reconnaissance pa r  l 'enzyme e t  r e f l è t e  

l ' e x i s t e n c e  de p l u s i e u r s  enzymes de s p é c i f i c i t é  d i f f é r e n t e  ; i b  

e s t  d ' a i l l e u r s  f rappant  de c o n s t a t e r  que, dans l a  p r o t é i n e  

HMG 1 p a r  exemple,, les r é s i d u s  de l y s i n e  en p o s i t i o n  6 e t  7  q u i  

r ep résen ten t  deux si tes p o t e n t i e l s  d ' a c é t y l a t i o n  dans l a  ré -  

gion N-terminale de l a  p r o t é i n e  n  ' incorporent  pas  1 ' "H-acétate  : 

c e c i  p o u r r a î t  é t r e  l i é  à l a  s p é c i f i c i t é  de l ' a c é t y l t r a n s f é r a s e  

ou à l ' i n a c c e s s i b i l i t é  des  r é s i d u s  de l y s i n e .  

II - 1-3 E f f e t s  du b u t y r a t e  s u r  l ' a c é t y l a t i o n  

L e s  c e l l u l e s  c u l t i v é e s  en présence de b u t y r a t e  de sodium 

( à  une concent ra t ion  de 5 mM) p r é s e n t e n t  une augmentation pro- 

g r e s s i v e  du degré  d ' a c é t y l a t i o n  des  h i s t o n e s  (RIGGS e t  c o l l . ,  

1977) e t  des  p r o t é i n e s  HMG (STERNER e t  c o l l . ,  1979) .  Cet te  aug- 

mentation es t  r é v e r s i b l e  e t  r é s u l t e  de l ' e f f e t  i n h i b i t e u r  du 

b u t y r a t e  s u r  les déacé ty lases  (SEALY e t  CHALKLEY, 1978-b). Tou- 

t e f o i s ,  même  en présence de concent ra t ions  é levées  de b u t y r a t e  

de sodium (100 mM), 18 p.100 des  molécules de H 4  ne s o n t  pas  

a c é t y l é e s ,  ce q u i  implique que dans l a  c e l l u l e ,  un sixième des  

nucléosomes c o n t i e n t  des  molécules de 114 i n a c c e s s i b l e s  aux 

a c é t y l t r a n s f é r a s e s  (COUSENS e t  c o l l . ,  1 9 7 9 ) .  



L 'hé té rogéné i t é  au s e i n  de l a  chromatine e s t  également 

observée l o r s  d ' é t u d e s  c i n é t i q u e s  de l ' h y p e r a c é t y l a t i o n  des  

h i s t o n e s  de l a  "core  p a r t i c l e "  : après  t r a i t e m e n t  de c e l l u l e s  

d'hépatomes (HTC) p a r  l e  b u t y r a t e  50 mM, 15 p.100 de chaque 

h i s t o n e  (H2AIH2B,H3 e t  H 4 )  s u b i s s e n t  une hype racé ty l a t ion  (de- 

mi-vie : 7 minutes)  p u i s  une d é a c é t y l a t i o n  r ap ide  (demi-vie : 

3  à 7 minutes)  t a n d i s  que l e  reste des  h i s t o n e s  (85 p.  100) es t  

a c é t y l é  e t  d é a c é t y l é  beaucoup p l u s  lentement  ( 2 0 0  minutes e t  

30 minutes réciproquement)  (COVAULT e t  CHALKLEY, 1980) .  L ' ex i s -  

t ence  de deux popula t ions  d i s t i n c t e s  d ' h i s t o n e s  en r ega rd  des  

c i n é t i q u e s  d  ' a c é t y l a t i o n  e t  de d é a c é t y l a t i o n  a  é t é  confirmée 

récemment p a r  les t r avaux  de DUNCAN e t  ~011 .11983) .  I l  es t  

i n t é r e s s a n t  de n o t e r  que l a  popula t ion  d ' h i s t o n e s  rapidement 

a c é t y l é e s  (15 p.100) p o u r r a i t  correspondre  à l a  q u a n t i t é  de 

DNA e f f ec t ivemen t  t r a n s c r i t e  dans les c e l l u l e s  de mcimmif è r e s ,  

l e  processus  d'acétylation-déacétylation des p r o t é i n e s  é t a n t  

un mécanisme souple  q u i ,  pa r  une p e r t u r b a t i o n  l o c a i e  de l a  

s t r u c t u r e  de l a  chromatine, module l a  t r a n s c r i p t i o n  des  gènes.  

Toutes ces  é t u d e s  s o n t  généralement r é a l i s é e s  en présence  de 

b u t y r a t e  de sodium b i e n  connu pour son e f f e t  i n h i b i t e u r  s u r  

les déacé ty l a ses .  Cependant, en  1982, COVAULT e t  ses co l labo-  

r a t e u r s  o n t  montré que l ' e x p o s i t i o n  prolongée (20 heu res )  de 

c e l l u l e s  HTC à une s o l u t i o n  6 mM de b u t y r a t e  condui t  à une 

diminution non nég l igeab le  des a c é t y l t r a n s ~ é r a s e s  q u i  se t r a -  

d u i t  pa r  une diminut ion du degré d ' a c é t y l a t i o n  des p r o t é i n e s .  

S i  l ' e f f e t  du b u t y r a t e  s u r  les déacé ty l a ses  e s t  imrnédiatemect 



r é v e r s i b l e  dès  son é l i m i n a t i o n ,  son e f f e t  s u r  l e s  a c é t y l -  

t r a n s f é r a s e s  es t  p l u s  lentement  d i s s i p é  ( 2 4  h e u r e s ) .  Ains i  

s e l o n  les cond i t i ons  u t i l i s é e s ,  l e  b u t y r a t e  p e u t  i n d u i r e  une 

hyper- ou une hypoacé ty l a t i an  des  p r o t é i n e s  de  l a  chromatine. 

II - 1-4 E f f e t s  de %%&tyPat ion  s u r  l a  s t r u c t u r e  de l a  

chromatine 

L'accumulation de formes m u l t i a c é t y l é e s  des  p r o t é i n e s  

chromosomales a  d ' impor t an t e s  conséquences s u r  l a  conforma- 

t i o n  du DNA : l e s  noyaux de c e l l u l e s  t r a i t é e s  au b u t y r a t e  

p r é s e n t e n t  une s e n s i b i l i t é  accrue à l a  D N a s e  1 (VIDAL1 e t  

c o l l . ,  1978 ; SIMPSON,1978 ; MATHIS e t  co11. ,1978).  C e t  en- 

zyme, q u i ,  dès  l e  début de l a  d i g e s t i o n ,  a t t a q u e  l e  DNA en- 

t o u r a n t  l a  "core  p a r t i c l e "  es t  s e n s i b l e  au degré  d ' a c é t y l a t i o n  

des  h i s t o n e s  c o n s t i t u a n t  l e  core  p ro t é ique .  D e  p l u s ,  il Sem- 

b l e  que l e  DNA " l i n k e r l '  a d j a c e n t  aux h i s t o n e s  modif iées  s o i t  

également d i g é r é  p r é f é r e n t i e l l e m e n t  p a r  l a  D N a s e  1 (NELSON e t  

eo11. ,1979),  c e c i  f a c i l i t a n t  une dégrada t ion  p l u s  importante  

des nucléosomes dans ce s  r ég ions .  

Les sites d ' a c t i o n  de  l a  D N a s e  1 s o n t  e f f ec t ivemen t  p l u s  

nombreux dans l a  chromatine hyperacé ty lée  e t  l ' u n  des  s i t e s  

l e s  p l u s  r é s i s t a n t s  à l ' a c t i o n  de c e t  enzyme (60 nuc léo t ides  

à p a r t i r  de l ' e x t r é m i t é  5 '  t e rmina l e )  dans l a  chromatine té-  

moin d e v i e n t  s e n s i b l e  à l ' a c t i o n  de  l 'enzyme lo r sque  l e s  

"core  p a r t i c l e s "  con t i ennen t  des  h i s t o n e s  a c é t y l é e s .  



L'hyperacétylation des histones n'affecte pas seulement 

leurs interactions avec le DNA mais aussi leur conformation 

dans l'octamère: en utilisant un colorant spécifique du groupe- 

ment thiol, BODE et coll.(1980) ont étudié les variations de 

l'accessibilité de la cystéine 110 de l'histone H3 dans des nu- 

cPéosomes isolés de cellules de Hamster chinois (CHO) traitées 

au butyrate et dans des cellules témoins. Leurs résultats mon- 

trent un renforcement des interactions histone-histone au dé- 

triment des interactions histone-DNA. 

L'importance de l'acétylation dans la structure de la 

chromatine a également été mise en svidence très récemment en 

comparant le comportement électrophorétique en gel de polyacry- 

lamide des "core particles" différemment acétylées ; il ressort 

de ces études que les "core particles" contenant en moyenne plus 

de dix résidus de E-N-acétyllysine ont une mobilité fortement 

réduite par rapport aux populations moins acétylées de "core 

particles". Cette diminution de mobilité serait due en partie à 

une augmentation de la force de friction, elle-même liée à une 

conformztion ouverte de la "core particle" (BODE et coL1.,1983). 

Les changements dans la structure de la chromatine acéty- 

lée peuvent etre également détectés par des méthodes immunochi- 

miques qui montrent une diminution de la fixation des anticorps 

spécifiques des histones H2A et H3 à la "core particle" recons- 

tituée avec l'histone H4 di- ou triacétylée (MULLER etco11.,1982). 

Ces changements dans l'organisation du nucléosome hyper- 

acétylé conduisent à une augmentation de sa solübilité en pré- 

sence de chlorure de magnésium (PERRY et CHALKLEY, 1982) . Il 



e s t  problable  que ces  changements même s u b t i l s  dans l ' o r g a n i -  

s a t i o n  du nucléosome puissent  jouer un r ô l e  e s s e n t i e l  en 

l a i s s a n t  passe r  l a  RNA polymérase à t r a v e r s  l a  s t r u c t u r e  nu- 

cléosomale (SEALU e t  CHBLKLEY, 1978-a). 

II - 1-5 Acéty la t ion  e t  t r a n s c r i p t i o n  

Nombreux s o n t  l e s  travaux met tant  en évidence une r e l a -  

t i o n  e n t r e  l ' a c é t y l a t i o n  e t  l a  t r a n s c r i p t i o n  de l a  chromatine. 

Pour ces é tudes ,  l e s  au teurs  on t  u t i l i s é  s o i t  l a  chromatine 

a c t i v e  en met tant  à p r o f i t  s e s  p r o p r i é t é s  p a r t i c u l i è r e s  ( so lu-  

b i l i t é ,  s e n s i b i l i t é  à l a  DNase I), s o i t  l a  chromatine i n a c t i v e  

l o c a l i s é e ,  p a r  exemple, dans l e  micro-noyau d'un p ro tozoa i re  

ou dans les e ry th rocy tes  d 'o iseaux ou encore une f r a c t i o n  de 

DNA e n r i c h i e  en DNA s a t e l l i t e  non t r a n s c r i t .  Nous a l l o n s  v o i r  

successivement l e s  r é s u l t a t s  auxquels ces  d i f f é r e n t s  t ravaux 

on t  conduit  . 
Le fractionnement de l a  chromatine en fonct ion de s a  

+ s o l u b i l i t é  en présence de ca t ions  mono- (Na ) ou d i v a l e n t s  

++ 
(Mg ) a  permis de montrer un enrichissement  en h i s t o n e s  93 

e t  H 4  hyperacétylées  dans l e s  régions t r a n s c r i t e s  de l a  chro- 

matine. Le t aux  (30 à 40 p.100) d ' h i s t o n e s  H3 e t  H 4  monoacé- 

t y l é e s  é t a n t  beaucoup plus  important  que l a  q u a n t i t é  d ' h i s -  

tones impliquée dans l e s  gènes a c t i f s ,  il semble actuel lement  

que seule  une hyperacétylat ion (H3 e t  H 4  tri- e t  t é t r a a c é t y -  

l é e s )  peut appor ter  l e s  changements s t ruc tu raux  requ i s  pour 



l a  t r a n s c r i p t i o n  ; l e  r e s t e  de  l a  chromatine génétiquement 

i n a c t i v e  c o n t i e n d r a i t  les formes l e s  moins a c é t y l é e s  : en u t i -  

l i s a n t  des  l i g n é e s  c e l l u l a i r e s  d é r i v a n t  de  t r o i s  espèces  de  

Sour i s  q u i  d i f f è r e n t  dans l e u r  contenu en  hétérochromat ine ,  

HALLECK e t  GURLEY (1981) o n t  remarqué que l a  q u a n t i t é  d ' h i s -  

t ones  non a c é t y l é e s  (10 à 30 p.100) é t a i t  p r o p o r t i o n n e l l e  à 

l a  q u a n t i t é  d 'hé té rochromat ine .  

Un a u t r e  exemple pe rme t t an t  de re l ier  a c é t y l a t i o n  e t  

a c t i v i t é  de l a  chromatine nous est  donné p a r  l ' é t u d e  des mo- 

d i f i c a t i o n s  pos t - syn thé t iques  des  h i s t o n e s  chez Tetrahymena ; 

e n  e f f e t ,  ce  p r o t o z o a i r e  c i l i é  comprend un macro-noyau t r a n s -  

c r ip t ionne l l emen t  a c t i f  e t  un micro-noyau i n a c t i f .  Dans ce  

d e r n i e r ,  les h i s t o n e s  ne s o n t  pas  ou peu mod i f i ée s ,  non pas  

en  r a i s o n  d 'une  a c t i v i t é  accrue  des  d é a c é t y l a s e s  m a i s  v r a i -  

semblablement p a r  absence d ' a c é t y l a t i o n  ; p a r  c o n t r e ,  dans l e  

macro-noyau a c t i f ,  les h i s t o n e s  de l a  "co re  p a r t i c l e "  s o n t  

a c é t y l é e s  à des  degrés  d i v e r s  (VAVRA e t  c o l l . ,  1982) . 
D'au t r e s  c e i l u l e s  génétiquement i n a c t i v e s  t e l l e s  que 

les é r y t h r o c y t e s  de P o u l e t  (WOUTERS-TYROU e t  co11. ,1981),  

d 'Oiseaux (BROTHERTON e t  co11.,1981) ou les c e l l u l e s  sperma- 

t i q u e s  de c e r t a i n s  i n v e r t é b r é s  (WANG e t  c o l l . ,  1972) ne con- 

t i e n n e n t  pas  d ' h i s t o n e s  hyperacé ty lées .  T o u t e f o i s ,  au cours  

des  premiers  s t a d e s  de l a  spematogénèse  ou dans l e  t i s s u  

t e s t i c u l a i r e  de Se iche  synthétiquement a c t i f ,  l ' h i s t o n e  H4 es t  

hyperacé ty lée  (WOUTERS-TYROU e t  co11. ,1981) . 



Enfin, dans une préparation enrichie en DNA satellite 

(représentant 65 p.100 du DNA total), PASHEV et coll. (1983) 

n'ont-pas trouvé (ou très peu) d'histones hyperacétylées asso- 

ciées à ce DNA non transcrit. 

Tous les travaux auxquels nous venons de faire référence 

s'accordent pour associer l'hyperacétylation des histones à 

l'activation de la chromatine. 

Toutefois, en suivant le taux d'acétylation de l'histone 

M4 au cours des différents stades de la spermatogénèse chez la 

Truite, CHRISTENSEN et DIXON (1982) n'ont pas trouvé d'hyper- 

acétylation au niveau des spermatogonies et spermatocytes 

transcriptionnellement actifs alors que le degré d'acétylation 

augmente brusquement durant la spermiogénèse, c'est-à-dire au 

cours de la transition spermatides -sperme mature, carac- 

térisée par une diminution d'activité de la chromatine. Ce cas 

inhabituel d'hyperacétylation dans la chromatine inactive pour- 

rait être relié au remplacement des histones par les protâmines 

au cours de la ~pe~iogénèse. 

Simultanément, OLIVA et LMEZQUITA (1982) , en effectuant 

des travaux similaires à ceux de CHRISTENSEN et DIXOM , ont ob- 

servé chez le Coq, une acétylation intense de l'histone H4 tout 

au long de la spermatogénèse, avec un maximum d'acétylation dans 

les spermatides allongées transcriptionnellement inactives. A 

ce stade de la spermatogénèse, durant la transition histones 

-protamines, l'hyperacétylation de l'histone H4 pourrait 



ê t r e  impliquée dans les profonds changements s t r u c t u r a u x  de 

l a  chromatine,  changements q u i  exposent des s i t e s  de l i a i s o n  

au DNA pour des  p r o t é i n e s  chromosomales t e l l e s  que l e s  enzymes 

impliquées dans l a  t r a n s c r i p t i o n .  

1% - 1-6 L ' a c é t y l a t i o n  au cours  du cyc le  c e l l u l a i r e  

L e s  i n t e r a c t i o n s  DNA-protéines chromosomales sub i s sen t  

un c e r t a i n  nombre d ' a l t é r a t i o n s  au cours  du c y c l e  c e l l u l a i r e ,  

de l a  synthèse coordonnée des  h i s t o n e s  e t  du DNA en phase S ,  

à l a  compaction des chromosomes à l a  mitose (F igure  7 ) .  L'acé- 

t y l a t i o n  des  h i s tones  es t  l ' u n  des  moyens u t i l i s é s  p a r  l a  ce l -  

l u l e  pour moduler ces  i n t e r a c t i o n s .  

L e s  h i s t o n e s  H 3  e t  H 4  s o n t  a c é t y l é e s  dès  l e u r  synthèse 

dans l e  cytoplasme, p u i s  s o n t  déacé ty lées  dès  l e u r  e n t r é e  dans 

l e  noyau e t  rapidement r é a c é t y l é e s  dans l e  cyc le  c e l l u l a i r e  

où elles o n t  é t é  s y n t h é t i s é e s  (SHEPHERD, 1 9 7 3  ; RUIZ-CARRILLO 

e t  c o l l . ,  1 9 7 5 ) .  

Dans les c u l t u r e s  c e l l u l a i r e s ,  l e  b u t y r a t e  condui t  à un 

enr ich issement  en c e l l u l e s  en phase G1 e t ' m ê m e  à un a r r e t  du 

cyc le  en c e t t e  phase l o r s q u ' i l  es t  i n t r o d u i t  à une concentra- 

é ion s u f f i s a n t e .  L'emploi de c e t  ac ide  g r a s  à cour t e  chaîne 

n ' é t a i t  donc pas recommandé pour s u i v r e  l ' é v o l u t i o n  de l ' a c é -  

t y l a t i o n  des p ro té ines  au cours  du cyc le  c e l l u l a i r e .  Par  con- 

t r e ,  les c e l l u l e s  na ture l lement  synchrones de l a  moisissure  

Physarwn poZycepha2u.m o n t  const- i tué  un m a t é r i e l  de choix pour 

c e t t e  6tude.  



FIGURE 7 REPRESENTATION SCHEMATIQUE DU CYCLE CELLULAIIZE 

Le c y c l e  c e l l u l a i r e  est  une a l t e r n a n c e  e n t r e  
l a  mitose  e t  l ' i n t e r p h a s e  (phases  G1,S e t  G2) . 
La durée de  chaque phase v a r i e  avec l a  n a t u r e  
de  l a  c e l l u l e  cons idé rée .  



Des travaux de WATERBORG e t  MATTHEWS (1983) ,il res-  

s o r t  que : 

- durant  l a  mitose,  période oa l a  chromatine e s t  t r è s  

condensée, l e s  h i s tones  ne son t  pas acé ty lées .  

- durant  l a  phase S,  période de t r a n s c r i p t i o n  e t  de re- 

p l i c a t i o n  du DNA, l e s  qua t re  h i s t o n e s  de l a  "core par- 

t i c l e "  s o n t  a c é t y l é e s  à des degrés d ive r s .  

- e n f i n  durant  l a  phase G 2 ,  pér iode où s e  poursu i t  uni- 

quement l a  t r a n s c r i p t i o n ,  les h i s t o n e s  H3 e t  H4 a t t e i -  

gnent l e u r  degré maximum d ' a c é t y l a t i o n  t and i s  que l e s  

h i s tones  H2A e t  H2B ne sont  pas modifiées.  

C e s  r é s u l t a t s  confirment l a  c o r r é l a t i o n  e n t r e  l ' a c é t y l a -  

t i o n  des h is tones  e t  l a  s t r u c t u r e  e t  l a  fonct ion  de l a  chroma- 

t i n e  ; i l s  montrent a u s s i  que t r a n s c r i p t i o n  e t  r e p l i c a t i o n  du 

DNA s o n t  associées  à l ' a c é t y l a t i o n  des h i s tones  mais à des de- 

g rés  d ive r s .  



ACTIVITES CELLULAIRES 

La phosphorylation est l'un des moyens retenu par 

Pqévolution pour modifier l'activité des protéines et con- 

traler les multiples activités de la cellule. C'est ainsi 

que, par exemple, chez les Eucaryotes, la phosphorylation 

du facteur d'initiation eIF-2 inhibe la synthèse proteique 

alors que la phosphorylation de la protéine ribosomale S6 

est associée à l'activité de translation, cette phosphory- 

lation étant une condition préalable et nécessaire à l'ac- 

tivation de la synthèse protéique et non sa conséquence 

(CLEMGNS, 1983) . 
Au sein du noyau, la superphosphorylation de l'histone 

Hl juste avant la mitose, apparalt comme une étape prélimi- 

naire nécessaire à l'initiation de la condensation des chro- 

mosomes (BRADBURY et co11.,1973-b ; MARKS et co11.,1973), de 

même que, dans la phase prémitotique, la phosphorylation de 

nombreuses protéines structurales formant la matrice nuclé- 

aire suggère un r6le important des phosphoprotéines dans les 

modifications structurales que subit la cellule au cours de 

la mitose (HENRY et HODGE, 1983). 

La phosphorylation de nombreuses protéines de la cellule 

intervient au niveau de la fonction alcool des résidus de sé-  

rine ou/et de thréonine, par 1 ' intermédiaire de di£ f érents 



t ypes  de p r o t é i n e s  k i n a s e s .  L e  groupe phénol de l a  t y r o s i n e  

e s t  également phosphorylable  p a r  une k inase  s p é c i f i q u e .  L a  

p résence  de phosphotyrosine  dans les p r o t é i n e s  a é t é  m i s e  

en  évidence v o i c i  t r o i s  ans  e t  b i e n  que l ' e x i s t e n c e  de c e t t e  

mod i f i ca t ion  dans l e s  p r o t é i n e s  n u c l é a i r e s  n ' a i t  pas  é t é  

prouvée jusqu 'à  p r é s e n t ,  nous ne pouvons p a s s e r  sous  s i l e n c e  

l ' impor t ance  de cette mod i f i ca t ion  dans les r é a c t i o n s  en 

chaf ne du métabolisme de l a  c e l l u l e .  

aa - 2-1 P r o t é i n e s  k i n a s e s  : d i v e r s i t é  e t  s p é c i f i c i t é  

L ' a c t i v i t é  p r o t é i n e  k i n a s e  est p r é s e n t e  dans l a  p l u p a r t  

des  t i s s u s  ou types  c e l l u l a i r e s  ; e l l e  es t  a s s o c i é e  aux di£-  

f é r e n t s  compartiments de l a  c e l l u l e  p u i s q u ' e l l e  a é t é  m i s e  en  

évidence dans l e  noyau, les mitochondries ,  les polysomes, l e  

cytoplasme e t  l a  membrane plasmique . E l l e  semble u b i q u i t a i r e  

puisque sa présence a également é t é  r appor t ée  chez c e r t a i n s  

p roca ryo te s  : E s c h e r i c h i a  c o Z i  (,MANAI e t  COZZONE, 1979) , 

SaZmoneZZa t y p h i m u r i u m  (WANG e t  KOSHLAND,1978). 

L e s  p r o t é i n e s  k i n a s e s  o n t  e n  commun l a  p r o p r i é t é  de 

t r a n s f é r e r  l e  groupement phosphate en p o s i t i o n  y de  1 ' A T P  à 

un a c i d e  aminé hydroxylé ( s é r i n e ,  th réonine  ou t y r o s i n e )  ou 

à un a c i d e  aminé basique ( l y s i n e ,  h i s t i d i n e  ou a r g i n i n e ) ;  nos 

connaissances  s u r  l a  phosphory la t ion  des  a c i d e s  aminés bas i -  

ques s o n t  t r è s  l i m i t é e s  car l a  l i a i s o n  P-N formée e s t  l a b i l e  



en m i l i e u  a c i d e  (CHEN e t  co11.,1974 ; SMITH e t  co l1 . , 1976) ,  

m i l i e u  généralement u t i l i s é  pour e x t r a i r e  l e s  h i s t o n e s  de l a  

chromatine; s e u l s  les t ravaux  de CHEN e t  de ses c o l l a b o r a t e u r s  

(1977) o n t  d é c r i t  l a  présence de  phospholysine dans l ' h i s t o n e  

Hl e t  de phosphohis t id ine  dans l ' h i s t o n e  H 4  e t  dans l a  s u i t e  

de n o t r e  exposé nous nous l i m i t e r o n s  à l a  phosphoryla t ion d e s  

a c i d e s  aminés hydroxylés ( s é r i n e  e t  t h réon ine )  q u i  concerne 

une p a r t i e  de  nos t ravaux .  

La r é g u l a t i o n  de l ' a c t i v i t é  ATP-protéine phosphotransfé-  

rase se f a i t  p a r  d i f f é r e n t s  mécanismes p a r t i e l l e m e n t  é l u c i d é s  

q u i  permet ten t  de d i s t i n g u e r  p l u s i e u r s  s o r t e s  de p r o t é i n e s  

k inases  o 

- p r o t é i n e s  k i n a s e s  a c t i v é e s  p a r  les n u c l é o t i d e s  c y c l i q u e s  

- p r o t é i n e s  k i n a s e s  non a c t i v é e s  p a r  les n u c l é o t i d e s  cy- 

c l i q u e s .  

C ' e s t  e n  1968 que WALSH e t  ses c o l l a b o r a t e u r s  mi ren t  en 

évidence pour l a  première f o i s  une p r o t é i n e  k inase  a c t i v é e  p a r  

l'AP4P cyc l ique ,  i s o l é e  du muscle de Lapin (WALSH e t  co11. ,1968) 

t a n d i s  que deux ans  p l u s  t a r d ,  K U 0  e t  GREENGARD (1970) i s o l a i e n t  

une p r o t e i n e  k i n a s e  a c t i v é e  p a r  l e  GM? cyc l ique .  L a  p r o t é i n e  

k inase  a c t i v é e  p a r  llAMP cyc l ique  e s t  pr inc ipa lement  r é g u l é e  

p a r  l a  concen t r a t i on  i n t r a c e l l u l a i r e  dlAMP cyc l ique  ; en  l ' a b -  

sence d ' N P  cyc l ique ,  l 'enzyme es t  i n a c t i f  e t  l ' augmenta t ion  



de l a  concent ra t ion  en  AMP cyc l ique  provoque l a  d i s s o c i a t i o n  

de l'enzyme en une sous-uni té  r é g u i a t r i c e  ( R )  q u i  c o n t i e n t  le  

s i t e  de l i a i s o n  de 1'AMP cyc l ique  e t  une sous-uni té  c a t a l y t i -  

que ( C )  a c t i v e  q u i  permet l a  l i a i s o n  du s u b s t r a t  p ro té ique  au 

donneur de phosphate, 1 ' A T P  (DE LA HOUSSAYE e t  ~ 0 1 1 . ~ 1 9 8 3 ) .  

A ins i ,  s e lon  JüNGiVIANN e t  KRAEIAS (1977) ,  l a  d i s s o c i a t i o n  de l a  

p r o t é i n e  k inase  a c t i v é e  par  1'AMP cycl ique ,  généralement loca- 

l i s é e  dans l e  cytoplasme, p e r m e t t r a i t  l a  phosphorylat ion de 

p r o t é i n e s  n u c l é a i r e s  ap rès  t r a n s l o c a t i o n  de ses sous-uni tés  

r é g u l a t r i c e  e t  c a t a l y t i q u e  aux sites accepteurs  dans l e  noyau. 

La p r o t é i n e  k inase  a c t i v é e  p a r  l e  GMP cyc l ique  semble régulée  

p a r  un mécanisme similaire à c e l u i  d é c r i t  pour l a  p ro té ine  k i -  

. nase  a c t i v é e  par  1'AMP cycl ique  ; t o u t e f o i s  des  d i f f é r e n c e s  

d ' a c t i v i t é  de ces  deux enzymes on t  é t é  r appor t ées  dans p l u s i e u r s  

cas  au cours  du développement des i n s e c t e s  : Cerat i t i s  capi ta ta  

(Mouche du f r u i t )  (CATALAN e t  M U N I C I O ,  1974) e t  Bombyx mori (Bom- 

byx du marier ou V e r  à s o i e )  (TAKAHASHI, 1976) .  C e s  d i f f é r e n c e s  

s o n t  dues à une évo lu t ion  non p a r a l l è l e  e n t r e  l ' a c t i v i t é  des  

k inases  e t  des cyc la ses  (adényla te  ou çuany la t e )  (CASTILLON e t  

c o l l . ,  1973) .  La s p é c i f i c i t é  des  k inases  a  même  é t é  un moment 

d i s c u t é e  : en e f f e t ,  GLASS e t  KREBS en 1979 o n t  montré que les 

deux enzTynes ( A M .  cyc l ique  - e t  GMP cyc l ique  -dépendants) phos- 

phory la i en t ,  à des t a u x  d i f f é r e n t s  il est  v r a i ,  les deux m ê m e s  

s i tes ( s é r i n e s  32 e t  36) d 'un pept ide  syn thé t ique  correspondant 

à l a  séquence 29 à 39 de l ' h i s t o n e  H2B. D e  m ê m e ,  dans l a  séquen- 

ce de l a  HMG 1 4 ,  l a  s é r l n e  en p o s i t i o n  6 es t  un s i t e  de phospho- 

r y l a t i o n  commun aux deux enzymes CWALTON e t  ~ 0 1 1 . ~ 1 9 8 2 ) .  D ' au t r e  



p a r t ,  VARDANIS en 1980 a  observé chez l a  S a u t e r e l l e ,  l ' e x i s -  

tence d 'une k inase  a c t i v é e  de l a  m ê m e  façon pa r  l ' u n  ou l ' a u -  

t r e  des  nuc léo t ides  cyc l iques  e t  dont  l e  s u b s t r a t  p r é f é r e n t i e l  

es t  l ' h i s t o n e  H2A. En f a i t ,  il semble que ces  p ro té ines  kina-  

ses s t imulées  p a r  l e s  nuc léo t ides  cyc l iques  (AMP ou GMP) a i e n t  

une s p é c i f i c i t é  r e l a t i v e  c ' e s t - à - d i r e  que dans un s u b s t r a t ,  

c e r t a i n s  s i t e s  de phosphorylation peuvent étre communs aux 

deux enzymes ( s é r i n e  37 de l ' h i s t o n e  H l )  t a n d i s  que d ' a u t r e s  

son t  s p é c i f i q u e s  de l ' u n e  ou l ' a u t r e  k inase  ( Z E I L I G  e t  c o l l . ,  

1981).  

L e s  p r o t é i n e s  k inases  dépendantes des  nuc léo t ides  c y c l i -  

ques en p a r t i c u l i e r  de 1 'AMP cyc l ique  o n t  é t é  i s o l é e s  e t  Ca- 

r a c t é r i s é e s  dans un c e r t a i n  nombre de t i s s u s  parmi l e s q u e l s  l e  

muscle de Lapin (WALSH e t  co11. ,1968) ,  l e  f o i e  de Rat,  l e  f o i e  

de Veau (LANGAN, 1969) , le V e r  à s o i e  (HASHIMOTO e t  co11. ,1975)  , 
l e  cerveau de Porc (SHLYAPNIKOV e t  c o l l . ,  1975) , l e  cerveau de 

Boeuf (KURODA e t  c o l l . ,  1976) , l e  pancréas  de Rat (MANGEAT e t  

~ 0 1 1 . ~ 1 9 7 8 )  e t c . . .  C e s  k inases  o n t  permis de l o c a l i s e r  les si-  

tes de phosphorylat ion dans les h i s t o n e s  e t  c ' es t  a i n s i  que 

l ' o n  a  déterminé l a  s p é c i f i c i t é  de chacune d ' e n t r e  e l l e s  e t  

montré l ' impor tance  de l 'environnement des  ac ides  aminés dans 

les s t r u c t u r e s  pr imai re  e t  secondaire .  

D e  p l u s ,  l ' a c t i v i t é  de ces  p r o t é i n e s  k inases  e s t  p a r t i -  

cul ièrement  importante  dans les spermatozoïdes où l ' e f f e t  s t i -  

mulateur de llAMP cyc l ique  s u r  l a  m o b i l i t é  des  spermatozoïdes 

s e r a i t  dQ en p a r t i e  à ces p r o t é i n e s  k inases  (MAJUMDER,1978).Le 

r81e important des  k inases  a c t i v é e s  p a r  1'W cycl ique e s t  

schématisé dans l a  f i g u r e  8 .  
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S i  c e r t a i n e s  hormones (ad réna l ine ,  glucagon, p a r  exemple) 

e n t r a î n e n t  une augmentation du t aux  d'AMP cycl ique e t  une a c t i -  

va t ion  des p ro té ines  kinases  s t imulables  pa r  ce nucléot ide  cy- 

c l ique ,  d ' a u t r e s  hormones ( t e l l e s  que l e s  hormones s t é r o ï d e s  ou 

l e s  hormones de l a  thyroïde)  n ' o n t  aucune ac t ion  s u r  1'AMP cy- 

c l ique  e t  pour tant  e l l e s  a f f e c t e n t  l a  phosphorylation de pro- 

t é i n e s  n u c l é a i r e s  e t  l ' e x p r e s s i o n  des gènes en s t imulan t ,  pa r  

un mécanisme encore inconnu, des p ro té ines  kinases  q u i  ne s o n t  

donc pas a c t i v é e s  pa r  1 ' A M P  cyc l ique  (JUNGMANN e t  KRANIAS, 1977) . 
Parmi ces  p ro té ines  k inases ,  c e r t a i n e s  phosphorylent l e s  

phosphoprotéines t e l l e s  que l a  casé ine  ou l a  phosvi t ine  ou en- 

core des phosphoprotéines a s soc iées  à l a  chromatine ; dans ce  

cas ,  l e s  polycat ions t e l s  que l a  poly lys ine ,  l e s  h i s tones  ou 

l e s  protamines s o n t  des s t imula teur s  de l ' a c t i v i t é  k inas ique  

mais non des s u b s t r a t s  (YAMAMOTO e t  co11.,1979). L e s  s i t e s  

phosphorylés par  ces  enzynies s o n t  l o c a l i s é s  dans des régions 

r i ches  en ac ides  aminés ac ides  où on ne rencontre  aucun ac ide  

aminé basique (SCULLEY e t  MACKINW,1982). 

D 'aut res  p ro té ines  k inases  non a c t i v é e s  pa r  les nucléo- 

t i d e s  cycl iques  o n t  pour s u b s t r a t  p r é f é r e n t i e l  l e s  h i s tones  e t  

c e r t a i n e s  p ro té ines  non-histones. P lus ieu r s  de ces  enzymes o n t  

é t é  i s o l é s  e t  amenés à un t r è s  hau t  niveau de pure té  de s o r t e  

que l e u r  s p é c i f i c i t é  a p p a r a î t  nettement. LAKE e t  SALZMAN (1972) 

f u r e n t  l e s  premiers à d é c r i r e  dans l e s  c e l l u l e s  CHO ("Chinese 



Hamster Ovary) une protéine kinase responsable de la phospho- 

rylation massive de l'histone Hl. Simultanément, d'autres 

groupes de chercheurs mettaient en évidence une phosphoryla- 

tion accrue de l'histone Hl dans les cellules du foie en régé- 

nération (SIEBERT et co11. ,1971) et dans les cellules à divi- 

sion rapide (BALHORN et co11.,1972 ; GURLEY et ~011.~1974 ; 

SCHLEPPER et KNIPPERS,1975). L'enzyme responsable de cette 

phosphorylation intense est une protéine kinase liée à la 

chromatine, insensible à 1 ' AMP cyclique, spécifique de 1 'his- 

tone Hl et dénommée kinase GR ("Growth-associated kinase") 

(WGAN,1978). Cet enzyme phosphoryle principalement des rési- 

dus de thréonine et 3. un degré moindre des résidus de sérine. 

Dans des expériences de phosphorylation effectuées in vivo et 

in vitro, les mêmes sites de phosphorylation ont été localisés 

dans les régions basiques N- et C-terminales de l'histone Hl 

(Figure 9)(LAKE11973, LAnGAN,1978j. De plus, la phosphoryla- 

tion de chacune des cinq sous-fractions de l'histone Hl de 

thymus de Rat par la kinase GR se traduit par une incorpora- 

tion variable allant de 3 à 6 phosphates/moiécule selon la 

sous-fraction considérée (LANGAN,1982). Il semble que la spé- 

cificité de la kinase GR n'ait pas varié au cours de l'évolu- 

tion puisque CHAMBERS et ses collaborateurs (1983) l'ont iso- 

lée de la moisissure P J z y s a m  poZycephaZwn et ont montré qu'elle 

phosphorylait les mêmes sites que la kinase homologue de mam- 

mi£ ères. 

Plusieurs protéines kinases associées à la croissance et 

phosphorylant spécifiquement l'histone Hl ont été décrites dans 
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les noyaux de c e l l u l e s  d 'Eucaryotes  ; parmi e l les ,  une p r o t é i n e  

k inase  q u i  u t i l i s e  l e  GTP p l u t ô t  que 1 ' A T P  est p r é s e n t e  avec 

une grande a c t i v i t é  dans l e s  c e l l u l e s  à d i v i s i o n  r ap ide  ( p l a s -  

mocytome, hépatome) e t  absente  dans l e  f o i e  normal ( Q U I R I N -  

STRPCKER e t  SCHMITT, 1981) .  C e t t e  p r o t é i n e  k inase  phosphoryle 

a u s s i  t r è s  act ivement  l ' h i s t o n e  H5, h i s t o n e  qu i  p résen te  de 

grandes ana log ies  s t r u c t u r a l e s  avec l ' h i s t o n e  Hl ; en  f a i t ,  l a  

s p é c i f i c i t é  de c e t t e  k inase  es t  donc, au moins en p a r t i e ,  l i é e  

à l a  reconnaissance de séquences en ac ides  aminés s p é c i f i q u e s  

(MARTINAGE e t  c o l l . ,  1981) . 
Une p r o t é i n e  k inase  non a c t i v é e  pa r  I ' A M P  cyc l ique ,  a  

é t é  i s o l é e  de l a  chromatine de thymus de Boeuf, p u i s  hautement 

p u r i f i é e  ; cette k inase  a  une s p é c i f i c i t é  unique Four l ' h i s t o n e  

H3 q u ' e l l e  phosphoryle en un s e u l  s i t e  ( r é s i d u  de thréonine  en  

p o s i t i o n  3 )  (SHOEMAKER e t  CHALKLEY, 1980).  

