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L'interaction des protéines 1 et 2 du groupe de mobilité
électrophorétique élevée (protéines HMG) avec l'octamére d'histones a
1'intérieur du nucléosome et leur niveau de poly(ADP-ribosylation) ont
été étudiés. Extraite de thymus de lapin et digérée par des enzymes, la
chromatine a été traitée avec le 1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl)
carbodiimide, lequel catalyse la formation de liens covalents entre les
résidus de protéines en contact. ILes produits formés par la réaction de
réticulation ont été séparés sur un systéme de gel en deux dimensions
acide—urée/ sodium dodécyl sulfate (SDS), excisés et clivés par une
hydrolyse acide partielle. Ies constituants peptidiques des bandes

découpées ont été ensuite identifiés par électrophorése sur gel de



polyacrylamide en présence de SDS. les résultats montrent que les
protéines HMG 1 et 2 se retrouvent localisées prés de l'histone H3 a
1'intérieur du coeur nucléosomal. En second lieu, l'interaction des
protéines HMG 1 et 2 (extraites de thymus de veau) avec les histones
nucléosomales a été étudiée dans un systéme reconstitué. Les résultats
montrent la disparition des produits de réticulation constitués en
moitié de 1l'histone H1l lors de l'ajout des protéines HMG 1 et 2. Ceci
suggére le déplacement de l'histone Hl par les protéines HMG 1 et 2
dans la chromatine. Les résultats d'expériences de
poly (ADP-ribosylation) montrent que les protéines HMG 1 et 2 peuvent
étre mono(ADP-ribosylées) camme l'est l'histone H1l et qu'elles se
retrouvent presque entiérement dans une seule fraction de la
chromatine. Ies histones du coeur nucléosamal sont poly(ADP-ribosylées)

dans les mémes conditions expérimentales.
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1.1 - Ia chromatine.

Ia chromatine est la principale camposante du noyau. Elle est
camposée d'AIN, d'histones et de protéines chromosomales non histones.

De 1'ARN nouvellement synthétisé peut aussi étre associé a 1la

chromatine.

1.1.1 - L'acide désoxyribonucléique (ADN).

L'ADN est formée de quatre bases; adénine (a), thymine (T),
guanine (G) et cytosine (C), d'un sucre, le désoxyribose et de
groupements monophosphates. Elle code pour 1l'information génétique
responsable de la biosynthése d'un répertoire de plus de 50,000
protéines différentes pour une seule cellule de mammifére. Ia
structure des ARNs ribosomaux et de transfert, constituants essentiels
pour la biosynthése des protéines dans le cytoplasme, est aussi encodée
par 1'AIN nucléaire. Chaque noyau diploide de mammifére contient 5 X
10° pb A'AIN ce qui représente, si 1'ADN est sous forme allongée, 170
cnm. Pourtant ces molécules s'accommodent dans un noyau de 0,0008 cm de
diamétre. Ceci est possible par 4 niveaux de condensation de 1'AIN
double hélice qui requierent 1l'aide des histones et la participation
d'un grand nambre de protéines non histones telles les protéines HMG.

(Boulikas, 1987a).



1.1.2 - Ies histones.

I1 y a cing principaux types d'histones associées a 1'AIN soit
les histones H1, H2A, H2B, H3 et H4. Ce sont toutes des protéines de
faible masse moléculaire et chargées positivement dont la structure
primaire a été déterminée chez plusieurs espéces. Ies histones sont
stabilisées dans la chromatine via les interactions électrostatiques de
leurs groupements Iys, Arg et His avec les groupes phosphates de
1'ADN. On retrouve aussi des interactions hydrophobes, Ges liens
hydrogénes et des interactions électrostatiques histones-histones

(Boulikas, 1987a).

1.1.3 - Ie nucléosome.

