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Accessibilité des sites d'ubiquitination 
des histones H2A et H2B dans la chromatine 

Un argument pour impliquer l'ubiquitine 
dans la décondensation de la structure 

Marie-Françoise Hacques, Christian Marion 

Il apparaît maintenant que l 'ubiqui­
tine est impliquée dans un grand 
nombre de processus ce li ulaires. 
L'une de ses fonctions pourrait inté­
resser la régulation fonctionnelle des 
protéines acceptrices, comme le sug­
gère la présence dans la chromatine 
d'histones H2A et H2B transitoire­
ment ubiquitinées. Lors de la modi­
fication de ces histones, il y a forma­
t ion d'une liaison isopeptidique 
entre l 'extrémité C-terminale de la 
glycine 76 de l ' ubiqui t ine et le 
groupe -NH2 de la lysine 119 pour 
H2A ou 120 pour H2B. Cette modi­
fica t ion  post- traductionnelle est  
réversible et des arguments expéri­
mentaux importants permettent de 
la corréler à un état décondensé de la 
chromatine, in tervenant soi t au 
cours de la  transcription, soit lors de 
la phase post-mitotique [1]. Il est 
donc raisonnable de supposer que 
l 'ubiquitination de l 'extrémité C-ter­
minale des histones H2A et H2B 
modifie directement la conformation 
de la chromatine. La découverte du 
produit d'un gène de levure néces­
saire pour la réparation de l 'ADN, et 

· capable de transférer l 'ubiquitine sur 
l 'histone H2B, a récemment renforcé 
et étendu cette hypothèse [2]. Cepen­
dant, il restait d'une part à apporter 
les preuves défin itives de l'accessibi­
lité des sites de modification de H2A 
et surtout de H2B à la surface de la 
chromatine, et d'autre part à attri­
buer un rôle structural direct aux 
régions C-terminales de ces deux 
protéines. Récemment, l 'utilisation 
de protéases immobilisées sur sup­
port solide, qui présentent de nom-

breux avantages (absence de tout 
contaminant, contrôle de la réaction, 
stabilité accrue . . .  ), a permis d'obtenir 
des informations concernant la topo­
graphie des protéines dans les com­
plexes nucléa-protéiques [3, 4]. Les 
échantillons de chromatine protéoly­
sés ont été étudiés à l 'aide de la 
technique de biréfringence électri­
que, qui permet de détecter de très 
subtils changements structuraux [5]. 
De plus, nous avons mis en œuvre 
des techniques immunochimiques 
utilisant des anticorps anti-histones 
et anti-peptides synthétiques de ces 
histones pour détecter de façon spé­
cifique et extrêmement sensible le 
départ de certains fragments protéi­
ques [6]. Par exemple, l 'utilisation 
d'anticorps dirigés contre la partie 
N-terminale de l 'une des histones 
permet de révéler non seulement la 
présence de l 'histone intact mais 
encore celle des polypeptides obtenus 
après dégradation de la partie· C­
terminale de l 'histone. La stratégie 
que nous avons utilisée consiste donc 
à corréler les modifications confor­
matiom'lelles observées après proté­
olyse ménagée à l'aide de la subtili­
sine immobi lisée, au départ des 
fragments d'histones révélés par des 
a n t i c o r p s  s p é c i f i q u e s .  C e t t e  
approche permet de montrer que les 
extrémités C-terminale de H l ,  N­
terminale de H3 et C-terminales de 
H2A et H2B, sont protéolysées dès le 
début de la digestion. Ces régions 
sont donc très accessibles à la surface 
de la chromatine et leur clivage pro­
voque une décondensation de la 
chromatine, comme le montre l'aug-

mentation de l 'amplitude de la biré­
fringence spécifique et du temps de 
relaxation d'orentation. Cette décon­
densation correspond à un allonge­
ment des chaînes de l 'ordre de 15 %, 
sans réorientation des nucléosomes 
ni modification des interactions 
ADN-protéine. Ensuite, les parties 
N-terminale de H l ,  C-terminale de 
H3 et N-terminales de H2A et de 
H2B sont clivées (figure 1 ), ce qui 
entraîne l 'apparition de points de 
flexibilité entre les nucléosomes. La 
poursuite de la protéolyse conduit à 
un dépliement progressif de la struc­
ture, avec l'apparition de fragments 
d'ADN nus. Nos résultats montrent 
donc que la protéolyse des extrémités 
C-terminales des histones H2A et 
H2B entraîne la rupture d'interac­
tions protéine-protéine, qui partici­
paient au maintien de la chromatine 
dans un état condensé. De la même 
manière, ces interactions pourraient 
être modifiées par l 'ubiquitination 
de H2A et de H2B, et conduire à 
l 'ouverture de la structure chromati­
nienne durant la réplication de 
l'ADN, le réarrangement des gènes 
ou la transcription. Cependant, une 
hypothèse séduisante serait que cette 
modification des histones permette 
l 'accessibilité des enzymes de répara­
tion aux lésions de l 'ADN [7, 8]. 
Ainsi, la présence dans certaines 
maladies auto-immunes, comme le 
LED, d'auto-anticorps dirigés contre 
l 'ubiquitine et contre des histones 
ubiquitinées [9] pourrait être expli­
quée par une augmentation locale 
d'ubiquitine quand les systèmes de 
réparation sont sollicités • 
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Figure 1. Étude immunochimique de la chromatine de foie de rat digérée 
par la subtilisine immobilisée. lJ.lg de protéines nucléaires extraites de la 
chromatine native (A) ou d'un échantillon protéolysé pendant 5 minutes par la 
subtilisine immobilisée (8) sont séparés par électrophorèse sur gel de polyacryla­
mide 16 % en présence de SOS. Les histones natives et les polypeptides issus de 
leur dégradation sont colorés au bleu de Coomassie (a) ou transférés sur feuille 
de nitrocellulose (b-j), puis révélés par des anti-sérums spécifiques dirigés contre : 
la partie globulaire de H1 (b); le peptide 1 -2 1  de H3 (c) ; le peptide 130- 135 de 
H3 (d) ; le peptide 1 -25 de H28 (e) ; le peptide 1 10- 125 de H28 (f) ; l'histone H2A 
(g); le peptide 12-26 de H2A (h) ; le peptide 1 1 6- 129 de H2A (i); l'histone H4 (j). 
La réaction antigène-anticorps est révélée par le complexe 1251-protéine A suivie 
d'une autoradiographie à -700C. 
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Summary 
Accessibility of ubiquitination 
sites of histones H2A and H2B in 
chromatin. An argument for the 
involvement of ubiquitin in chro­
matin decondensation 

The accessibility of the C-termi­
nal parts of histones H2A and 
H2B, where the sites of ubiquiti­
nation are located, has been pro­
ved by digesting chromatin with 
immobil ized subti l i s in .  Their 
proteolysis is accompanied by 
chromatin decondensation, due 
to the modification of protein­
protein interactions. In the same 
way, h i s tone u b iq u i t i n a t ion 
could modify such contacts and 
participate in chromatin expan­
SIOn. 
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