D ' au t r e s  p ro té ines  k inases  o n t  é t é  i s o l é e s  de d i f f é r e n t s  

t i s s u s  ou c e l l u l e s  mais l e u r  degré  de pu re t é  e s t  i n s u f f i s a n t  

pour p a r l e r  de s p é c i f i c i t é .  A ins i  l a  p r o t é i n e  k inase  n u c l é a i r e  

N II non a c t i v é e  par  1 ' A M P  cyc l ique  phosphoryle p r é f é r e n t i e l l e -  

ment l a  HMG 17 s u r  deux r é s idus  de s é r i n e  (aux p o s i t i o n s  2 4  e t  

28) e t  un r é s i d u  de thréonine  ( en  p o s i t i o n  76) . En r a i s o n  d 'une  

homologie de séquence avec l a  HMG 1 4  au tour  des r é s i d u s  de sé- 

r i n e  phosphorylés,  l a  p ro té ine  k inase  N II p o u r r a i t  phosphory- 

l e r  également l a  HMG 1 4  s u r  deux r é s i d u s  de s é r i n e  (HARRISON e t  

JUNGMANN, 1982) .  La phosphorylat ion i n  v i v o  àes  p r o t é i n e s  HMG 

chez l e  p ro tozoa i r e  c i l i é  Tetrahymena m e t  en oeuvre au moins deux 



types de p ro té ines  k inases  : une kinase indépendante de 1 'AMP 

cycl ique de type N II q u i  phosphoryle des r é s idus  de s é r i n e  

e t  de thréonine dans l a  HLYG-D (équiva lente  à l a  HMG 1 7  de thy- 

mus de Veau) e t  une k inase  a c t i v é e  par  1'AMP cycl ique qu i  

phosphoryle uniquement des r é s idus  de s é r i n e  dans l e s  HMG-A e t  

-B ( c ~ r r e s p o n d a n t  respectivement à HMG 1 e t  HMG 2 )  (LEVY-WILSON 

e t  co$1.,1983). L'étude comparée de l a  phosphorylation des HMG 

dans des c e l l u l e s  en phase exponent ie l le  de cro issance  e t  dans 

des c e l l u l e s  ayant a t t e i n t  l a  phase s t a t i o n n a i r e  suggère l ' e x i s -  

tence d'une nouvelle k inase  associée  à l a  c ro issance  dont l e  

s u b s t r a t  serait  l e s  p ro té ines  HMG 1 4  e t  1 7  e t  non HMG 1 e t  2 

(SAFFER e t  GLAZER, 1982) .  

Pour l e u r  a c t i v a t i o n ,  l e s  p ro té ines  k inases  n é c e s s i t e n t  

l a  présence d ' e f f e c t e u r s  parmi l e sque l s  f i g u r e n t  l e  calcium, 

l e s  phospholipides.  Ains i ,  dans l e s  noyaux de c e l l u l e s  Hela, 

une micromole de calcium s t imule  l a  phosphorylation de l ' h i s -  

tone H 3  par  une pro té ine  k inase  endogène (WHITLOCK e t  c o l l . ,  

1983). 

Un a u t r e  type de p ro té ine  k inase  n é c e s s i t e  pour ê t r e  ac- 

t i f ,  l a  présence simultanée de calcium e t  de phospholipide,  

l ' a c t i v a t i o n  de l'enzyme é t a n t  directement r e l i é e  au turnover 

du phosphat idyl inos i to l .  Ce t t e  p ro té ine  k inase  phosphoryle ac- 

tivement l ' h i s t o n e  H l  e t  par t icu l iè rement  des r é s idus  de s é r i n e  

ou de thréonine l o c a l i s é s  dans l a  p a r t i e  C-terminale de l a  pro- 

t é i n e  (IWASA e t  co l l . , l 9bG) .  



Très récemment, DE LA HOUSSAYE e t  ses c o l l a b o r a t e u r s  

(1983) o n t  i s o l é  de c e l l u l e s  de lymphosarcome, une k inase  spé- 

c i f i q u e  de l ' h i s t o n e  H 4 ,  dans s a  forme i n a c t i v e  ; ces  a u t e u r s  

o n t  montré que l ' a c t i v a t i o n  de l'enzyme se f a i s a i t  par  pro téo-  

l y s e  de Pa k inase  ( p a r  une p ro téase  endogène) dans une réac-  

t i o n  n é c e s s i t a n t  ATP e t  magnésium. 

La r é g u l a t i o n  des  ATP-protéines phosphotransférases  es t  

e s s e n t i e l l e  à l a  c e l l u l e  ; el le  n é c e s s i t e  à c e r t a i n s  moments 

P ' i n a c t i v a t i o n  des  k inases  pour é v i t e r  une u t i l i s a t i o n  f u t i l e  

de 1 ' A T P .  D e  l a  même  façon qu'une p r o t é i n e  cytoplasmique sta- 

b l e  à l a  cha leur  inh ibe  spécifiquement les p r o t é i n e s  k i n a s e s  

s t imulées  par  1'AMP cyc l ique ,  l a  présence d 'un i n h i b i t e u r  sen- 

s i b l e  à l a  cha leur ,  s p é c i f i q u e  des p r o t é i n e s  k inases  nuc léa i -  

res a  é t é  rappor tée  dans les noyaux de f o i e  de Rat (FARRON- 

PURSTENTHAL , 1 9  7 9 ) . 
Toutefo is ,  à l ' h e u r e  a c t u e l l e ,  on ne s a i t  pas comrnent 

les d i f f é r e n t s  mécanismes d ' a c t i v a t i o n  e t  d ' i n a c t i v a t i o n  des 

kinases  e t  des phosphatases s o n t  coordonnés au niveau de l a  

c e l l u l e .  

P I  - 2-2 La phosphorylot ian au cours du cyc le  c e l l u l a i r e  

L e s  t ravaux r é a l i s é s  s u r  l a  phosphorylat ion des p r o t é i n e s  

au cours  du cyc le  c e l l u l a i r e  n é c e s s i t e n t  une synchronisa t ion  

p r é a l a b l e  des  c e l l u l e s  s o i t  p a r  détachement s é l e c t i f  des 

c e l l u l e s  en mitose,  s o i t  pa r  a d d i t i o n  d 'un  agent  bloquant 



(hydroxyurée, cycloheximide, colcemide) ; mais la difficulté 

à synchroniser les cellules particulièrement en phase G2 ainsi 

que le risque de réactions secondaires a souvent conduit à 

l'utilisation de cellules naturellement synchrones isolées du 

plasmodium Physamm poZycepZaZwn qui constit~ent un matériel de 

choix. 

Tandis que les histones H2A, H2B, H4 sont phosphorylées 

tout au long du cycle cellulaire, l'histone H3 est phosphory- 

lée uniquement pendant la mitose et l'histone Hl est phospho- 

rylée pendant l'interphase, plus particulièrement en phase S 

(H%~nt. et "superphosphorylée" pendant la mitose (HlMit 1 
(GURLEY et coll. ,1975) . 

L' augmentation de la phosphorylation de 1 'histone Hl au 

moment de la synthèse du DNA, c'est-à-dire en phase S, a été 

observée pour la première fois par ORD et STOCKEN en 1967. 

Quelques années plus tard, en mesurant le taux d'incorpora- 

tion de[324 dans des cellules, BALHORN et ses collaborateurs 

( 1972) établirent une relation entre la phosphorylation de 

l'histone Hl et la croissance cellulaire. Par ailleurs, en 

utilisant les cellules naturellement synchrones de Physamun 

poZycephaZwn , BRADBURY et ses collaborateurs (1973-b) ont ob- 

servé une phosphorylation maximale de l'histone Hl à la fin 

de la phase G2. Cette "superphosphorylation" de l'histone 31 

est liée non pas à la synthèse d'enzyme mais à "l'activation" 

de protéines kinases prééxistantes (MITCHELSON et ~011.~1978). 

L'activité des enzymes déduite Ce la quantité de[32P] incorpo- 

rée est 15 fois plus importante durant la phase G2 et diminue 



très rapidement dès la prophase (BRADBURY et ~011.~1974) 

pour atteindre un minimum durant la phase S. Ces kinases qui 

phosphorylent des résidus de sérine et de thréonine, et qui 

modifient l'histone Hl dans les régions N- et C-terminales 

sont des kinases associées à la croissance (kinases GR). 

L'augmentation de l'activité de ces kinases a été observée 

dans un grand nombre de cellules eucaryotiques (LAKE et 

SALZMAN,1972) au moment de la condensation des chromosomes 

(BRADBURY et ~011.~1974 ; INGLIS et ~011.~1976 ; GURLEY et 

co1P. ,1978-b ; MATSUMOTO et co11. ,1980) et de l'arrét de la 

transcription. 

Ceci a conduit BRADBURY et MATSUMOTO à établir une re- 

lation de cause à effet entre la superphosphorylation de 

l'histone Hl et l'initiation de la condensation de la chroma- 

tine. Plusieurs arguments sont en faveur de cette thèse qui 

n'a cependant pas été vraiment démontrée. Si une préparation 

de kinase partiellement purifiée est ajoutée à des cellules 

de Physamun poZycephaZwn , la mitose peut être avancée d'un temps 

qui varie avec la quantité de kinase ajoutée et qui peut at- 

teindre une heure (B-RADBURY et coll., 1974) . D'autre part, 
quand la mitose se termine et que les cellules entrent en pha- 

se G1, l'histone Hl est rapidement déphosphorylée (GURLEY et 

coll.,P974). Un autre argument en faveur du rôle important de 

la phosphorylation de l'histone Hl dans la condensation des 

chromosomes est apporté par L'existence d'an mutant d'une li- 

gnée cellulaire de malmmifères déficient en kinase GR qui con- 

trôle l'initiation de la mitose: ce mutant est bloqué à la fin 

de la phase G2 (MATSUMOTO et co11. ,1980). 



Cependant, en empêchant la condensation des chromosomes 

par addition d'émétine, inhibiteur de la synthèse protéique, 

KRYSTAL et POCCIA (1981) ont observé une hyperphosphorylation 

de l'histone Hl identique à celle de cellules témoins ; ceci 

suggère que, si l'hyperphosphorylation de Hl est nécessaire 

à %a formation des chromosomes mitotiques, elle n'est pas 

su%%isante pour provoquer la condensation de la chromatine. 

Cette observation a été confirmée par l'étude de la phospho- 

rylation de sous-fractions de l'histone Hl isolée de trois 

lignées cellulaires de Hamster chinois : il n'apparaît au- 

cune relation rigoureuse entre la phosphorylation de la ré- 

gion N-terminale (localisée sur un résidu de thréonine Pen- 

dant la mitose) d'une sous-fraction particulière et l'initia- 

tion de la mitose. (WILKINSON et co11. ,1982) . 
Des observations récentes accordent un rôle primordial 

à la phosphorylation de l'histone H3 dans la condensation de 

la chromatine. L'induction d'une condensation prématurée des 

chromosomes (PCC) à 40'5 chez un mutant sensible à la tempé- 

rature (mutant ts BN2 de cellules du rein de Hamster) provo- 

que la meme phosphorylation des histones Hl et H3 que celle 

observée au cours de la mitase ; en présence de cyclohexamide 

qui inhibe la PCC, la phosphorylation de l'histone Hl est seu- 

lement légèrement inhibée tandis que l'histone H3 n'est pas 

du tout phosphorylée (AJIRO et ~011.~1983). Ce travail est à 

rapprocher de celui de KRYSTAL et POCCIA (1981) qui montre 

que l'histone Hl est phosphorylée même lorsque la condensa- 

tion des chromosomes est inhibée ; la phosphorylation de 



l'histone H3 serait plus spécifiquement impliquée à la fois 

dans la condensation prématurée des chromosomes et dans la 

condensation des chromosomes mitotiques que ne le serait 

l'histone Hl. 

Le protozoaire cilié Tetrahymena thermophiZa constitue un 

autre matériel de choix pour explorer la relation possible 

entre phosphorylation et structure et fonction de la chroma- 

tine. Ce protozoaire contient un macro- et un micro-noyau : 

le macro-noyau se divise de manière amitotique et est trans- 

criptionnellement actif ; le micro-noyau se divise par mitose 

et est transcriptionnellement inactif (GOROVSKY et ~011.~1977) ; 

ainsi, la phosphorylation associée à la mitose sera spécifique 

du micro-noyau. Des travaux de ALLIS et GOROVSKY en 1981, il 

apparaît que la phosphorylation de l'histone H3 serait plus 

spécifiquement associée à la mitose puisque cette histone est 

modifiée uniquement dans les micro-noyaux ; par contre, l'his- 

tone Hl est modifiée à la fois dans ie micro- et le macro-noyau, 

et le rôle attribué à la modification de cette histone chez 

Tetrahymena n'est pas clair. De plus, si les phosphatases sent 

inhibées par addition de chlorure de zinc, l'histone Hl reste 

hyperphosphorylée lorsque les cellules quittent la mitose pour 

entrer en phase G1 tandis que l'on observe parallèlement nne 

décondensation de la chromatine (TANPHAICHITR et co11.,1976); 

Pa déphosphorylation n'est donc pas nécessaire à la déconden- 

saticn. 



En résumé, la superphosphorylation de l'histone Hl en . 

relation avec une augmentation de l'activité des kinases en 

fin de phase G2 et la condensation des chromosomes sont deux 

événements liés dans le temps : 

- en 1' absence de superphosphorylation de 1 ' histone Hl, 
les cellules 'sont bloquées en fin de phase G2 : il n'y a pas 

de mitose. 

- si la condensation des chromosomes est inhibée, il y a 
quand meme hyperphosphorylation de l'histone Hl. 

Ces deux faits indiquent que la phosphorylation de l'his- 

tone Hl est n6cessaire à l'initiation de la condensation des 

càromosomes. Par contre, sa déphosphorylation n'est pas néces- 

saire à la décondensation. 

Enfin, la phosphorylation de l'histone H3 qui a lieu 

uniquement pendant la mitose pourrait jouer, comme l'histone 

Hl, un r61e important dans la structure de la chromatine. 

PI - 2-3 Importance de la phosphorylation dans la structure 
- - 

de la chromatine 

La phosphorylation des histones et des protéines non- 

histones diminue les interactions ioniques de ces protéines 

avec le DNA et modifie les interactions des protéines entre 

alles. 



La phosphorylation i n  v i t ro  des histones H2B et H3 en 

présence d'une kinase de muscle de Lapin diminue légèrement 

les constantes d'association des complexes H2A-H2B et H4-H2B ; 

par contre, la diminution est beaucoup plus importante pour 

le complexe H3-H4 (SZOPA et ~011.~1980) qui ne contient pour- 

tant que deux sites de phosphorylation (sérine 10 de l'his- 

tone M3 et sérine 47 de l'histone H4) alors que le complexe 

H2A-H2B en contient quatre (sérine 1 et 19 de l'histone H2A ; 

serine 32 et 36 de l'histone H2B) . 
La mesure de la vitesse de sédimentation et l'étude du 

spectre dichroique de l'octamère d'histones phosphorylé et 

non phosphorylé ne révelent aucune différence, et par consé- 

quent, la phosphorylation des histones ne semble pas modifier 

la conformation de l'octamère (SZOPA et ~011.~1980). 

Selon GURLEY et ses collaborateurs (1978-a), différents 

types de phosphorylation pourraient etre reliés à différents 

niveaux d'organisation de la chromatine: 

- la phosphorylation de l'histone H2A est fonction de la 
quantité d'hétérochromatine : ceci a été observé dans 

deux lignées cellulaires de Souris Peromyscus c r i n i t u s  

et Psromyscus eremicus qui ont la neme quantité d'euchro- 

matine mais différent par la quantité d'hétérochromatine. 

L'espèce Peromyscus e r ~ m i c u s  qui contient le plus d'hété- 

rochromatine présente une phosphorylation accrue de l'his- 

tone H2A tandis que la phosphorylation de l'histone 31 

est identique dans les deux lignées cellulaires. 



- durant l'interphase, l'histone HlInt renferme 1 à 3 

groupes phosphate; les sites de phosphorylation sont uni- 

quement des résidus- de sérine localisés dans la partie C- 

terminale de la protéine. L'apparition de HlInt corncide 

avec une réorganisation de la chromatine au niveau molé- 

culaire qui intervient avant que la cellule ne se divise, 

- durarit la métaphase, toutes les molécules d'histone Hl 
sont superphosphorylées : la HlMet renferme 4 à 6 groupes 

phosphate. Les acides aminés modifiés sont à la fois des 

residus de sérine et des résidus de thréonine; ils sont 

localisés dans les régions N- et C-terminales de la pro- 

téine, Simultanément, l'histone H3 est phosphorylée. 

La phosphorylation de l'histone Hl (HlMet) et de 

l'histone H3 est un événement associé dans le temps à la 

condensation des chromosomes. Ces histones pourraient 

exercer sur la chromatine quelque contrainte structurale 

qui empêcherait sa condensation en chromosomes ; la phos- 

phorylation de ces protéines supprimerait cette contrain- 

te, permettant ainsi l'organisation des chromosomes. Selon 

cette hypothèse, la phosphorylation des histones Hl et H3 

ne serait pas directement responsable de la condensation 

des chromosomes mais serait plutôt une étape nécessaire 

dans le processus de la condensation (GURLEY et coll., 

1978-b) . 
Un des facteurs responsable de la condensation de la chro- 

matine pourrait être la concentration intracellulaire en magné- 

sium; la superphosphorylation de l'histone Hl résulterait alors 



++ 
d'une augmentation de l a  concen t r a t ion  e n  ions  Mg q u i  a c t i -  

v e r a i t  une k inase  s p é c i f i q u e  de l ' h i s t o n e  H l  (JERZMANOWSKI e t  

STARON,1981) . 
La compaction du DNA p e u t  ê t r e  a s su rée  p a r  des  p r o t é i n e s  

p a r t i c u l i è r e s  comme les protamines q u i  au cours  de l a  spermio- 

génèse remplacent progressivement les h i s t o n e s  e t  s u b i s s e n t  une 

phosphorylat ion pu i s  une déphosphorylat ion l o r s  de  l a  t r a n s i -  

t i o n  spermat ides  .-- spermatozoTdes, phase u l t ime  de l a  matura- 

t i o n  de l a  chromatine du gamète (MARUSHIGE e t  MARUSHIGE,1978). 

L a  s t r u c t u r e  de l a  chromatine a é t é  é t u d i é e  dans l e s  no- 

yaux en  i n t e r p h a s e  e t  dans les chromosomes en  métaphase i s o l é s  

de c e l l u l e s  Hela en  employant l a  d i f f r a c t i o n  des rayons X.  

(PAULSON e t  LANGMORE,1983). C e s  a u t e u r s  montrent que l a  modifi-  

c a t i o n  de s t r u c t u r e  de l a  chromatine au moment de l a  métaphase 

a f f e c t e  seulement l 'empilement des  f i b r e s  de chromatine e t  non 

l a  s t r u c t u r e  i n t e r n e  du nucléosome ou l ' a ssemblage  des nucléo- 

somes dans l a  f i b r e  de chromatine ; e n  p a r t i c u l i e r ,  l a  phospno- 

r y l a t i o n  des  h i s t o n e s  Hl e t  H3 à l a  mitose  n ' a f f e c t e  pas l a  

s t r u c t u r e  de l a  f i b r e  de chromatine. C e  r é s u l t a t  est  surprenant :  

l a  phosphorylat ion des h i s t o n e s  n ' a f f e c t e  peu t - ê t r e  pas l a  

s t r u c t u r e  i n t e r n e  des  f i b r e s  de chromatine mais i n t e r v i e n d r a i t  

p l u t ô t  pour promouvoir ou i n h i b e r  les i n t e r a c t i o n s  e n t r e  les 

f i b r e s  e l l e s - m ê m e s  ou e n t r e  les f ibres '  e t  d ' a u t r e s  composants 

c e l l u l a i r e s .  

Selon BRADBURY e t  MATTHEWS (1982) ,  l a  condensation des  

chromosomes implique une o r g a n i s a t i o n  c ' o r d r e  s u p é r i e u r  de l a  

f i b r e  de 34 nm e t  c e t t e  t r a n s i t i o n  s e r a i t  c o n t r ô l é e  pa r  l a  



phosphorylation de l ' h i s t o n e  H l ,  mais l a  quest ion de s a v o i r  s i  

l ' h i s t o n e  H 1  e s t  s e u l e  à i n t e r v e n i r  e t  comment e l l e  permet l a  

t r a n s i t i o n  de s t r u c t u r e  de l a  chromatine r e s t e  posée. Vraisem- 

blablement des modif icat ions a u t r e s  que l a  phosphorylation 

( a c é t y l a t i o n ,  ADP-ribosylation) qu i  a f f e c t e n t  l e s  h i s tones  e t  

des p ro té ines  non-histones p a r t i c i p e n t  à l ' é v o l u t i o n  de l a  

s t r u c t u r e  de l a  chromatine au cours du cycle  c e l l u l a i r e .  

a% - 2-4 Relat ion phosphorylation-acétylation 

L ' a c é t y l a t i o n  e t  l a  phosphorylation son t  deux modifica- 

t i o n s  qu i  a f f e c t e n t  les h is tones  après  l e u r  synthèse e t  q u i  ont  

un r ô l e  important dans l a  s t r u c t u r e  e t  l a  fonct ion  de l a  chro- 

matine. 

A ce jour ,  quelques t ravaux on t  é t é  r é a l i s é s  pour recher-  

cher une éven tue l l e  r e l a t i o n  e n t r e  ces  deux modif icat ions.  Pour 

ce la ,  l e s  au teurs  o n t  employé l e  p lus  souvent des c e l l u l e s  t r a i -  

t é e s  au bu ty ra te  de sodium. Cet ac ide  g r a s  Q cour te  chaîne inh i -  

be les déacéty lases  e t  provoque pa r  conséquent une hyperacétyla- 

t i o n  des core h i s tones  e t  en p a r t i c u l i e r  des h i s tones  H 3  e t  H 4 .  

C ' e s t  en 1980 que WHITLOCK e t  s e s  co l l abora teur s  observè- 

r e n t  que 1 ' augmentation de 1' a c é t y l a t i o n  des h i s tones  dans des 

c e l l u l e s  Hela t r a i t é e s  au bu ty ra te ,  e n t r a î n a i t  de façon sé lec -  

t i v e  une s u s c e p t i b i l i t é  accrue de l ' h i s t c n e  3 3  à l a  phosphory- 

l a t i o n  par  une k inase  endogène. Une c o r r é l a t i o n  e n t r e  l e  degré 

d v  acé ty la t ion  e t  de phosphorylation de 1 'h i s tone  H 3  a p p a r a î t  



a l o r s ;  p lus  précisément, l ' a c é t y l a t i o n  de c e t t e  p ro té ine  aug- 

mentera i t  son a c c e s s i b i l i t é  à une kinase endogène s t imulée par  

l e  calcium (WHPTLOCK e t  co11.,1983). 

Cependant, il f a u t  i n t e r p r é t e r  avec prudence, les résu l -  

t a t s  obtenus à p a r t i r  de c e l l u l e s  t r a i t é e s  au b u t y r a t e .  Par 

exemple, l a  phosphorylation des p ro té ines  HMG 1 4  e t  17 e s t  ré-  

d u i t e  de 30 e t  70 p.100 respectivement,  dans des c e l l u l e s  d 'as -  

c i t e  d 'Ehr l i ch  t r a i t é e s  au b u t y r a t e  mais para l lè lement  l a  syn- 

thèse  de ces  pro té ines  e s t  inhibée  (SAFFER e t  GLAZER, 1982) . Le 

bu ty ra te  de sodium i n d u i t ,  en e f f e t ,  de profonds changements 

dans l a  morphologie e t  l a  c ro issance  de l a  c e l l u l e  ; il bloque 

l e  cyc le  c e l l u l a i r e  en phase G 1 ,  ce qui  se t r a d u i t  pa r  une dé- 

phosphorylation de l ' h i s t o n e  H l  (D'ANNA e t  co11.,1980). 

En f a i t ,  pour l ' é t u d e  des r e l a t i o n s  acétylation-phospho- 

r y l a t i o n ,  l e  plasmodium P h y ç a m  poZycephaZwn dont les c e l l u l e s  

sont  naturel lement  synchrones c o n s t i t u e  un m a t é r i e l  de choix. 

L ' acé ty la t ion  de l ' h i s t o n e  H 4  peut  ê t r e  s u i v i e  t o u t  au long du 

cycle c e l l u l a i r e  e t  l a  forme t é t r a a c é t y l é e  de c e t t e  h i s tone  e s t  

l i é e  à l ' a c t i v i t é  de t r a n s c r i p t i o n  biphasique (en phase S e t  au 

mil ieu de l a  phase G 2 ) .  Ce t te  hyperacé ty la t ion  d e s t a b i l i s e r a i t  

l a  f i b r e  de 34 a m  e t  condu i ra i t  à une conformation p lus  étendue. 

Inversement, l a  déacé ty la t ion  de l ' h i s t o n e  H 4  condu i ra i t  à l a  

formation de l a  f i b r e  de 34 nm observée à l a  mitose.  La phos- 

phorylat ion de l ' h i s t o n e  H l  s e r a i t  probablement impliquée dans 

l'empilement de ces  f i b r e s  pour former une s t r u c t u r e  d 'ordre  

supér ieur  (Figure 1 0 ) .  Ains i ,  l ' a c é t y l a t i o n  de l ' h i s t o n e  H 4  se- 

r a i t  inversement r e l i é e  à l a  phosphorylation de l ' h i s t o n e  H l .  

(CHAHAL e t  co11. ,1980) . 
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FIGURE 10 MODELE REPRESENTANT LES TRANSITIONS STRUCTURALES MAJEURES DE LA CHROMATINE 

Ce modèle montre, de la droite vers la gauche, l'organisation progressive de 
la fibre chromatinienne en des structures d'ordre supérieur qui aboutissent 
à la condensation du chromosome métaphasique. On notera l'influence de la 
phosphorylation de Hl dans la condensation du chromosome et l'acétylation de 
H4 dans le passage de la chromatine inactive en la chromatine active. 

Selon CHAHAL,S.S., MATTHEWS,H.R. et BRADBURY,E.M. (1980) Nature,287,76-79. - 
p- "i. 



II - 2-5 Phosphorylation de l a  t y r o s i n e  : nouveau type de 

modif icat ion des p ro té ines  

Découverte récemment, l a  phosphorylation de ré s idus  de 

ty ros ine  e s t  une nouvel le  forme de modif icat ion des p r o t é i n e s  

(HUNTER e t  SEFTON,1980). E l l e  met en oeuvre une p ro té ine  k inase  

pa r t i cu l iGre ,  spéc i f ique  de l a  t y r o s i n e  t a n d i s  que l e s  a u t r e s  

p ro té ines  k inases  connues t r a n s f è r e n t  le  phosphate s u r  des ré- 

s idus  de s é r i n e  e t /ou  de thréonine.  

Outre %'MP cycl ique nécessa i re  à l ' a c t i v i t é  de c e r t a i n e s  

p ro té ines  k inases ,  il e x i s t e  de nombreux e f f e c t e u r s  modif ian t  

l e  degré de phosphorylation des p ro té ines ;  parmi ceux-ci c i t o n s  

des hormones polypept idiques comme l ' i n s u l i n e ,  l e  glucagon, l e s  

f a c t e u r s  de cro issance  EGF ou "epidermal growth f a c t o r " ,  PDGF su 

"pba te le t  der ived growth f a c t o r " ,  l e  calcium, 1 ' i n t e r f é r o n ,  cer -  

t a i n s  v i rus . . . . . .  

D e  nombreux t ravaux on t  montré que i a  l i a i s o n  de l ' i n s u l i -  

ne à son récepteur  membranaire s t i m u l a i t  l a  phosphorylation de 

ce d e r n i e r  (VAN OBBERGHEN e t  KOWALSKI,1982; KASUGA e t  co11.,1982; 

ROSEN e t  ~ 0 1 1 . ~ 1 9 8 3 ) .  Cet te  phosphorylation s e r a i t  l a  première 

é tape  d'une succession d'événements biochimiques permettant l e  

t r a n s f e r t  du s i g n a l  de 1 ' i n s u l i n e ;  l e s  récepteurs  de p l u s i e u ï s  

f a c t e u r s  de cro issance  : EGF (COHEN e t  c o l l . ,  1980) , PDGF ( E K  e t  

co%%,,1982) s o n t  également phosphorylés. La phospnorylation de 

ces  récepteurs  me-nbranaires e s t  l i é e  à l ' a c t i v a t i o n  d'une pro- 

t é i n e  kinase qu i  s e r a i t ,  s o i t  t r è s  é t ro i t ement  l i é e  au récep teur ,  

s o i t  l e  récepteur  lui-même. Cet te  c l a s s e  de pro té ine  k inase  q u i  



phosphoryle spécifiquement l a  ty ros ine  e s t  l i é e  paradoxale- 

ment à l a  r égu la t ion  de l a  c ro issance  normale e t  néoplasique 

ca r  e l l e  e s t  associée  aux récepteurs  des f a c t e u r s  de croissan-  

ce m a i s  a u s s i  à l a  t ransformation v i r a l e :  a i n s i  l ' express ion  du 

gène oncogène " s rc"  du v i r u s  du sarcome de Rous s e  t r a d u i t  pa r  

l a  synthèse d'une phosphoprotéine de masse moléculaire  60.000 

appelée: pp60v-src (v-src  indiquant  que son o r i g i n e  e s t  l e  

gène v i r a l  s r c )  (HUNTER e t  SEFTON,1980). Ce t t e  p ro té ine  e s t  une 

phosphotyrosine k inase  concentrée dans l e s  plaques d 'adhésion 

de l a  membrane c e l l u l a i r e  où e l l e  phosphoryle une p ro té ine ,  l a  

v incu l ine  ; l a  v incul ine  phosphorylée s e  d i spe r se  dans t o u t e  

l a  c e l l u l e  à l a  s u i t e  de l a  t ransformation pa r  le gène s r c  e t  

il semble que l a  phosphorylation de c e t t e  p ro té ine  accé lè re  1% 

d e s t r u c t i o n  des plaques d 'adhésion observée dans l a  c e l l u l e  

cancéreuse (Figure 11) (HUNTER, 1982) . 
D'aut res  p ro té ines  t e l l e s  que des enzymes de l a  glycolyse 

s ~ n t  également phosphorylées sur des r é s idus  de ty ros ine  dans 

l e s  c e l l u l e s  transformées par  l e  v i r u s  du sarcome de Rous 

(COOPER e t  c o l l . ,  1983) mais l e  r ô l e  de ces  modif icat ions s t r u c -  

t u r a l e s  dans l a  r égu la t ion  de l a  glycolyse n ' e s t  pas connu. 

La phosphotyrosine représente  seulement 0.05 p.100 du 

phosphate s t a b l e  en mi l ieu  ac ide  dans l e s  p ro té ines  c e l l u l a i r e s  

(HUNTER,1982) mais c e t t e  q u a n t i t é  e s t  m u l t i p l i é e  p a r  un f a c t e u r  

10 à Pa s u i t e  de l a  t ransformation v i r a l e  de l a  c e l l u l e  ; tou- 

t e f o i s  ce taux  encore f a i b l e  de phosphotyrosine explique sa 

mise en évidence t a r d i v e  bien que son r ô l e  semble fondamental 

dans l a  croissance c e l l u l a i r e  normale au cours de l'embryogé- 

nèse (DASGUPTA e t  GARBERS, 1983) , sous l ' a c t i o n  de c e r t a i n e s  



Le virus du sarcome de Rous 
pénètre dans la membrane 
plasmique. 

Action de la transcriptase 
reverse. 

Intégration du vDNA dans le 
DNA cellulaire. 

~ranscri~tion du provirus. 

Translation du gène src. 

pp60src, tyrosine protéine 
kinase liée à la membrane 
plasmique et concentrée 
dans les plaques d'adhésion. 

pp60SrC phosphoryle la vincul 
les microfilaments se dispers 
dans la cellule. 

Destruction des plaques d'adh 

FIGURE 11 MECANISME D'ACTION DE LA TRANSFORMATION CELLULAIRE INDUITE PAR LE VIRUS DU SARCOME DE ROUS 

Selon HUNTER,T. (1982) Trends Biochem.Sci., - 7, 246-249. 



hormones ou facteurs de croissance et dans la transformation 

cellulaire induite généralement par des retrovirus. 

La découverte récente de phosphotyrosine kinases (et pa- 

rallèlement de phosphotyrosine phosphatases: BRAUTIGAN et coll., 

1981; H~RLEIN et co11. ,1982; FOULKES et co11. ,1983) associées 

à la multiplication cellulaire a suscité un nombre impression- 

nant de travaux qui augmentent de jour en jour le nombre des 

protéines de la membrane plasmique et du cytosquelette ainsi 

modifiées. Toutes les phosphotyrosine kinases isolées à ce jour 

sont des protéines cytoplasmiques et la plupart d'entre elles 

possède au moins un résidu de tyrosine phosphorylé ainsi qu'un 

ou plusieurs résidus de phosphosérine, ce qui pourrait inpli- 

quer une régulation des différents métabolismes cellulaires 

par une phosphorylation en cascade des protéines, liée à l'ac- 

tion de phosphotyrosine et phosphosérine kinases (HUNTER,1982). 

L'universalité de cette modification protéique doit ce- 

pendant encore être démontrée: si, outre les protéines cyto- 

plasmiques dont nous avons brièvement parlé, des protéines nu- 

cléaires comme les histones (en particulier, l'histone HIB) 

sont de bons substrats pour les phosphotyrosine kinases 

(PETRUZELLI et ~011.~1982; ZICK et ~011.~1983)~ si l'existence 

de phosphotyrosine a été observée chez Eschefichia coZi , il res- 

te cependant beaucoup à apprendre dans ce domaine et l'emploi 

d'anticorps anti-O-phosphotyrosine (ROSS et ~011.~1981) permet- 

tra sans aucun doute la découverte de nouveaux substrats cyto- 

plasmiques mais aussi peut-être nucléaires pour ces enzymes 

dont nous ne faisons qu'entrevoir le rdle fondamental dans la 

multiplication cellulaire normale et dans la transformation 

cellulaire induite par les retrovirus. 



II - 3 METHYLATION 

La découverte d' acides aminés méthylés dans les histones 

remonte aux travaux de MURRAY en 1964. Cette modification des 

histones a lieu dans le noyau, à la fin de la phase S et pen- 

dant la phase G2 (LEE et ~011.~1973). Elle est catalysée par 

des méthyltransférases hautement spécifiques qui transfèrent 

le groupe méthyl de la S-adénosylméthionine sur les histones 

riches en arginine H3 et H4. La méthylase III caractérisée par 

PAIK et KIM en 1971 transfère le groupement méthyl sur le grou- 

pe €-amine de résidus de lysine. Tandis que l'histone H4 ne 

possède qu'un seul résidu de lysine méthylé (en position 20), 

P%istone H3 en contient deux (aux positions 9 et 27) (DE LANGE 

et coll.,1973). Dans l'histone H3, les trois dérivés N-méthy- 

lés (mono-, di- et triméthyllysine) sont présents aux sites 9 

et 27; l'histone H4, par contre, ne renferme pas de triméthyl- 

lysine : en position 20, on trouve 25 p.100 de monométhyllysine 

et 75 p.100 de diméthyllysine. De plus, si on considère que 

60 p.100 des résidus de lysine en position 16 sont acétylés, 

l'histone H4 de thymus de Veau peut etre présente sous quatre 

formes différentes selon le degré d'acétylation et de méthyla- 

tion des résidus de lysine en position 16 et 20 respectivement 

(OGAWA et co11.,1969). Par contre, l'histone H4 isolée du Pois 

n'est pas du tout rnéthylée (DE LANGE et ~011.~1969). 



D'autres acides aminés peuvent être méthylés : ainsi, 

la 3-méthylhistidine et La ~~-méth~lar~inine ont été identi- 

fiées dans les histones de différentes origines (BWOET,1971). 

Dans les protéines chromos~males non-histones, l'arginine ap- 

paraTt comme un site préférentiel de méthylation et jusqu'à 

8,2 p.100 de cet acide aminé sont présents sous forme de di- 

méthylarginine dans la protéine HMG-2 de thymus de Veau (BOFFA 

et coll., 1979) . 
La méthylation, comme l'acétylation et la phosphoryla- 

tion, modifie des acides aminés localisés dans la région N- 

terminale basique des histones : ainsi, la méthyllysine, en 

position 9 dans l'histone H3, est située à c6té d'un site de 

phosphorylation (sérine 10) et d'acétylation (lysine 14). Ce- 

pendant, alors que l'acétylation et la phosphorylation dimi- 

nuent les interactions de l'histone avec le DNA, la. méthyla- 

tion, au contraire, semble augmenter l'affinité de 1 'histone 

pour le DNA (BWOET et BAXTER, 1975) tout en modifiant l'hydro- 

phobicite Cie la molécule. Les changements dans les interac- 

tions histone-histone et histone-protéine non-histone induits 

par la méthylation seraient impliqués dans la réorganisation 

de La chromatine aü moment de la condensation (PAIK et KIM, 

1980) 



II - 4 ADP-RIBOSYLATION 

PI - 4-1 Généralités 

L'ADP-ribosylation est une modification des protéines, 

catalysée par un enzyme : la poly (ADP-ribose) polymérase 

et nécessitant le NAD comme coenzyme. Dans cette réaction, 

l'adénosine diphosphate ribose (ADP-ribose) libéré du NAD par 

une glycohydrolase est transféré à un accepteur protéique sous 

forme monornérique ou polymérique (HAYAISHIt1976)(Figure 12). 