Ia chromatine posséde donc plusieurs niveaux d'organisation dont
le mieux défini est le nucléosame. En effet, 1'ADN double hélice de
mammifére est d'abord organisée en 25 millions de nucléosomes
(Boulikas, 1990). Chaque nucléoscme consiste en 200 pb d'ADN associées
avec les cing histones (Kornbery, 1974). Ie coeur nucléosamal est une
particule de 11 X 11 X 5,7 rm, composé d'un octamére d'histones entouré
par 1,75 tour (145 pb) d'AIN superhélice a main gauche (figure 1).
Suivant le modéle de la figure 1, les histones H2A, H2B, H3 et H4
occupent 1'intérieur du nucléosome d'ol leur vient le nom d'histones du
coeur nucléosomal. Comme la chromatine est une répétition de
nucléosames, on suppose aussi la présence d'un lien d'ADN présent entre

les nucléosomes et qui serait, de plus, important pour la liaison de



Figure 1

Partie supérieure.

Modéle de la structure du coeur nucléosamal proposé par Klug et
al. (1980). I'ADN double hélice est représenté par un tube de
plastique. Ies nombres =7 a +7 indiquent les distances le long de
1'AIN pour montrer les 14 tours de la double hélice contenus dans les
146 paires de base d'ADN. ILa position des nonbres correspond
approximativement aux sites de clivage par la INase I. L'octamére
d'histones se présente dans 1'ordre mal - mpl - mal - ml -

H32 - H42 - H2B? - H2AZ.

Partie inférieure.

Organisation des histones dans le noyau selon TAN (1989).






1l'histone Hl. Notons que 1l'histone Hl, non pas les histones du coeur
rucléosomal, peut étre préférentiellement relachée de la chromatine par
extraction avec 0,5 - 0,6M NaCl (Boulikas, 1987a). Ce phénoméne
refléte donc une localisation et une stabilité différentes de 1l'histone
Hl dans la chromatine par rapport a celles des autres histones. Un
modéle a été proposé dans lequel l'histone Hl scelle les deux tours
d'ADN a son point d'entrée et de sortie du nucléosame (figure 2). Par
des expériences de réticulation utilisant 1le
1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl) carbodiimide (EDAC), Boulikas (1980)
a démontré que 1l'histone Hl est en contact avec 1l'octamére d'histones
du coeur nucléosomal, plus particuliérement avec l'histone H2A. Sur le
lien d'ADN, 1'histone Hl est donc principalement stabilisée par des
interactions électrostatiques avec 1'ADN et par formation d'interfaces
hydrophobes avec l'histone H2A dans le coeur nucléosomal.
Contrairement au coeur nucléosomal qui ne posséde pas d'histone H1, le
chromatosome contient, en plus de l'octamére d'histones, une copie de

1l'histone H1 et 167 pb d'ADN.

Constituant le premier niveau de condensation de 1'ADN
(Felsenfeld, 1978), les nucléosomes, a leur tour, forment les struc-
tures secondaires, tertiaires et quaternaires encore mal comprises de
1'AIN afin de construire les stades intermédiaires de la chromatine
condensée jusqu'au chromosome retrouvé durant la mitose. Enfin, il y a
évidence pour soutenir l'idée que la chromatine, dans les cellules
eucaryotes, est de plus organisée en domaines, chacun contenant 50 &
1000 nucléosomes (10 & 200 kb A'ADN). Ceci est possible par la fixation

en boucle de la chromatine & un élément squelettique appelé la matrice



Figure 2

Modéle proposant l'emplacement de l'histone Hl1 aux points
d'entrée et de sortie de 1'ADN du nucléosome. Ies trois nucléosomes
sont icli considérés comme étant une partie d'un solénoide contenant 6
nucléoscmes par tour. ILes acides aminés 40 a 116 (segment hydrophobe)
sont en contact avec 1'octamére d'histones du coeur nucléosomal tandis
que les segments N- et C~- terminaux interagissent avec le lien 4Q'ADN.
Ce lien contient 40 paires de base et forme 0,5 tour faisant ainsi
alterner de 180 1'histone H1 & 1'intérieur du solénoide. Ce modéle a

été proposé par Boulikas en 1979.






nucléaire (Hancock et Boulikas, 1982) qui est formée par une série
spécifique de protéines non histones (Paulson et ILaemmli, 1977; Hancock
et Hughes, 1982). Dans une boucle de chramatine, les nucléosames

peuvent étre arrangés en 1ligne, sous forme de solénoide ou de

supersolénoide.

1.1.4 - Etats de la chramatine.