Le premier exemple dlADP-ribosylation des protéines re- 

monte à 1968 lorsque HONJO et ses collaborateurs montrèrent 

que le facteur 2 d'élongation (EF-2), enzyme impliqué dans 

la synthèse protéique, est inactivé par la toxine diphtérique 

en présence de NAD ; l'inactivation de l'enzyme résulte de 

son ADP-ribosylation catalysée par le fragment actif (fragment 

A) de la toxine (Figure 13) . 
Chez les Eucaryotes, histones et protéines non-histones 

peuvent être ADP-ribosylées par fixation soit de mono (ADP- 

ribose) (cas le plus fréquent), soit de chafnes de poly (ADP- 

ribose) (HAYAISHI et UEDA, 1977) pouvant atteindre 65 unités 

dtADP-ribose (TANAKA et coll., 1978) . 





L'ADP-ribose ou le poly (ADP-ribose) est lié aux his- 

tones par un pont ester entre le ribose terminal et le groupe 

y-COQH de l'acide glutamique (histones Hl et H2B)(BURZIO et 
I 

co11.,1979) ou le groupe a-COOH de l'acide aminé en position 

C-teminale (histone Hl) (OGATA et co11. ,1980-b) . D'autres aci- 
des aminés peuvent être modifiés par ADP-ribosylation. En 1975, 

SMITH et STOCKEN ont observé la présence d'ADP-ribose lié de 

façon covalente à un résidu de phosphosérine dans l'histone Hl, 

Plus récemment, une ADP-ribosyltransférase qui modifie l'argi- 

nine a été identifiée dans le foie de Rat (MOSS et STANLEY, 

198%). 

Bien que plusieurs acides aminés peuvent etre ADP-ribo- 

sylés (acide glutamique, lysine, histidine, arginine et phospho- 

sérine), P'ADP-ribosyltransférase est spécifique d'un acide ami- 

né et par conséquent, une famille d'ADP-ribosyltransférases doit 

etre présente dans la cellule. La liaison de 1'ADP-ribose à son 

accepteur protéique est labile en milieu alcalin (NaOH O.lM, 

60 minutes, 37OC) mais deux types de liaison peuvent être dif- 

férenciés suivant leur sensibilito à l'hydroxylamine 1~ à pH 7.0 

(BFEDEHORST et coll. ,1978). 

P I  - 4-2 Protéines ADP-ribosylées 

La poly (ADP-ribose) polymérase est un enzyme étroite- 

ment lie 1 la chromatine dans les régions internucléosomales 

(GIRI et co11,,1978), De par sa localisation, cet enzyme mo- 

difie préférentiellement l'histone Hl (WONG et coll., 1977 ; 



RIQUELME et ~011.~1979 ; OGATA et ~011.~1980-b), l'histone 

H2B est également un bon substrat pour l'ADP-ribose polymé- 

rase (GIRI et coll.,1978 ; BURZIO et ~011.~1979) ; les his- 

tones H2A et H3 sont, dans quelques cas, légèrement modifiées 

(POIRIER et SAVARD,1980) ; l'histone H4 n'a jamais été trou- 

vée ADP-ribosylée. L'histone H5 et certaines protéines HMG 

sont également modifiées (POIRIER et ~011.~1982-a ; TANUMA et 

JOHNSON, 1983 ; LEVY-WILSON et ~011.~1983). 

L'histone Hl est ADP-ribosylée dans les régions basiques 

N- et C-terminales : dans la région N-terminale, 1'ADP-ribose 

est lié par un pont ester au groupe y-COOH des résidus d'acide 

glutamique en position 2 et 14 ; dans ia région C-terminale, 

lsADP-ribose est lié au groupe a-COOH du résidu de lysine en 

position C-terminale de la protéine (OGATA et ~011.~1980-b). 

Les cinq sous-fractions de l'histone Hl de foie de Rat sont 

modifiées par fixation d'oligomères d'ADP-ribose dont la lon- 

gueur moyenne de la chaîne correspond au trimère (RIQUELME et 

~011.~1979). L'importance de la modification est fonction de 

la concentration en NAD et environ 60 p.100 des molécules de 

Hl sont modifiées à une concentration 1 mM en NAD. En séparant 

les sous-fractions de l'histone Hi par chromatographie d'im- 

munoabsorption (anticorps poly (ADP-ribose) lié à du Sepharoçe), 

il est apparu que les sous-fractions de Hl AD?-ribosylées sont 

très accessibies à la phosphorylation par une protéine kinase 

nucléaire ; ceci serait en faveur d'une modification coordonnée 

de certaines molécules de Hl à la fois par phosphorylation et 

ADP-ribosylation. 



Outre les différents degrés de phosphorylation des 

sous-fractions de l'histone Hl, la présence d'oligomères 

dlADP-ribose introduit une microhétérogénéité supplémentaire 

qui peut etre facilement mise en évidence par électrophorèse 

sur gel de polyacrylamide selon la technique classique de 

PANYPM et CBALKLEY (1969). Dans ce système, la mobilité de 

l'histone Hl peut être réduite de 20 p.100 par rapport à 

l'histone Hl non modifiée, selon la taille de l'oligomère 

ADP-ribose fixé sur la protéine. 

Un complexe de deux molécules d'histones Hl pontées 

par une chaine de 15 unités d'ADP-ribose a été caractérisé 

dans les noyaux de cellules Hela (STONE et co11. ,1977) . Un 
complexe similaire a été observé in vitro par ADAMIETZ et 

ses collaborateurs en 1978, et les agents qui condensent la 

++ chromatine tels les polyamines ou les cations divalents (Ca , 

MCJ++) stimulent sa formation (BYRNE et coll., 1978) . La forma- 
tion de ce complexe bien défini nécessite de hautes concentra- 

tions en NAD (200 PM) . Un temps d'incubation prolongé (30 mi- 
nutes) conduit à une modification encore plus importante de 

l'histone Hl qui se traduit par une migration beaucoup plus 

lente en électrophorèse : ceci peut s'expliquer, soit par une 

augmentation de la taille du poly (ADP-ribose) fixé qui con- 

duirait à une molécule d'histone Hl presque neutre, soit par 

une augmentation du nombre de sites dlADP-ribosylation dans 

la protéine (POIRIER et co11. ,1982-a). Cette modification peut 

engendrer une certaine souplesse de conformation de la chroma- 

tine et provoque une condensation localisée et transitoire qui 



succède aux structures relâchées que l'on trouve pendant la 

transcription et la replication (NOLAN et ~011.~1980). 

La poly (ADP-ribose) polymérase isolée du thymus de 

Veau modifie légèrement l'histone H5 à de faibles concentra- 

tions en NAD. En augmentant la concentration en NAD ou en pro- 

longeant le temps d'incubation, on observe la formation de di- 

mères de H5 et de complexes de taille moléculaire plus élevée. 

L'affinité de la polymérase est plus faible pour l'histone H5 

que pour l'histone Hl. Ce résultat est peut-être lié à une 

différence dans la composition en acides aminés des protéines s 

en effet, l'histone HS présente m e  parenté structurale avec 

l'histone ~1~ qui n'est pas ADP-ribosylée dans le foie de Rat 

(POIRIER et ~011.~1978). 

Parmi les histones de la "core particle", l'histone H2B 

est le meilleur substrat pour la poly (ADP-ribose) polymérase, 

i n  v i t r o ;  toutefois, un seul site d'ADP-ribosylation a été 10- 

calisé dans la protéine au niveau du résidu d'acide glutamique 

en position 2 (BURZIO et ~011.~1979 ; OGATA et ~011.~1980-a). 

Les autres histones de la "core particle" H2A, H3, la 

protéine A24 (complexe de l'histone H2A et de l'ubiquitine) 

(OKAYAMA et HAYAISHI,1978), et certaines protéines HMG (ORD 

et STOCKEN, 1977) sont ADP-ribosylées i n  v i tro.  

Toutefois, l'identification des accepteurs protéiques 

de 1'ADP-ribose dans des cellules intactes est rendue diffici- 

le en raison de l'imperméabilité de la membrane cellulaire au 

NAD et des faibles quantités de poly (ADP-ribose) endogène. 



Très récemment, l ' adénos ine  t r i t i é e  a  é t é  u t i l i s é e  pour 

masquer l e  NAD e t  donc l e  poly (ADP-ribose) dans l e s  c e l l u l e s  

i n t a c t e s .  Ains i ,  TANUMA e t  JOHNSON (1983) o n t  montré que, dans 

une l ignée  c e l l u l a i r e  dér ivée du carcinome mammaire de Sour i s ,  

l e s  HMG 1 , 2 , 1 4  e t  1 7  son t  modifiées m a i s  seulement 0.03 p.100 

des molécules cont iennent  de 1'ADP-ribose, L'ADP-ribosylation 

des pro té ines  HMG e s t  vraisemblablement l i é e  à l ' o r i g i n e  t i s s u -  

l a i r e  de ces  p ro té ines  : a i n s i ,  dans l ' é r y t h r o c y t e  de Pou le t ,  

s eu les  l e s  HMG 1 e t  2 son t  ADP-ribosylées. A concent ra t ion  é le -  

vée en NAD, ces  p ro té ines  fcm.ent des complexes d 'o rd re  supé- 

r i e u r  comme c e l a  a  é t é  observé pour les h i s tones  H l  e t  H5 

( P O I R I E R  e t  ~ 0 1 1 . ~ 1 9 8 2 - a ) .  La modif icat ion des p ro té ines  nuclé- 

a i r e s  par  ADP-ribosylation cons t i tue  encore une p o s s i b i l i t é  

pour l a  c e l l u l e  de changer l a  conformation s t r u c t u r a l e  de l a  

chromatine pa r t i cu l i è rement  au moment de l a  r e p l i c a t i o n  e t  de 

l a  t r a n s c r i p t i o n .  

II - 4-3 Importance de 1'ADP-ribosylation dans l a  s t r u c t u r e  
- 

de l a  chromatine 

La poly (ADP-ribosyiation) des polynucléosomes pancréa t i -  

ques apporte un relbchement de l a  s t r n c t u r e  de l a  chromatine : 

les changements de s t r u c t u r e ,  observés en microscopie é l e c t r o -  

nique, montrent que 1'ADP-ribosylation, à f a i b l e  force ionique ,  

transforme l a  s t r u c t u r e  en zigzag de l a  chromatine en s t r u c t u r e  



en "collier de perles" ; ce relâchement dans la structure de 

la chromatine est encore plus frappant à force ionique élevée 

(75 mM NaCl) où les nucléosomes poly (ADP-ribosylés) gardent 

une structnre ouverte tandis que les nucléosomes témoins s'or- 

ganisent en une fibre de 34 nm (POIRIER et ~011.~1982-b). Le 

mécanisme par lequel la poly (ADP-ribosylation) modifie le 

r61e de l'histone Hl dans l'organisation des nucléosomes n'est 

pas connu r cependant, il est concevable que le poly (ADP-ri- 

bose) en diminuant la charge de l'histone affecte sa capacité 

d'interaction avec 12 DNA. Par ailleurs, la poly (ADP-ribosy- 

lation) d'oligonucléosomes conduit à la formation d'un comple- 

xe constitué d'un dimère de Hl lié à 15 ADP-ribose. Ce complexe 

a été mis en évidence, in vivo par des méthodes immunologiques , 

lors de la transition phase S -phase G2 du cycle cellulaire 

(WONG et co11.,1983). Ces apparentes contradictions n'excluent 

pas la possibilité que certains domaines de structure relâchée 

induite par la poly (ADP-ribosylation) soient présents dans 

des structures beaucoup plus compactes.(POI~I~~ et co11.,1982-b) . 

Quoiqu'il en soit, la relaxation de la structure de la chroma- 

tine consécutive à 1'ADP-ribosylation des protéines est un phé- 

nomène ponctuel qui ne semble pas pouvoir étre remis en cause ; 

la conformation plus ouverte qui en découle, expose davantage 

certaines séquences de DNA soit à la RNA polymérase (llADP- 

ribosybation favorise alors la transcription), soit à la DNA 

polymérase (1'ADP-ribosylation favorise la replication) (LEVY- 

WILSON,1983). De ce point de vue, 1'ADP-ribosylation des pro- 

téines HMG est d'un intérêt particulier puisque ces protéines 

sont associées aux régions actives de la chromatine (TANUMA et 

JOHNSON, 1983) . 



Il  a é t é  montré également que l a  biosynthèse de poly 

(ADP-ribose) e s t  nécessa i re  à l a  r épa ra t ion  du DNA : tous  

l e s  agents  qu i  e n t r a i n e n t  des dommages dans l a  s t r u c t u r e  du 

DNA ( r a d i a t i o n s ,  agents  a l k y l a n t s  .....) provoquent une dimi- 

nut ion de l a  concentrat ion c e l l u l a i r e  en NAD l i é e  à une bio- 

synthèse accrue de poly (ADP-ribose) (WHISH e t  co11. ,1975).  

Par exemple,un agent a lky lan t  t e l  que l e  s u l f a t e  de diméthyle 

s t imule 1'ADP-ribosylation de l ' h i s t o n e  H l .  Du f a i t  que t o u t  

dommage c réé  dans l a  s t r u c t u r e  du DNA i n i t i e  les mécanismes 

de répa ra t ion ,  une r e l a t i o n  peu t  é t r e  é t a b l i e  e n t r e  l a  biosyn- 

thèse  de poly (ADP-ribose) , l a  poly (ADP-ribosylation) des 

p ro té ines  e t  l a  r épa ra t ion  du DNA ( T H 1  MAN e t  SHALL,1982). La 

p o s s i b i l i t é  de t u e r  l a  c e l l u l e  tumorale en a s s o c i a n t  des a- 

gents  a l k y l a n t s  e t  des i n h i b i t e u r s  de poly (ADP-ribose) poly- 

merase p o u r r a i t  & t r e  u t i l e  dans l e  t ra i tement  de l a  leucémie 

(DURKACZ e t  c o l l . ,  1980) . 



II - 5 UBIQUITINATION 

L'ubiquitine ou protéine HMG 20 est une protéine de 

masse moléculaire 8*451, présente dans les cellules de tous 

les tissus et de tous les organismes vivants, 

Dans la chromatine, 10 p.100 des molécules de H2A sont 

liés à l'ubiquitine (GOLDKNOPF et BUSCH,1977) pour former le 

complexe u-H2A (ou protéine A24) tandis qu'une proportion 

plus faible de l'histone H2B (1 à 1,5 p.100) se lie à l'ubi- 

quitine pour former u-H2B (WEST et BONNER,1980) . 
La protéine u-H2A a une structure branchée : elle est 

formée par une liaison isopeptidique entre le groupe E-NH2 

de la lysine en position 119 dans l'histone H2A et le groupe 

a-carboxylique du chaînon glycyl-glycyl lui-même lié à l'ex- 

trémité C-terminale de 1 'ubiquitine (Figure 14) (GOLDKNOPF et 

co11. ,1977). 

Ubiquitine Pont Gly-Gly 

Met-......... Arg NH-CH2-CO-NE-CH2-CO 
1 74 

............................... ....... N-Ac-Ser- NH-CH-Ca- Lys(0H) 
1 Lys 119 129 

Histone H2A 

FIGURE 14 STRUCTURE BRANCHEE DE LA PKOTEINE A 2 4  

(GOLDKNOPF et BUSCH, 1977) 



Cette modification affecte de la même façon les quatre 

variants de l'histone H2A de mammifères (H2A.1, H2A.2, H2A.Y 

et H2A.Z) (HATCH et ~011.~1983); très rapidement après sa syn- 

thèse, l'histone H2A se lie à l'ubiquitine (TREMPE et LEFFAK, 

1982) . Cette liaison nécessite de 1'ATP mais l'enzyme néces- 
saire a la réaction n'est pas encore connu (MATSUMOTO et coll., 

1983) . ' 
L'ubiquitination ne semble pas avoir d'effet sur les in- 

teractions histone-histone puisque les protéines u-H2A et u-H2B 

sont aussi présentes dans les dimères H2A-H2B (HATCH et coll., 

1982). Si la protéine u-H2A est présente dans le nucléosome 

(GOLDKNOPF et coll, , 1977) 013 elle remplace l'histone H2A, cette 

modification a peu d'importance sur la structure du nuclé~some; 

cependant, elle peut empécher la formation de superstructure en 

modifiant les interactions entre nucléosomes (MATSUI et coll.,. 

1979) . D'ailleurs, le déplâcement de l'ubiquitine de la pro- 
téine u-H2A a lieu lors de la transition interphase -mitose 

et il paraît essentiel pour l'assemblage des fibres de chroma- 

tine dans les spermatocytes. A ce stade de la spermatogénèse, 

la protéine u-H2A n'est pas détectable ; présente en faible 

quantité dans les spermatides, elle atteint son maximum à la 

fin de la sperniogénèse (11 p.100) lorsque la chromatine en se 

relâchant rend possible la liaison de la protamine aux sites 

accessibles du DNA avant la condensation finale due au rempla- 

cement des histones par les protamines. Ceci conforte l'hypo- 

thèse du rdle de u-H2A dans la relaxation de la chromatine 

(AGELL et coll., 1983). 
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III - 1 CHOIX DU MATERIEL D'ETUDE 

A de r a r e s  except ions p rès  rencontrées  chez l e s  Eucaryo- 

t e s  i n f é r i e u r s  (Saccharomyces e t  Tetrahymena) l a  s t a b i l i t é  

s t r u c t u r a l e  des h i s t o n e s  r i ches  en a rg in ine  H 3  e t  H 4  e s t  main- 

t enan t  bien é t a b l i e .  Cet te  s t a b i l i t é  implique pour ces h i s -  

tones une fonct ion  hautement spéc i f ique  l i é e  à l a  conformation 

exacte  de l a  molécule. En e f f e t ,  ces h i s t o n e s  jouent un rBle  

e s s e n t i e l  dans l ' o r g a n i s a t i o n  de l a  s t r u c t u r e  nucléosomale e t  

l e u r  a s soc ia t ion  en té tramère est  s u f f i s a n t e  pour conférer  au 

DNA une s t r u c t u r e  semblable à c e l l e  du nucléosome. Les a u t r e s  

h i s tones  de l a  "core p a r t i c l e "  H2A e t  H2B présentent  un carac-  

t è r e  évo lu t i f  nettement plus  marqué, d 'abord suggéré par  des  

v a r i a t i o n s ' d a n s  l a  mobi l i t é  é lec t rophoré t ique  de ces  h i s t o n e s  

i s o l é e s  de t i s s u s  ou d 'espèces d i f f é r e n t e s .  

En é t u d i a n t  p lus  par t icu l iè rement  l a  s t r u c t u r e  pr imaire  

de l ' h i s t o n e  H2A, no t re  l a b o r a t o i r e  a  m i s  en évidence dès 1976 

l a  présence de microhétérogénéité dans c e t t e  h i s tone  i s o l é e  de 

tumeur de chloroleucémie de Rat (LAINE e t  c o l l . ,  1 9 7 6 )  . P u i s  

l a  mise au po in t  d' une méthode é lec t rophoré t ique  u t i l i s a n t  des 

dé tergents  non ioniques t e l  que l e  T r i t o n  X-100, permit l a  

sépara t ion  d 'h i s tones  de s t r u c t u r e  t r è s  vois ine  (FRANKLIN e t  

ZWEIDLEX, 1977). Ains i ,  de nombreux v a r i a n t s  d 'h i s tones  o n t  

é t é  i s o l é s  e t  l ' o n  connaî t  par  exemple qua t re  v a r i a n t s  de l ' h i a -  

tone H2A i s o l é e  de c e l l u l e s  Hela, de l ' é r y t h r o c y t e  de Pou le t  

e t  de d i f f é r e n t s  t i s s u s  de l a  Souris  (WEST e t  BONNER,1980) . 



Le rale des variants d'histones n'est pas parfaitement 

élucidé. Toutefois, leur présence à certains stades du déve- 

loppement fait penser qu'ils pourraient jouer un rôle important 

dans la structure et la fonction de la chromatine au cours de 

la différenciation (ALLIS et coll., 1980). 

Chez les mammifères, la cellule synthétise, au cours de 

la spematogénèse, un large Gventail de variants différemment 

exprimés suivant le stade considéré. Ces variants contribuent 

à la modification de la structure de la chromatine nécessaire 

au moment de la spermiogénèse (TROSTLE-WEIGE et coll., 1982) . 
L'importance de ces variants est renforcée par le fait que 

les macro-noyaux de Te t rahymena  t h e r m o p h i l a  qui sont trans- 

criptionnellement actifs, renferment des variants non retrou- 

vés dans les micro-noyaux transcriptionnellement inactifs de 

ce protozoaire cilié (ALLIS et coll., 1980). Leur présence 

pourrait être le reflet de l'activité ou du blocage de gènes 

aux différents stades d'organisation de l'être vivant. 

Les variants entraînent une hétérogénéité au sein des 

nucléosomes et leur présence implique une modification de con- 

formation et d'interaction des protéines entre elles ou (et) 

des protéines avec le DNA. L'étude de la structure primeire de 

l'histone H2A d'organismes primitifs (Publication 1) nous ap- 

parut alors comme une acquisition nécessaire : 

- à la détermination des domaines de séquence conservée au 

cours de l'évolution donc nécessaires à l'activité biologique 

de la protéine. 



- à la recherche de variants éventuels 

- à la localisation de mutations dans la séquence : en ef- 

fet, suivant leur localisation, les mutations peuvent entraîner: 

. une variation dans le degré d'acétylation (substitu- 
tion de résidus de lysine) ou (et) de pnosphoryla- 

tion (substitution de résidus de sérine) . 
une modification dans les domaines d' interaction 

protéine-protéine et en particulier, dans les do- 

maines d' interaction de 1 'histone H2A avec 1 'his- 

tone H2B. Pour cela, la connaissance de la struc- 

ture primaire de l'histone H2B était également né- 

cessaire : ceci nous a amené à étudier parallèle- 

ment ces deux histones. Une partie de ces travaux 

a été réalisée sur le dimère H2A-H2B qui, soumis à 

une hydrolyse enzymatique douce, nous a permis de 

localiser les zones d'interaction des deux protéines 

tcut en évitant la purification de chacune d'entre 

elles, 

Les histones H2A et H2B ont un caractère évolutif simi- 

laire et des variants de l'histone H2B comme de l'histone H2A 

ont été isolés, en particulier, le sperme dlOursin renferme 

trois histones H2B différentes (STRICKLAND et coll., 1978). La 

détermination de la structure primaire de ces trois histones 

révèle une variation très importante de la nature et de la tail- 

le de la région NH2-terminale. En réalité, ,ces caractéristiques 

inhabituelles de l'histone H2B peuvent être liées à la nature 

du matériel choisi' (le sperme) ou à son 0rigin.e (Oursin). 



Ceci nous a conduit à étüdier les histones H2A et H2B 

(Publications 1 et 2) d'organismes primitifs dans l'échelle de 

l'évolution : les Echinodermes. 

La raison de ce choix est double : 

- Les Echinodermes sont des Invertébrés marins qui, sur 
l'arbre phylogénétique du règne animal (Figure 15) se placent 

sur Pa branche gauche qui donne naissance au groupe des Verté- 

brés. Ils occupent là une position tout à fait particulière 

par rapport à la grande majorité des Invertébrés (Vers, Mollus- 

ques, Arthropodes) qui se placent sur la branche droite de 

l'arbre phylogénétique. 

Par leur caractère très primitif et leur position éloi- 

gnée de celle des Mammifères, les Echinodermes constituent un 

matériel intéressant pour l'étude des histones. De plus, ce 

travail s'inscrit dans un ensemble de recherches menées, dans 

le laboratoire du Docteur Pierre SAUTIERE, par Danièle WOUTERS 

et Daniel KMIECIK sur les histones d'un Cephalopode (Sepfa of- 

ficinaZis) et d'un Ver marin (SipuncuLus nudus), deux Inverté- 

brés marins situés sur la branche droite de l'arbre phylogéné- 

tique qui aboutit aux Insectes. 

- La situation géographique de notre laboratoire nous 
permet d'entretenir une collaboration efficace avec la Station 

Marine de Wimereux qui nous fournit la matériel biologique né- 

cessaire à nos études. 



INSECTES 
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FIGURE 15 POSITION DES ECHINODERMES DANS L'ARBRE PHYLOGENETIQUE 



III - 2 STRqTEGPE ADOPTEE POUR LA DETERMINATION DE LA SEQUENCE 

EN ACIDES AMINES DES HISTONES H2A ET H2B DIE;TOIL;E DE MER 

La f i g u r e  1 6  schématise l a  s t r a t é g i e  que nous avons adop- 

t é e  pour déterminer l a  séquence en ac ides  aminés des h i s t o n e s  

H2A e t  H2B d l E t o i l e  de m e r .  Le b u t  de l a  méthodologie c h o i s i e  

e s t  d ' o b t e n i r  un p e t i t  nombre de longs fragments pept id iques  

faci lement  i s o l é s  e t  p u r i f i é s  p a r  chromatographie de g e l - f i l -  

t r a t i o n  e t  pouvant e t r e  sounais e n s u i t e  à l a  dégradation auto- 

matique de EDMAN. Ceci a é t é  r é a l i s é ,  compte tenu de l a  compo- 

s i t i o n  en ac ides  aminés de chaque p ro té ine ,  par l ' emplo i  d 'en-  

zymes de haute  s p é c i f i c i t é  (p ro téase  staphylococcique, pro- 

t éase  de glande sous-maxillaire de Souris  : protéase Arg-C) e t  

par le choix des condi t ions d 'hydrolyse enzymatique : pHI t e m -  

pé ra tu re ,  r appor t  enzyme/substrat. 

Ainsi  à pH 4.0 e t  dans un tampon a c é t a t e  d'amxtonium, l a  

protéase staphylococcique V8  coupe uniquement l e s  l i a i s o n s  glu- 

tafiyles . 
Par a i l l e u r s ,  en p laçant  le  dimère H2A-H2B dans un mi l i eu  

tamponné à pH 8 . 3 ,  à fo rce  ionique élevée (0.5M) , les f o r t e s  

i n t e r a c t i o n s  e n t r e  l e s  régions hydrophobes des p ro té ines  d é l i -  

mi tent  un domaine protégé inaccess ib le  au c l ivage  p r o t é o l y t i -  

que par  l e s  enzymes. Dans ces cond i t ions ,  l ' endoproté inase  

Arg-C spéc i f ique  des l i a i s o n s  a r g i n y l e s ,  u t i l i s é e  dans un rap- 

p o r t  enzyme/substrat de 1/5000 e t  à température ambiante, ne 





c l i v e  ces  l i a i s o n s  arg inyles  que dans l a  région N-terminale 

de l a  p r o t é i n e ,  région r e s t é e  l i b r e  de t o u t e  i n t e r a c t i o n  e t  

donc access ib le  à l'enzyme. 

D'autre  p a r t ,  l e  c l ivage  p a r  l ' a c i d e  acét ique 0 . 2 5 M  des 

t r o i s  l i a i s o n s  a spa r ty les  p résen tes  dans l ' h i s t o n e  H2B d1Etoi -  

l e  de mer a  permis d 'ob ten i r  de gros  fragments pept idiques né- 

cessa i res  à 1' étude s t r u c t u r a l e  de c e t t e  pro té ine .  

L ' ac t ion  d'enzymes comme l a  t r y p s i n e ,  l a  thermolysine,  

l a  pepsine s u r  l e s  longs pept ides  N-terminaux obtenus précé- 

demment (1 à 55 pour H2A ; 1 à 2 0  e t  1 à 21 pour H2B) ou s u r  

l a  pro té ine  i n t a c t e  a l i b é r é  des  p e t i t s  pept ides  nécessâ i res  

à l ' é t u d e  de ba région N-terminale des h i s tones  H2A e t  H2B 

dont l ' e x t r é m i t é  N-terminale e s t  bloquée e t  qu i  ne pouvaient 

donc é t r e  soumis à l a  dégradation automatique de EDMAN. 
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The complete amino acid sequence (124 residues) of histone H2A from gonads of the starfish Asterias rubens 
has been established from automated sequence analyses of large fragments obtained by staphylococcal protease 
digestion of histone H2A and by limited hydrolysis of H2A-H2B complex with mouse submaxillary gland 
protease and from structural studies of peptides generated by enzymatic hydrolyses of these fragments or of the 
protein. 

By comparison with calf homologous histone, the starfish histone H2A shows 5 deletions and 12 substitutions. 
Half of the substitutions are non-conservative, 

Misroheterogeneities were found at positions 18, 40 and 50 and result in the existence of at least two 
variants of starfish gonad histone H2A. 

Structural studies of histones H2A from different species 
widely separated on the evolutionary scale [l - 61 have shown 
that extensive structural modifications (point mutations, dele- 
tions and insertions) mainly occur in the highly basic N-ter- 
minal and C-terminal parts of the protein. The central region 
of the molecule (residues 18 - 118), which strongly interacts 
with the region 32- 125 of histone H2B to form the dimer 
H2A-H2B in the nucleosome, appears generally consemed 
during evolution. 

The higher degree of variability of histone H2B in Echini- 
dae [7], one of the three families of the echinoderms has led 
us to investigate the primary structure of both histones H2A 
and H2B in Asterinidae. 

In this paper we report the complete amino acid sequence 
of histone H2A from gonads of the starfish Asterias rtrbens. 

MATERIALS AND METHODS 

Materials 

Mature stadish were obtained from the Institut de Bio- 
logie Maritime de Wimereux (France). After excision, gonads 
were frozen in solid CO2 and kept at - 20°C until use. 

Staphylococcus aureus V8 protease was from Miles labora- 
tories. Trypsin (treated with TosPheCHzCl), carboxypepti- 
dases A and B (treated with PhMeS02F) and pepsin were 
obtained from Worthington. Thermolysin was from Merck. 
Arg-C endoproteinase from the submaxillaris glands of mice 
was ~urchased from Boehringer. 

fluorobutyric acid were sequanal grade from Beckman. Poly- 
brene was purchased from Aldrich and the dipeptide Gly-Gly 
from Sigma. Al1 other reagents were of the highest purity 
available. 

Isolation of Histone H2A and of Histone Complex H2'4-H2B 

Chromatin was isolated from gonads as described in [8]. 
The crude fraction F2a2 was obtained from chromatin accord- 
ing to [9]. The crude fraction F2b was extracted from chroma- 
tin by method 2 of Johns [IO]. Histone H2A was isolated 
from fraction F2a2 by gel filtration chromatography on Bio- 
Gel PI0 (1 50 x 5 cm) equilibrated and eluted with 0.01 M 
HCI saturated with chloroform. 

The dimer H2A-H2B was obtained from fraction F2b by 
ion-exchange chromatography on Bio-Rex 70 (100 x 2.5 cm) 
[Il] .  The column was equilibrated with 0.1 M sodium phos- 
phate buffer (pH 6.8) containing 8 :/, guanidine chloride and 
eluted with a linear gradient of the latter from 8 % to 14 % in 
the same buffer. 

Analytical electrophoresis of histone H2A and of complex 
H2A-H2B in polyacrylamide slab gels was carried out at 
pH 3.2 in 6.25 M urea according to Panyim and Chalkley [12] 
using a 17 '4 acrylamide concentration. 

Amino acid analyses of histone samples were performed 
on a Beckman 119 CL amino acid analyser after hydrolysis 
in 6 M HCl(1 ml/mg protein) in a vacuum at 110 "C for 24 h 
and 72 h with one drop of 1 % phenol to avoid excessive degra- 
dation of tyrosine. 

~irneth~lal l~lamine,  proiane-l-ol and dithioerythritol Strucn,rai Studies were sequanal grade from Pierce. Benzene and chloro-l- 
butane for sequential analysis were purchased from SDS Identification of the Blocking Group at the Amino-terminal 
(Peypin, France). Phenylisothiocyanate, heptane and hepta- End. This identification was made by high-resolution nuclear 

magnetic resonance spectroscopy of the amino-terminal 
Abbreviations. TosPheCH2C1, N-tosylphenylalanyl chloromethane; 

PhMeS02F, phenylmethylsulfonyl fluoride. tryptic peptide (residues 1 - 3) of histone H2A with a Bruker 

Enzymes (IUB Recomrnendations 1978). Staphylococcus aureus 270-MHz Fourier transform spectrometer. 'pectra were 
protease (EC 3.4.21.19); trypsin (EC 3.4.21.4); pepsin (EC 3.4.23.1); obtained in 2H20 at PH % 2 and PH % in 5-mm tubes. 
themolvsin (EC 3.4.24.4); endo~roteinase Arg-C (EC 3.4.-.-): carboxv- Carboxy-terminal Anabsis. Histone H2A (1.4 mg, . \ , . - ~ 

peptidase A (EC 3.4.17.1); carboxypeptidase B (EC 3.4.17.2). 100 nmol) was dissolved in 0.5 ml 0.2 M N-methYlmorpho- 



line acetate pH 8.0 and digested at 40°C with carboxypepti- 
dase B (40 pg). At 30 min an aliquot was taken off, acidi- 
fied with glacial acetic acid and freeze-dried. Carboxypep- 
tidase A (40 pg) was then added. Aliquots were taken off 
at 45 min, 60 min and 90 min and treated as above. The 
released amino acids were analysed on the amino acid analyser. 
Digestion of peptides with carboxypeptidase A and/or B 
was performed in the same conditions. 

Enzymatic Hydrolyses. Histone H2A (70 mg, 5 pmol) was 
hydrolysed with V8 staphylococcal protease in 0.05 M am- 
monium acetate (14 ml) at pH 4.0 and 37 OC for 15 h, using 
an enzyme-to-substrate ratio of 1 : 50 (w/w). The N-terminal 
fragment (residues 1 - 55) so obtained was further hydrolysed 
by thermolysin in 0.1 M N-methylmorpholine acetate at 
pH 8.0 and 40°C for 2 h using an enzyme-to-substrate ratio 
of 1 :60 (wlw). Hydrolysis of the protein (40 mg N 3 pmol) 
with TosPheCHzCl-trypsin was canied out in 0.1 M N-meth- 
ylmorpholine acetate at pH 8.0 and 37°C for 2 h using an 
enzyme-to-substrate ratio of 1i50 (w/w). Histone H2A 
(60 mg z 4 pmol) was hydrolysed with pepsin in 5 % formic 
acid at 37 OC for 1 h using an enzyme-to-substrate ratio of 
1:50 (w/w). The complex H2A-H2B was submitted to a 
limited hydrolysis with Arg-C endoproteinase in 0.1 M am- 
monium bicarbonate pH 8.3 containing 0.5 M NaCl at room 
temperature for 5 h using an enzyme-to-substrate ratio of 
1 : 5000 (w/w), The enzymatic hydrolysates were freeze-dried 
and submitted to fractionation. 

Fractionation of Peptides. The peptides obtained by hydro- 
lysis of histone H2A with V8 staphylococcal protease and by 
hydrolysis of the complex H2A-H2B with Arg-C endopro- 
teinase were separated by chromatography on a Bio-Gel Pl0 
column (150 x 5 cm) equilibrated and eluted with 0.01 M 
HCl saturated with chloroform. When necessary, peptides 
were further purified by chromatography on a Sephadex 

G-50F column (200 x 2.5 cm) equilibrated and eluted with 
0.01 M HCI saturated with chloroform. Thermolysin, trypsin 
and pepsin hydrolysates were fractionated by ion-exchange 
chromatography on a Chromobeads P column (Technicon 
Corporation) with pyridine formate and pyridine acetate 
buffers [6]. The purity of the peptides was checked by poly- 
acrylamide slab gel electrophoresis at pH 2.7 in 2.5 hl urea 
[13] using a 17% acrylamide concentration, or by paper 
chromatography and electrophoresis [14]. 

Sequence of Peptides. Small peptides were sequenced by 
manual Edman degradation [15] and large peptides by auto- 
mated Edman degradation using a Beckman 890 C sequencer 
with a dimethylallylamine program (102974) in the presence 
of polybrene [16,17]. Identification and quantification of 
phenylthiohydantoin derivatives of aminoacids were per- 
formed by high-pressure liquid chromatography on a column 
of Cl8 ~Bondapak (Waters Associates) using a Hewlett- 
Packard liquid chromatograph 1084B [18]. Phenylthiohydan- 
toin derivatives of Met, Val, Phe and Ile were identified on a 
Hewlett-Packard 5830A gas chromatograph [19]. 

Nomenclature of Peptides. Peptides generated by cleavage 
of the protein at glutamyl residues with the V8 staphylococcal 
protease were designated SP. Tryptic, thermolysin and pepsin 
peptides were designated T, Th and P respectively. Peptides 
obtained by limited hydrolysis of the complex H2A-H2B with 
the Arg-C endoproteinase were designated RP. 

Al1 peptides but pepsin peptides were numbered accord- 
ing to their position in the amino acid sequence of the pro- 

RESULTS 

The crude fraction F2a2 isolated from starfish gonad 
chromatin according to Johns [9] contains essentially histone 

Effluent  (ml1 

Fig. 1 .  ( A )  Biogel PI0 chromatograph.~ of crude fraction F 2 d  from starjïsh gonad chromatin. (B )  Electrophoretic analysis of fracrior2s obtained ufter 
chrornatography on Biogel PI0 and on Biorex 70 of crude fractions F2a2 and F2h from starfish gonad chromatin. (A) 150 mg material were dissolved 
in 6 ml 6 M guanidine chloride, 0.1 M Tris, pH 8.0, 5 % mercaptoethanol and left under nitrogen at room temperature for 34 h before chromatog- 
raphy. The solution was then centrifuged and applied to a Biogel Pl0 column (150 x 5 cm) equilibrated and eluted iyith 0.01 M HC1, saturated with 
chloroform. The flow rate was 60 ml/h and 17-ml fractions were collected. (B) Electrophoresis was performed on polyacrylamide slab gel (15 x 10 cm) 
at 22 mA for 3 h at pH 3.2 in 6.25 M urea [12]. Migration was from top to bottom. Slabs were stained for 60 min with 0.5 O/, Coomassie blue R in 
acetic acid/ethanol/water (1 :2:7, by vol.) and destained by diffusion in the mixture acetic acid/ethanol/water (7:20:73. by vol.). Slot 1 : wiiole histone 
from starfish gonad; slot 2: crude histone fraction F2a2; slot 3: H2A from Fig. 1 A; slot 4: dimer H2A-H2B obtained by ion-exchange chromatog- 
raphy on Biorex 70 



Table 1. Amino acid composition of starfisli histone H2A and of peptides used for the sequence cietermincrion 
Results are expressed as the number of residues/mol protein or peptide. Values in parentheses are residueslmol derived from the final sequence. 
Values for threonine and serine, in the protein, are zero-time extrapolations 

-- 

Amino acids Histone H2A SP-1 SP-2 SP-3 SP-3b RP-1 
-- (residues (residues (residues (residues (residues 

calf [2] starfish 1 - 55) 56 - 63) 64- 124) 92- 124) 35-124) 

Aspartic acid 
Threonine 
Serine 
Glutamic acid 
Proline 
Glycine 
Alanine 
Valine 
Methionine 
Isoleucine 
Leucine 
Tyrosine 
Phenylalanine 
Histidine 
Lysine 
Arginine 

Number of residues 
- 

" The values for aspartic acid. serine, alanine and leucine take into accoiint the presence cf microheterogeneities 3t positions 18 and O in the 
sequence (Fig. 7) 

Chernical shift ipprn) 

Fig.2. 270-MHz iVMR spectra of the N-terminal tryptic peptide Ac-Ser-Gly-Arg (resrdues 1-3)  of starfsh histone H2A 1n 2 H t 0 .  (A) At pH 2.0: 
(B) at pH % 11 

H2A slightly contaminated by histones H3 and H4 and non- 
histone proteins, as shown by polyacrylamide gel electro- 
phoresis (Fig. 1 B, slot 2). 

Histone H2A was obtained free of contamination (Fig. 1 B, 
slot 3) by chromatograpliy of F2a2 on a Bio-Gel Pl0 column 
(Fig. 1 A). 

The dimer H2A-H2B was elutetl at 11 % guanidium chlo- 
ride concentration upon ion-exchange chromatography of 
crude fraction F2b [I l ]  on Bio-Rex 70 (Fig. 1 B, slot 4). This 
complex was used to obtain by limited proteolytic cleavage 

large fragments of histones H2A and H2B without prior iso- 
lation of individual histones. Contrary to calf homologous 
histones. starfish histones H2A and H2B were well separated 
from each other by polyacrylamide gel electrophoresis in 
6.25 M urea at pH 3.2 [20] (Fig. 1 B, slots 1 acd 4). 

Table 1 shows the amino acid composition of starfish his- 
tone H2A. By comparison with calf homologous histone. the 
starfish H2A is characterized by a higher content of alaninine 
and phenylalanine, a lowe: content of threonine, glutamic 
acid, isoleucine, leucine and lysine, the presence of a methio- 



RP- 1 
LYS LYSiOH) 

l A r g - C  e n d o p r o t e i n a s e  

N-Ac-Ser Arg Glu Glu Glu LYS(OH) 

1 34 5 5 6 3 91 124 

l 
Y8 s t a p h y l o c o c c a l  p r o t e a s e  

SP-1 
Ser 61 u  

1 2 9 5; 

SP-3 

Leu LysiOH) 

6 4  111 124 

S P - 3 b  
Leu LYS~PH)  
92 124 

Fig.3. Strategy used for the determination of the amino acid sequence of the starfsh histone H2A. S P ,  V8 staphylococcal protease peptide; RP, sub- 
maxillaris gland of mouse protease (Arg-C endoproteinase) peptides. (- - -) Automated Edman degradation; (+ + +) manual Edman degradation 

Table 2. Amino acid composition of thermol.vsin peptides obtained from 
peptide SP-1 and uscd to elucidate ifs  sequence 

Aminoacids Th-5 Th-8 Th-9 Th-10 Th-11 Th-12 
18-21 29-32 33-38 39-41 42-49 50-52 

Aspartic acid 
Threonine 
Serine 
Glutamic acid 
Proline 
Glycine 
Alanine 
Valine 
Methionine 
Isoleucine 
Leucine 
Tyrosine 
Phenylalanine 
Histidine 
Lysine 
Arginine 

Effluent [mil 

Fig. 4. Elution pattern of staphylococcal protease peptides fructionated on 
Bio-Gel PIO. The column (150 x 5 cm) was equilibrated and eluted with 
0.01 M HCI saturated witn chlorofom. Fractions of 12 ni1 were col- 
lected at a flow rate of 72 ml/h 

nine residue and the lack of two histidine residues. Starfish 
histone H2A is devoid of a free amino group as established 
by dansylation. The blocking group was identified as acetyl 
by nuclear magnetic resonance spectroscopy of the amino- 
terminal tripeptide Ac-Ser-Gly-Arg generated by tryptic 
hydrolysis of the protein (Fig. 2). Digestion of starfish histone 
H2A with carboxypeptidases B and A led to establish the 
carboxy-terminal sequence as Ala-Lys(0H). 

With the method of automated Edman degradation, the 
strategy chosen for the sequence determination of starfish 
histone H2A was first intended to generate a minimum cf 
large adjacznt or overlapping fragments by highly specific or 
limited enzymalic cleavages. In the second place, hydrolysis 
of the starfish histone H2A with trypsin or pepsin yielded 
$mal1 peptides, which were essentially used to confirm the 
structural data provided by the automated sequencing of the 
large fragments. 

Thus, the cleavage of starfish histone H2A at glutamyl 
residue by the V8 staphylococcal protease yielded five peptides 
(Fig. 3), which were obtained in pure form through chroma- 
tographic separations on Bio-Gel Pl0 (Fig.4) and Sephadex 
G-50. Their amino acid compositions are given in Table 1. 
Peptides SP-1, SP-2 and SP-3 together accounted for the total 



Table 3. Amino acid composition of tryptic peptides obtained from starfish histone f i2A and used to elucidate its amino-terminal sequence iresidues 1-41) 

Amino acids T-1 T-2 T-3 T-4 T-5, T-6 T-7 T-8a T-8b T-9 T-10 T-11 T-12 
1-3 4-5 8 9-10 11-12 15-16 17-19 17-19 20-28 29-31 32-34 35-41 

13-14 

Aspartic acid 
Threonine 
Serine 
Glutamic acid 
Proline 
Glycine 
Alanine 
Valine 
Methionine 
Isoleucine 
Leucine 
Tyrosine 
Phenylalanine 
Histidine 
Lysine 
Arginine 

-- 

Table 4. Amino acid composition of pepsin peptides obtained from starfish histone H2A and used to elucidate i f s  sequence 

Amino acids P-la P-1 b P-2 P-3 P-4 P-5 P-6 
39-50 39-50 53 - 55 60 - 64 85-92 108-112 113-124 

Aspartic acid 
Threonine 
Serine 
Glutamic acid 
Proline 
Glycine 
Alanine 
Valine 
Methionine 
Isoleucine 
Leucine 
Tyrosine 
Phenylalanine 
Histidine 
Lysine 
Arginine 

number of residues present in the protein. The partial cleavage 
of the Glu9'-Leu9' bond in the C-terminal fragment SP-3 
yielded peptides SP-3a (residues 64-91) and SP-3b (residues 
92- 124). Since the peptide SP-1 contained most of the serine, 
glycine and arginine residues present in the H2A molecule, 
it clearly originated from the amino-terminal region of the 
protein (residues 1 - 55). The N-acetylserine residue present 
at its amino-terminal end was found panially deacetylated. 
Indeed, the cieacetylation of the cc-acetylamino group, by a 
deacetylase activity present in the V8 staphylococcal protease, 
has already been observed in V8 staphylococcal protease 
hydrolysates of histones H4 and H2A [6,21]. The peptide 
SP-1 was, therefore, submitted successfully to automated 
Edman degradation over 29 steps (Fig.7). The complete 
sequence 'of the peptide SP-1 was achieved through structural 
studies of thermolysin peptides generated from SP-1 (Table 2) 
and of peptides obtained by hydrolysis of the protein with 
trypsin or pepsin (Tables 3 and 4, Fig.7). 

The tryptic peptide T-1 lacked a free cc-amino group. Its 
seguence was determined as described previously, [2]. The 

presence of an acetyl group at the amino-terminal end of 
the peptide T-1 was established by NMR spectroscopy in 
'Hl0 at pH 2.0 and pH z 11 (Fig. 2). 

Among the other tryptic peptides, two originate from the 
same part of the molecule and result from a microheterogene- 
ity at position 18, where a serine and an aianine residue are 
found, generating the tryptic peptides Ser-Ser18-Arg and Ser- 
Ala18-Arg. The presence of an alanine residue at position 18 
was confirmed by the thermolysin peptide Th-5 Alal8-Arg- 
Ala-GlyZ' (Table 2 and Fig. 7). Two of the peptides obtained 
by pepsin digestion of the protein, P-la and P-lb (Fig.51, 
have a similar amino acid composition except for aspartic 
acid and leucine (Table 4). Both peptides were obtained in 
equal amounts and, as shown by automated Edman degrada- 
tion (Fig. 7) differ of each other at positions 40 and 50: 



O 275 550 825 1375 1650 1925 
Eff luent imli 

Fig.5. Elution pattern ofpepsinpeptides from starjïsh histone H2A fractionated on Chromobeads P.  The column (70 x 0.635 cm) was eluted with pyridine 
formate and pyridine acetate buffers used in a gradient of ionic strength and pH. Fractions of 5.5 ml were collected at a flow rate of 33 ml/h. Elution 
of the peptides was monitored automatically by ninhydrin reaction. Peptides used for the determination of the histone primary structure were 
numbered according to their position in the amino acid sequence of the protein 

the histone dimer H2A-H2B is placed in a buffered solution 
0.75 at slightly alkaline pH (pH 8.3) and high ionic strength 

(0.5 M) the strong interactions between the hydrophobic 
regions of the proteins delimit a protected domain in both 
sequences inaccessible to proteolytic cleavage by trypsin or 

0.50 related enzymes. 
0 

T The fractionation of the limited enzymatic digest on Bio- 
Gel Pl0 allowed us to isolate a large fragment of histone 
H2A (RP-1 H2A, residues 35- 124) together with a large 

0.25 peptide of histone H2B (RP-1 H2B, residues 24- 125) (Fig. 6). 
Purification of RP-1 H2A was achieved by gel filtration 

chromatography on Sephadex G-100 SF. Its amino acid 
composition (Table 1) is consistent with that of a fragment 

O 
1000 1500 2000 2500 of 90 residues corresponding to the C-terminal three-quarters 

Effluent (mil of the protein. 23 steps of automated Edman degradation 
Fig. 6. Elution patrern of Arg-C endoproteinase hydrolysate of the complex were performed and gave us the necessary Overla~s  t0 deter- 
H~A-H~B. The peptides were fractionated on a column of Bio-Gel Pl0 mine the complete amino acid WqUence of starfish histone 
(150 x 5 cm) equilibrated and eluted with 0.01 M HCI, saturated with H2A (Fig. 7). 
chloroform. Fractions of 17 ml were collected at a flow rate of 70 mlih 

Among the other pepsin peptides, the peptide P-2 is of 
interest since it ascertains the uresence of a methionine 
residue at position 54 in the sequence of the protein. 

The sequence of the central peptide SP-2 (residues 55 - 63) 
was established by manual Edman degradation (Fig. 7). 

The sequence of the carboxy-terminal half of the starfish 
histone H2A was entirely elucidated from the data provided 
by the automated Edman degradation of peptides SP-3 and 
SP-3b (Table 1 and Fig. 7). 

DISCUSSION 

The amino acid sequence of starfish gonad histone H2.4 
(124 residues) presents, by comparison with that of calf ho- 
mologous histone, twelve substitutions and five deletions 
(Table 5). Five deletions and four substitutions occur in the 
N-terminal and C-terminal basic regions: two substitutions 
and one deletion are observed in the sequence 1 - 19: two 
substitutions and four deletions are observed in the sequence 
11 8 - 124. The deletion of the glutamine residue at position 6 
leads to a total identitv bebveen the N-terminal seauences 

Arg-C Endoproteinase Digestion of the Dimer HZA-HZB of histones H2A and ~ 4 .  The substitution at posi;ion 19 
(Ser-+Ala) results in the loss of a phosphorylation site [22]. 

The limited hydrolvsis of the dimer H2A-H2B by the sub- This phosphorylation site is also lost in the variants of Tri- 
maxillaris gland of mouse protease, highly specific for arginyl ticuri H ~ A  [7j, where serine is replaced by isoleucine or 
bonds, was used first with the aim of producing a ,  large valine. Loss of a phosphorylation site invoives the interven- 
fragment of histoneaH2A, overlapping the staphylococcal tion of other process of regulation of the DNA-histone 
protease fragments SP-1, SP-2 and SP-3. Indeed, the rationale interactions in the nucleoson~e. The acetylation might very 
of this method was to generate simultaneously large frag- well be this other process since, in addition to the lysine 
ments of histones H2A and H2B for structural studies and residue at position 5, the lysine residue at position 8 can be 
to define the interacting sequences within both proteins. When acetylated. 



30 40 

Gln-Phe-Pro-Val - ~ l y - ~ r ~ - ~ a l - ~ i s - ~ r ~ - ~ h e - ~ e u - ~ r ~ - ~ y s - ~ l ~ - ~ s n - ~ y r - ~ l a - ~ ~ , ~ - ~ r ~ - ~ a l - ~ l ~ - ~ l a - ~ l y -  

50 60 
Ala-pro-val  - ~ y r - & - A l a - A l  a-val - k t - ~ 1  u-~~r- eu-  la-~l a- lu-11e-  eu-GI u- eu-~l a-Gly-Asn-Al a- -- ---- 
-----------.------* o p - 2  - P-3 - 

120 124 
Leu-Pro-Lys-Lys-Thr-Al a-Lys-Al a-Ala-Lys(0H) 

Fig. 7. Alignment ofpeptides and amino acid sequence oj'srarjïsh histone H2A. Methods used for determination of the sequence of peptides are indicated 
as follows: - manual Edman degradation; - carboxypeptidase hydrolysis; ---- automated Edman degradation 

Table 5. Comparison of the sequences of histone H2A from two echinoderms fstarfish and sea-urchin) and from caif 

Species Residues at position 

6 1 1  

Calf thymus [2] Gln-Gly-Gly-Lys-Ala-Arg 

Starfish gonads - 

Sea-urchin gonads [5] - -Ala- Gly-Lys 

55 59 79 

Calf thymus Leu Thr Ile 

Starfish gonads Met Ala Asn 

Sea-urchin gonads Ala 1 le 

16 20 

Thr-Arg-Ser-Ser-Arg 

Ser - Ser/Ala 

Ser - 

Ser -Gly 

Gi y 

33 I l  

Leu Glu 
51 

Leu 

Phe Glu/Gln Leu1 Asn 

Phe Asn Leu 

121 129 

Glu-Ser -His-His-Lys-Ala-Lys-Gly-Lys(0H) 
124 

- Ala -- - Lys-Ala - Ala-Lys(OH) 
125 

Gly-Ser - - Lys-Ser - Ser -Lys(OH) 

Deletions are indicated by -. Numbering in this table and in the text refers to sequence positions in calf tnymus histone H2A. 



The deletion of the two histidine residues (at positions 123 
and 124 in the calf histone) is a feature of fish 1231 and inverte- 
brate H2A [5,6,24]. 

Eight substitutioris occur in the central region (residues 
20-117), which strongly interacts with histone H2B to form 
the dimer H2A-H2B. Four of them are non-consemative and 
involve either the replacement of a polar charged residue by 
a neutral polar residue (Glu4' +Gln4'; Lys99 +Gly9') or the 
replacement of a bulky hydrophobic residue by a neutral 
polar residue (Leu5' 4 Asn50 ; Ile79 -+ Asn7'). These changes at 
positions 51 and 79 have never been obsemed up to now and 
could be associated with structural modifications in the 
hydrophobic region of histone -H2B, which interacts with 
histone H2A (A. Martinage, unpublished results). 

The substitution at position 33 (Leu+Phe) is characteris- 
tic of histone H2A from echinoderms [5,24]. Obviously this 
substitution is consemative but also it brings up a potentiality 
of interaction with other aromatic residues and, again, this 
could be related with some specific feature of the primary 
structure of histone H2B. Indeed, when the starfish H2A-H2B 
dimer is submitted to a limited hydrolysis with Arg-C endo- 
proteinase, the histone fragments obtained are different in 
length from those obtained in similar conditions from the 
calf H2A-H2B complex. The starfish dimer yields essentially 
the peptides 35-124 from H2A and 24-125 from H2B, 
whereas the calf dimer yields mainly the peptides 18- 129 
from H2A and 32- 125 from H2B. 

The change Leu+Met at position 54 has already been 
found in cuttlefish histone H2A [ 6 ] ;  but more frequently this 
change occurs at position 51 as observed in H2A from mouse 
ascite tumor cells [25], mouse Friend leukemia cells [26] and 
sea-urchin embryos [27]. 

The presence of two amino acid residues at positions 18, 
40 and 50 reflects the existence of at least two H2A variants 
in starfish gonads. From the data provided by pepsin peptides 
P-la and P-lb (Table 4) the glutamate and glutamine at posi- 
tion 40 are associated with asparagine and leucine, respec- 
tively, at position 50. The functional significance of these 
variants remains unclear. 

The data concerning the automated Edman degradation 
of peptides are available from the authors upon request. 
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The complete amino a c i d  sequence ( 1 2 1  r e s i d u e s )  o f  

h i s t o n e  H2B from gonads of  t h e  s t a r f i s h  AnZe iUan h u b e ~ 6  

h a s  been e s t a b l i s h e d  from s t r u c t u r a l  d a t a  ob ta ined  essen-  

t i a l l y  from l a r g e  fragnients generated by c leavage of h i s -  

t one  H2B a t  a s p a r t y l  r e s i d u e s  and by l i m i t e d  h y d r o l y s i s  

of t h e  dimer H2A-H2B w i t h  rnouse s u b m x i l l a r y  gland 

p ro t ease .  

No real sequence homology can be found between t h e  

amino-terminal sequence ( r e s idues  1-21) o f  s t a r f i s h  and 

c a l f  H2B. One s u b s t i t u t i o n  n o t  conserva t ive  ( s e r i n e  32 

i n  cal% + l y s i n e  28 i n  s t a r f i s h )  leads t o  t h e  presence  o f  

a c l u s t e r  o f  e i g h t  b a s i c  r e s idues  (sequence 23-30) and t o  

the disappearance o f  a p o t e n t i a l  s i  te o f  phosphoryla t ion.  

A p a r t i c u l a r  s t r u c t u r a l  f e a t u r e  o f  s t a r f i s h  h i s t o n e  

H2B is t h e  presence o f  N-dinethylproline a t  i t s  amino- 

t e rmina l  end.  By cornparison wi th  N-terminal ace t y l a t i o n  

which i s  commonly found i n  h i s t o n e s  t h e  N-terminal methy- 

l a t i o n  i s  r a r e l y  observed. A t  t h e  p r e s e n t  t i m e ,  t he  func- 

t i o n a l  s i  gn i f icance  o f  t h e  N-terminal r i t h y l a t i o n  a s  w e l l  

as that of  t h e  p ro l ine - r i ch  na tu re  o f  t h e  &no-terminal 

sequence o f  t h e  s t a r f i s h  h i s t o n e  H2B remain t o  be de f ined .  



1 NTRODUCTI ON 

The amino a c i d  sequences o f  core  p a r t i c l e  h i s t o n e s  

w e r e  f i r s t  determined f o r  c a l f  thymus, then  i n  a v a r i e t y  

o f  t i s s u e s  and s p e c i e s  [ L I .  While h i s t o n e s  H3 and H4 show 

a remarkable s t r u c t u r a l  s t a b i l i t y  throughout t h e  e v o l u t i o n  

[2, 31, h i s tones  H2A and H2B appear more v a r i a b l e .  

S t r u c t u r a l  s t u d i e s  o f  h i s t o n e  H2A from Ver t eb ra t e s  : 

e a l f  1 4 1 ,  r a t  153 , chicken 161 and from marine in tTer te -  

b r a t e s  17-10] show t h a t  mst o f  t h e  s t r u c t u r a l  changes 

( p o i n t  mutations,  d e l e t i o n s )  occur  mainly i n  t h e  h igh ly  

b a s i c  amino-terminal and carboxy-terminal  p a r t s  o f  t h e  

p r o t e i n .  

S imi la r ly ,  t he  s t r u c t u r a l  v a r i a t i o n s  of  h i s t o n e  H2B 

have been s t u d i e d  among Ver t eb ra t e s  [lx-151, marine i nve r -  

t e b r a t e s  [16-201 and pro tozoa  (TeZhah ymena) [ 21 1. 

The p e c u l i a r  s t r u c t u r a l  c h a r a c t e r i s  t i c s  and t h e  h i g h e r  

degree  o f  v a r i a b i l i t y  observed i n  h i s t o n e  H2B from Echi- 

n idae  [ i l  have l e d  u s  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  primary s t r u c t u r e  

o f  h i s tone  H2B I n  As te r in idae ,  ano the r  family o f  t h e  phylum 

Echinode,rns. 

I n  this paper,  w e  r e p o r t  t h e  complete amino a c i d  se- 

quence of  h i s t o n e  H2B from gonads o f  t h e  s t a r f i s h  AaXehias 

kub en.&. This  sequence was e s t a b l i s h e d  from s t r u c t u r a l  d a t a  

provided by t r y p t i c  p e p t i d e s  and l a r g e  fragments de r ived  

from cleavage o f  t h e  p r o t e i n  a t  a s p a r t i c  a c i d  and a r g i n i n e  

r e s idues .  



S t a r f i s h  h i s tone  H2B i s  devoid o f  a f r e e  amino-terminal  

group. The blocking group h a s  been i d e n t i f i e d  as dimethyl-  

p r o l i n e .  The amino-terminal b locking of  h i s t o n e s  by methyla- 

t i o n  has on ly  been observed p rev ious ly  i n  Tethahgrnena h i s -  

t one  H2B 1223. 

MAT E R 1  AbS AND METHODS 

Mature s t a r f i s h  were ob ta ined  from t h e  S t a t i o n  Marine, 

Wimereux (F rance ) .  A f t e r  e x c i s i o n ,  gonads were f rozen  i n  

s o l i d  CO2 and k e p t  a t  - 20°C u n t i l  use.  

Trypsin  ( t r e a t e d  wi th  TosPheCH2C1) , carboxypept idases  

A and B (treated with PhMeS02F) w e r e  ob ta ined  from Worthing- 

ton.  Thermolysin w a s  from Merck. Arg-C endopro te inase  £rom 

s u b m a x i l l a r i s  gland of m u s e  w a s  purchased from Boehringer .  

Dimethylallylamine, propane-1-01 and d i t h i o e r y t h r i t o l  

were sequanal  grade f  rom P ie rce .  Benzene and chloro-1-butane 

f o r  s e q u e n t i a l  a n a l y s i s  w e r e  purchased from SDS ( Peypin, 

France) .  Phenyl isothiocyanate ,  heptane and hep ta f luorobuty-  

r i c  a c i d  w e r e  sequanal  grade from Merck. Polybrene was pur-  

chased from Aldr ich and t h e  d i p e p t i d e  Gly-Gly from Sigma. 

A l 1  o t h e r  reagents  were o f  t h e  h i g h e s t  p u r i t y  a v a i l a b l e .  

7aoLat ion  0 6  Hiotone HZ8 and 0 4  Hiatone Dimet f f  Z A - i f 2 8  

Chromatin w a s  i s o l a t e d  from gonads a s  d e s c r i b e d  i n  1: 231. 

The crude f r a c t i o n  F2b w a s  e x t r a c t e d  from chromatin by 

method 2 o f  Johns [241. This  f r a c t i o n  contained h i s t o n e  H2B 

b u t  a l s o  h i s t o n e s  H3 and H2A. Highly p u r i f i e d  h i s t o n e  H2B 



was i s o f a t e d  by prepara t ive  e l ec t rophores i s  a t  pH 3.2 i n  

6.25 M urea [25].  Al t e rna t ive ly ,  f r a c t i o n  F2b was deple ted  

o f  h is tone  H2A by acetonic  . s e l e c t i v e  p r e c i p i t a t i o n  

(A. Martinage, unpublished r e s u l t s )  and f r a c t i o n a t e d  by 

chromatographqv on a Biogel Pl0 column (150 x 5 cm) e q u i l i -  

bsa ted  and e l u t e d  with 0.0 1 M H C 1  sa tu ra ted  with chloro- 

form, 

The dimer H2A-H2B was obta ined  from f r a c t i o n  F2b by 

ion  exchange chromatography on Biorex 70 191 .  

Pur i ty  of his tone H2B and of complex H2A-H2B was as- 

sessed  by a n a l y t i c a l  ge l  e l ec t rophores i s  a t  pH 3.2 i n  

6 -25 E% urea according t o  Panyim and Chalkley 1251 using 

a 17 % acrylmi.de concentrat ion.  

Amino a c i d  analyses of h i s tone  sarnples were performed 

on a Beckman 1 1 9  CL amino a c i d  analyser  a f t e r  hydrolys is  

i n  6 M HC1 (1 mi/mg of p r o t e i n )  i n  vacuum a t  1 1 0 ' ~  f o r  

24 h and 72 h with one drop of 1 % phenol t o  avoid exces- 

s i v e  degradation of tyros ine .  

Cahbaxy-tekminal AnaLyhin. Histone H2B (1 mg, 70 nmol) 

w a s  dissolved i n  1 ,?il of 0.2 M N-methylmorpholinr a c e t a t e ,  

p H  8.0 and digested a t  40°C with carboxypeptidase B (40 ug) . 
A t  60 min, a l i q u o t  was taken o f f ,  a c i d i f i e d  wi th  g l a c i a l  

a c e t i c  a c i d  and freeze-dried. Carboxypeptidase A (15 ug) was 

then  added. A1Pquots were taken  o f f  a t  30 min, 6 0  min and 

120 min and t r e a t e d  as  above. The re leased  amino ac ids  were 

analysed on the  amino a c i d  analyser .  



CLeavage aX AapaktqL Reaiduea. Histone H2B (80 mg, 

6 urnol) was hydrolysed with 0.25 M a c e t i c  a c i d  (1 m 1 / 1 0  mg 

of p ro te in )  i n  an evacuated sealed tube a t  10S°C f o r  16 h .  

The hydrolysate was freeze-dried p r i o r  t o  f r a c t i o n a t i o n .  

Enagmai2.c Hgd toLyae~ .  Histone H2B (10 mg, 700 nmol) 

waç hydrolysed with TosPheCH2C1-trypsin i n  0 . 1  M N-methyl- 

m r p h o l i n e  a c e t a t e  a t  pH 8.0 and 37OC f o r  2 h using an 

enzyme-to-substrate r a t i o  of 1:50 (w/w) .  The dimer H2A- 

H2B (50 mg, 4 umol) w a s  submitted t o  a l imi ted  hydrolys is  

wi th  Arg-C endopro t e i n a s e  i n  0 .1 M ammonium bicarbonate ,  

pH 8 . 3 ,  containing 0.5 M NaCl a t  room tenpera ture  f o r  5 h 

using an enzyme-to-substrate r a t i o  of 1:5000 ( w / w ) .  

The enzymatic hydrolysa tes  were freeze-dried and submitted 

t o  f r ac t iona t ion .  

Ftac2ionaZion oa PepLLdea. The pept ides  obtained by 

cleavage of  s t a r f i s h  h i s tone  H2B a t  a s p a r t y l  res idues  were 

separated by chromatography on a Sephadex G-50 F column 

(150 x 5 cm) e q u i l i b r a t e d  and e l u t e d  with 0 -01  M MC1 sa tu-  

r a t e d  w i  t h  chloroform. Fur ther  p u r i f i c a t i o n  was achieved 

e i t h e r  by g e l - f i l t r a t i o n  chromatography on a Sephadex 

G-100 SF column (90 x 2.5 cm) e q u i l i b r a t e d  and e l u t e d  wi th  

0.01 N HC1 sa tu ra ted  wi th  chloroform o r  by reverse  high 

pressure l i q u i d  chromatography using a Waters Associates  

ALC/GPC 244 apparatus equipped with a U6K sample i n j e c t o r  

and a Ceci l  212 v a r i a b l e  wavelength u l t r a v i o l e t  monitor. 

The pept ide samples w e r e  loaded ont0 a Cl8 ~Bondapak eolumn 

( 9  m, 0.39 x 30 cm) e q u i l i b r a t e d  with 0 -05 % t r i f l u o r o -  

a c e t i c  acfd. Pept ides  were e l u t e d  wîth a l î n e a r  g rad ien t  



(Waters so lvent  p r o g r a m  6 )  of a c e t o n i t r i l e  (0-30 % )  i n  

0.05 % t r i f l u o r o a c e t i c  ac id  f o r  30 min. The h is tone  f rag -  

ments generated by nydrolysis  of the  dimer H2A-H2B with 

Arg-C endoproteinase, were separa ted  by chromatography on 

a Biogel Pl0 column (150 x 5 cm) e q u i l i b r a t e d  and e l u t e d  

with 0 .O1 M HC1 s a t u r a t e d  w i t h  chloroform [9 1. Trypt ic  

pept ides  of h is tone  H2B were separa ted  by reverse-phase 

high pressure l i q u i d  chromatography. Pept ides  were e l u t e d  

with a gradient  (Waters so lvent  programm 7 )  o f  a c e t o n i t r i l e  

(0-40 % )  i n  0 .O5 % t r i f l u o r o a c e t i c  a c i d  f o r  4 0  min. 

Sequence a 6 Pep t ides  

Srnall pept ides  were sequenced by manual Edman degra- 

da t ion  1271 and l a r g e  pept ides  by automated Edman degrada- 

t i o n  using a Beckman 890 C sequencer with a dimethylal ly-  

lamine programm ( 10 2 9 7 4 )  i n  t h e  presence of polybrene [28, 

29 1. I d e n t i f i c a t i o n  and q u a n t i f i c a t i o n  of phenylthiohydan- 

t o i n  de r iva t ives  of amino ac ids  w e r e  performed a s  d e s c r i -  

bed i n  [30]. 

NomencLatu&e O 4 Pept ides  

Peptides  generated by cleavage of the p r o t e i n  a t  

a s p a r t y l  residues were designated Ac-. T ryp t i c  pept ides  

were designated T-. Pept ides  obta ined  by l i m i t e d  hydroly- 

sis of t h e  K2A-H2B w i t h  t h e  Arg-C endoproteinase were 

designated RP-. Pept ides  were nwlbered according t o  t h e i r  

p o s i t i o n  i n  the  amino a c i d  sequence of  the  p ro te in .  



Crude f r a c t i o n  F 2 b  £rom s t a r f i s h  gonad chromatin con- 

t a i n s  e s s e n t i a l l y  his tone H2B contaminated by h i s t o n e s  H2A, 

H3 and by a number of  pro te ins  of slower mobil i ty  a s  shown 

on polyacrylamide g e l  e l ec t rophores i s  (Fig.  1, s l o t  2 )  . 
Pure his tone H2B was obtained from t h i s  f r a c t i o n  e i t h e r  by 

prepara t ive  ge l  e lec t rophores is  o r  by Biogel Pl0 chrornato- 

graphy (Fig.  1, s l o t  3 )  . Upon ion-exchange chromatography 

o f  f r a c t i o n  F2b on Biorex-70 [9], t he  s t a r f i s h  h i s t o n e  d i -  

m e r  H2A-H2B was e l u t e d  f r e e  c f  contamination a t  11 % guani- 

dium chloride concentrat ion (Fig.  1, s l o t  4 )  . This complex 

was used t o  generate by l imi ted  p r o t e o l y t i c  hydrolys is  l a r -  

ge fragments of histones.  H2A and H2B without p r i o r  i s o l a -  

t i o n  of ind iv idua l  h is tones .  

Table 1 shows t h e  amino a c i d  composition of s t a r f i s h  

his tone H2B. By comparison with c a l £  homologous h i s t o n e ,  

the  s t a r f i s h  H2B is mainly charac ter ized  by the  presence 

of three  methionine residues and a lower content  of  s e r i n e  ; 

moreover, a decreased lys ine  content  balanced by an inc rea -  

sed arginine content  has t o  be mentioned. 

S t a r f i s h  h is tone  H2B was found lacking a f r e e  amino- 

terminal group a s  e s t ab l i shed  by dansylat ion [31] and Edman 

degradation [27 1. The i d e n t i f i c a t i o n  of the  blocking group 

was performed on t h e  amino-terminal t r y p t i c  pept ide T-1. 

The. amino a c i d  composition of T-1 shown i n  t a b l e  2 ,  w a s  

a l s o  determined by gas chromatography. In t h i s  case,  t h e  

amino ac ids  were der ived by t reatment  with propanol-6 M Hel 

during 20 min a t  130°C followed by treatment with hepta-  

f luorobutyr ic  anhydride during 15 min a t  130°C. Derived 



Fig. 1, Elect.&ophotreZic aMaeyah ad ~ n a ~ o n s  obhlned adtex p ~ e p U v e  
e l e c t m p h o k u h  on polyactqlamide AM g& and a&tut ChtLornatagtra- 

phg on. Gotrex-70 0 5  otrude a traction FZb @am /s&m&Àh gonad c h o -  

m m .  Elec t rophores is  was performed a t  22 mA f o r  3 h a t  pH 3.2  

i n  6.25 M u rea  (26).  Lligration was from top t o  bottom. Gel was 

s t a i n e d  f o r  60 min with 0.5% Coomassie Blue R i n  a c e t i c  a c i d l  

e thanol lwater  ( 1  :2:7, by vol.)  and des ta ined  by d i f fus ion  i n  the 

mixture a c e t i c  acid/ethanol/water  (7 :20:73, by vo l . ) .  

S l o t  1 : whole h i s tone  from s t a r f i s h  gonad ; s l o t  2 : crude h i s -  

tone  f r a c t i o n  F2b ; ç l o t  3 : H2B obtained a f t e r  prepara t ive  e l ec -  

t rophores is  ; s l o t  4 : dimer E2A-H2B obtained by ion-exchâige 

ehromatography on Biorex-70. 
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amino ac ids  were analysed by gas chromatography on a 

Carlo ErSa gas chromatograph with a c a p i l l a r y  column SE 30. 

The r e s u l t s  were i d e n t i c a l  t o  those obtained by l i q u i d  chro- 

matography, i . e . ,  Seri, Pro2, Glyl, Lys2. A s  gas chromato- 

graphy allows t h e  de tec t ion  of a l 1  uncharged amino ac ids  

even without  f r e e  amino-terminal end and as  no a d d i t i o n a l  

amino a c i d  was evidenced by t h i s  method, the  presence of a 

charged amino a c i d  a t  the  amino-terminus of pept ide  T-1 was 

the re fo re  s t rong ly  suspected. 

The molecular weight of pept ide  T-1 was determined a s  

m/z 738 by f a s t  atom bombardment (FAB) mass spectrometry 

(Pig .2) .  This value of m/z 738 i s  onPy c o n s i s t e n t  with t h e  

presence of a N-dimethylproline res idue  a t  t h e  amino-termi- 

na1 end of the  pept ide T-1. Moreover, study of t h e  mass 

l i s t i n g  £rom t h e  spectrum showed t h e  presence of an unique 

ion w i t h  a double charge [ M  + H] 2+ ,  which appears with an 

half-mass of 369.6. This confirms t h e  molecular m a s s  of 

738 f o r  t h e  charged pept ide ,  of which the  amino a c i d  compo- 

s i t i o n  i s  the re fo re  : dimethyl Prol,  Seri, Pro2, Glyl, Lys2. 

The pept ide T-1 was then depleted of the  carboxy-ter- 

minal l y s i n e  res idue  by carboxypeptidase B d iges t ion .  The 

r e s u l t i n g  hexapeptide was p u r i f i e d  by hi@ pressure liquid dxm- 

matography and analysed by high reso lu t ion  nuclear  magnetic 

resonance spectroscopy with a Brucker 270.Mhz Four ier  érans- 

form spectrometer.  Spectra  were obtained a t  pH 3.0 and 

pH 10.5 i n  $0 (F ig .3 ) .  

I n  t h e  pH 3 spectrurn (Fig .3 ,A) ,  i n t e g r a t i o n  of the,  

a rea  between 3.6 and 4 . 0  8 i n d i c a t e s  a t o t a l  of 8 protons 





Fig. 3 ,  240 MHz prot~n NMR spectra of : 

A N-terminal hexapeptide a t  pH 3 i n  D20 

B N-terminal hexapeptide a t  pH 10.5 i n  D20 

C Hydrolysate of the hexapeptide a t  pH 7 i n  D20 (10 mM phosphate) 

D Çtachydrine a t  p ~ '  7 i n  D20 ( 10 mM phosphate) 

Chernical s h i f t s  are referenced to interna1 standards of acetone (ac, 

a t  2 .23  6) and the €-CH2 of lysine (3.03 6 )  . 



le' CH, II 



147 b i s  

when r e f e renced  t o  t h e  two pro ton  &-CH2 l y s i n e  t r i p l e t  a t  

3.03 5. Two of t h e s e  e i g h t  correspond t o  t h e  s e r i n e  @-CH2. 

This  l e a v e s  s i x  p ro tons ,  i n d i c a t i n g  t h r e e  p r o l i n e  r e s i d u e s .  

The peak a r e a s  and s h i f t s  t h e r e f o r e  i n d i c a t e  a composit ion 

Pro3,  Lysl,  Seri, G1y1 I n  a d d i t i o n  there i s  a s i n g l e t  a t  

3.25 8 i n  t h e  pH 3 spectrum which i n t e g r a t e s  as s i x  pro- 

t ons ,  t h e  chemical  s h i f t  be ing  t y p i c a l  of qua t e rna ry  amino 

methyls. This  peak remains a t  t h e  same chemical s h i f t  b e t -  

ween pH 3 and pH 9 ,  ( d a t a  n o t  shown) which i s  a l s o  cons i s -  

t e n t  wi th  a qua te rnary  amino group. A t  pH 10.5 it becomes 

eomplex (Fig.3,B) b u t  w i th  no movement of t h e  c e n t r a l  peak 

a t  3.25 6. This  peak might r e p r e s e n t  t h e  two methyls of  

N-dimethylproline,  which as t h e  f r e e  amino a c i d  ( s t achy-  

d r i n e )  shows c h a r a c t e r i s t i c a l l y  d i f f e r e n t  chemical  s h i f t s  

f o r  t h e  two s t r u c t u r a l l y  non-equivalent  methyls (3.12 6 

and 3-31  8 a t  pH 7 )  (Fig.3,D) . Since  a conformat ional  pecu- 

l i a r i t y  o f  t h e  sequence must be  r e spons ib l e  f o r  t h e  pseudo- 

equiva lence  of the two methyl groups i n  t he  i n t a c t  p e p t i d e ,  

t h e  hexapept ide  was subsequent ly  hydrolysed i n  6 M  H C 1  f o r  

24 hours  a t  l l O ° C .  The hydro lysa t e  w a s  l y o p h i l i s e d  and re- 
2 

d i s so lved  i n  H20 a t  pH 7.0. The d i m e t h y l s i n g l e t  a t  3.25 6 

w a s  r ep l aced  by two s i n g l e t s  a t  3.12 and 3.31 6 ( F i g .  3 ,C) , 

corresponding e x a c t l y  to t tose of f  r e e  d imethylpro l ine  (sta- 

chydrine)  (F ig .3 ,D) .  The p a r t i a l  sequence of p e p t i d e  T-1 w a s  

e s t a b l i s h e d  a s  di-CH3-Pro-(Pro2, Lys)-Ser-Gly-Lys £rom d a t a  

provided by d i g e s t i o n  of t h e  p e p t i d e  wi th  carboxypept idase  B 

followed by e i t h e r  carboxypept idase  A d i g e s t i o n  o r  hydraz i -  

n o l y s i s  o f  t h e  r e s i d u a l  p e p t i d e .  