Ia chromatine peut se présenter sous trois états différents;
soit sous forme de chromatine transcriptionnellement active (génes
spécifiques au type cellulaire, génes représentés en ARNm), de
chromatine transcriptionnellement inactive ou de chromatine inactive

mais potentiellement active (génes inductibles) (Boulikas, 1987b).

Ia chromatine transcriptionnellement inactive est sous forme
cordensée et est souvent en contact avec l'enveloppe nucléaire (Fakan
et Bernhard, 1971) tandis que la chromatine transcriptionnellement
active est sous forme décordensée et est préférentiellement digérée par
la DNase 1 dans les noyaux intacts (Weintraub et Groudine, 1976).
L'histone H1l, conmue in vitro pour condenser la chromatine (Renz et
al., 1977), existe en quantité minimale cu méme est totalement absente
des fractions de 1la chromatine active. Ainsi, 1les chromatines
transcriptionnellement et potentiellement actives peuvent étre plus
accessibles aux nucléases a cause du plus grand nombre de molécules de
nucléases accessibles par nucléosome dans la chromatine dispersée

(fraction active) que dans la chromatine condensée (fraction inactive).



Goodwin et al. (1979) et Jackson et Rill (1981) ont démontré que les
chromatines transcriptionnellement et potentiellement actives sous
forme de mononucléosomes représentent une fraction soluble sous
conditions ioniques physiologiques, dénuée d'histones Hl et enrichie en
protéines HMG. Enfin, un haut taux d'histones du coeur nucléosomal
acétylées, spécialement pour H3 et H4, peuvent étre associées avec la

chramatine active (Chahal et al., 1980).

I1 existe donc des variations dans la structure des
nucléosones. Cette variation est due a la présence des formes
multiples des histones, a des modifications post-transcriptionnelles
variées se produisant sur des sites spécifiques dans la structure
primaire des histones et a la fixation des protéines non histones,

principalement les protéines HMG aux nucléosames.

1.2 - Ia réaction de poly(ADP-ribosylation).

Ia réaction de poly(ADP-ribosylation) peut étre envisagée comme
étant une modification post-transcriptionnelle telle que la méthylation
et 1'adénylation des protéines. Ce qu'il y a de particulier cependant,
est que les résidus formés n'affectent pas seulement la fonction de la
protéine cible a travers les modifications covalentes. En effet, par
leur longueur hétérogéne, leur complexité et leur charge, ces résidus
peuvent aussi agir indépendamment sur d'autres molécules de fagon non

covalente.
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1.2.1 - Structure du polymére poly(ADP-ribose) .

Durant cette modification, le groupement adénosine diphosphate
ribose du NAD' est enzymatiquement transféré aux histones et a
d'autres protéines. Ia figure 3 présente la nature chimique du
polymére ainsi que les enzymes impliquées dans la synthése et la
dégradation de ce dernier (Boulikas, 1988). Ia structure primaire du
poly (ADP-ribose) a d'abord été élucidée par le groupe de Mandel
(Chambon et al., 1966; Doly et Peter, 1966). Ies groupements
poly (ADP-ribose) sont attachés a la protéine via l'atome d'oxygéne des
groupements carboxyliques des résidus d'acide glutamique ou des
groupements carboxy-terminaux pour former des liens O-glycosides
(Mandel et al., 1982). Il y a introduction de 1,7 charge négative pour
chaque ADP-ribose ajouté ( pd 7,0). Deux réaction sont alors
présentes soit 1'élongation qui forme un squelette ribose a ( s
2 ') ribose-phosphate-phosphate et 1le branchement qui se produit a
chague 30 a 50 résidus via un lien a (1' - 2') ribose-ribose (Miwa
et al., 1981). Par contre, plus récemment, les résultats de Boulikas
(1989) et de Boulikas et al. (1990) démontrent que, sur l'histone H2B,
le polymére est branché a chaque dizaines de résidus Q'ADP-ribose.
Néammoins, le polymére poly(ADP-ribose), retrouvé dans les cellules
eucaryotes, constitue des chaines de longueurs variables allant de 2 a

plus de 200 résidus (Hayashi et al., 1983).