The carboxy-terminal sequence of s t a r f i s h  h is tone  H2B 

was es tab l i shed  a s  Tyr-Thr-Thr-Ser-Lys (OH) from data  p rov i -  

ded by hydrolysis of  the  p ro te in  with carboxypeptidases B 

and A and s t r u c t u r a l  study of  the  carboxy-terminal t r y p t i c  

pept ide T-18 (Table 2, f i g .  7). 

With the  rnethodology of  automated sequencing the stra- 

tegy uaed t o  e l u c i d a t e  the  primary s t r u c t u r e  o f  s t a r f i s h  

h is tone  HSB was f i r s t  intended t o  produce a minimum of la r -  

ge adjacent o r  overlapping fragments by h ighly  s p e c i f i c  che- 

mical cleavage o r  by l imi ted  enzymatic hydrolys is  of  t h e  di-  

mer HSA-H2B. In t h e  second place,  h is tone  H2B was hydrolysed 

with t ryps in  t o  o b t a i n  srnall pept ides  which were used t o  

confirm the  s t r u c t u r a l  da ta  provided by the automated Edman 

degradation of the  l a rge  fragments and t o  o b t a i n  the  neces- 

sa ry  overlaps t o  determine t h e  complete amino a c i d  seouence 

o f  s t a r f i s h  h is tone  H2B (P ig ,  7). 

Thus, s t a r f i s h  h is tone  H2B was f i r s t  cleaved a t  aspar -  

t y l  residues with 0.25 M a c e t i c  ac id  a s  shown i n  Fig. 4 .  

Seven peptides were obtained which were separa ted  on Sepha- 

dex G-50 F (Fig.  5) and f u r t h e r  p u r i f i e d  on Sephadex G-100 SF 

o r  by reverse-phase high pressure  l i q u i d  chromatography . The 

amino ac id  compositions of pept ides  used t o  e l u c i d a t e  t h e  se- 

quence are given i n  t a b l e  l. 

The amino-terminal fragment Ac-1 (1 -21)  w a s  f u r t h e r  

hydrolysed with thennolysln i n  0.1 M N-methylmorpholine 

a c e t a t e  a t  pH 8 .O and 40°C f o r  2 h using an enzyme-to-sub- 

s t r a t e  r a t i o  of  1:50. Upon f r a c t i o n a t i o n  of  t h e  hydrolysa te  
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by ion-exchange chromatography on Chrombeads P (Technicon 

Corporation) [7], two l a rge  pept ides ,  Th-1 [ 1-11] and Th-2 

112-211, were obtained (Fiq.  4 and 7- and Table 2 )  together  

wi th  smaller pept ides  not  used i n  the course of sequence 

de termination. 

The carboxy-terminal sequence of Th-1 was determined 

a s  Lys-Lys (OH)  following a 3 h-digestion with carboxypep- 

t i d a s e  B.  Th-1 (120 nmol) w a s  then hydrolysed with 1 2  ug 

o f  TosPheCH2C1-trypsin i n  0 . 1  M N-methylmorpholine a c e t a t e  

a t  pH 8.0 and 37OC f o r  24 h. 

The two t r y p t i c  pept ides  derived from Th-1 (Fig.  7 )  

w e r e  separa ted  by reverse-phase high p ressu re  l i q u i d  chro- 

matograpny and were found t o  be i d e n t i c a l  t o  pept ides  T-1 

and T-2 obtained from a 2 h t r y p t i c  d i g e s t  of t h e  na t ive  

p r o t e i n  (Table 2 ) .  

The fragment Ac-2 (23-46) which over laps  t h e  amino- 

terminal  sequence of the fragment W-2. (F ig .  4 )  was not  

s t u d i e d  f u r t h e r ,  The fragment Ac-3 (48-63) was e n t i r e l y  

sequenced by automated Edman degradation. The f r a g m n t  Ac-4 

( 6  5-121) was submi t t e d  successfu l ly  t o  automated sequencing 

over  25 cycles .  

The pept ide Ac-4a (111-121)  a r i s e s  from a non-specif ic  

cleavage o f  the  Gly-Thr bond by 0 -25 M a c e t l c  a c i d .  Its s e -  
110 111 

quence was estableshed from data  provided by manual Edman 

degradation and carboxÿpeptidases B and A d i g e s t i o n  (Fig .  '7) . 

Atrg'C Endopao; te inaae  D i g e h X i o n  0 6  .the V i m e a  H 2 A - H 2 B  

The lisnitecl hydrolysis  of the dimer H2A-B2B with t h e  

Arg-C endoproteinase y ie lded  two l a r g e  fragments RP-1 ( 1-28 ) 



and RP-2 (21-121) which w e r e  s e p a r a t e d  on Biogel  P l 0  as 

i n  191. The i r  amino a c i d  composit ion a r e  p r e s e n t e d  i n  

Table 1. 

The fragment RP-1 which d i f f e r s  only  by one r e s i d u e  

of fragment Ac-1 (Fig .  4 and 7 )  w a s  no t  s t u d i e d  f u r t h e r .  

The f r a g m n t  RP-2 w a s  submi t ted  s u c c e s s f u l l y  t o  42 

cyc l e s  of  autornated Edrnan degrada t ion .  Thus, s t r u c t u r a l  

d a t a  ob ta ined  from t h i s  fragment allowed us t o  a l i g n  t h e  

a c e t i c '  fragments Ac-1, Ac-2 and Ac-3. 

T t y p t i c  Peptideh btom Xhe Nat ive  P t o t e i n  

A 2 h-hydrolysis  of  s t a r f i s h  h i s tone  H2B w i t h  t r y p s i n  

y i e lded  18 pep t ides  which w e r e  s epa ra t ed  by reverse-phase  

high p r e s s u r e  l i q u i d  chromatography (Fig .  6 ) .  T h e i r  amino 

a c i d  composition is  given i n  Table 2. S t r u c t u r a l  s t u d i e s  

of  t h e  t r y p t i c  pep t ides  w e r e  used t o  complete the carboxy- 

t e rmina l  sequence of  t h e  p r o t e i n  and t o  confirm t h e  d a t a  

ob ta ined  from t h e  automated seqnencing of  t h e  l a r g e  f r ag -  

ments. The sequence of  t h e  121 amino a c i d  r e s i d u e s  o f  

s t a r f i s h  H 2 8  i s  p re sen ted  i n  F ig .  7 .  

DISCUSSION 

The 121 r e s idues  of  h i s t o n e  H2B from gonads o f  t h e  

s t a r f i s h  Ahtehiah auben4 w e r e  a l i g n e d  from s t r u c t u r a l  d a t a  

ob ta ined  e s s e n t i a l l y  from l a r g e  pep t ides  genera ted  by clea- 

vage o f  t h e  p r o t e i n  a t  a s p a r t y l  residues..  and by l i m i t e d  enzy- 

matic hydro lys i s  o f  t h e  dirner M~A-H~B . 



Fig. 6 .  € l u L i o n  paf tehn ad ;Dtyp;tic pepa2.d~ dhom 

a , t a d h h  h..h,tone H2B 6hadonaXed bg he- 

verne-phme Mgh, phuawte  &q&d chhoma- 

Zoghaphy on a C Ii3 yBondapak column. The 

pept ides  were e l u t e d  with a g rad ien t  (n07 

from Waters) of a c e t o n i t r i l e  i n  0.05 % 

t r i f l u o r o a c e t i c  a c i d  (---). Frac t ions .  of 

1 m l  were c o l l e c t e d  a t  a  flow r a t e  of 

1 ml/min. The e l u t i o n  of pept ides  was 

, monitored a t  210 nm. 
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The s t r o n g  i n t e r a c t i o n s  induced a t  high i o n i c  s t r e n g t h  

between t h e  hydrophobic domains of  h i s t o n e s  H2A and H2B 

d e l i m i t  a p r o t e c t e d  sequence i n  both p r o t e i n s  , i n a c c e s s i b l e  

t o  p r o t e o l y t i c  c leavage by t r y p s i n  o r  r e l a t e d  enzyme such  

a s  p ro t ease  from submaxi l la ry  gland o f  m u s e  which c l e a v e s  

s p e c i f i c a l l y  t h e  a r ç i n y l  bonds. 

The changes observed i n  t he  p r h a r y  s t r u c t u r e  o f  s tar-  

f i s h  H2B by comparison with  t h a t  o f  c a l f  H2Bt occur  mos t ly  

i n  t h e  amino-terminal sequence ( r e s i d u e s  1 - 2 1 )  where no 

real  sequence homology can be found between t h e  two p r o t e i n s  

(Table  3 ) .  

One d e l e t i o n  and e l even  s u b s t i t u t i o n s  a r e  observed i n  

t h e  sequence 22-121 .  One o f  t hese  s u b s t i t u t i o n s  is  n o t  con- 

a e r v a t i v e  and invo lves  t h e  replacement o f  a s e r i n e  r e s i d u e  

( a t  p o s i t i o n  3 2  i n  calf H2B) by a l y s i n e  r e s idue  ( a t  p o s i -  

t i o n  2 8  i n  s t a r f i s h  H2B).  Th is  punc tua l  change b u i l d s  up a 

c l u s t e s  of  e i g h t  b a s i c  r e s idues  (sequence 23-30)  and l e a d s  

t o  t h e  disappearance o f  a p o t e n t i a l  s i t e  o f  phosphory la t i on  

C o n t r ~ r y  t o  t h e  h i s t o n e s  H2B p r e s e n t  i n  t h e  s p e m  c e l l s  

of  s e a  urchin  [P6-181 ,  t h e  h i s t o n e  H2B from s t a r f i s h  gonads 

( t h i s  work) o r  from s t a r f i s h  sperm c e l l s  [19 1 does n o t  pos- 

sess an extended amino-terminal reg ion  wi th  r e p e t i t i v e  se- 

quences. The e x t e n s i v e  s t r u c t u r a l  v a r i a t i o n s  observed i n  sea 

u rch in  h i s tones  H2B must t h e r e f o r e  be considered as s p e c i f i c  

~f Echinidae. 

Bbreover, the chromatin of  s t a r f i s h  gonads o r  s t a r f i s h  

s p e m  ceP1s [%9] con ta ins  on ly  a s i n g l e  type o f  h i s t o n e  H2B 

whereas that of  sea urchfn sperm c e l l s  con ta ins  t h r e e  H2B 

va r2  a n t s  , 
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Another i n t e r e s t i n g  s t r u c t u r a l  f ea tu re  of  s t a r f i s h  

his tone H2B i s  t h e  presence of N-dimethylproline a t  i t s  

amino-terminal end. The N-terminal blocking by methyla- 

t i o n  has a l s o  been found i n  TeXnahymena H2B [ 2 1 ,  221 ; 

i n  thBs case,  the  blocked res idue  was i d e n t i f i e d  as  

t r imethylalanine,  

Generally h i s tone  H2B has a f r e e  amino-terminal 

group which i s  p r o l i n e  El]. However i n  some his tones  H2B 

of p l a n t  o r  animal o r i g i n  t h e  amino-terminal end has been 

reported blocked by a group which remains unknown [ 1, 20 1 ,  

The pos t -synthe t ic  methylation o f  the amino-terminal 

residue has a l ready been observed i n  E. cati ribosomal 

pro te ins  L I 1  1341, L16,  L33 and S 11 [ 3 5 ]  and i n  Cki;t,&- 

d i a  oncopelLL cytochronie c 1361, 

N-dimethylproline i s  the  blocked amino-terninal resi- 

due of the protozoan cytochrome c .  

By comparison with N-terminal a c e t y l a t i o n  which i s  

eommonly found ic his tones  Hl, H2A and H 4 ,  t he  N-terminal 

methylation is r a r e l y  observed. 

A t  t he  p resen t  time the funct ional  s ign i f i cance  o f  

the  N-terminal methylation as  w e l l  a s  t h a t  of t h e  p ro l ine -  

r i c h  nature of t h e  amino-terrina1 sequence of  the  s t a r f i s h  

his tone remain t o  be defined. 
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DISCUSSION 

La atmetwre ptumahe d u  kinAonu H2A e2 ff28 A o l é u  de llECkino- 

d m e  Asterias d e n s  a &A& dé;t&ée. CU deux kinAona q u i  i n k ~ g h -  

sent p o u  &~zmm Le dunetre f f 2 A - f f 2 B  o n t  une aéquence Légetrement p& 

cowLlte que l e m  homologuu de thgrnu de Veau. L u  délWovm sont a b a m -  

v é u  d a m  lu trégiom b a i q u a  C-Amminale powr l1kinAone U2A, N - A M -  

n d e  powL l' kinane f f  28. L u  qucuhe d&léfiom dam La hEgLon C - A W n d e  

de L'kinAone f f  2A  et en p d c u R i m  l a  p&e de deux traidu d1hL&i.dine 

(aux p o a ~ o ~  12 3- 124 d a m  Le ;thymun de Veau) a a n t  une canactédtique 

de l' kinhne f f 2 A  d u  pahaovm ( BAILEY et DIXON, 1973) cd d a  invexXébhéh 

(WOUTERS e'r c011.,1978,1982 ; STRICKLAND et co11.,1980 ; KMIECIKDet coll., 

1983). A l'ex;ttLEmiXé N-;tetuninale basique de c&e k inhne,  un noXe une 

ci.nquhhe dUéaXon (pehte d'un trbidu de Gln en puaXun 6 )  q u i  conduLt à 

une i d e U é  h A d e  en;trte lu aéquencen N- tamindu  d u  kintunu f f  2A et 

f f4 .  

La a u b n M o n  pcvLiti&e aux poa.Ltlom 1 9 ,  40 eA 50 d u  tt6LLi.u~ de 

hénine, d ' a ~ d e  g-que & de LeucLne p a t ~  den / t é h i d u  dlda.nine, de 

gRLLtsvnUze et d'aspmgine tr&vUe h phbence d'au moivu deux v a t t i a  de 

l '  kin;tane f f  2A d' EhiLe de m u .  NoAmment, La aubaZLtLc;tion Se& -.. A h  en po- 

a.&%on 19 c o n d d  à h pehte d'un aLte h p o m  de phoaphot~yL~on d a m  

L'un d u  v&- de l 'kintone H2A. Ceci U A  obaenvé également dam L u  

Zwh v m i a n t ~  de L'kintone f f 2 A  de blé où La héhine 19 U A  hemphc&e p c v ~  

une holeucine au pan une v&ne (VON HULT e t  ~011.~1979). DepLLin La dé- 

cauv&e d u  vattian-12 dlkinAonu (FRANKLIN e t  ZWEIDL2R, 1977) l eu t  nambtre 



n'a c a s é  de c n o h e  avec L1améRiomtLon d u  Rechdquu élecA;rtophahéfiquu 

a d u  v d W  ou clou-;types d u  hARonecs 147, H2A, H2B CLZ 143 d'ohigine 

Lvehne ont été dé& ; aucun vnttiank de llkinRone H4 n 'a,  à ce joun, 

é t é  min en évidence. C u  c l o u - R y p u  d'kinkonu clont, nou l 'avom vu, un 

d u  ductelutil de lthékéhogénUé d u  nudéohornu et loaque lu vatLiaXiam 

a;tturctwudu e-nent l a  pude de aau potentic& de phoaphoqlaXion, 

2 daut admca3k.e que lu X m d o n d  kinkone-DNA au hGn d u  nudéaaome 

aont héguRéu p a h  d ' m  mécadbmen te& que l ' ace t yh t ian  au l l A D P -  

a,i.bo~ y l d o n .  

La hégion c e W e  hyhphobe de L1h&tone f f 2 A  q u i  h.Zu.agLt avec 

L'kCntone HZ8 a p p W  génédement candavée au couhn de L'évoLu&ian. Ce- 

pendant, d m  l' kintone HZA d' Eto2e de m a ,  hcuk a u b a ~ o n d  am lu 

dauae abaavéu a o n t  loc&éu davin La kégion cen.&.de (haidus 20- 7 1 7 )  . 
P c m i  cUu, 4ua;fire ne sont p a  c o m m v d v u  CLZ em3r.aZnevi-t a o A  une mcidi-  

@catton de chahge (Glu -. Gln, Lya - G l y )  , h a A  une moL~icakion de L' en- 

combmment a;téhique ( Leu .+ h n ,  l l e  - Annl . C u  clubnXiabtioru davlrl la zone 

c e W e  de ltkin.tone H2A powtruuent &te a a o c i é u  ii un déplacement d u  

zonecl d ' i n t m a d o n  avec l '  h&Xone H 2 8 comme cela a &Ré min en év-idence 

qtt& hydtrolybe enzymdque ménagée du complexe H2A-H28. 

Le,$ &angeme& abaavL$ ciam l a  héquence de L'kinkone H2B d '  Eto2e 

de m e n  p a n  ttappottt à aon homologue de Veau sont u c l e d a e m e n t  LacaLba 

cium La hégion N-RetunUzde où aucune homologie de aéquence evLtrre L u  deux 

ptrakGnu ne peat W e  décelée. A l o a  que la chnomattne de a p m e  d ! O m i n  

hen~etvne ktLaA v d W  de llkin;tone- f f  28 c a i ~ a o t é ~ 5 b  p a h  LUI &ongement 

de % héyuence a m i n é e - R e h d e  e.t p a h  la phibence de béquencc5 t é p é W v e ~  



(STRICKLAND e t  coll., 1978), L'kintone HZB de gonades dlE.toiee de men e s t  

L q u e  (abaence de vahianhl  ek ponn2de au con imhe  une aéquence aminée- 

&tunide  vatuable p& couh;te que c&e de L8kin.tone homoLogue de Rhymun 

de Vew. Une a u b a W o n  non con~shva;tive (Sm d a m  Le Veau +. L a d m  
3 2 Ys 

L1 ERoiee de m a )  e n M n e  la d i n p U o n  d' wl a d e  hpon taM; t  de phohpho- 

h y W o n  eX L V a p p M o n  dl  un centtre baiyue de h X  ttaidun (aéquence 2 3 

iz 30). De p h ,  L'kintone i f 2 8  dlEtode de men e s t  cma&édée  pan : 

- % phence  d'une exZtEmiX-2 N-teminde bloquée pan un hh idu  de 

cümé..t%z yLpmfine 

La phbence d'un trhidu de cümé;thyLpm&ne h L'kinXane ii 2 8  e4.t 

excepfionn&e, Gé~é/raemevct, C ' kXone  i i 2 8  a une ex&émLté N-.turnzln.de 

&b&e (pmline  non modi&ée) ; cependmt, qudquen excepfiam o n t  éXé dé- 

&en 02 cette kinzone U R  bloquée p a h  un tténidu q u i  n'a p a ~  é.té ident i -  

&Lé (comme d m  Le a p m e  d1E2aiee de m e n  : STRICKLAND e t  coll., 1980) ou 

paie un t taidu de ; f i u m é a % y M n e  (chez Le pmtozoahe &é Tetrahymena : 

NOMOTO et ~011. , 1 982) . La phénence de N-dunéa%yLpno&ne aaociée à une se- 

quence ~ c h e  en ptrofine de & trégion N - . t M n d e  a été décrde égdemevct 

chm.4 1s. cytochhorne c (PETTIGREW e t  SMITH, 1977). L'accumddon de pttofine 

26 C ' s x Z t W é  N-teruninde p o w a L t  avoAn un GLe de pm.tection de la ptra- 

t h e  conthe L'adion den exopep;tidaes eX dam L'kin.tone U2B, Le GLe  de 

%a méRhyWon N-tehmuzde trente à dékednetr. 
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IV - I PHOSPHORYLATION DES HISTONES INDIVIDUELLES ET DES COMPLEXES 

D'HISTONES PAR UNE KINASE DEPENDANTE DE L'AMP-CYCLIQUE 

La phosphorylation des h i s t o n e s  e s t  une modi f ica t ion  

post-synthét ique impliquée dans l a  r égu la t ion  de nombreuses 

a c t i v i t é s  de l a  c e l l u l e  e t  p l u s  pa r t i cu l i è remen t  dans les 

changements de s t r u c t u r e  de l a  chromatine. 

La p8osphorylation es t  une r é a c t i o n  enzymatique ca t a ly -  

sée  p a r  d i f f é r e n t s  types  de p r o t é i n e s  k lnases .  L e s  k inases  

son t ,  ou non, a c t i v é e s  p a r  les nuc léo t ides  cyc l iques ,  d ' a u t r e s  

n é c e s s i t e n t  l a  présence d ' e f f e c t e u r s  comme l e  calcium, les 

phospholipides.  E l l e s  c a t a l y s e n t  l e  t r a n s f e r t  du groupement 

phosphate en p o s i t i o n  y de 1 ' A T P  s u r  l e  groupe hydroxyle de l a  

s é r i n e ,  de l a  th réonine  ou de l a  t y r o s i n e .  

Toutes les h i s t o n e s  s o n t  phosphorylées pa r  les k inases  

a c t i v é e s  p a r  1'AMP-cyclique m a i s  à des degrés  d i v e r s  s u i v a n t  

l'enzyme u t i l i s é  e t  su ivan t  l ' h i s t o n e  considérée.  

L e  r ô l e  important a t t r i b u é  à c e t t e  modi f ica t ion  des h i s -  

tones nous a condui t  en 1 9 7 7  à é t u d i e r  l a  phosphorylat ion des  

h i s tones .  Ceci o u v r a i t  une c o l l a b o r a t i o n  avec l e  Professeur  

Guy MARCHIS-MOUREN e t  l e  Docteur Paul  MANGEAT q u i ,  ayant  i s o l é  

e t  p u r i f i é  l a  sous-unité c a t a l y t i q u e  d 'une p r o t é i n e  k inase  AMP- 

cycl ique dépendante, e x t r a i t e  du pancréas de Rat,  che rcha ien t  

à i d e n t i f i e r  les m s i l l e u r s  s u b s t r a t s  pour cet enzyme. 



La première étape de c e t t e  co l l abora t ion  f u t  - donc une 

étude c iné t ique  de l ' i n c o r p o r a t i o n  de phosphate L32pJ dans 

chaque h is tone .  La réac t ion  de phosphorylation par l a  sous- 

un i t é  catal; t ique de l a  pro té ine  k inase  de pancréas de Rat 

e s t  r é a l i s é e  en  d i s s o l v a n t  l a  p ro té ine  dans du tampon T r i s -  

HCL 30 mM pH 7 .8  contenant MgC12 1 2  M. Le mélange e s t  incubé 

à 30°C avec l a  k inase  ( 0 , 2 - 0 . 3  ug enzyme/ml) en présence de 

[y-32P] ATP 0 . 4  mM pendant d i f f é r e n t s  temps. Les r é s u l t a t s  

son t  présentés  dans l a  f i g u r e  1 7 .  11 a p p a r a î t  que l ' h i s t o n e  

H3 e s t  seulement légèrement phosphorylée t and i s  que l ' h i s t o n e  

H4 n ' incorpore pas de p 2 P ]  . Les h i s tones  H l  e t  H2A incorpo- 

r e n t  un meme taux de 132P] t a n d i s  que l e s  h is tones  H2B e t  H 5  

appara issent  nettement comme l e s  me i l l eu r s  s u b s t r a t s  pour l a  

kinase de pancréas de Rat. Ainsi ,  nous avons phosphorylé, i n  

v i t r o ,  l ' h i s t o n e  H2B de thymus de R a t  dont nous venions de 

déterminer l a  s t r u c t u r e  pr imaire  en vue de l o c a l i s e r  l e s  s i t e s  

de phosphorylation. 

I V  - 1-1 I d e n t i f i c a t i o n  des sites de phosphorylation dans 

l ' h i s t o n e  H2B : Publ ica t ion  3 .  



Temps en heures 

FIGURE 17 CINETIQUE D'INCORPORATION DU PHOSPHATE 1 32P] DANS 
LES HISTONES ISOLEES. 
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of the in vitro phosphorylation sites. 
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Résumé, Summary. 

L e  séquence en acides aminés de l'histone 
de thymus de rat, obtenue à l'état très pur par 
électrophorèse préparative. a été déterminée. 
Cette séquence est identique à celle de l'his- 
tone H2B de thymus de veau. Lu phosphoryla- 
tion in vitro de l'histone de rat avec une pro- 
téine kinase activée par l'AMP cyclique isolée 
du pancréas de rat. conduit a l'identification 
de quatre sites de phosphorylation : deux sites 
majeurs. non spécifiques, sur les résidus de 
sérine 32 et 36, et deux sites mineurs, spéci- 
fiques de la proteme kinase de rat. sur les rési- 
dus de sérine 87 et 91. 

Introduction. 

The primary structure of histone H2B has 
been determined in three species, calf [ l j ,  trout 
[2] and more recently sea-urchin [3, 41 and a 
comparative stiidy of the sequences has shown 
that most of the observed changes occurred in 
the X-terminal hallf of the molecule. 

The N-terminal sequence of the histone H2B is 
highly basic and is prûbably a privileged site of 
electroutatic interactions with the phosphate 
groups of the DNA. The regulation of these inter- 
actions is ensured by a system of phosphoryla- 
tion-dephosphorylation. 

The abbreviations used are : Cgclic AilfP, aderiosine 
3':s'-monophosphate ; TPCK, L-(1-tosglamido-2-phenvi) 
ethyl chloromethyl ketone. 

O T9 whom al1 correspondence should be addressed. 

The mnino acid sequence of rat thymus his- 
tone obtained in highly purified fonn by grepa- 
raîive electrophoresis, was detennined. Thii 
sequence is identical to the sequence of ccrlf 
thymus histone H2B. The in vitro phosphoryla- 
tion of the rat histone with a cyclic AMPdepen- 
dent protein kinase isolated from rat pancreas 
led to the identification of four sites of phospho- 
rylation : two major ones. at serine residues 32 
and 36, and two minor ones. specific of the rat 
protein kinase. at serine residues 87 cmd 91. 

Two major sites of in t)iiro pliospliorylation 
from silkworm m- from bovine cerebellu~m [6j  
have been localized at serine 32 and serine 36 in 
calf histone HZB. 

From these results, the enzyme does not seeni 
to have any species specificity. In order to ascer- 
tain this lack of spôcificity we have prepared the 
cyclic ANP-dependent protein kinase from rat 
pancreas and we have used the rat thymus his- 
tone H2B as substrate for our phosphorylation 
assays in vitro. I l le amino acid secluence of the 
rat histone H2R was deducerd froiii tlie structural 
data provi'ded by the tryptic peptides separated 
by ion exchange column chromatography. This 
methodolûgy set up for separation of ulilabelled 
peptides was then applied to that of [azP] label- 
led peptides. Four sites of pliospliorylation were 
identified in rat thyiiius histone H9B : two iiiajor 
sites, at serine residues 32 and 3(i, two minor at 
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serine residues 57 and 91. Tlie two minor sites a t  pH 2.9 to 2.0 M in pyridine a t  pH 5.0 [IO]. Purther 
appear to be specific for tlie rat protein purification of thce peptides \vas achieved a s  dewribed 

previously [Il]. kinlase. 
The secluence of the ~eartides was established br  

Edman degradation with- d-irect identification of 
nylthiohydantoin amino acids on silica gai Chin-layer 
microchxomatography as desoribed by Cohen-Solmil and 
Bernard [12]. Phenylthiohydantoin derivatives of his- 

Materials and Methods. 

Thymus glands excised from two month old Wistar 
Rats, were frozen immediateily on dry ice and kept 
a t  - 30°C until use. 

Isolation of histone H2B. 

The F,, fraotion was obtained from rat thymus chro- 
matin by the method described by Johns [7]. This 
fraction contained histone H2B but also histones H3 
and HIEA. 

Righly purified histone H2B was isotated by prepa- 
rative electrophoresis a t  pH 2.7, ibn 2!5 M urea, on 
polyacrylamide slab gel according to Martinage et 
al. [SI. 

Purity of the preparatiom was asçessed by analytical 
gel dedrophoresis as  described previously [SI. 

Amino acid analyses. 

Histone samples were hydrolyzed in oacuo a t  110°C 
for 2.1, 48 and 72 h ini ' M NU. One drop of I per cent 
phenol was added t a  prevent excessive degradation of 
tyrosine. Amino acid analyses were performed on a 
Beckmlan Multichrom amino acid analyser equipped 
with an Ilnfotronics Integrator mode1 CRS-'210. 

End group determinafion. 

The amino terminal group of histone H2B was deter- 
mlined by drnsylation according t'o the method of Gros 
and Labouesse [91. 

For the carboxy-terminal sequence determination, 
the histone H2B was hydralyzed in 0.2 1T N-ethylmor- 
phol~ine buffer, pH 8.5 at  W°C, with carboxjpeptidases 
B end A. 

Aliquots were taken off a t  t ime points, freeze dried 
and analysed on the amino acid anadyser. 

Tryptic hydrolysis. 

The protein was hydrolyzed for 2 hours at  pH 8.0 
and 370C in 0.1 ;M ammonium bicarbon~ate with TPCK- 
treatcd trypsin Worthington), using an enzyme to 
substrate ratio of 1/53. Hydrolysis was stopped by 
lowering thce pH to 3.5 with formic acid. 

Fractionation of tihe tryptic peptides was perfor- 
med on Ch~omûbeads P coliimm (Teclxnicon Corpora- 
tion) with pyridine-formate and pyridine-acetate buf- 
fers used in a gradient system from 0.1 M in pyridine 

tidime and arginine were-identified by high voltage 
electrophoresis on1 Whaitmain 3 MM paper foilowed 
by specific staining with Pauly reageni and phenan- 
threne quinone reagent [13] respectively. 

Protein-kinase extraction and purification. 

The prooedure of purification wihich leads to the 
isolation of the catdytic slubunit of the cyclic AMP- 
dependent protein kinase, is  a slight modification of 
the procedure previously described [14]. 

Panicreas from 15 maPe Wistar Rats weighing 250 g, 
were homogenized in 0.3 M sucrose containing 1 mM 
hnzamidine and 6 mM $-mercaptoetbanol. The homo- 
gelnate %vas centrifuged for 1.5 h at  60.000 rpm in a 
65 Beckman rotor and the supernatant (S3 collected. 

The pellet wae rewspended in a pH 7.8 medium 
containing 50 mM NaCi, 12'5 mM NaHCG, 1 mM benza- 
midine, 6 mM fi-meroaptoethanol. The suspension was 
centrifuged for 45 min in the  same conditions a s  above. 
The supernatant (S-) \vas collected. SI and SE were 
pooled and (NH,)i2S0, was added up t o  2.1 M flnal con- 
centration. After centrifugation the ~upernatant  was 
discarded and the pelllet \vas dissolved in 30 ml of 
50 miM sodium phosphbte pH 6.8 contlaining 1 mM ben- 
zamidinq 2 mM EDTA and 6 m&I 6-mercaptoethanol. 
This solution was filtered through a 5 X 100 cm 
G 75-Sephadex calumn equrilibrated with the same biif- 
fer. The 1-13 Vo eluted fraction mas pooled and 
loaded onio a 1.5 X 30 cm DEAE-Sepharose column 
equilibrated with the same buffer. After washing the 
column with the equilibration buffer the protein- 
kinase \vas duted by the same buder except that the 
phosphate concentration \vas 15 mM and that  10 y M  
cyclic AMP was present. 

The fractions containing the enzyme were pooled 
and diluted twioe witii water and loaded onto a 
1.5 x 30 cm CM-Sepharose colunin equiiibrated with 
25 mJ1 sodium phosphate buffer (pH 6.8) containing 
1 mM henz'amidine and 6 mJ1 6-mercaptoethan~ol. The 
enayme mas eluted by a linear gradient of XaC1 from 
0 to 0.3 M using ?O0 ni1 of starting buffes and 200 ml 
of final buffer. 

Phosphorglation conditions. 

iibout 20 mg of histone wcse incubated for 21  h at  
30" (the histone final concentration wns 0.5 mg/ml), 
in the presence of 0.4 mM y3zP ATP (75 pCi), 30 m M  
Tris HCl pH 7.8 and 12 mM MgCl,. The enzyme con- 
centration wlas 1-1.5 pg/ml. The incubate mas dinlyzed 
against %vater (6 1) fior 24 h and iyophilized. 

Fic. 1. - Peptide mnps on IVhnfman .y MiM paper of the trgptic digests of çalf and rat H2B. 

Ohromatography CC) was run for 18 hours in the solvent system : 1-butannl-pyridinî-acetic acid-\vater 
(15 :10:3:1?) (v/v). 

Electrophoresis (E) was run for  90 minutes at 9 200 volts in a pyridine-acetate 1)iiffer pH 3.6. 31tips wcrc 
stained with ninhydrin-cadmium reagent [ l j l .  

BIOCHIMIE, 1979. 61, no 1. 
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Tryptic hydrolysis and locafion of radioactive pep- 
tides. 

2 1  mg of protein labelled with [Sap] were dissolved 
i n  2.5 ml of 0.1 M N-methylmorpholine, pH &.O and 
hgdrolyzed for 2 hours nt 37°C with TPCK-treated 
trypsin using a n  enzyme to suhstrate ratio of 1/50. 

Ain aliquot of the hydrdysate wms taken for pep- 
tide mapping on Whatman 3 MM paper. Before staining 
with the ninhydrine-cadmium reagent [ E l ,  the radio- 
active peptides wene located on the map by  radio- 
autography, using Kodirex film 46 x 46 cm (Kodak) 
&th a 48 hours exposure. 

The tryptc hyàro lys te  \ws f rac t io~a ted  by ion 
exchange chromatograpihy as  dewribed above. Elution 
of the peptides mas mwni'tored automatioaUy by nin- 
hydrin reaction. 

Results. 

Rat thymus histoine H21BB, in highly purified 
form, wcas obtained from fraction F2ù of J'ohns by 
prep~arative electrophoresis, using a polyacryl- 
amide slab gel, with a yield of about 45 per cent. 

Histone H2B was characterized by its electro- 
phoretilc mobility in an analytical polyacrylami~de 
gel at pH 2.7 and by its amino açid composition 
which is presented in table 1. 

The conipositioln of this histone is very similar 
to that of the calf thymus homologoiis histone. 

T h  radioactivity was theni measured with a liquid 
scintirlation counter (Nuolear Chiago) on a n  aliquot The amino-terminal group was fountd t0 be pro- 
of each peptidic fraction. Une, after dansylation. 

TABLE 1. 

Aniino acid composition of the H2B histone from rat thymus. 

Moles per cent Calculated residues 
Arnino acids 

Rat thymus Calf thymus Ra t  thymus Calf thymus 

Aspartic acid 
Threonine (*) 
Serine (*) 
Glutamic acid 
Proline 
Glycine 
Alanine 
Valine 
Methionine 
Isoleucine 
Leucine 
Tyrosine 
Phenylalanine 
Histidine 
Lysine 
Arginine 

Values, expresseci as moles per cent of al1 amino acids are averagc of 9 determinutions 
with 24, .L8 and 72 hours-hydrolysates. Amino acid composition of the H2B histone from 
calf thymus [l] is given for cornparison. 

(*) Values for threonine and serine are obtained by linear extrapoiatioti to zero time 
of hydrolysis. 

('") Values deduced from the sequence study. 

Amino acid composition of each phosphopeptide was The carboxy-termina4 sequence Ser-Lys was 
detarrnined a f h r  h ~ d r o l ~ s i s  in  6 N 24 at deduced from the study of tbe hydrolysis uf the 
11'O0C under vacuum. ED theae conditivns, the rate of 
decompositien of ~ - p ~ o û p h o a m i n o  acids was corn- p r ~ t e i n  with carboxy~e~t 'dases  B and A. 
plete [161. 

The phosphorylated sites in histones HiaB were iden- The insoluble inaterial wliicli precipitated du- 
tified by sequencing the ~ b o s ~ h o ~ û ~ t i d e s  by Edman ring the tryptic hydrolysii~, was removed by cen- 
degradation and measuring the radioadivity after 
each cycle the elimination of a serine trifugation. Thsis material, soluble in 30 per cent 
residue. acetic acid corresponds to the tryptic insoluble 
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Seqrience of rat histone H2B and phosphorylation sites. 

O 

1 I 

1375 1650 1925 2200 Effluent (ml  ) 

FIG. 2. - Elution diagram of soluble fryptic peptides of histone H 2 B  from rat thymus, fracfionated 
on Chromobeads P column. Peptides were eluted with pyridine-formate and pyridine-acetate buffers 
used in a gradient of concentration and pK. Peptides were designated by the symbol T and numhered 
according to their position in the nmino aoid sequence of the protcin. 

I 1 I 

275 550 825 1190 Effluent ( m l )  

T3a T 7  
f l -  T 8 

Tl5 

30 40 
Lys-Asp-Gly-Lys-Lys-Arg-Lys-Arg-Ser-Arg-Lys-Glu-Ser-Tyr-Ser-Val-Tyr-~al-~yr-~~s-~al-~eu-~~s- 
4 d -4 d .-. 4 4 9 - O d - i i 4 d d 4 - d  - -  
C - T - 6 a  -d 4 - T - 7 - b  C T - 8 4  t T - 9  -4 4.- T - I O  L T - 1  i  -4 

1  O0 1 1 0  
Glu- I l e -Gln-Thr -Ala -Ya1-Arg-Leu-Leu-Leu-Pro-G-Glu-Leu-Aa-L  s His-Ala-Val-Ser-Glu-Gly-Thr- 
- 4 - - . - - + - - C  * + + - +  --. + .-tL--->-.-.-,-.- 
t T-17- C------- T - 1 8  + T - 1 9  

Tg 

TlOa 

FIG. 3. - rlmino acid sequence of histone H2B from rat  thymus.. 
The partial sequence of the peptide T-12 was deduced from the structural data provicled by the peptides 

T-12-Th-8 and T-12-Th-B! These peptides were obtainde by cleavage of the peptide T-1'2 with thermolysin. 
The site of cleavage is indicated by a n  arrow and lettered by Th. Methods used f o r  determination of the 
se uence of peptides are  indicated a s  follows : manual Edman degradation i, : Carboxy-pepti<iases -4 and R 
hy%rdysiis +. 

- 21 dJ"L - 22 - 23 

1 
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A .  Martinage and coll. 

core coming from the liydrophobic seqinence The elution diagram of the soluble tryptic pep- 
located in the median part of the protein. tides is shown in figure 2. Most of the peptides 

TABLE II. 
dmino acid composition of the iryptic peptides of rat thynilts histone HSB. 

- 

T-7 Amino acids T-1 T--3 TT-3a T-3 T-Sa 'F-6 T-Ga T-8 T-9 T-10 T-iOa 

Aspartic acid 1 .0  (1) 1 .2  (1) 
Threonine 1.0 (1) 
Serine 0.8 (1) 0.9 (1) 1 . 2  (1) 0 . 8  (1) 1.4 (2) 1 .5  (2) 
Glutamic acid 0.9 (1) 1-1 (1) 1.0 (1) 1 ~ 0  (1) 1 . 3  (1) 
Proline 1.8 (2) 2 . 0  (2) 
Glycine 1.1 (1) 1.3 (1) 1 .3  (1) 1 . 4  (1) 
Alanine 1 . 0  (1) 1 . 9  (2) l e l ( l )  O e 9 ( l )  1 ~ 1  (1) 
Valine 1 .O (1) 1 . 9  (2) 1 .8  (2) 
Methionine 
Isoleucine 
Leucine 
Tyrosine 2.7 (3) 2.4 (3) 
Phenylalanine 
Lysine 1 O (1) 1 .0  (1) 1 .0  (1) 2.0 (2) 1 .0  (1) 1.0 (1) 2.0 (2) 1 .0  (1) 2.0 (2) 1.0 (1) 1 .0  (1) 1.1 (1) 2.2 (2) 
Histidine 
Arginine 1.0 (1) 1 . 0  (1) 
Nurnber of resi- 

dues 5 6 3 4 4 3 4 3 4 2 3 9 10 
Yield(percent) 10.8 17 3 2.0 13 .0  28.0 12.1 2.6 4 .3  2.6 6 . 5  8.6 6.0 2.8 

TABLE 11 (continued). 

Amino acid composition of the tryptic peptides of rat thymus histone H2B. 
- - - 

Amino acids 'l'-11 T-12 T-13 T-14 1 T-i6 T-17 T-18 T-19 T-21 

Aspartic acid 0.9 (1) 3 . 0  (3) 1.1 (1) 
Threonine 0.9 (1) 1 . 8  (2) 1 . 0  (1) 1 .0  (1) 1 . 0  (1) 
Serine 1.6(2)  1 . 0 ( 1 )  l O ( 1 )  1 .9  (2) 1 . 2  (1) 1 . 7  (2) 
Glulamic acid 1 . 0  (1) 1 . 3  (1) 1.1 (1) 1 .9  (2) 1.1 (1) 1.0 (1) 
Proline 1 . 0  (1) 1 . 0  (1)  
Glycine 1.0 (1) 1 .0  (1) 1 . 1  (1) 1 . 3  (1) 1 . 2  (1) 
Alanine 1 . 0  (1) 1 . 9  (2) 1 . 1  (1) 1 .1  (1) 1 . 1  ( 1 )  1 . 1  (1) 
Vsline 0 .9  (1) 0 .9  (1) 1.1 (1) 1 .0  (1) 1 .0  (1) 
Methionine 1 .4  (2) 

0 .9  (1) 1.9 (2) 1.0 (1) l . O ( l )  0 . 9 ( 1 )  Isoleucine 
Leucine 0 .9  (1) 0 . 8  (1) 3.6 (4) 
Tyrosine 0.6 (1) 0.7 (1) 
Phenylalanine 2 .0  (2) 
Lysine l . O ( l )  1 .0(1)  1 .0  (1) 1 . 0  (1) 0.9 (1) 1 .0  (1) 
Histidlne 0.9 (1) 1 .2  (1) 0.9 (1) 
Arginine 1 . 0  (1) 1.0 (1) 1 .0  (1) 1 .0  (1) 
Nurnber of residues 3 11 15 7 6 6 7 9 8 5 
Yield (per cent) 18.2 13.8 3.0 18.2 8 . 6  13.4 1 5 . 2  12.0 6.9 12.1 

Results are expnsssed as molar ratios. Values in pârentheses are the nsarest integers. 

The peptide miaps of the tryptic digests of caJf were directly obtained in pure forni. Three of 
and rat H2B presented in figure 1 appear quite them bad to be purified by paper chromatogra- 
similar. This similarity strongly suggests a struc- phy [Il].  
tural idemtity of the two proteins, which was 
evidenced by stru~ctura'l studies of the tryptic The amino ac6d composÙ~tion and yield of the 
peptides. tryptic peptides are given in  table II. Because of 
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Sequence of rat hisfone H2B and phosphorylation sites. 

incomp1,ete cleavage by trypsin, four peptides 
(T-3, T-5, T-6 and T-10) are accompanFed by one 
dterivative (Y-3a, T-5a, T-6a anld T-Iota). 

The complete amino acid sequence of the rat 
thymus histone H2B (figure 3) was deduced from 
the striictural studies of thre tryptic peptides 
which were ordered by cornparison with the 
amino acid seqiience of the calf homologious his- 
tone. 

Both histones have an identi,cal primary struc- 
ture. 

The radioautography of the peptide map of the 
tryptic hydrolysate of the phosphorylated histone 
H3B mlabelled with [32P] phosphate showed five 
radioactive spots, one corresponding to inorganic 
phosphate in excess, three to neutral peptides and 
one to a basic peptide wpon electrophoresis at 

The inorganic [3?P] phosphate was eluted in 
fraction 1. The labellad peptides, obiainled direc- 
tly in pure form, wene analysed and led us to 
identify four sites of phosphorylation in the his- 
tone HSB (tlable III). 

Partial cleavage by trypsin was observed at the 
P 
I 

Arg--Ser bond, producing peptide T-9a together 
31 32 

with peptide T-8a. This probably due to the aci- 
dic environment introduced by the phasphate 
groups. 

The amounts of phosphorylation at Ser-32 
(66 per cent) and Ser-36 (26 per cent) represent 
tog8ther 92 per cent of the total amount of phos- 
phate incorporated into the rat histone H2R. On 
the other hand, Ser-87 and Ser-91 are minor sites 
of phospborylation and are equalily labelled. 

a radioectiv. fractions 

O 

I ~ f f ~ u e n t  ( m l  t 

n.. 
Effluent (ml ) 

FIG. 4 .  - Elution diugram of tryptic peptides from hisfone H2B from rut th!lml<s, fractionated on Chromo- 
beads P column. 

A : phosphorylated Mstone H%B. 
B : native histone H2B. 
Peptides were designated ày the symbol T and numbered as indicated in  the legend of figura 1. 

pH 3.6. In ion exchange chromatograpliy, these Ser-32 and Ser-36 are also major sites of plios- 
labelled peptides had an elutlion voliime smaller pliorylation in calf histone H2R when cyclic 
to that of their corresponding unlabelled peptides .lMP-depenclent protein kinase from silkw-or111 
as shown in figure 4. pupae [ 5 ]  or froiii bovine cerebelluni r6i js used. 



'4. Martinage nnd coll. 

Ser-36 is preferen.tially phospliorylated with pro- As pointed out by >lac Leod et al. [19] and 
tein kinase from human tonsilhr lymphocytes Small et al. [20], Ser-32 and Ser-36 are !ocated in 
[17] or from pig brain [18]. predicted 6-tiirn structure. The loc~t ion  of a phos- 

TABLE III. 

Location of phosphoserine residues in rat thymlis histone H2B phosphorylated 
in vitro with cycli: AIMP-dependent protein kinase from rat pancreas. 

Peptide Sequence of tryptic peptide Sites of phosphorylation 

Ser 32 

T-9e 
I 
Ser-Arg 
32 

I 
Glu-Ser-Tyr-Ser-Val-Tyr-Val-Tyr- Lys Ser 36 

36 

P P 
I I Ser 87 

T-16 Ser-Thr-Ile-Thr-Ser-Arg Srr 91 
87 91 

Thus, the cyclimc AIi'lP-dependment protein kinases 
obtained from various souTces do not appear to 
be species- or tissue-specific. 

However, there is some degree of specificity 
for rat pancreas protein kinase which phospho- 
rylates Ser-87 and Ser-91 and for pig brain pro- 
tein kinase which phmphorylatles Smer-14 [18]. 

The phosphorylated residues of serine at posi- 
tions 14, 32, 36 and 57 are locateld in a sequence 
B-X-Ser where B is lysine or arginine and X, a 
basic, neutral or acidic residue e18, 191. Therefore 
the phosphorylation of the serine 91 appears to 
be quite atypical and we cannot discard thle pos- 
sibility of a small contamination of our prepara- 
tion of cyclic AMP-dependent protein kinase by a 
different kinase. 

phorylated serine in a fi-turn is atlso found in calf 
histone H2A (Ser-19) and in trout histone H l  
(Ser-145, -161, -182 [19!. According to JI3c Leod 
et al. [19] the protein kinase ~voulld recognize 
preferentially the serine residues thus exposed by 
this particular conformation. 
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DISCUSSION 

Deux aau majeunn de p h o a p h o y ~ o n  o n t  été idenXidi& d m  

L'&Zone ff2B de ,thymun de R a t .  Le ptrmLm a a e  (aénine 32) UZ LoccdAé 

dam un ce&e baique &ta impumknt, c a t ~ a c t w a q u e  de 1' kin;tone H Z 8  : 

I 
L y s  - L y s  - A r g  - Lys  - A r g  - S e r  - A r g  - L y s  

2 7 32 34 

Cette zone u l t  en A:ntm&on avec Le VNA et la p h o a p h o f ~ ~ ~ o n  de la 

a é ~ n e  32 peuk m a d u t a  c&e Lru3vuzotion. Le deuxième a a e  h p o m k n t  de 

phosphotrg~on ( a é h e  361 ae ahouve du batrd de la zone hydtophobe q u i  

in . tehagAJt  avec L'kinAone H2A et p h  pnécinémen;t, ce a a e  de phoaphotry- 

U o n  ae -ttouve dam une couh;te aéquence ( % acida amina ) q u i  tren@r.me 

ahad d a  cinq tt&ih de Aytroaine ptr&e& dam La moLécute : 

i 
L y s  - Glu - S e r  - T y r  - S e r  - Val - T y r  - Val - T y r  
34 36 42 

V u  étuda de pontage néaein é patt  an aux trayow ~ v i o L ~  

o n t  mo&é que L'un de CU &tod t r & i d ~  de tytroaine W imp&qué dam 

L1in;tmac&ion avec L' kinltone H2A patt L ' i n ; t m é c k h e  du trbidu de ptrofine 

en poaXon 26 (DELANGE e t  co11.,1979). La pm-é, d m  la 4;ftLuckwre 

pLma,he, du n,&idu de aétLine phaaphoyLé (aénine 36) et de La zone d'in- 

tetracstion de L1kin;tone ff2B avec L'kinXone ff2A Use cepend& ce a a e  

accuahble à la k inae ,  ce QUA. mo&e bien L'impodance de la a m d u e  

aeconduhe davu L u  m o d i ~ ~ o w  poat-agnthéLiquu comme dam L u  Lnten- 



Lu aa.i/tu de phoaphonyWon ( a é h h u  32 tX 36 ) o n t  également e;té 

obaehv& pan HASHIMOTO e t  co11.(1975) en phoaphohykwvt l'kinkone ti2B à 

L'aide d'une k inae  acaXvée parr L'AMP cyceique e;t .dotée du V a  à aoie. 

Pan c o f i e ,  une E n a e  égdment  actLvée pan L'AMP cyceique main .dal&e 

de ciia~é/Lev&A .tinauA du Pofte (Cl)/tvea~ : SHLYAPNIKOV e t  co11.,1975 ; 

Coewz : MARTINAGE, résultats non publiés) madiGe &z aéene en poaX;tion 

14  dan^ tlkin;tone H2B. 

Quai qu'Lt en ~ o i . t ,  CM aiAu de phoaphonyCa-tLon a o n t  &un lac&- 
P 
I 

a4n d a m  une aéquence code mconnue pan &z Enme ,  de ;type B - x - ser 

où B u i t  un acide aminé baique (ly,si.ne ou ahginhe) tX x ;tau# adde 

&né auud l a  ptrofine, 



IV - 1-2 Phosphorylation des histones individuelles H5, H2A 

et du dimère H2A-H2B : Publication 4. 

La deuxième étape de notre collaboration avec le 

Professeur G.MARCHIS-MOUREN et avec le Docteur P.MANGEAT fut 

consacrée à l'étude de la phosphorylation d'histones qui 

s'étaient révélées être de bons substrats pour la sous-unité 

catalytique de la kinase de pancréas de Rat : les histones H5 

et H2A (Voir étude cinétique d'incorporation de phosphate [32P] 

dans les histones, figure 17 page 170) . 
Pour cette étude c'est l'histone H2A isolée de la tumeur 

ckloroleucémique du Rat qui a servi de substrat. Cette histone 

présente un polymorphisme en particulier à la position 16 où 

un résidu de sérine remplace un résidu de thréonine par rapport 

à l'histone H2A de thymus de Veau. Ce variant H2A-a représente 

60 p.100 de l'histone H2A totale de chloroleucémie. 

Curieusement, l'histone Hl qui présente une étroite pa- 

renté structurale avec l'histone H5, est moins activement phos- 

phorylée par la kinase que l'histone H5. Toutefois, ceci est en 

accord avec les travaux de LANGAN (1978) qui identifiait un 

seul site de phosphorylation (sérine 37) dans l'histone il1 

phosphorylée en présence d'une kinase activée par 1'AMP cycli- 

que. La connaissance de la structure primaire étant indispen- 

sable pour localiser les sites de phosphorylation, l'histone 

Hl n'a pas fait l'objet de nos investigations. Par contre, 



nous avons étudié la phosphorylation de l'histone H5, histone 

spécifique des érythrocytes nucléés, dont la structure primaire 

a été déterminée dans notre laboratoire (BRIAND et coll. , 1980) . 
Cette histone rapidement phosphorylée après sa synthèse, est 

déphosphorylée dans l'érythrocyte mature lorsque la chromatine 

atteint son plus haut niveau de condensation. Localisée à l'ex- 

térieur de la "core particle", l'histone HS peut moduler par sa 

phosphorylation son interaction avec le nucléosome. 

La phosphorylation des histones individuelles constitue 

un moyen pour aborder l'étude de la modification des histones 

au sein des complexes formés par leurs interactions. Nous a- 

vons vu plus haut que l'un des sites de phosphorylation de 

l'histone H2B est localisée au bord de la zone d'interaction 

avec l'histone H2A ; il nous a donc paru intéressant de re- 

chercher si, dans le dimère H2A-H2B, les zones'd'interaction 

histone-histone laissaient les sites de phosphorylation acces- 

sibles à .  la kinase. 
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1. Introduction 

Histone phosphorylation is a post-synthetic modi- 
fication involved in the regulation of metabolic pro- 
cess and genetic expression [1,2] and associated with 
changes in chromatin structure [3]. 

Ali histones are phosphorylated but lysine-rich his- 
tones are the most active substrates for cyclic AMP- 
dependent protein kinases [4]. Phosphorylation of 
lysine-rich histone (Hl) has been correlated with the 
rate of ce11 division in different rat and mouse tumors 
[SI. Phosphorylation is more extensive in rapidly 
growing cells than iii nondividing tissue. Phosphoryl- 
ation is also related to cell maturation, for example, 
to erythrocyte maturation [6] during which time his- 
tone H5 is synthesizcd. 

The phosphorylation of the histones with protein 
kinases isolated from different mammalian tissues: 
brain, liver. testis and thymus, takes place at specific 
sites of the amino acid sequences, generally located in 
highly basic regions which are major sites of interac- 
tion with DNA [7]. Therefore phosphorylation can 
modulate the histone-DNA interactions. 

This paper deals with the in vitro phosphorylation 
I 

of histones by a cyclic AMP-dependent protein kinase 
( 

isolated from rat pancreas. Histones from various ! sources were used: H2B from rat thymus, H2A (vari- 
ant a) from rat ciiloroleukemkt; the complex H2A- 
H2B from calf thymus; H5 from chicken erythrocyte. 

In rat chloroleukemia, histone H2A exhibits a 
polymorphism depending on the nature of the amino 
acid residues at positions 16 and 99 [8]. Three molec- 
ular species of H2A were identified in this tumoral 

Abbreviation: TPCK, Tos-Phe CH,Ci, N-tosyl phenylalanine 
chtorornethyl ketone 

tissue: H2Aa (serine 16 and lysine 99); H2A41 
(threonine 16 and arginine 99); H2A702 (serine 16 
and arginine 99). The variant cu which accounts for 
60% of the total H2A is of special interest because of 
a potential site of phosphorylation at serine residue 
in position 16. 

On the other hand, the dimer H2A-H2B is known 
to be a constitutive element of the nucleosome [9] 
in the chromatin structure. It was therefore attractive 
to determine if the sites of phosphorylation were 
identical in the complex and in the individual his- 
tones. 

The phosphorylated histones were hydrolysed 
with trypsin. The "P-labelled peptides were isolated 
and the sites of phosphorylation determined. Four 
sites of phosphorylation were identified in rat thymus 
histone H2B: two major, at serine residues 32 and 36, 
and two minor, at serine residues 87 and 91 [IO]. 

Two sites of phosphorylation were identified in 
rat chloroleukemia histone H2Aa at serine residues 
1 and 19. The serine residue at position 16 was not 
phosphorylated. 

Since sequences of rat and calf histones H2A differ 
only by one conservative change at position 16 [8] 
Ser (rat) -;. Thr (calf) which is not a phosphoryla- 
tion site and since rat and calf histones H2B have 
identical primary structures [IO], the histone com- 
plex H2A-H2B was prepared from calf thymus chro- 
matin in order to get a larger amount of substrate for 
our phosphorylation experiments. 

When the dimer H2A-H2B was assayed, phos- 
phorylation took place at the same serine residues 
and to the same extent as in the isolated histones. 

In chicken erythrocyte histone H5, four phos- 
phorylated sites were identified: at serine residues 22, 
29,145 and 166 [I l ] .  

ElsevierlNorth-Holland Biomedical Press 
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The major phosphorylation sites in al1 the assayed (w/w) [ I l ] .  Hydrolysis was stopped by freezing. 
histones are generally located within predicted 0-turns Fractionation of peptic peptides was performed on 
[12,13] and in the basic region of the proteins, which Sephadex G-50 fine (column 150 X 2.5 cm) equili- 
is involved in electrostatic interactions with the brated and eluted with 0.01 M HCl. The C-terminal 
phosphate groups of the DNA. peptide (peptide Px, 96 residues) was isolated and 

submitted to tryptic hydrolysis as above. 
An aliquot was taken from each hydrolysate for 

2. Materials and methods peptide mapping on Whatman 3 MM paper as in [19]. 

2.1. Preparation of 32~-labelled histones 
The variant a of rat chloroleukemia histone H2A 

was obtained by ionexchange chromatography on 15 

Biorex 70 as in [8]. 
Rat thymus histone H2B was isolated by pre- 

parative electrophoresis on polyacrylamide slab gel 
[14]. The calf histone complex H2A-H2B was iso- 
lated from histone fraction F2b [15] by ion-exchange 
chromatography on Biorex 7Q as in [16]. 

Chicken erythrocyte histone H5 was prepared as in 
[171. 

Histones were phosphorylated by a cyclic AMP- 5 - dependent protein kinase isolated from rat pancreas. + 
1 

The catalytic subunit of this protein kinase was - O 
E 

obtained, in a highly purified state by chromatog- 9 
raphy on CM-Sepharose [18]. N 

E 
U 

About 20 mg of each histone (H2Aq H2B, H5) 01 

and 40 mg of the dimer H2A-H2B were dissolved in ai u - 
30 mM Tris-HCl (pH 7.8) containing 12 mM MgC12; - 

a 
histone was 0.5 mg/ml. The mixture was then incu- - 
bated for 24 h at 30°c with the purified enzyme 

m - 5  

(1-1.5 &/ml) in the presence of 0.4 mM [ y - 3 2 P ] ~ ~ ~ .  2 

The presence of an equimolar histone complex in 
these experimental conditions was assessed by circu- 
lar dichroism spectroscopy (fig.1). Incubation was 
stopped by cooling ( 4 "~ )  and the incubate was dia- 
lyzed against deionized water (2 X 3 1) for 18 h and 
!yophilized. 

- 15 
2.2. Enzymatic cleavages o f  labelled histones and 

identification of the phosphorylation sites Fig.1. Circula dichroism spectra of caif thymus histcnes 

Tsrptic hydrolysis: 32p-labelled histones dimer H2A (--IV H2B (. . .), of a hypothetical non-interacting 
equimolar H2A/HzB mixture (.-.) and of the dimer H2A- 

H2A-H2B were hydrolyzed for 2 h at pH 8.0 and H2B (-). Histones and dirne: were dissolved in 30 mM 
37°C in 0.1 M N-methyl morpholine with TPCK- Tris-HC1 (pH 7.8) containhg 12 mM MgCI, in the presence 
treated trypsin (Worthington) using an enzyme-to- of 0.4 mM ATP. Histone was 0.5 mj/inl and measurements 
substrate ratio of 1:50 (w/w). The hydrolysis was were made using a Jobin-Yvon dichrograph R. 1. Mark III 

stopped by lowering to pH 3.5 with formic acid. with a 0.1 mm pathlength ceii. The dichroism spectrum of 
the dimer H2A-H2B is characteristic of a true complex 

Pepsin cleavage of histone H5: Alternatively, the namely by the value which accounts for - 10650". 
phosphorylated histone H5 was dissolved in 5% This value aaees with that of - 11700" found [30j for 

' 

formic acid and hydrolyzed for 2 h at 37OC with the dimer H ~ A - H ~ B  in 25 mM potassium (pH 
pepsin using an enzyme-to-substrate-ratio of 1 : 50 7.0). 
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Ef f luen t  (ml ) 

Fig.2. Elution diagrams of phosphorylated tryptic peptides, fractionated on a Chromobeads P column. Peptides were eluted with 
pyridine-formate and pyridine-acetate buffers used in a pyridine concentration and pH gradient [20]. Peptides were designated 
by the symbol T and numbered according to their elution volume of the Chromobeads P column. (A) Phosphorylated complex 
H2A-H2B; (B) phosphorylated histone H5 . 

The tryptic hydrolysates were fractionated by ion 
exchange chromatography on a Chromobeeds P 
colurnn with pyridine formate and pyridine acetate 
buffers 1201. Fractions of 5.5 ml were collected at 
33 ml/h flowrate. Elution of the peptides was 
monitored automatically by ninhydrin reaction. The 
Sakaguchi reaction was specifically used for the 
detection of the amino terminal peptide N-acetyl- 
Ser-Gly-Arg of histone H2A. 

Fractions containing peptides were pooled. evapor- 
ated and taken into 1 ml 10% acetic acid. The radio- 
activity was then measured on an aliquot (5 pi) of 
each peptidic fraction after adding 2 ml Bray solution 
[2%]. Fig.2 shows the elution diagrams of phospho- 
rylated tryptic peptides from the dimer H2A-H2B 
(A) and from histone H5 (B). 

The radioactive peptides were located on tryptic 
fingerprints by radioautography, using Kodirex film 
(Kodak). When necessary, purification of peptides 
was achieved by preparative paper chromatography or 

paper electrophoresis as in [19]. 
Amino acid composition of each phosphopept~de 

was determined after hydrolysis in 6 M HCI for 24 h 
at 110°C under vacuum. Under these conditions, the 
O-ester linkage was completely hydrolyzed [22]. 

The phosphorylated sites were identified by 
sequencing the phosphopeptides by maniial Edmar, 
degradation and measuring the radioactivity after 
each cycle involving the elimination of a serine residue. 

3. Results and discussion 

The radioautography of the peptide map of the 
tryptic hydrolysate of the individual histones and of 
the dimer HIA-H2B labelled with [32~]phosphafe 
showed 2 labelled peptides in histone H2A-a, 4 in his- 
tone H2B and 5 in the complex X2A-H2B and in 
histone Hj .  

Structural studies of the phosphorylated tryptic 
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Table 1 
Sites of in vitro phosphorylation of histones 

Histones Sequences o f  3 2 ~ - l a b e l l e d  t r y p t i c  p e p t i d e s  Amounts o f  p h o s p h o r y l a t i ~ n a  

P 
l 

T-1 Fi-acetyl-Ser-Gly-Arg ( fmm H2A) 25 
1 

I l 
~ - 2 ~  (Lys-Arg)-Ser-Thr-Ile-Thr-Ser-Arg (from H28) 

85 87 91 

Dimer H2A-HZ8 T-3 S e r - ~ r g - ~ e r - S e r - A r g  (from H2A) 25 
19 

P 
I 

7-4 (Lys)-Glu-Ser-Tyr-Ser-Val-Tyr-Val-Tyr-Lys (from H2B) 13 
34 36 

P 
l 

T-5C Lys-Arg-Ser-Arg ( f rom H2B) 
32 

I 
T-1 Ser-Arg 

145 

P 
l 

T-3 Lys-Ala-Ser-Lys 
166 

P 

I 
T-4 Lys-Ala-Ser-Lys-Ala-Lys-Lys 

166 

p 
T-5 Lys-Lys-Ser-Arg 

145 

a The amounts of phosphorylation are expressed in % of the total amount of ["P]phosp)ate incorporated hito the proteins 

Residues in parentheses are not included in the =yptic peptides. They are written to  show that the phosphorylation sites are 
P 
I 

placed in a sequence B-X-Ser where B is a basic amino acid, X any amino acid 

P 
In the dimer H2A-H2B, the bond Arg,, -Sers, is not cleaved: this accounts for the presence of 5 radioactive spots (2 from his- 
tone H2A and 3 from histone H2B) instead of 6, on the radioautogaphy of the peptide map whereas in histone H2B the 

P 
cleavage of this bond generates peptide Sers,-hg,, [IO] 
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peptides isolated by chromatography on Dowex-50 
allowed us to identify the sites of phosphorylation in 
each protein (table 1). 

Two serine residues (Ser, and Ser19) were phos- 
phorylated in rat chloroleukemia histone H2A-a. 
The presence of a phosphate group on Ser19 com- 
pletely inhibits the cleavage of the Arg,,-Ser18 bond 
by trypsin and results in the peptide: 

Ser 16-~rg-ser-ser-~rgzo 

We must emphasize that the change Thr + Ser 
at position 16 of the amino acid sequence of rat his- 
tone H2A by comparison with the homologous calf 
histone, does not introduce a third site of phosphoryl- 
ation in histone H2A. 

Ser, was also found phosphorylated in vivo in 
trout testis [23] and rat liver [24] histone H2A. 

On the other hand, Ser19 was the only site of in 
vitro phosphorylation identified in calf thymus his- 
tone H2A phosphorylated with the catalytic subunit 
of the cyclic AMPdependent histone kinase isolated 
from pig brain [25]. 

Four sites of phosphorylation were identified in 
rat thymus histone H2B: Ser32 and Serî6 as major 
sites;.Sers7 and Sergl as minor sites [IO]. The incom- 

P 
1 

plete cleavage by trypsin of the bond Arg31-Ser32 
P 
I 

generated peptide Ly~~~-Arg-Ser-Arg,~ together 
P 
I 

with peptide Serî2-kgj3 and consequently 
accounted for the presence of two radioactive spots 
corresponding to [32P]Ser32 on the peptide map of 
histone H2B. 

When the dimer H2A-H2B was phosphorylated, 
the presence of a true dimer in the experimental con- 
ditions of phosphorylation was ascertained by cir- 
cular dichroism spectroscopy (fig.1). Increase of 
a-heliu content typical of histone-histone interac- 
tion is seen at 222 nm by comparison with individual 
histone spectra. 

In the dimer H2A-H2B, the sites of phosphoryla- 
tion were found identical to those determined in the 
individual histones. These sites are located outside 
or at the edge of the structured apolar regions 
(18-127 of H2A and 32-125 of H2B) which 
strongly interact together to form the histone com- 

plex H2A-H2B (M. C., unpublished). The highly 
basic N-terminal regions of H2A and H2B are not 
involved in dirner formation and are major sites of 
interaction of DNA. 

Clearly, the phosphorylation sites of H2A and 
H2B are still accessible to the kinase when H2A and 
H2B interact together. 

Five radioactive peptides were identified in the 
tryptic hydrolysate of chicken erythrocyte histone 
HS. One peptide corresponding to the sequence 
22-37 of the protein contained two sites of phospho- 
rylation (Serzz and SerZ9). The third serine residue 
present in the peptide at position 24 was not phos- 
phorylated. The amount of radioactivity measured in 
this peptide represents -20% of the total labelling 
of the protein. The remainder of the radioactivity 
is equally distributed between Ser145 and Ser166 in 
the highly basic C-terminal half of the histone H5. 

Due to incomplete cleavage by trypsin of the 
susceptible bonds adjacent to the phosphorylated 
sites, the labelled Ser14s and SerlM were each identi- 
fied in two different peptides (table 1). However, 
since the peptide Ser-Arg can be generated by 
tryptic hydrolysis of the Lys-Ser bond present 3 
times in the amino acid sequence of histone H5 
(residues 40-42; residues 144-146; residues 161 - 
163), it was necessary to ascertain the position of the 

peptide ~ e r - ~ r g  in the sequence of the protein. 
Phosphorylated histone H5 was therefore hydrolysed 
by pepsin in order to yield the C-terminal haif of 
the protein (residues 94-189) by specific cleavage of 
the Pheg3-Argg, bond. The tryptic digestion of this 
peptide generated peptides: 

P P 
I 

Lys-Lys-SerI4,-Arg; Lys-Ma-Serlw-Lys; 

No peptide ~ e r - ~ r ~  was found in the tryptic digest 
of the peptic peptides originating from the amino- 
terminal half of the histone H5. 

The sites of phosphorylation of chicken histone 
H5 identified here are different from those found in 
the homologous protein from pigeon erythrocyte 
[26]. The in vitro phosphorylation of pigeon histone 
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H5 with a pig brain protein kinase occurred at Ser4* 
(or Ser4,), Ser49, Sergl (or Ser92) and at a serine or 
threonine residue in the carboxy-terminal half of the 
molecule. The protein kinase from pig brain seems 
therefore to have a specificity different from that of 
the protein kinase from rat pancreas. This difference 
of specificity has already been pointed out in the 
phosphorylation of histone H2B [IO]. 

However, the in vitro phosphorylation sites of his- 
tone H5 are different from those of the in vivo phos- 
phorylation [27]. In vivo, Ser3 and Ser, are strongiy 
3"-labelled to the same specific activity. In the 
carboxy-terminal part of the molecule (residues 
121-189), the two serine aesidues phosphorylated in 
vivo have not been identified with certainty but they 
appear to be different from the in vitro sites (Ser145 
and Ser166). 

Our results show that the phosphorylation of his- 
tone H5 occurs mainly in the strongly basic carboxy- 
terminai region of the molecule where 80% of the 
total amount of radioactivity are incorporated. The 
remaining 32P-label is found in the slightly basic 
N-terminal part of the molecule at the edge of the 
globular region of the protein (residues 23-99) [28]. 

However, even if the specificity is different from 
one kinase to another, the sites of phosphorylation in 
histone H5 are distributed in vitro or in vivo, in two 
distinct regions of the proteini the basic carboxy- 
terminal region and the apolar amino-terminal region. 

Phosphorylation of the histones H2A, H2B and H5 
by the cyclic AMP-dependent protein kinase isolated 
from rat pancreas occurs generally on serine residue 
located in a sequence B-X-Ser where B is Lys or 
Arg and X any amino acid (table 1). However, phos- 
phorylation of Serl in H2A, Sergl in H2B and SerZ9 
in H5 does not meet with this code, but it must be 

and Serz9 in H5) which are located inside the struc- 
tured apolar regions of the proteins [28,29], are 
brought to the surface of the protein by a p-turn 
structure and therefore are accessible to the protein 
kinase 1131. The major sites of phosphorylation are 
placed outside the organised apolar regions of the 
proteins [29]. 

The fact that Ser, and Ser19 in H2A and Ser3~  
and SerM in H2B are phosphorylated in the histone 
complex H2A-H2B is in conformity with that 
determination. 
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DISCUSSION 

L e s  a L t u  de phoaphoqUon ont été L o c U a  dam La aéyuence de 

L'kintone ff5. Swr L u  2 6 né6idu6 de aé&e que tren&mne une moLécde 

d' kintone ff5, quatne sont phoaphotryLén (trénidw de aénine aux p o s ~ o r u  

22, 29, 745 e t  166) .  Peux trénidun de aé/une mudidi& L o U é n  b 

la trégion C-taminde fi& baique tandin que L u  deux e u  ( q u i  cm- 

/tupondent à d e s  a i A u  minern, ut v m i )  a o n t  siAué4 au botrd du domai-  

ne hycitophobe de LZ maLécuRe (x&Ldu(s 22 à 9 9 ) .  C u  a i t u  aont apécédiquu 

de lu k n a e  de panméacs de Rak. En eddct, une E n a e  L5oLée du cetrveau de 

Potrc (KUROCHKIN e t  co11. ,1977) phoaphotryle L' kintone ff 5 en quakrre 6 , L - t ~  d o n t  

f i o h  s u d  a,L-tuéa ciam La zone hydtrophobe ( a é h u  45, 49 e t  97)  ct un dan~ 

la zone C-teruninde baique. La diddétrence de apécidi&é d u  deux enzymu 

(Enacse de panméa de R a t  et E n a e  de cmveau de Patrc) a déjà été a o d i -  

gnée p o u  L' kinzane H2B. 

Lu a i t u  de phoaphotryUon LocaLihlb i n  v i t ro   dan^ L'kintone ff5 en 

pnén ence d' une kinacs e acCLv2e pm L' AMP cyciXq ue a ont d i 6  @herv3 de ceux 

identidién in vivo pm SUNG e t  FREEDLENDER ( 1 978) . Ces au/ tem O& Lac& é 

50 p.100 de La tracüoa&vLté dam La zone N-teluninde (déninu 3 ct 7 )  de 

Ca pnatéine L i L  condéhan;t aimi un ccuractetLe fi& acéde q u i  p o m  mpê- 

hm, p u  L ' internédiaine d u  r,épu&iom é2ectnosmques ,  La condem aLion 

de La chornaLine. Cecé ut en accotrd avec Le que L'kintone ff5 ut ac- 

;tivment phoaphoxgLée davu 2' ~ y ~ o b ~ ~ e  où La ckrLornaLine n ' ut p a  can- 

deruée tandin que .ta phoaphotryWon de C'kintone ff5 diminue et lu choma- 

fine ae candeme au corn  'de la rn&.muXon de L' étry;thnocyte. 



Lfkin;tone H2A de ;tumeun de ckeattoLeucémie du R a t  u;t phoaphottgLée 

en deux aL ten  ( n é h h e ~  7 & 1 9 ) .  La m W o n  Thr-Ser en p 0 b S a n  16 ob- 

aettvée d a m  Le v d a n t  H2A-a nfiM;Dtod& pan un &o&ième aLte de phoa- 

phongLaZion dam, La motécde. La phoaphatrqLdLan du t~éAidu de N-acétgl 

a éfine a déjà é;té oba u v é e  i n  vivo dam Le baie de R a t  en ttégénéh.aLLcn 

(SUNG e t  coll., 1971) .Pm W e w ,  la phoaphoqLatLan de L'kintone H2A 

a éXé treeh&e à la cundensaiAon de la chhomaCine ( G U K E Y  e t  WALTERS, 1973); 

aimi, daAA L1éttg;thtrocg;te nudéé du Vm m c v r h ,  SipuncuZus nudus,KMIECïK 

e t  coi.1. ( 1983) ont montrLé que 60 p. 1 0 0  d u  moLécdu de H2A éfuient phoa- 

phottgltb i n  vivo a m .  Le tréAidu de aé,zine en poaXan 7 .  C&e phoaphattg- 

&on phgaialagique i n t e m e  nt avait  jamain eté abauvée ptrécédemment. 

Lu deux 6 i t u  de phoaphattyLdLon de Lfkin;tane H2A de l twl~eu de 

ckeomleucétnie du R c t t  a o n t  L o U é A  h la trégian N-;tekminde baique  

d ' i n t m c t i o n  avec Le DNA ; la hétune macüdiée en poahXon 7 9 u;t aLtuée 

juXe  avant une zone hau;tement cornuvée au c o w  de L ' é v a W o n  e t  q u i  

inte/~a.g.Lt avec Lfkin;tone H2B (zone 2 1  à 2 9 ) .  

Louque Lfkintone H2A intetragit avec L'kinXone HZ8 p u m .  Zjatune.t l e  

cümèrte H2A-H2B, parrkie intégtrante du nucteoaome, lu a L t u  de phoapho/tgRa- 

fion avnt idenLiquu à ceux q u i  ont été ideuLi&iéa dam chque hdXone &O- 

Lée. Deux aLtu (aé&e 1 de H2A & a é ~ n e  32 de 1428) aont LocdhéA du.u 

la ttégion N-;tuminde banique d u  kin;tonu H2A & H28, ttégiom Lainaéu Ri- 

b n u  de tou;te X m c t X o n  aptta ~ o m a t i a n  du dunehe. L u  deux &u a i t ~  

(aEdne 19  de H2A et aédne  36 de H2B) a a n t  aLtuéa à la LimLte de Ra ttEgiovb 

N-tenminde baique  et de Ra trégion a&u&ée a p o U e ,  ttEgion impliquée 

dam l ' in teract ion  d u  kintonen H2A et H2B. 