1.2.2 - Enzymes impliquées dans la réaction de poly-
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Figqure 3

Schéma montrant la structure du polymére de poly(ADP-ribose) et
les enzymes impliquées dans sa synthése et sa dégradation (Boulikas,

1987a) .
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(ADP-ribosylation).

L'enzyme responsable de la formation du polymére soit de 1la
monomodification du groupement carboxylique, de 1l'élongation
subséquente et du branchement est la poly(ADP-ribose) polymérase. Elle
a été purifiée dans divers tissus. En résumé, le schéma de base des

réactions de la poly(ADP-ribose) polymérase est le suivant:

Accepteur + niNAD', ADN p» ACCEpteur- (ADP-ribose)n + it
poly (ADP-ribose) + n(nicotinamide)

polymérase

Ies enzymes poly(ADP-ribose) glycchydrolase (Ueda et al., 1972;
Miwa et al., 1974) et ADP-ribosyl protéine lyase (Oka et al., 1984),

sont normalement présentes dans les cellules eucaryotes et dégradent le

polymére de poly(ADP-ribose) (Figure 3).

1.2.3 - Fonction de la réaction de poly(ADP-ribosylation).

Parmis les accepteurs pour les produits de réaction, on retrouve
les histones (Yoshihara et al., 1981), les protéines HMG (Reeves et
al., 1981), la topoisomérase I (Ferro et Olivera, 1984), la INA ligase
ITI (Yoshihara et al., 1984a et 1985b) ainsi que la polymérase elle-méme
(Kawaishi et al., 1981). D'autres auteurs ont également démontré que

les histones du coeur nucléosomal étaient poly(ADP-ribosylées) dans des
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noyaux et des nucléosames (Giri et al., 1978; Hultesky et al., 1985).
Une caractéristique commne des accepteurs semble étre leur capacité
d'interaction avec 1'AIN. Notons & ce fait que plus de 95% de la
réaction de poly(ADP-ribosylation) est confinée au compartiment
nucléaire. L'évidence biologique suggére que cette réaction est
impliquée dans les fonctions majeures de la chromatine telles que la
réparation de 1'ADN (Boulikas, 1989), la réplication et 1l'activité

transcriptionnelle (Althaus et Richter, 1987).

Enfin, d'un point de vue technnique, les protéines HMG et les
histones peuvent étre visualisées par autoradiographie aprés incubation
des noyaux avec du NaD* marqué au phosphore-32. Cette méthode
demeure donc une fagon utile de vérifier la présence ocu l'absence de

ces protéines dans diverses fractions de la chromatine.

1.3 - Iles protéines HMG. -

1.3.1 - Propriétés générales des protéines HMG.

les protéines HMG sont parmis les protéines non histones les
plus abondantes. (Butler et al.,1985). Ieur nom abbrévié provient de
protéines non histones de groupe de haute mobilité et indique leur
migration rapide sur gel de polyacrylamide (Boulikas, 1987a). Ces
derniéres se retrouvent chez les animaux, les plantes et les

champignons (Spiker et al., 1978; Weber et Isenberg, 1980; Mayes,
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1982). 1ILes protéines HMG ont été isolées initialement de thymus de
veau (Goodwin et al., 1973). Sur une base opérationnelle, les
~protéin$ HMG peuvent étre largement définies comme étant des protéines
solubles dans 2% (P/V) ATC ou dans 5% (V/V) APC; associées a la
chromatine, elles peuvent étre extraites par 0,35 M NaCl. Come les
histones, les protéines HMG sont aussi sujettes a des modifications

post-transcriptionnelles.