IV - 1-3 Phosphorylation des histones H3,H4. Importance de 

l'interaction des histones H3-H4 : phosphorylation 

des tétramères (H3-H1) non-acétylé et acétylé. 

Publication 5 

L ' étude cinétique dl incorporation du phosphate [ 32P] 
dans les histones El3 et H4 (figure 17, page 170) ne nous en- 

courageait pas à pousser plus loin nos travaux dans ce domai- 

ne : en effet, après 24 heures d'incubation, l'histone H3 

était peu phosphorylée tandis que l'histone H4 ne l'était pas 

du tout. Cependant, ces histones dont la structure est prati- 

quement invariable au cours de l'évolution (à quelques excep- 

tions près chez les Eucaryotes inférieurs) sont les plus modi- 

fiées par acétylation et méthylation et malgré la faible incor- 

poration de phosphate [ 32P] dans l'histone H3, nous avons re- 

cherché le (ou les) site (s) de phosphorylation dans cette his- 

tone. 

L 'absence dl incorporation de phosphate [ 32P] 6,s 1 ' histo- 

ne H4 est surprenante car cette histone présente une séquence 

N-terminale (résidus 1 à 5 )  identique à celle de l'histone H2A 

qui est phosphorylée sur le résidu d'acétylsgrine en position P. 

Nous avons alors mesuré 1' incorporation de phosphate [ 32P] dans 
le tétramère (H3-H4)2 et nous avons constaté avec surprise que 

le tétramère (H3-H4) incorporait beaucoup plus de phosphate 

que la somme de chaque histone (Figure 1 de la publication 5 ) "  



De plus, l'autoradiographie de l'électrophorèse en gel de 

polyacrylamide du tétramère révélait que, dans le complexe, 

l'histone H 4  était un meilleur substrat pour la kinase que 

l'histone H 3 .  

Par ailleurs, il a été montré qu'une acétylation impor- 

tante de l'histone H 3  après traitement des cellules au buty- 

rate favorise la phosphorylation de cette histone en présence 

de ~ a + +  à concentration physiologique (WHITLOCK et col1 . , 1 9 8 0 )  . 
Cette observation nous a incitée à étudier l'effet de l'acéty- 

lation sur l'incorporation du phosphate dans le tétramère 

( H 3 - H 4 )  acétyle. Les différentes formes acétylées du tétramère 

( H 3 - H 4 )  sont obtenues par chromatographie d' échange d ' ions sur 

Amberlite IRC 50 (M.COUPPEZ, résultats non publiés). L'étude 

cinétique d'incorporation du phosphate[ 32P] a été réalisée pa- 

rallèlement sur le tétramère non-acétylé et sur le tétramère - 

acétylé oCl l'histone H4 est totalement acétylée sur le résidu 

de lysine en position 16 et l'histone H 3  partiellement acéty- 

lee ( 0 , 5 5  mole de s-acétyllysine/mole d'histone H3) aux posi- 

tions 14 et 23. 
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1. Introduction 

The structures of the arginine-rich histones H3 and 
H4 which have been highly consewed during evolu- 
tion, can be extensively modified by acetylation, 
methylation and phosphorylation [l] .  

Methylation is an irreversible post-synthetic modi- 
fication which affects two lysine residues at positions 
9 and 27 in histone H3 [2] and one lysine residue at 
position 20 in histone H4 131. 

Acetylation and phosphorylation are two post- 
synthetic reversible modifications of considerable 
interest which alter the charge of modified residues 
and thus modulate the histone-DNA interactions. 

The acetylated lysines are at positions 14 and 23 
in histone H3 [2] and at positions 5 ,8 ,  12 and 16 
in histone H4 131. 

If methylation and acetylation mainly affect his- 
tones H3 and H4, phosphoryiation is generally related 
to histones H l ,  H2B and H2A which are the best sub- 
strates for kinases. Therefore, little is known about 
sites of phosphorylation of histones H3 and H4. The 
occurrence of phosphoserine in histone H3 from calf 
thymus has been reported in [4] and phosphorylation 
of histones H3 and H4 from trout testis has been 
pointed out in [SI. Histone H3 has been described as 
the best substrate with histone H2B, for the protein 
kinase from rabbit skeletal muscle [6]. Moreover, a 
CAMP-independent H3-specific histone kinase from 
bovine thymus chromatin has been reported to phos- 
phorylate the threonine residue at position 3 [7]. 

Histones H3 and H4 are known to interact by 
structured apolar carboxyl regions (42-120 in H3 
and 38-102 in H4) [8,9] to form a tetramer (H3- 
H4), [IO]. We have assumed that in the experimental 
conditions of phosphorylation, the equimolar com- 

plex (H3-H4) was a tetramer. This chromatin sub- 
unit structure can induce a phosphorylation specificity 
of the histones: thus, in the core particle, histone H3 
is preferentiaily phosphorylated to a high degree 
(-65% of the total phosphate incorporated) by a pro- 
tein kinase from rabbit skeletal muscle [6]. On the 
other hand, phosphorylation strongly reduces the 
association constants of the complex (H3-H4)2 [ I l ]  
and in this complex, basic N-terminal regions of his- 
tones where post-synthetic modifications are generally 
obsewed, are not involved. 

This paper deais with in vitro phosphorylation of 
the calf thymus histones H3 and H4 and of the his- 
tone complex (H3-H4)2 by a CAMP-dependent pro- 
tein kinase from rat pancreas. This kinase was shown 
to phosphorylate only serine residurs [12]. 

In comparison with lysine-rich histones, H4 does 
not incorporate any [32~]phosphate and H3 is a poor 
substrate for this protein kinase [13]. In histone H3, 
one phosphosenne residue at position 10 has been 
identified. Surprisingly, the tetramer (H3-H4)2 incor- 
porates [32~]phosphate more than the sum of each 
histone. Indeed, in the complex, H4 was a better sub- 
strate for the kinase than histone H3 and was phos- 
phorylated on senne residue 47, whereas the phos- 
phorylation of histone H3 takes place at the same 
senne residue as in the individual histone. 

On the other hand, since extensive acetylation of 
histone H3 after Na-butyrate treatment stimulates its 
susceptibility to  phosphorylation in presence of CaZ+ 
at physiologicai concentrations [14], it was of interest 
to  investigate if the amount of incorporated [32P]- 
phosphate was increased in the acetylated tetramer. 
Results show that the rate of phosphorylation of his- 
tones H3 and H4 was identical in the non-acetylated 
and acetylated (H3-H4)2 complexes. 

Published by Elsevier/North-Holland Biomedical Press 
00145793/81/0000-0000/$02.75 O 1981 Federation of European Biochemical Societies 
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2. Materials and methods 

Histone H4 was prepared as in [15,16]. Histone 
H3 and the non-acetylated and acetylated tetramers 
(H3-H4), were isolated by ion-exchange chromatog- 
raphy (M.C., unpublished). We define as non-acety- 
lated tetramer (ii3-H4), a complex in which histone 
H4 is non-acetylated and histone H3 partially acety- 
lated (-20 nmol e-acetyllysine/100 nmol H3); the 
acetylated tetramer is a complex in which histone H4 
is fuiiy acetylated on lysine residue at position 16 and 
histone H3 partially acetylated (-55 nmol c-acetylly- 
sine1100 nmol H3). It must be recaiied that two sites 
of acetylation have been identified in calf thymus his- 
tone H3 at positions 14 and 23 [2]. 

Histones H3 and H4 and the non-acetylated and 
acetylated (H3-H4), complexes were dissolved at 
1 mg/ml, in the phosphorylation buffer containing 
30 mM Tris-HC1 (pH 7.8), 12 mM MgCl, and 1 mM 
dithiothreitol. 

Individual histones and the (H3-H4), complexes 
were phosphorylated by a CAMP-dependent protein 
kinase isolated from rat pancreas as in [12] but at 
0.2-0.3 pg enzyme/ml in the presence of 0.4 mM 
[7-32P]~TP (1 O Cilmmol) prepared as in [17]. 

The presence of an equimolar complex (H3-H4) 
in the experimentai conditions of phosphorylation 
was assessed by circular dichroism spectroscopy. 
Increase of a-helix content typical of histone-histone 
interaction is seen at 222 nm by comparison with 
individuai histone spectra (not shown). 

Electrophoresis of native and phosphorylated his- 
tones H3, H4 and of non-acetylated and acetylated 
complexes (H3-H4), was performed on polyacryl- 
amide (17%) slab gel (14 X 14 X 0.15 cm) at pH 2.7, 
in 2.5 M urea 1181 for 6 h at 10 rnA/slab. 

Tryptic hydrolysis of labelled histones and com- 
plexes and identification of the phosphorylated sites 
were performed as in [12]. 

3. Results and discussion 

The kinetic study of the phosphate incorporation 
into individuai histones and histones complexes in the 
presence of the cataiytic subunit of a CAMP-dependent 
histone kinase from rat pancreas is shown in fig.1. 

Histone H3 was slightiy phosphorylatedwhe~eas 
histone H4 was ineffective as acceptor andvery poorly 
phosphorylated. In the (H3-H4), complex, the [ 3 2 ~ ] -  
phosphate incorporation is higher than the s im of 
3 2 ~  incorporated in individual histones. Both non- 

Incubation tim ( h )  

Fig.1. Kinetics of [32P]phosphate incorporation into individuai 
histones and histone complexes. The phosphorylation reac- 
tion by the cataiytic subunit of the rat pancreas protein kinase 
was done as in [12]  with different incubation times. ["P]- 
Phosphate incorporation for: H4 (X); H3 (O); non-acetylated 
and acetylated tetramers (H3-H4), (0 ) ;  H l  (A); chicken 
erythrocyte H5 (A); H2A (0); H2B (*); dimer H2A-H2B (m). 

acetylated and acetylated complexes gave the same 
kinetic curves of [ 3 2 ~ ] p h o ~ p h a t e  incorporation. 

Histones Hl and H2A were f ~ u n d  equally phos- 
phorylated to a higher extent than histones H3 and 
H4 but histones H2B and H5 were indeed the best 
sibstrates for the CAMP-dependent protein kinase. 

In contrast with the tetrameric complex (i-ï3-H4)2, 
the dimer H2A-H2B incorporates an amount of 
32P approxirnately equai to the sum of "P incorpo- 
rated by individual histones H2.4 and H2B. 

Fig.2 shows the anaiytical gel electrophoreses of 
histones H3 and H4 and of their complexes, before 
and after 32P-labe11ing. By comparison of the sîained 
gel (fig2A) and of the autoradiogram (fig.2B), it is 
obvious that individual histone H3 w2s phosphorylated 
wherezs individual histone H4 was not. In contrast to 
this, both histones were found phosphorylated in the 
complexes. These results corroborate the kinetic stud- 
ies of the [32P]phosphate incorpcration. 

Autoradiography of the peptide map of the tryptic 
hydrclysate of the tetramers (H3-H4), labelled with 
[32P] phosphate showed 3 weakly radioactive spots, 
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Fig.2. Polyacrylamide slab gel electrophoresis of histones H3 and H4 and of complexes (H3-H4), at pH 2.7, in 2.5 M urea: (1) 
native histone H3; (2) phosphoryiated histone H3; (3) native histone H4; (4) phosphorylated histone H4; (5) native tetramer 
(H3-H4),; (6) phosphorylated tetramer (H3-H4),; (7) native acetylated tetramer (H3-H4),; (8) phosphorylated acetylated tetramer 
(H3-H4),; (A) staining with Coomassie brjliiant blue; (B) autoradiography. 

identical to those obsemed in the tryptic hydrolysate 
of phosphorylated histone H3. However, the tryptic 
hydrolysate of the tetramers is characterized bÿ the 
presence of a highly labelled phosphopeptide which 
migrated rapidly on paper chromatography and was 
later on shown to originate from H4. No difference 
was obsemed between the autoradiograms of the 
tryptic peptides generated from non-acetylated and 
acetylated (H3-H4)2 complexes. 

Structural studies of the phosphorylated tryptic 
peptides isolated by chromatography on Chromobeads 
P (Technicon Corp.) allowed us to identify the sites 
of phosphorylation in histone H3 and in the tetrarner 
(H3-H4), (table 1). No phosphopeptide was found 
in the tryptic digest of individual histone H4. 

In histone H3 alone or interacting with histone H4, 
one serine residue at position 10 was phosphorylated 
by the CAMP-dependent protein kinase. This site was 
located next to a residue of methylated lysine in the 
highly basic amino-terminal sequence of the molecu!e. 

On the other hand, it is worth noticing that the 

Table 1 
Sites of in vitro phosphorylation of histones 

Histones Sequences of 32P-labelled 
tryptic peptides 

Me 
I 

H3, individual or in the a(Arg-Lys)-Ser,,-Thr-Gly- 
tet:americ complex Gly-Lys 

I 
H4, in the tetramenc (Arg)-Ile-Ser,,-Gly-Leu-ne- 

compiex only Tyr-Glu-Glu-Thr-Arg 

a Residues in parentheses are not included in the tryptic pep- 
tides. They are written to show that the phosphorylation 

P 
I 

sites are placed in a sequence 6-X-Ser where B is a basic 
amino acid and X any amino acid 
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serine residue at position 28 cf histone H3 which is 
located in the same sequence as Serlo: Ala-Arg- 
(Me)Lys-Ser was not found phosphorylated. Since 
Serzs is located outside the region of the molecule 
involved in protein-protein interactions, the sequence 
just after the serine residue must be essential for the 
specific recognition by the protein kinase. 

In the tetramer (H3-H4)2 acetylated or not, his- 
tone H4 was a better substrate than histone H3 and 
was phosphorylated at Ser4,. 

Phosphorylated sites by acAMP-dependent protein 
kinase occur generaiiy on a serine residue locaied in a 
sequence B-X-Ser where B is lysine or arginine and 
X any amino acid (table 1): Serlo in histone H3 and 
Ser47 in histone H4 interacting with histone H3 are 
placed in such a sequence. 

Phosphorylated Ser4, in histone H4 is located at 
the edge of the structured apolar region which inter- 
acts with histone H3 to form the complex [8]. This 
fact has already been observed in the dimer HLA-H2B 
where phosphorylation sites (SerI9 in histone H2A 
and Ser32, Ser36 in histone H2B) are located in a simi- 
lar manner at the edge of the interacting regions [12]. 

Individual histone H4 was not phosphorylated. 
This was not surprising because histone H4 self-asso- 
ciates in solution to form aggregates and circular 
dichroism and nuclear magnetic resonance spectros- 
copie work [19,20] has clearly shown that the 
C-terminal part of the molecule (residues 38-102) is 
involved in the formation of secondary and terriary 
structures. Therefore, in the aggregated state of H4, 
the Ser,, was not accessible to the protein kinase. 

On the other hand, we have observed that, although 
histones H4 and H2A have an identical amino-terminal 
sequence (residues 1-5) the amino-terminal residue 
(N-acetylserine) was not phosphorylated in histone 
H4 or in the tetramer (H3-H4)2 as it was in indivi- 
dual histone H2A and in the dimer H2A-H2B [12]. 

The only possible explanation is that the structural 
conformation of the tetramer (H3-H4), or of H4 in 
the aggregated form is such that the amino-terminal 
sequence of kistone H4 is not accessible to ihe enzyme. 
However, this is in contradiction with tlie fact that 
basic N-terminal regions of histones are free and 
mobile in solution and thus available for interaction 
with DNA [9]. 

Achowledgements 

We are very much indebted to Dr J. Pichon (Insti- 

tut de Chimie Biologique, Marseille) for the prepara- 
tion of 7 - [ 3 2 ~ ] ~ ~ ~ .  We acknowledge with pleasure 
the skilful technical assistance of Mrs D. Belaïche, 
M. J. Dupire, T. Ernout and A. Hemez. We thank Dr 
M. H. Loucheux for giving us access to the CD spec- 
trophotometer. This work was supported by grants 
ATP 4206 and LA 268 from the Centre National de 
la Recherche Scientifique. 

References 

[ l ]  RuizCarrilio,A.,Wangh,L. J. andAllfrey,V. G. (1975) 
Science 190, 117-128. 

[2] Delange, R. J., Hooper, J. A. and Smith, E. L. (1973) 
J. Biol. Chem. 248, 3261-3274. 

[3]  DeLange, R. J., Fambrough, D. M., Smith, E. L. and 
Bonner, J. (1969) J. Biol. Chem. 244,5669-5679. 

[4] Manluff, W. F. and McCarty, K. S. (1972) Biochemis- 
try 11,2677-2681. 

[5] Sung, M. T. and Dixon, G. H. (1970) Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA 67,1616-1623. 

[6] Arfmann, H. A. and Bode, J. (1980).Int. J. Biol. Macro- 
mol. 2, 109-1 12. 

[7] Shoemaker, C. B. and Chalkley, R. (1980) J. Biol. Chem. 
255.11048-11055. 

181 Bohm, L., Hayashi, H., Cary, P. D., Moss, T., Crane- 
Robinson, C. and Bradbury, E. M. (1977) Eur. J.  Bio- 
chem. 77,487-493. 

[9] Bradbury, E. M., Moss, T., Hayashi, H., Hjeim, R. P., 
Suau, P., Stephens, R. M., Baldwin, J. P. and Crane- 
Robinson, C. (1978) Cola Spring Harbor Symp. Quant. 
Biol. 42,277-286. 

[IO] Thomas, J. 0. and Kornberg, R. D. (1975) Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 72,2626-2630. 

[ I l ]  Szopa, J., Jacob, G. and Arfmann, H. A. (1980) Bio- 
chemistry 19,987-990. 

[12] Martinage, A., Mangeat, P., Laine, B., Couppez, M., 
Sautière, P., Marchis-Mouren. G .  and Biserte, G .  (1980) 
FEBS Lett. 118,323-329. 

[ 131 Mangeat, P., Chahinian, H. and Marchis-Mouren, G. 
(1978) Biochimie 60,777-785. 

[14] Whitlock, J .  P., Augustine, R. and Schulman, H. (1980) 
Nature 287,74-76. 

[15j Johns, E. W. (1967) Biochem. J. 105,611-614. 
[16] Couppez, M., Sautièze, P., Brahmachari, S. K., Brahms, 

J., Liquier, J. and Taillandier, E. (1980) Biochemistry 
19,3358-3363. 

[17] Glynn, 1. M. and Chappel, J. B. (1964) Biochem. J. 90, 
147-149. 

[18] Panyim, S. and Chalkley, R. (1969) Arch. Biochem. 
Biophys. 130,337-346. 

[19] Lewis, P. N., Bradbury, E. M. and Crane-Robinson, C. 
(1975) Biochemistry 14,3391-3400. 

[20] Crane-Robinson, C., Hayashi, H., Cary, P. D., Briand, 
G., Saucière, P., Krieger, D., Vidali, G., Lewis, P. N. 
andTom-Kun, J. (1977)Eur. J. Biochem. 79,535-548. 



DISCUSSION 

LVkin.tane ff3 heuRe ou anocLée à L'kintone ff4 d a m  Le t W m & e  

(H3-H4 1 M X  phoaphoqlée en un aLte Locahhé n u  Le néaidu de a é ~ n e  en 

p a s Z a n  1 O, dam la négion N - t W n d e  basique d1XetradLon avec Le DNA. 

Ce hLte ut a L t u E  à côté d'un nénidu de Lysine mElthyLée (en  poaiXon 9 )  et 

p ~ è ~  de 1' un den deux 4iAen d' acEtyL&on de L'kinXvne fi 3 (Lyainu 7 4 & 

23) . Cw&umeM;t, la aihine, en poniXon 2 b q u i  ae fiouve dam une hé- 

quence andogue à c&s de la aé&e en poaiXon 10 n ' u t  pas  pho~phonyXée: 

I I 
Arg - Lys - S e r  

1 O 

1 
Arg - Lys - S e r  

28 

S i  l e  code B - x - S e r  semble &Oie h p o n t a n t  pouh L'acXion de La kincrne, 

iL M ' U Z  p u  au66ACtYLt p o m  exp.Queh sa apécL~icLté. La aéquence qL a d  

L u  /taidus de aétWle en poaiXon 70 & 2 8 d o L t  a m  aucun do&e c o ~ b u e h  

à c&e apécLdi&é. Nous aavom pan W e m  que La a.tuctwLe pnWn&te, hi. 

impotrkanfe a o a - m e ,  ne aua&Lt p a  poun  expfiqum L'aeZion de La Linme. 

Lu a L t u  de pho~phoaqWon dam une pmteine a o n t  pan dédi&on accuai- 

bLen à L'enzyme donc L o c d b é ~  den zona "expoaéuu en coude B ou à 

pm-é de cen zona. 

L'absence de phoaphoqlaLLon de C'kintone ff4 fibtre alexpfique plvt  la 

~oma;tCon d1agnégcu2 h a q u e  c&e kinZone u.t en n o U o n ,  agnég- q u i  

kendent L u  a L t u  potem5& de phoaphongWon LnaccusibLu à L'enzyme. 

kimi, R'adciktion de myogLobLne, d 'ovdbmine ou d'aebutyine à X'kintone ff4 

en a o M o n  iavoitine La ph,oaphoiryWon de c&e kintone en m p ê c h m  aon 

ctgnégcrRion ( Figrne I b )  . D ' d e  p&, L o q u e  L'kintone ff4 i n t ~ g i A  avec 



FIGUREd 18 ELECTROPHORESE EN GEL DE POLYACRYLAMIDE EN MILIEU SDS 

(LAEMMLI et FAVRE, 1973) 

1 Histone H4 (1 yg) + Cytochrome C (1 yg) phosphorylés 

2 Cytochrome C natif 

3 Histone H4 (4 yg) 9 Cytochrome C (4 ug) phosphorylés 

4 Histone H4 + Myoglobine phosphorylées 

5 Histone H4 + Ovalbumine phosphorylées 

6 Histone H4 + Sérumalbumine phosphorylées 

7 Complexe 53-H4 phosphorylé 

8 Histone A3 phosphorylée 

9 Histone H4 phosphorylée 

10 Complexe H3-H4 phosphorylé 

11 Histones H3 + H4 phosphorylées 

12 Histones H4 + Hl phosphorylées 

13 Histones H4 + H2A phosphorylées 

1 4  Histones A4 + H2B phosphorylées 



C o l o r a t i o n  a u  b l e u  de C o o m a s s i e  

A u t o r a d i o g r a p h i e  



L' hintone H3 powr ~ o m e n  Le Zetham&e I H3-H4) 2, une q d é  hpoktunte 

de phosphate[ 3 2 ~ ]  ai uicotpotrée dam L'kistone H4 au niveau du sesidu 

de a é ~ n e  en posLtion 47.  Comme nauo L'avom déjd obamvé p o m  l e .  dimètre 

avec 1' &Zone U3. M&gté X'ideatLté d u  séquenca a m i n o - t W e ? l  (aé- 

phoaphotrqté ni  dan^ L'kintone i f4 a e d e  en aoluA2on en d o n  de L'agtréga- 

fion de l a  ptrotéine, ni dauin Le X é h è / t e .  La a e d e  expfi&on passible 

aembLe &e La con~amaLion du ,t-&e d o n t  naun connainsom l e  hÔLe 

a;truLckLbnae dondament& dam Le nudEoaame. 

La pnaence d'kinionu U3 et +i4 acEZqléen au n&n du complexe 

(H3-H4) ne modibie en iLien La phosphoqLdon du complexe ciont h cLné- 

fique d'ulcotrpoiration de phosphate 3 2 ~ ]  a* aupenposabte à c&e donnée 
b 

pm l e  tE;trram&e non-acé*tqlé ut où Lfkin;tone H4 ut, comme ptréeédemmen;t, 

un m m e w r  a u b a W  poun La h u e  que L'kintone H3. 



I V  - 2 PHOSPHORYLATION DE L'HISTONE H5 PAR UNE KINASE INDEPEN- 

DANTE DE L'AMP CYCLIQUE : PUBLICATION 6 

Les s i t e s  de phosphorylation de l ' h i s t o n e  H5 o n t  é t é  

i d e n t i f i é s  i n  v i t r o  en  présence d'une k inase  &MP cycl ique dé- 

pendante (KUROCHKIN e t  ~ 0 1 1 . ~ 1 9 7 7 ;  MARTINAGE e t  ~ 0 1 1 . ~ 1 9 8 0 ,  

publ ica t ion  4 page 184) e t  i n  v i v o  (SUNG e t  FREEDLENDER, 1978) .  

Bien que d i f f é r e n t s  ces  sites son t  i n  v i t r o  comme i n  v i v o ,  des  

r é s idus  d e - s é r i n e  l o c a l i s é s  dans l e s  rég ions  N- e t  C-terminales 

de Pa p ro té ine  ; aucune modif icat ion n ' e s t  décelée dans l a  ré- 

gion g lobu la i re  c e n t r a l e .  Dans l ' h i s t o n e  H l ,  un s e u l  r é s idu  de 

s é r i n e  ( s é r i n e  37) est  phosphorylé par  l a  k inase  AMP-cyclique 

dépendante. Par con t re ,  l e s  s i t e s  iie phosphorylation de c e t t e  

h i s tone  par  une k inase  non ac t ivée  par  1 ' A M P  cycl ique son t  pré- 

f é ren t i e l l ement  des r é s idus  de thréonine l o c a l i s é s  dzns l e s  ré- 

gions N- e t  C-terminales (LANGAN, 1978) (Voir tab leau  2 ,  page 2 0 9 )  . 
L ' i d e n t i f i c a t i o n  de ces  s i t e s  repose s u r  une étude comparative 

des séquences adjacentes  aux s i t e s  de phosphorylation. En e f f e t ,  

Pa présence de p l u s i e u r s  sous- f rac t ions  de l ' h i s t o n e  H l  ( 4  à 5) 

e t  Pa d i f f i c u l t é  de l e s  i s o l e r  a  t r è s  for tement  l i m i t é  l e s  é tu-  

des s t r u c t u r a l e s  de c e t t e  h is tone .  

A ce jour ,  une s e u l e  s t r u c t u r e  complète d 'h i s tone  H i  a été 

déterminée : il s ' a g i t  de l a  sous- f rac t ion  RTL-3 ( r a b b i t  thymus 

l y s i n e ,  sous-fract ion 3) dont l a  séquence a  é t é  é t a b l i e  pa r  

COLE (1977).  Dans ces  condi t ions ,  l a  l o c a l i s a t i o n  des s i t e s  de 



phosphorylation dans les différentes sous-fractions de l'his- 

tone Hl est forcément limitée. Par contre, l'histone H 5  dont 

la séquence a Cité déterminée dans notre laboratoire (BRIAND 

et co11.,1980) est constituée d'une seule charne protéique. 

Cette histone qui remplace progressivement l'histone Hl au 

cours de la maturation de l'érythrocyte présente une grande 

analogie structurale avec l'histone 91. Nous avons donc 

étudié %a phosphorylation de l'histone H5 sn présence d'une 

kinase non activée par 1'AMP cyclique et recherché quelle é- 

tait la spécificité de cette kinase dont le seul substrat par- 

mi les histones était l'histone Hl. 

Ce travail ouvrait en 1980 une collaboration avec 

C.QUIRIN-STRICKER (Faculté de Médecine de l'Université Louis 

Pasteur à Strasbourg) qui avait isolé une kinase de plasmocy- 

tome de Souris, spécifique de l'histone Hl et non activée par 

les nucléotides cycliques (QUIRIN-STRICKER et SCHMITT, 1981). 
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1. Introduction 

During erythropoiesis, the cFcken erythrocyte- 
specific histone H5 progressively but incompletely 
substitutes histone Hl .  ln early stages, newly synthe- 
sized histone H5 is phosphorylated to a lugh extent. 
Later on, dephosphorylation of histone H5 occurs in 
mature erythrocyte [Il. 

Structural analogy between histones Hl and HS 
suggests a sirnilar role for both proteins and phospho- 
rylation of histone Hl has been correlated with the 
rate of ce11 division in different tumors [2] and with 
the condensation of chromatin [3] but phosphoryla- 
tion of histone H5 is related to celi maturation and its 
degree of phosphorylation is proportional to the num- 
ber of immature cells in anemic chickens and, at the 
terminal stage of development in mature red blood 
cells histone H5 is completely dephosphorylated [4]. 
This dephosphorylation has been detected when the 
chromatin reaches a hgNy condensed state [5]. The 
progressive displacement of histone H l  by histone H5 
during ce11 maturation can be compared with that of 
histones by protamines during spermiogenesis where 
protamines are synthesized, then extensively modified 
by phosphorylation and dephosphorylated when sper- 
matozoa leave the testis. 

Phosphoryhtion also modifies histone-DNA inter- 
actions and chromatin conformation: for exampie, 
phosphorylatiori can modulate historie H5-~iucleo- 
some interactions [6 ] .  Sites of phosphorylation of 
histone H5 have been investigated in vivo [4], and 
in vitro using the catalytic subunit of cyclic AMP- 
dependent protein kinase from pig brain [7] acd from 
rat pancreas (81. Even if the specificity is different 
from one kinase to another, the sites of phosphoryla- 

tion in histone H5 are distribiited in vitro as in vivo in 
two distinct regions of the protein: the amino-termi- 
nal region (residues 1-2 1) and the carboxy-terminal 
region (residues 101-189); in ai l  cases, no site has 
been detected in the globular part of the molecule 
(residues 22-100) [9]. This fact has been already 
mentioned for histone H 1 which, like histone H5, con- 
tains 3 different domains: a short apolar amino-termi- 
na1 part in random cpil (residues 1-34); a globular 
central part (residues 35-120); and a highly basic car- 
boxy-terminal part in random con (residues 121-2 13) 
[IO]. Phosphorylation of histone Hl  by a cyclic AMP- 
dependent protein kinase oniy takes place at serine 
residue 37 in the amino-terminal region of the mole- 
cule while phosphorylation by a cyclic AMP-indepen- 
dent protein kinase occurs at senne and threonine 
residues, mainiy in the carboxy-terminal region. 

This paper deals with the in vitro phosphorylation 
of chicken erythrocyte histone H5 by a CAMP-indepen- 
dent growth-associated protein kinase isolated from 
mouse plasmocytoma ceils. This kinase has been shown 
to specificaliy phosphorylate histone Hl ; the core his- 
tones H2A, H2B, H3 and H4 are not phosphorylated. 

Due to the close structural and functional relation- 
ship between histones Hl and H5, the kinase was 
àssayed with histone H5. Five serine residues at posi- 
tions 3,7,104,117 and 148 were phosphorylated. 

2. Materials and methods 

2 .l. Prepmation of histone H l  -specific protein kinase 
from mouse plasmocy torna cells 

A CAMP-independent protein kinase with high 
specificity for histone Hl (PKHI) was purified from 
mouse plasmocytoma by 30-50% ammonium sul- 

hbüshed  b y  Elsevier/North-Hollond Biomedical Ress 
00145793/81/0000-0000/$02.75 O 1981 Federation of European Biochemical Societies 



Volume 134, number 1 FEBS LETTERS November 1981 

fate precipitation foliowed by chromatography on 
DEAE-52 cellulose, hydroxylapatite , phosphocellu- 
lose and Sephadex G-200 columns as in [Il]. It had a 
specific activity of 0.7-1 unitlmg histone H 1. 

2.2. Phosphotyhtion of histone H5 
The phosphorylation of chicken erythrocyte his- 

toneH5 (25 mg) by purified histoneH1 kinase (PKH1) 
(enzyme/histone ratio 1/ 1000) was performed for 
12 h at 34OC in 12 ml reaction mixture containing: 
30 mM Tris-HCl (pH 7.6); 10 mM Mg-acetate; 1 mM 
dithiothreitol; 0.2 mM EGTA and 0.3 mM ([y-32P]- 
ATP). The reaction mixture was then dialysed 15 h 
against deionised water and lyophilised. 

2.3. Limited acid hydrolysis 
For identification of phosphoserine and phospho- 

threonine j2P-labelled histone H5 was hydrolysed for 
2 h at 1 10°C under vacuum with 6 N HC1 1121. The 
hydrolysate was submitted to electrophoresis at 
2500 V for 2 h on Whatman 3 MM paper at pH 1.9 
(acetic acid/formic acidlwater, 35: 10:400, by vol.). 
Unlabeiled phosphoserine and phosphothreonine 
were used as markers. 

2.4. Localization of phosphoryhtion sites 
Tryptic hydrolysis, fractionation of tryptic hydro- 

lysate and identification of phosphorylated sites were 
performed as in [8]. 

Table 1 
Sites of in vitro phosphorylation of histone H5 determined from 'lP-labelled tryptic peptides 

Amounts of 
phosphorylationa 

A: By a CAMP-independent protein kinase from mouse plasmocytoma cells 

B: By a CAMP-dependent protein kinase from rat pancreas (8) 

a The amounts of phosphorylation are expressed in % of the total amount of [31P]phosphate incorporated into the protein 
Residues in parentheses are not included in the tryptic peptides. They are written to show that most of the'phosphorylation 

P 
I sites are located in a sequence B-X-Ser where B is a basic amino acid and X any amin3 acid 
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3. Results and discussion 

Phosphoserine only was shown to be present in the 
2 h-hydrolysate of histone H5 phosphorylated by the 
CAMP-independent protein kinase isolated from mouse 
plasmocytoma cells. By comparison calf thymus his- 
tone H l  was preferentially phosphorylated with this 
kinase on threonine residues (P-Ser/P-Thr ratio, 0.48). 

Radioautography of the peptide map of the tryp- 
tic hydrolysate of the histone H5 labelled with ["Pl- 
phosphate shows 5 labelled peptides. Structural stud- 
ies of the phosphorylated tryptic peptides isolated by 
ionexchange chromatography on Chromobeads P 
(Technicon Corp.) allowed us t o  locate the phospho- 
senne residues in the sequence of the protein [13]. 

The sites of phosphorylation of histone H5 by the 
Hl specific CAMP-independent protein kinase from 
mouse plasmocytoma cells are presented in table 1. 
The phosphorylation sites of histone H5 phosphoryl- 
ated with the CAMP-dependent protein kinase from rat 
pancreas [8] are given by comparison. 

Five serine residues in histone H5 were phospho- 
rylated to  different extents by the Hl  -specific kinase. 
Two rninor sites (senne-3, serine-7) were identified in 
the short hydrophobic sequence (residues 1-1 1) of 
the amino-terminal region of histone H5. The 3 other 
phosphorylation sites were found in the highly basic 
carboxy-terminai half of the protein, at  serine resi- 
dues 104,117 and 148. Serine 1 17 is indeed the najor 
site of phosphorylation of histone H5 for the Hl-spe- 
cific kinase since -50% of the total 32P-labelling was 
incorporated in that residue. The incomplete cleavage 
by trypsin of the Lysl,,-Lyslzo bond generated t.wo 
peptides and accounted for the presence of two radio- 
active spots corresponding to [3zP]Serl17 on the pep- 
tide map of histone H5. 

As shown in table 1 ,  the phosphorylation sites of 
histone H5 by the Hl -specific CAMP-independent 
kinase from mouse plasmocytoma cell are different 
from those phosphorylated by the CAMP-dependent 
kinase from rat pancreas. 

However both enzymes phosphorylate essentially 
serine residues located in the highly basic domain of 
the protein which is thought to  interact strongly in 
the chromatin with the phosphate groups of DNA but, 
whereas serine residues phosphorylated by the CAMP- 
independent kinase are adjacent to a proline residue, 
those phosphorylated by the cAMPdependent kinase 
are located just before a basic residue. 

The specificity of these 1 wo enzymes contrasts 

sharply with that of CAMP-dependent protein kinase 
from pig b ~ a i n  which preferentially phosphorylates 
serine residues located in the giobular domain (resi- 
dues 22-100) of histone H5 [7,9]. 

Four of the 5 serine residues phosphorylated 
in vitro in H5 by the Hl-specific CAMP-independent 
kinase are identical to those found phosphorylated 
in vivo [SI. The extent of labelling is however differ- 
ent. Nearly 50% of the 32~-label are incorporated 
in vivo in the amino-terminal region of histone H5 
(residues 1-21), equally distributed between serines 
at positions 3 , 7 .  The remaining 50% are located in 
the carboxy-terminal half of the molecule at SerlW 
and Ser148. Serl17, major site of the in vitro phospho- 
iylation by the CAMP-independent kinase does not 
appear to be phosphorylated in vivo. 

As observed in histone H5 phosphorylated with a 
CAMP-dependent kinase from rat pancreas [8], the 
serine residues phosphorylated with the Hl-specific 
CAMP-independent kinase are all located within 
regions in predicted 0-turn conformation except Ser3 
[14,15]. In fact, the specificity of a given protein 
kinase is basically related to the recognition of specific 
amino acid sequences. Thus, the CAMP-independent 
kinase from mouse plasmocytoma ce11 phosphorylates 
with a marked specificity the serine residues in his- 
tone H5 just before a proiine residue. 

Obviously this specificity is similar to that of the 
growth-associated histone kinase which is bound to 
chromatin and catalyzes CAMP-independent phospho- 
rylation of a number of serine and threonine residues 
in histone Hl  [16]. The four sites of growth-associated 
phosphorylation which are located at  positions 16, 
136, 153 and 180 of the H l  subfraction RTL-3 [17] 
are aii included in a repest structure where a proline 
residue occurs next to a serine or threonine izsidue 
such as in Sei ,,-Pro-Ala-Lys, Thr-Pro-Lys-Lys 
(positions 136 and 153) and Ser18,,-Pro-Lys-Lys. 

The recognition of such sequences by the CAMP- 
independent kinase from niouse plasmocytoma cells 
explains the narrow specificity of this kinase for the 
phosphorylation of histone Hl  and of histone H5 
which is closely related to histone Hl  [13]. These 
sequences are only encountered in histones H l  and H5 
but not in core histones H2A, H2B, H3 and H4. 
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DISCUSSION 

L' kintone ii5 phoaphonylée en phbence d'une kinase i n d é p e n w e  de 

L'AMP cyceique AoLée de phmocytome de S o u  ne contient pan de phoapho- 

AhtréoLne, eonttakmmenk à ce que nou avoa obaenvé d m  L'kintone Hl où L u  

trihidu de thEovLine a o n t  ptré~étrenLieiXement phanphohylb pm i r a p p o n t  aux tré- 

a i &  de aé&ine ( P - ~ e r / P - ~ h r  = 0 .48 ) .  L u  aL tu  de phonphofLirLdon que nou 

uvom déXehminih a o n t  Locaeinés uaentieReem& davu La xégion C-tefuninde, 

teZgiovr d ' in tuact ion avec Le VNA. Peux aL tu  tnheum a a n t  aLtub à L' e&é- 

t n L t Z  N-Xwzminde de kh photeine (aéninu 3 et 7 ) .  

Q&e t r . b i d u  de aé&e phaaphotLqLée 4m L u  cinq identiaién i n  v i t r o  

sani: identiquecl à ceux twuvén i n  vivo. L ' inteai-té du matrcjuage p a h  t e  phoa - 
phde[ 3 Z ~ ]  ut cependant di6&é&ente: en eddet L u  a s i u  ntolem i n  v i t ro  

(aEpUnu 3 eA 7 )  rr.e;tiennent e n v h n  50 p. 100 de La t ~ a ~ o a ~ v ~ é  i n  vivo. 

Lu k,Lme "apécigque de C1kin;tone Hlrr accepte donc un m e  aclba&taL : 

C1h,&Jtone ff5. Ceci n'enA pan é;tann& Lo/tllque L' an conn& C'andogie a;ttLuc- 

ltuhaee d u  deux pmk&u. S i  la & m e  a m v é e  pm L'AMP cyctique phoaphotcy- 

l e  d u  n ihidu de aé&ine L o c a L b ~  dam une aéquence de ;type acide aminé 

Basique - X - S e r ,  kh kinase non a a v é e  p a h  L'AMP cyciXque Q;t ahaodée à la 

~ A a a n c e  a une i p é c i g m é  &dd&ente ct nécenai-te l a  phénence de prcofie 

ct de Cyaine du côté C-All/uniMae de kh bénine ou de kh ;thtréokne phoaphottylée 

Ser - Pro - X - Lys : t a b l e a u  II. L'aboence de pho4pho;théo- suivant t e  code Thr 

nine dam C'!zintane f f 5  uJt fiée au ~ a L t  qu'aucun héhidu de tkrtéonine ne ae 

ahouve d m  une ;t&e aéquence. 

D a m  lu deux c a ,  L u  a L t u  de phaaphotrqCation a o n t  t a d ~ é h  dam decl 

h Z g i o a  exposéecl de c o n ~ o m ~ o n  en coude B .  De pXuh, La apéci&i&é de La 

&ane ind&pwdante de 4.' AMP cyciXque ut analogue à c&e de La k inae endo- 

gène q u i  phoaphoqLe i n  vivo l'k.intone ff5 eX q u i  ae A;rtouve éZmLtmeni: fiée 

à kk ch&om&ne. 



TABLEAU III 

ENVIRONNEMENT DES S ITES  DE PHOSPHORYLATION DANS LES HISTONES 

H i s t o n e  H 5  ( éry throcyte  de P o u l e t )  

P 
t 

A r g  - S e r  - P r o  - G l y  - L y s  
1 0 4  

I 
T h r  - S e r  - P r o  - L y s  - L y s  

117 

APa - S L? r - P r o  - L y s  - L y s  
1 4 8  

H i s t o n e  Hl ( f o i e  de R a t )  (LANGAN, 1 9 7 8 )  

P 
I 

L y s  - T h r  - P r o  - Val - L y s  
1 6  

I 
A l a  - T h r  - P r o  - L y s  - L y s  

1 3 6  

L y s  - ~ h r  - P r o  - L y s  - L y s  
1 5 3  

~ y s  - ~ e r  - P r o  - ~ y s  - LYS 
P 88 
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PLAN DU CHAPITRIZ V 

PMOSPHQRYLWTION DE LA "CORE PARTICLE" ET DE LA CHROMATINE 

V - 1 PREPARATION DU MATERIEL D 'ETUDE 

V - 2 PHOSPHORYLATION EN PRESENCE D'UNE KINASE ACTIVEE PAR 

L'AMP CYCLIQUE 

V - 3 IDENTIFICATION DES HISTONES PHOSPHORYLEES 

V - 4 INFLUENCE DE LA PHOSPHORYLATION SUR LA STRUCTURE DE LA 

CHROMATINE : CONTROLES IMMUNOCHIMIQUES ET OBSERVATIONS 

EN MICROSCOPIE ELECTRONIQUE 
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V - 1 PREPARATION DU MATERIEL D'ETUDE 

Pour ce t r a v a i l  nous avons c h o i s i  l ' é r y t h r o c y t e  de Pou- 

l e t ,  c e l l u l e  q u i  renferme, ou t re  l e s  c inq types d 'h i s tones  ha- 

b i t u e l s ,  une h i s tone  spéc i f ique ,  l ' h i s t o n e  H5 qu i  remplace e n  

grande p a r t i e  l ' h i s t o n e  H l  (Hl/H5 - 0 . 3 3 ) .  

Notre étude a por t é  simultanément s u r  : 

- l a  phosphorylation de l a  "core p a r t i c l e " ,  sous-unité de  

base de l a  chromatine 

- l a  phosphorylation de l a  chromatine après  d i s s o c i a t i o n  

des h i s tones  H l ,  H5 e t  des p ro té ines  non-histones 

- l a  phosphorylation de l a  chromatine na t ive .  

Notre bu t  é t a n t  d ' é t u d i e r  l ' i n f l u e n c e  de l a  phosphoryla- 

t i o n  s u r  l a  s t r u c t u r e  de l a  chromatine, les méthodes de prépa- 

r a t i o n  cho i s i e s  s o n t  des méthodes "douces" q u i  r evê ten t  une 

importance fondamentale pour l ' i n t e r p r é t a t i o n  e t  l a  v a l i d i t é  

des r é s u l t a t s  obtenus.  

Les d i f f é r e n t e s  é t apes  de prépara t ion  représentées  dans 

l a  f i g u r e  19 s o n t  e f fec tuées  à 4 ' ~ .  

Isolement des noyaux - Les noyaux s o n t  prsparés  à p a r t i r  

d 'é ry throcytes  matures de Poulet  selon l a  méthode de HEWISH e t  

BURGOYNE (1973) modifiée par  WILHELM e t  co11.(1978). 



ERYTHROCYTES DE POULET 

NOYAUX 

Digestion douce à la nucléase de microcoque 

Eclatement des noyaux par abaissement de la force ionique 

Dissociation des histones Hl,H5 et des NHP par NaCl 0.65M 
I 

Séparation des histones H l  ,H5 et des NHP de la chromatine soluble 

- par chromatographie sur Sepharose 4B 
- ou par centrifugation en gradient de saccharose 

CHROMATINE - (Hl, HS ,NHP) 

Digestion prolongée à la nucléase de microcoque 

"CBRE PARTICLE" 

FIGURE a9 ETAPES DE PREPARATION DU MATERIEL UTILISE 

POUR LA PHOSPHORYLATION 



Préparat ion de l a  chromatine n a t i v e  - En vue a l o b t e n i r  

de longs fragments de chromatine (NOLL e t  c o l l . ,  1975) l e s  

noyaux i s o l é s  s o n t  incubés pendant un temps t r è s  cour t  (de 

l ' o r d r e  de 1 minute) à 37OC, avec l a  nucléase de microcoque 

puis  s o n t  lysés  pa r  abaissement de l a  f o r c e  ionique dans une 

s o l u t i o n  dlEDTA 0.2 mM, pH 8.0. Le surnageant obtenu après  

cen t r i fuga t ion  e s t  l a  chromatine "na t ive"  dont une a l i q u o t e  

s e r a  soumise à l a  phosphorylation. 

Isolement de l a  chromatine après d i s s o c i a t i o n  des h i s -  

tones H l ,  H5 e t  des p ro té ines  non-histones - Les h i s tones  

Hl, H5 e t  l e s  p ro té ines  non-histones (NHP) sont  d i s soc iées  

de l a  chromatine p a r  add i t ion  de N a C l  jusqu 'à  une concentsa- 

$ion f i n a l e  de 0-65M. La chromatine débarrassée des h i s tones  

H P ,  H5 e t  des NHP est  i s o l é e  : 

- s o i t  pa r  chromatographie s u r  Sepharose 4B en tampon 

T r i s  5 mM, pH 7.5 - NaCl 0.65M - 2-mercaptoéthanol 0.2 mM.- 

PMSP 1 rnM. 

- s o i t  par  c e n t r i f u g a t i o n  en g rad ien t  de 5 à 28 p.100 de 

saccharose en mi l ieu  NaCl 0.65M tamponné comme ci-dessus.  

La chromatine a i n s i  obtenue après  d i s s o c i a t i o n  des 

h i s tones  H l ,  H5 e t  des NHP s e r a  u t i l i s é e  en p a r t i e  pour l a  

prépara t ion  des "core p a r t i c l e s " ,  l ' a u t r e  p a r t i e  é t a n t  ré -  

servée pour l e s  expériences de phosphorylation. 

Préparat ion de l a  "core p a r t i c l e "  - La chromatine débar- 

r a s sée  des h i s tones  H l ,  H5 e t  des NHP e s t  soumise à une diges-  

t i o n  poussée pa r  l a  nuclease de microcoque jusqu'à ce que 

30 p.100 du maté r i e l  s o i t  acido-soluble : l e s  "core p a r t i c l e s "  

s o n t  a l o r s  i s o l é e s  p a r  cen t r i fuga t ion  (méthode de LUTTER,1978, 

modifiée par DE MURCIA e t  co11.,1980). 



V - 2 PHOSPHORYLATION E N  PRESENCE D ' U N E  KINASE ACTIVEE PAR 

% ' AMP CYCLIQUE 

Le mi l ieu  d ' incubat ion  u t i l i s é  pour phosphoryler l e s  

h i s tones  i s o l é e s  ou les complexes d ' h i s t o n e s ,  en présence de 

l a  k inase  de pancréas de Rat con t i en t  du chlorure  de magnésium 

$2 mM, q u a n t i t é  nécessa i re  pour une a c t i v i t é  maximale de l ' e n -  

zyme. Cependant, pour phosphoryler l a  chromatine, il n ' e s t  pas 

poss ib le  d ' u t i l i s e r  une t e l l e  concentrat ion en MgC12 qu i  en- 

t r a î n e  une p r é c i p i t a t i o n  importante de ma té r i e l .  

Dans une première é t a p e ,  nous avons u t i l i s é  l e s  condi- 

t i o n s  de ARFMANN e t  BODE (1980) qu i  n 'obse rva ien t  aucune pré- 

c i p i t a t i o n  l o r s q u ' i ~ p h o s p h o r y l a i e n t  l a  "core p a r t i c l e "  ou l a  

chromatine après  d i s s o c i a t i o n  des h i s tones  H l ,  H5 e t  des NHP. 

Le mi l ieu  d ' incubat ion  est l e  su ivant  : 

T r i s  50 mM pH 7 .4  

MgCl* 1 0  mM 

D i t h i o t h r é i t o l  1 mM 

EDTA 0.3 mM 

Les échan t i l lons  s o n t  mélangés au mi l i eu  d '  incubat ion 

de façon à o b t e n i r  une concentrat ion f i n a l e  en p ro té ines  de 

0.5 mg/ml. L e  mélange e s t  incubé pindant  2 0  heures  à 35OC 

avec l a  k inase  ac t ivée  pas  1 ' A M P  cyclique.  

Dans nos mains, l a  phosphorylation de l a  chromatine 

après  d i s soc ia t ion  des h i s t o n e s  Hl,H5 e t  des N H P ,  e.n présence 



de MgC12 10 mM provoquait u n e . p r é c i p i t a t i o n  immédiate e t  impor- 

t an te .  D e s  e s s a i s  r é a l i s é s  para l lè lement  avec une concent ra t ion  

en MgC12 5 mM nous donnèrent de mei l leurs  r é s u l t a t s .  Toutefois ,  

nous é t i o n s  l o i n  de l a  concent ra t ion  en MgC12 requ i se  pour une 

a c t i v i t é  maximale de not re  enzyme. I l  f a u t  s i g n a l e r  par  a i l l e u r s  

que c e t t e  mgthode ne permet pas de phosphoryler l a  chromatine 

na t ive  contenant l e s  h i s tones  Hl e t  H5 a i n s i  que l ' o n t  cbservé 

ARFMANN e t  BODE (1980). 

Dans une deuxième é tape ,  nous avons a l o r s  c h o i s i  l e s  

condi t ions de phosphorylation a i n s i  que l'enzyme u t i l i s é  p a r  

TAYLOR (1982) ; il s ' a g i t  de l a  sous-unité c a t a l y t i q u e  de l a  

pro té ine  k inase  de muscle cardiaque de Porc,  k inase  a c t i v é e  

par %'AMP cycl ique.  Le mi l ieu  d ' incubat ion  e s t  l e  su ivan t  : 

T r i s  20 mM pH 7.0 

[ y-32P] ATP 

La phosphorylation e s t  r é a l i s é e  pendant 1 heure à 35OC 

en présence de l a  kinase de muscle cardiaque de Porc a jou tée  

a l a  concentrat ion de 20 u n i t é s  enzymatiques/ml. 

L e s  avantages de c e t t e  méthode s o n t  : 

- l a  f a i b l e  concentrat ion e n  MgCIZ qu$ é v i t e  t o u t e  agréga- 

t i o n  de l a  chromatine e t  qu i  permet une a c t i v i t é  enzymatique 

cor rec te  

- l a  s i m p l i c i t é  du mi l ieu  réac t ionne l  

- l a  r a p i d i t é  de l a  r éac t ion .  

En e f f e t ,  l a  c iné t ique  de l a  r éac t ion  de phosphorylation 

r é a l i s é e  s u r  l a  chromatine e t  s u r  l a  chromatine ap rès  d i s soc ia -  

t i o n  des h i s tones  H1,HS e t  des NHP montre que l ' i n c o r p o r a t i o n  



de phosphate[32P] e s t  t r è s  importante après  1 heure de phospho- 

r y l a t i o n  (Figure 2 0 ) -  Il f a u t  t o u t e f o i s  remarquer que dans l e  

mi l ieu  d ' incubat ion  proposé par  TAYLOR (1982) ,  l a  chromatine 

débarrassée des h i s t o n e s  H1,H5 e t  des NHP n ' e s t  que t r è s  £a i -  

blement phospkorylée ; a i n s i ,  en prenant  comme u n i t é  l ' i n c o r -  

p o r a t i o n  de phosphate[32P] dans l a  "core p a r t i c l e " ,  1 ' incorpora- 

t i o n  est de 0-33 dans l a  chromatine après  d i s s o c i a t i o n  des h i s -  

tones Hl,H5 e t  des  NHP e t  de 1 . 4  dans l a  chromatine. Par con- 

t r e ,  dans l e  mi l i eu  réac t ionne l  de ARFMANN e t  BODE (1980) , l a  

phosphorylation de l a  chromatine débarrassée des h i s tones  H l ,  

Ha e t  des NHP e s t  importante. 

Pour i d e n t i f i e r  l e s  h i s tones  phosphorylées e t  é t u d i e r  

l ' impact  de l a  phosphorylation s u r  l a  s t r u c t u r e  de l a  chroma- 

t i n e ,  nous devions nous p lace r  dans les condit ions o p é r a t o i r e s  

l e s  p lus  favorables  c ' e s t - a -d i re  é v i t e r  une agrégat ion de l a  

chromatine e t  o b t e n i r  une incorpora t ion  maximale de phosphate 

P2p] C ' e s t  pourquoi nous avons é t é  amenée à u t i l i s e r  sirnultane- 

ment l e s  mil ieux d ' incubat ion  proposés par  ARFMANN e t  BODE 

(1980) e t  pa r  TAYLOR (1982). Dans tous  l e s  cas ,  l a  r é a c t i o n  de 

phosphorylation est  a r r ê t é e  par  add i t ion  d'EDTA e t  par  aba is -  

sement de l a  température à O°C. 

Pour mesurer l ' i ncorpora t ion  de phosphate 3 2 ~  dans chaque C 3 
~ e h a n t i l l o n ,  une a l i q u o t e  e s t  pré levée ,  dSposée s u r  un morceau 

de pap ie r  Whatman 3 MM (lxlcm) pu i s  f i x é e  e t  lavée p l u s i e u r s  

f o i s  par  une s o l u t i o n  d ' ac ide  t r i c h l o r a c é t i q u e  à 10 p.100. A- 

p rès  un lavage f i n a l  dans un mélange éthanol-éther  (v/v) , l '  in-  

corporat ion e s t  mesurée par  e f f e t  Cerenkov. 



22h temps 

Q,z, 
FIGURE 20 Cinétique d'incorporation du phosphate r 2 P ]  dans la chromatine incubee en milieu TAYLOR ( m  ) , 

en milieu ARFMANN et BODE ( O )  et dans la chromatine débarrassée des histones Hl, H5 et des 

protéines non-histones incubée en milieu TAYLOR ( A  ) ,  en milieu ARFMANN et BODE ( A  ) .  



V - 3 IDENTIFICATION DES HISTONES PHOSPHORYLEES 

Après phosphorylation de l a  "core p a r t i c l e " ,  de l a  chro- 

matine débarrassée des h i s t o n e s  H l ,  H5 e t  des NHP, e t  de l a  

chromatine na t ive ,  l e s  h i s tones  modifiées son t  i d e n t i f i é e s  pa r  

é lectrophorèse en g e l  de polyacrylamide s u i v i e  s o i t  d'une auto- 

radiographie,  s o i t  du comptage de l a  r a d i o a c t i v i t é  incorporée 

après découpage du ge l .  

La chromatine e s t  d 'abord d i s soc iée  pa r  chauffage pendant 

5 minutes à 1 0 0 " ~  dans une s o l u t i o n  de tampon T r i s  à 2.5 p.100, 

pH 6.8, contenant 2.5 p.100 de SDS, 5 p.100 de 2-mercaptoéthanol 

e t  10 p.100 de g lycé ro l  (GOLDKNOPF e t  ~ 0 1 1 . ~ 1 9 8 0 )  pu i s  l ' e l e c -  

t rophorèse est r é a l i s é e  en g e l  SDS selon l a  technique de 

WEINTRAUB e t  c o l l .  (1975). L e  cjel de polyacrylamide e s t  e n s u i t e  

coloré au Bleu de Coomassie R250 à 0.5 p.100 dans l e  mélange 

éthanol /acide acétique/eau (2/1/7 ; v/v) . Après décolora t ion ,  l e  

g e l  e s t  soumis à une autoradiographie (Figure 2 1 )  . 
Dans l a  "core p a r t i c l e "  d 'é ry throcyte  de Poule t ,  seule  

l ' h i s t o n e  H3 e s t  access ib le  à l a  kinase de muscle cardiaque de 

Porc (Figure 21) .  La chromatine phosphorylée après  d i s s o c i a t i o n  

des h i s tones  H l ,  H5 e t  des NHP incorpore également du phosphate 
P 1 1 3 2 ~  J dans l ' h i s t o n e  H3 mais l ' i n c o r p o r a t i o n  y e s t  t r o i s  f o i s  

p lus  f a i b l e  que dans l a  "core p a r t i c l e " .  Dans l e s  deux cas ,  l a  

présence du DNA masque l e s  s i t e s  p o t e n t i e l s  de phosphorylation 

précédemment m i s  en évidence dans l e s  h i s tones  H2A, H2B e t  H 4 .  



Coloration au 
bleu de Coomassie 

Autoradiographie 

FIGURE 2 1  ELECTROPHORESE EN GEL DE POLYACRYLAMIDE EN M I L I E U  SDS 
(WEINTRAUB et co11. ,1975) APRES DISSOCIATION DE LA CHROMA- 
T I N E  PENDANT 5 MINUTES A  1 0 o ° C  (GOLDKNOPF et coll. , 1980) 

1 C h r o m a t i n e  n a t i v e  

2  " C o r e  pa r t ic le"  



Lorsque l a  chromatine n a t i v e  d ' é ry th rocy te  de Poule t  est 

soumise à l ' a c t i o n  de l a  kinase de muscle cardiaque de Porc,  

l ' h i s t o n e  H3 e s t  massivement phosphorylée a i n s i  que l ' h i s t o n e  

H5, l ' h i s t o n e  H l  par con t re ,  ne l ' e s t  pas (ou t r è s  peu)(Figu-  

r e  21) .  Ceci p a r a î t  au premier abord surprenant  ; c ' e s t  pour- 

quoi,  dans un e s s a i  r é a l i s é  dans l e s  mêmes condi t ions ,  nous 

avons phosphorylé l ' h i s t o n e  H l  s e u l e ,  l ' h i s t o n e  H5 s e u l e ,  e t  

l e  mélange des- h i s tones  H l  e t  H5 en respec tan t  l e s  propor t ions  

r e l a t i v e s  de chaque h i s tone  dans l a  chromatine (Hl/H5 = 0.33) . 
Nous avons observé,  comme dans l e  cas  de l a  chromatine, une 

phosphorylation importante de l ' h i s t o n e  H5 t and i s  que l ' i n c o r -  

pora t ion  de phosphate[32P] au niveau de l ' h i s t o n e  H l  é t a i t  t r e s  

fa ib le ,  Ceci a  pu é t r e  v é r i f i é  p a r  mesure de l a  r a d i o a c t i v i t é  

associée  à chaque h i s tone  après découpage du g e l  de polyacryla- 

mide. La non-phosphorylation de l ' h i s t o n e  H l  n ' e s t  donc pas 

l i é e  à une i n a c c e s s i b i l i t é  des s i t e s  à l a  kinase mais p l u t ô t  

au f a i t  que l ' h i s t o n e  H l  e s t  un mauvais s u b s t r a t  pour l a  k inase  

de muscle cardiaque de Porc, k inase  a c t i v é e  par  1 ' A M P  cycl ique.  

Lors de r écen t s  e s s a i s ,  nous avons t e s t é  l ' a c t i v i t é  d 'une 

kinase associée à l a  croissance e t  indépendante de l'A!!VIP cyc l i -  

que s u r  l a  chromatine e t  s u r  l e  mélange des h i s tones  H l  e t  HS. 

Cet te  kinase i s o l é e  de plasmocytome de Sour is  (QUIRIN-STRPCKER 
I t  , 

e t  SCHPIIITT, 1981) spéc i f ique  de l ' h i s t o n e  H l  phosphoryle a u s s i  

l ' h i s t o n e  H5 (Pub l i ca t ion  6 )  

La phosphorylation de l a  chromatine a  é t é  r é a l i s é e  en 

glrésence de l a  k inase  non a c t i v é e  par  l l A M P  cycl ique s e u l e  ou 



associée  à l a  k inase  a c t i v é e  pa r  l'AMP cycl ique.  Un e s s a i  a 

é t é  r é a l i s é  s u r  l e  mélange des h is tones  H l  e t  H5, en présence 

de l a  kinase non a c t i v é e  par  L ' A M P  cyc l ique .  

Bans l e  mélange des h i s tones  H l  e t  H S ,  l e s  deux h i s t o n e s  

son t  phosphorylées m a i s  %%histone H l  n ' incorpore  que 20 p.100 

de l a  r a d i o a c t i v i t é  t o t a l e .  

Dans l a  chromatine, l a  k inase  non a c t i v é e  p a r  1 ' A M P  cy- 

c l ique  phosphoryle de façon s i m i l a i r e  les h i s tones  H l  e t  H 5  

mais l ' i n c o r p o r a t i o n  est  10 f o i s  p lus  f a i b l e  que dans l e s  h i s -  

tones i s o l é e s .  Cet te  diminution importante de l a  phosphoryla- 

t i o n  e s t  en accord avec l e s  observat ions de ARFMANN e t  BODE 

(1980) qui  comparaient l a  phosphorylation des h i s tones  i n d i v i -  

d u e l l e s  à c e l l e  des h i s t o n e s  dans l a  "core p a r t i c l e " .  Toute- 

f o i s ,  l ' a c t i o n  conjuguée des deux k inases  AMP cyclique-dépen- 

dante  e t  -independante semble i n t e n s i f i e r  l a  phosphorylation 

des h i s tones  H3 e t  HS. L'his tone H5 e s t ,  nous l ' avons  vu, un 

s u b s t r a t  pour l e s  deux k inases ,  c e c i  expl ique l 'augmentation 

de s a  phosphorylation q u i  n é c e s s i t e r a i t  l a  l o c a l i s a t i o n  des 

s i t e s  modifiés.  I l  n ' en  va pas de même pour l ' h i s t o n e  H3 don t  

l 'augmentation de Pa phosphorylation observée en présence des  

deux kinases  p o u r r a î t  r é s u l t e r  de r é a c t i o n s  de phosphorylation 

en  chaîne comme il en e x i s t e  beaucoup au cours des  d i f f é r e n t s  

métabolismes c e l l u l a i r e s ,  

Ces r é s u l t a t s  p a r t i e l s  e t  p ré l imina i res  tendent  à ren- 

f o r c e r  lympor tance  de l a  phosphorylation de l ' h i s t o n e  H3 e t  

l a  r e l a t i o n  poss ib le  e n t r e  l a  phosphorylation des h i s tones  

Hl-H5 e t  H3. 



V - 4 INFLUENCE DE LA PHOSPHORYLATION SUR LA STRUCTURE DE LA 

CHROMATINE : CONTROLES IMMUNOCHIMIQUES ET OBSERVATIONS 

EN MICROSCOPIE ELECTRONIQUE 

L ' inf luence  de l a  phosphorylation des h i s t o n e s  dans l a  

chromatine d ' é ry th rocy te  de Poule t  a  é t é  é t u d i é e  pa r  immuno- 

chimie e t  p a r  microscopie é l ec t ron ique .  

L e s  con t r6 les  immunochimiques r é a l i s é s  p a r  l a  méthode 

ELISA indiquent  que l a  phosphorylation de l ' h i s t o n e  H3 au s e i n  

de l a  "core p a r t i c l e "  n ' e n t r a î n e  aucune modif icat ion dans l ' a c -  

c e s s i b i l i t é  des déterminants ant igéniques aux an t i co rps  a n t i -  

h i s tones .  

Par con t re ,  l a  phosphorylation de l a  chromatine d 'é ry-  

th rocy te  de Poule t  au niveau des h i s tones  H3 e t  H5 e n t r a î n e  

une diminution importante de l a  l i a i s o n  des a n t i c o r p s  anti-H2B 

e t  ânti-H5 ; en p a r t i c u l i e r ,  un an t i co rps  monoclonal q u i  recon- 

n a î t  l a  région N-terminale de l ' h i s t o n e  H2B ( r é s i d u s  2 0  à 4 0 )  

ne r econna î t  p lus  son s i t e  ant igénique lorsque l a  chromatine 

e s t  phosphorylée. 

La modif icat ion de s t r u c t u r e  de l a  chromatine après  

phosphorylation mise en évidence par  méthode irnrnunochimique 

e s t  confirmée par  l e s  observat ions  en microscopie é lec t ronique  

(Figure 22) .  A force  ionique f a i b l e  (NaCl 20 mM) , l a  chromatine 

a  une s t r u c t u r e  c a r a c t é r i s t i q u e  en zig-zag (Figure  22-A) t and i s  
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FIGURE 22 ETUDE EN MICROSCOPIE ELECTRONIQUE DE LA CHROMATINE 

A faible force 'ionique (20 mb.I) , chromatine native (A) 
et chromatine après dissociation des histones Hl, H5 
et des protéines non-histones ( B ) .  

A force ionique élevée (80 mM) , chromatine native ( C )  
et chromatine phosphorylée (D) . 





qu'après  d i s s o c i a t i o n  des h i s tones  H l ,  H 5  e t  des N H P ,  l a  con- 

formation e s t  p lus  relachée e t  donne l ' a s p e c t  du " c o l l i e r  de 

p e r l e s "  (Figure 22-B) . 
A fo rce  ionique élevée (NaCl 80 mM) , l a  chromatine pré- 

sen te  une s t r u c t u r e  compacte en solénozde (THOMA e t  co11. , 1 9 7 9 )  

(Figure 22-C) . 
Par a i l l e u r s ,  l a  chromatine phosphorylée en présence de 

kinase de pancréas de Rat, ac t ivée  pa r  1 ' A M P  cycl ique,  a p p a r a î t  

beaucoup moins compacte (Figure 22-D) : l a  phosphorylation des 

h i s tones  H3 e t  H5 (ou de l ' u n e  d ' e n t r e  e l l e s )  s e r a i t  donc res -  

ponsable de l a  diminution de condensation de l a  chromatine. C e s  

r é s u l t a t s  s o n t  p a r t i e l s  e t  p ré l imina i res .  Ils sont  à rapproches 

des observat ions de SUNG (1977) q u i  montrent que l a  phosphory- 

I a t i o n  de l ' h i s t o n e  H 5  e s t  a s soc iée  à une s t r u c t u r e  re lâchée  

de l a  chromatine. Toutefois ,  i l s  s 'opposent à l a  t h é o r i e  géné- 

ralement admise r e l i a n t  phosphorylation e t  condensation de l a  

chromatine. 



CONCLUSION 

Les histones H3 et H4 dont la stabilité structurale est 

maintenant bien établie, jouent un rôle essentiel dans l'orga- 

nisation de la structure du nucléosome. Les autres "core" his- 

tones, H2A et H2B, dont les séquences présentent une assez 

grande variabilité, stabiliseraient la structure nucléosomale, 

Chez 1'Etoile de mer Asterias rubens, organisme primitif 

dans l'échelle de l'évolution, l'histone H2A est caractérisée 

par rapport à son homologue de thymus de Veau par : 

- Cinq délétions localisées dans les régions basiques N- et 
C-terminales . 

- Douze substitutions dont six ne sont pas conservatives. 
Parmi les douze substitutions, huit sont localisées dans 

la région centrale qui interagit avec l'histone H2B. Le 

remplacement d'un résidu hydrophobe par un résidu polaire 

neutre ou par un résidu aromatique peut être associé à un 

déplacement des zones d'interaction avec l'histone H2B 

comme cela a été mis en évidence par hydrolyse enzymatique 

douce. 

- La présence d'au moins deux variants de l'histone H2A. 
- La perte d'un site potentiel de phosphorylation dans l'un 
des deux variants oa une sérine est remplacée par une 

alanine. 



L ' a u t r e  élément du dimère,  l ' h i s t o n e  HSB,  es t  c a r a c t é r i -  

s é  p a r  : 

- une séquence N-terminare  basique p l u s  c o u r t e  ( 4  r é s i d u s  

en  moins) p a r  r a p p o r t  à son homologue de thymus de Veau. 

- une e x t r é m i t é  N-terminale bloquée.  C e t t e  ex t r émi t é  N - t e r -  

minale e s t  c o n s t i t u é e  d '  un r é s i d u  de di inéthylprol ine  . Le 

blocage de l ' e x t r é m i t é  N-terminale de l ' h i s t o n e  H2B es t  

un f a i t  excep t ionne l .  

- l a  présence de  t r o i s  r é s i d u s  de p r o l i n e  dans les q u a t r e  

premiers  r é s i d u s  de l a  p r o t é i n e .  

- l a  présence d ' un  c e n t r e  basique p a r t i c u l i è r e m e n t  impor- 

t a n t  (8 r é s i d u s )  

Lys-Lys-Arg-Arg-Arg-Lys-Arg-Lys 
23 28 30 

oQ l a  l y s i n e  en  p o s i t i o n  28 remplace une s é r i n e  q u i  est  

un s i te  impor tan t  de phosphoryla t ion dans l ' h i s t o n e  H2B 

de thymus de Veau. 

La connaissance de l a  s t r u c t u r e  p r ima i r e  des  h i s t o n e s  e s t  

absolunent  fondamentale pour les é tudes  u l t é r i e u r e s  v i s a n t  à 

é l u c i d e r  l a  r e l a t i o n  e n t r e  l a  s t r u c t u r e  e t  l a  fonc t ion  de ces 

p r o t é i n e s  au s e i n  de l a  chromatine. Connaissant  l e  r ô l e  impor- 

t a n t  que joue l a  phosphory la t ion  dans les métabolismes c e l l u -  

l a i r e s ,  nous avons é t u d i é  les s i t e s  de  phosphoryla t ion des  h i s -  

t ones  de l a  "core  p a r t i c l e "  H2A, H2B, H3 e t  H 4  l i b r e s  ou asso-  

c i é e s  dans les complexes H2A-H2B e t  (H3-H4I2 e t  dans l a  chro- 

matine . 



Toutes c e s  expér iences  de  phosphoryla t ion o n t  é t é  con- 

d u i t e s  en présence d ' une  k i n a s e  a c t i v é e  pa r  1'AMP cyc l ique  e t  

i s o l é e  du pancréas  de Rat ou du muscle ca rd iaque  de Porc .  

Les si tes de phosphsry la t ion  de l ' h i s t o n e  H S ,  h i s t o n e  

sp6c i f ique  de  l ' é r y t h r o c y t e  nuc l éé ,  o n t  é t é  dé te rminés  en pré-  

sence d 'une  k inase  a c t i v é e  p a r  1'AMP cyc l ique  ( k i n a s e  de  pan- 

c r é a s  de R a t )  e t  d 'une k inase  non a c t i v é e  p a r  1'AMP cyc l ique  

(k inase  de plasmocytome de S o u r i s ) .  L a  phosphory la t ion  de 

l ' h i s t o n e  H5 observée dans ce  d e r n i e r  cas e s t  s imilaire  à c e l l e  

observée i n  v i v o .  

L a  phosphory la t ion  de l ' h i s t o n e  H l  n ' a  pas  é t é  é t u d i é e  

vo lon ta i rement  en r a i s o n  du manque de connaissance de  l a  s t r u c -  

t u r e  p r ima i r e  complète de cet te  h i s t o n e .  

Seu le  l ' h i s t o n e  H3 es t  phosphorylée ( au  n iveau  de l a  sé-  

r i n e  PO) dans  l a  "core  p a r t i c l e "  l o r sque  l ' oc t amère  d ' h i s t o n e s  

est  a s s o c i é  à 146 p a i r e s  de bases  de  DNA. C ' e s t  encore  l ' h i s t o -  

ne H3 s e u l e  q u i  e s t  phosphorylée dans l a  chromatine d ' é r y t h r o -  

cy t e  de P o u l e t  débar rassée  des h i s t o n e s  H P ,  H5 e t  des  p r o t é i n e s  

non-histones.  

Dans l a  chromatine n a t i v e  d ' é r y t h r o c y t e  de P o u l e t ,  en  pré-  

sence de l a  k inase  a c t i v é e  p a r  llAMP cyc l ique ,  l e s  h i s t o n e s  ~3 

e t  H 5  s o n t  in tensément  phosphorylées t a n d i s  que l ' h i s t o n e  H l  ne 

l ' e s t  prat iquement  pas .  L e s  h i s t o n e s  H2A, H2B, H 4  s o n t  des subs- 

t r a t s  pour l a  k i n a s e  l o r s q u ' e l l e s  s o n t  i s o l é e s  ( H 2 A ,  H2B) ou 

sous forme de complexes. Au s e i n  de l a  chromatine,  e l les  ne s o n t  

pas phosphorylees parce  que i n a c c e s s i b l e s  à l 'enzyme. 



La phosphorylation diminue l e s  i n t e r a c t i o n s  e n t r e  h i s -  

tones e t  DNA e t  son inf luence  s u r  l a  s t r u c t u r e  de l a  chroma- 

t i n e  a pu ê t r e  appréhendée pa r  des méthodes immunochimiques 

qu i  permettent l a  m i s e  en évidence de changements de confi-  

gura t ion  t r è s  s u b t i l s .  La s t r u c t u r e  g lobale  du nucléosome 

n ' e s t  pas a t t e i n t e  m a i s  des modulations dynamiques t r è s  f i -  

nes  o n t  é t é  mises en évidence par  immunologie quand l e s  h i s -  

tones H 3  e t  H5 s o n t  phosphorylées. 

Enfin la microscopie é l ec t ron ique  a permis de v i s u a l i -  

s e r  une c e r t a i n e  " r e l axa t ion"  de la chromatine après  phos- 

pharyla t ion .  
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Au se in  de la '  chromatine, les histones H2A e t  ELSB i n t e r ag i s  
pour fo-r l e  dimère @A-H2B , élismat cons t i tu t i f  du nueléosome 
détermination de  1 a s t k c t u r e  primerire de ces histones isolSes  
invertgbré m a r i n ,  l tE ro i l e  de mer AeCercLais d e n s  , m e t  en  4vi 
des var ia t ions  s t ructurales  dans l e s  rbgions basique$ de ces h i s  
e t  en pa r t i cu l i e r ,  dans  1' histone HZB, cette zone de l a  pro té i  
prasente aucune analogie a v e c  ce l l e  de l 'h i s tone  ipmologue d e  
mifères. -L'histone H2B e s t  en outre caract6r isée  ~ a $  l a  présence 
d s i d u  de diu6thplproline à sbn extrémitt  M-terminale. Le blocage 
d t h y l a t i o n  e s t  r a r e k e n  t obsr*rv& chez les h i s r o d s  e t  l 'histone 

. elle-même a génbraf ement son 'extrémi.t6 W-termihakb l i b  re  ; p a 
leurs, l a  presence de mi,crohétéroyEei%.té dans l 'h i s tone  H2A dtEro i le  
da mer conduit, pour l 'un des var iants  3 l a  pe r ty '  d'un site, important " ,i;xe: p+sphoqlation.  , I 

1 ' *. - La phosphorylatian , m d i f  i ca t ion  pos t-sgnthét.ïque .impo&tiante , : 

.$$sr Btudiée dans les histones isolée. , dans les cbmpletea d'histones ' 
'rr..t 

=,$~t -, . ,,.. dans la  chromatine d'krythrocyte de Poulet en  prEsence d'un& b i n e  :" 
J.:$: se- acrivi5e par 1'AW cyclique . Dans l a  chronatine native,  les hitito-- ~ . - 
,-,:: nes H3 et sont  intensamnt phosphoryl6es t a n d i s  que 1 'histoae Hf - 
. ne l'est pratiquement pas. fi'impottaace de la phosphcrqlation de  ces 
' histones SNI: l a  s t rac ture  de la  chromatine espt monrr&e en raicrogcopie 
- Blectronique e t  par  l'emploi de *thades immnochimiques. 

Enfjn , l a  sp6c i f ic i té  des kinases activae- e t  non  activée par  f 

l'A&@ cyglique e s t  m i s e  en &idence avec l ' h i s tone  AS, hidrone spéci- . 
fique de l 'érythrocyte nuclé8 où les sites da phosphorylarion en pré- :, 

sence d'une kinase âssocibe l a  croissance e t  non aètiv6e par l 'A@ ' 

cyclique, sont 'identiques 3 ceux observés i n  duo.  