Chez les mammiféres, il y a sept principales protéines dans
cette classe dont les protéines HMG 1,2,14,17 et 20. Ia protéine HMG 20
est 1'ubiquitine. On retrouve aussi les protéines HMG I et HMG Y. Ies
nombres manquants dans cette 1littérature étaient originellement
assignés a des bandes qui ont été plus tard identifiées comme étant des
produits de protéolyse (Boulikas, 1987a). D'aprés leurs masses
moléculaires et leurs propriétés biochimiques, les protéines HMG sont
regroupées en 2 familles soit les protéines HMG de hautes masses
moléculaires; les HMG 1 et 2 (Mr: 26 000 - 29 000), et les protéines
HMG de basses masses moléculaires; les HMG 14, 17 (Mr: 9 000 - 10 500)
(Stros et al., 1985), I et Y. Ies protéines HMG 1 et 2 ont une charge
nette négative opposée a la charge nette positive des protéines HMG 14
et 17. Ces deux groupes de protéines ont été associés avec les régions
de la chromatine transcriptionnellement active (Levy et al., 1979). Les
deux protéines HMG de basses masses moléculaires, HMG I et HMG Y,
constituent un groupe de protéines qui différent des protéines bien
caractérisées, HMG 14 et HMG 17 (Karlson et al., 1989). La protéine HMG
I, aussi connue sous le nom de protéine « (Stauss et Varshavsky,

1984), est la plus étudiée de ce groupe. Notons, de plus, que la
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protéine désignée HMG Y par Lund et al. (1983) est un isoforme de cette
derniére (Lehn et al., 1988).

Enfin comme on retrouve 10° a 10° copies de chacune des
protéines HMG par noyau cellulaire, soit 1 protéine HMG a chaque 5 a 10
nucléosomes, ces derniéres composent donc la majeure classe de
protéines non histone. C'est pourquoi, on croit qu'elles sont
impliquées dans la structure de plus haut ordre de la chramatine et non
impliquées dans le contrdle spécifique des génes (Walker et al.,
1980a). Par contre, les résultats de Dorbic et Wittig (1987) montrent
qu'il y a des protéines HMG 14 et 17 dans la région codante du géne
d'ovalbumine du poulet et non en amont du point d'initiation de 1la
transcription. Ie rdle des protéines HMG demeure donc assez confus
quoique 1l'ensemble des résultats expérimentaux suggére une activation

transcriptionnelle des génes (voir section 1.3.6).

1.3.2 - Structure des protéines HMG 1 et 2.

Plusieurs protéines HMG 1 et 2 obtenues a partir de thymus de
veau ont été séquencées (Walker et al., 1980a). D'autres informations
sur la structure primaire de ces protéines proviemnent du séguencage
des cADNs (Lee et al., 1987; Tsuda et al., 1988). Des études
sérologiques suggérent que les deux protéines différent seulement de 6
a 8% dans toute  leur structure et qu'elles sont trés conservées a
travers différentes espéces (Romani et al., 1979). Ieurs structures

natives sont approximativement formées de 40 a 50% d'hélice a (Cary et
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al., 1976). Un point & noter chez ces protéines est que plus de 50% de
leurs résidus d'acides aminés sont chargés. Comne chez les histones,
25% de ces derniers sont basiques. Ceperdant, au contraire des
histones, les deux protéines contiennent aussi 30% d'acides aminés
acides (Walker et al., 1980b). Ces résidus sont assymétriquement
distribués dans 3 damaines structuraux dont deux, référés aux domaines
N-terminal et central, sont basiques. Ie damaine C-terminal contient
un grand nombre de résidus acides (Reeck et al., 1982; Cary et al.,

1983).

1.3.3 - Fonction des protéines HMG 1 et 2.

Ie rble des protéines HMG 1 et 2 dans la structure et 1le
fonctionnement de la chromatine demeure encore peu conmu mais, leur
capacité d'influencer la stabilité de la double hélice d'AIN
(Javaherian et al., 1978, 1979; Yoshida et al., 1984), leur 1liaison
préférentielle & 1'ADN simple brin (Isackson et al., 1979; Bomne et
al., 1982), 1leur médiation in_ vitro a associer les histones en
tétraméres et en octaméres et a les assembler avec 1'ADN pour former
les nucléosames (Bonne-Andrea et al., 1984) suggérent leur implication
dans la structure de la chromatine (Stross et al., 1985). Cependant,
leur rdéle reste mal défini; certains résultats semblent méme
contradictoires. Par exemple, Waga et al. (1989) ont démontré que les
protéines HMG 1 et 2 suppriment 1l'assemblage du nucléosome & force
ionique physiologique, ce qui s'oppose a ce qui a été énoncé

précédemment (Bonne-Andrea et al., 1984). Ce résultat pourrait étre da
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aux différentes techniques utilisées. Par contre, certains auteurs ont
démontré que la liaison des protéines HMG 1 et 2 causerait soit un
déroulement (Duguet et De Recondo, 1978), soit une superenrculement
local de 1l'hélice A'ADN (Bonne-Andrea et al., 1984) selon les
corditions expérimentales. Il a aussi été noté que la protéine HMG 1
semble recomnaitre spécifiquement les structures A'AIN cruciformes.
Elle peut donc ainsi jouer un rdle dans la recombinaison génétique ou
dans le contrdéle de l'expression de génes spécifiques contenant des

séquences palindrdmes (Bianchi et al., 1986).

En somme, les protéines HMG 1 et 2 pourraient étre impliquées
dans plusieurs processus mcléaires. Entre autre, elles semblent
affecter 1'ARN polymérase III en stimulant la synthése des produits de
réaction de cette enzyme soit 1'ARN ribosamal 5S et les précurseurs de
1'ARN de transfert (Stoute et Marzluff, 1982). lLes résultats de
Tremethick et Molloy (1986, 1989) sont en accord avec ce résultat en
démontrant que 1les protéines HMG 1 et 2 peuvent stimler 1la
transcription en agissant sur les promoteurs des ARN polymérases II et
ITI. De plus, méme s'il n'existe pas de preuve directe pour les rdles
spécifiques de ces protéines, il a été ocbservé que le taux de protéines
HMG 2 va de pair avec l'activité prolifératrice des cellules (Seyedin
et Klistler, 1979) et que le taux des deux protéines est diminué et
méme indétectable dans les cellules en terminaison de différentiation
(Seyedin et al., 1981). Ia protéine HMG1 du foie de rat stimile les
ADN polymérases lorsque les cellules entrent en phase de synthése d'ADN
(Bonne et al., 1982). Il a été aussi suggéré que la partie C-terminale

acide des protéines HMG 1 et 2 (Tremethick et Molloy, 1989) peut étre
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directement impliquée dans 1‘'activation transcriptionnelle. Cette
suggestion provient de la régle de Ptashne (1988) qui énonce que les
activateurs transcriptionnels doivent répondre a deux exigences; soit
celui de posséder un domaine de liaison a 1'ADN et celui d'exposer une
surface chargée négativement. les protéines HMG 1 et 2 possédent ces
deux caractéristiques. Elles se lient a 1'AIN (Solomon et al., 1986;
Bianchi et al., 1989) et contiennent une portion trés acide d'environ

41 résidus dlacides aminés.

Enfin, par le fait que les protéines HMG 1 et 2 lient
préférentiellement les simples brins d'ADN, certains auteurs proposent
un rdle d'aide pour l'ocuverture des deux brins lors de la transcription
ou la réplication. Suivant cette suggestion, elles joueraient le rdle
de protéines déstabilisatrices d'ADN (Boulikas, 1987a; Waga et al.,

1989) .

1.3.4 - Localisation nucléaire des protéines HMG 1 et 2.

A cause de leur caractéristique dipolaire, on s'attend & ce que
les protéines HMG 1 et 2 entrent similtanément en interaction avec
1'ADN et les protéines associées a celle—ci. (Bermués et al., 1986).
Par exemple, Isackson et al. (1981) ont rapporté que les protéines HMG
1l et 2 se liaient plus fortement & la chromatine qu'au double brin

d'ADN dénué de ses protéines.

Une digestion trés douce avec la nucléase micrococcale produit
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un relidchement de mono— et de courts oligomucléosames enrichis en
protéines HMG 1 et 2, mais apauvris en histone Hl ocu Hl et H5 selon le
tissu utilisé (Jackson et al., 1979; Chambers et Rill, 1984a). Par ce
reladchement préférentiel durant les étapes initiales de la digestion,
les protéines HMG de hautes masses moléculaires sont probablement liées
4 la chromatine active et localisées sur le lien Q'AIN, de facgon
similaire aux histones dites "spécifiques au 1lien AJ4'ADN" soit les
histones H1 et H5 (Ievy et Dixon, 1978). Une hypothése a donc été
émise suggérant que les protéines HMG 1 et 2 se lient au lien 4'AIN et
déplacent ainsi 1l'histone Hl, domnant un état de la chromatine qui
requiert spécifiquement 1'absence de cette histone, c'est-a—dire la

chromatine active (Cary et al., 1984).

D'autres résultats ont été obtenus a partir d'expériences
utilisant le formaldéhyde comme agent réticulant. Stross et al. (1985)
ont démontré qu'approximativement deux molécules de protéines HMG 1 et
2 sont liées par particule nucléosomale dépourvue d'histone Hl et H5 et
possédant une longueur d'environ 185 pb. En utilisant les nmémes
techniques, aucune liaison n'est observée dans le cas des coeurs
nucléosomaux possédant une longueur d'AIN d'environ 145 pb. Auparavant,
par électrophorése sur gel, il avait été conclu qu'une molécule de HMG
1 et 2 se liait aux 40 pb du lien A'ADN (Schrofer et Bode, 1982). Par
des expériences de réticulation photochimique, Bernués et al., (1986)
ont démontré que les protéines HMG 1 et 2 interagissent avec le dimére
H2AXH?B et aussi avec le tétramére (H3XH4),. Dans le second cas,

cela semble se faire via l'histone H3.
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Enfin, par des expériences de réticulation au moyen du
cis-diamine dichloroplatine (II), un modéle a été proposé pour montrer
les interactions protéine HMG 1, 2-ADN dans la chraomatine entiére

(figure 4).

1.3.5 - Structure des protéines HMG 14, 17 et I.

Les protéines HMG 14 et 17 sont de petites protéines
chramosomales structurellement et fonctionnellement trés similaires.
Elles possédent peu de groupements non polaires, pas de groupements
aromatiques, un grard nombre de résidus proline et 45% d'acides aminés
chargés qui sont localisés dans la région centrale basique et la région
C-terminale acide (Walker, 1982). Les séquences de ces protéines ont
été élucidées par Walker et al. (1977; 1979) a partir de thymus de veau
et par Iandsman et al. (1986a et b; 1989) a partir de cultures de
cellules humaines. Ies séquences primaires ont été trés conservées
durant l'évolution (ILardsman et al., 1988; Srikantha et al., 1988).
Ies protéines HMG 14 et 17 sont enroulées au hasard en solution mais
constituent des éléments structuraux plus définis lorsqu'elles sont
liées a la chromatine (Bradbury, 1983). Ia structure primaire de 1la
protéine HMG Y humaine a été établie excepté pour quelques acides
aminés situés dans les parties N et C- terminales de la protéine. De
plus, il a été dbservé que cette séquence est identique & celle de la
protéine HMG I, a l'exception de seulement 11 acides aminés (Karlson et
al., 1989). D'autres informations ont été rapportées par Johnson et al.

(1988) telles que la séquence compléte du cADN de souris, la structure



Figure 4

Modéle proposé pour démontrer les interactions entre 1'ADN et
les protéines HMG 1 et 2 dans la chromatine entiére (Scovell et al.,
1987). Ies protéines HMG 1 ou 2 entrent en interaction avec 1'AIN dans
le sillon majeur de 1'ADN internucléosomal. Ie schéma montre ici un

segment de chromatine contenant deux nucléosomes.
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génamique et 1'expression tissulaire des protéines HMG-I(Y).

1.3.6 - Fonction des protéines HMG 14, 17 et I.

les protéines HMG de basses masses moléculaires sont reléchées
sélectivement de la chromatine par le traitement des noyaux a la Nasel
sous des conditions qui dégradent préférentiellement les génes actifs
(Vidali et al., 1977; Levy et al., 1977). ILa présence de ces protéines
est apparemment requise pour la sensibilité a la DNase I observée chez
la chromatine transcriptionnellement active. De plus, cette
sensibilité peut étre restaurée en reconstituant la chromatine (lavée
préalablement avec 0,35M NaCl) avec des protéines HMG 14 et 17
(Weisbrod et Weintraub, 1979; Gazit et al., 1980). Ces ocbservations
ont donc mené a 1l'hypothése que ces protéines seraient des protéines
structurales dans 1la chromatine active (Butler et al., 1985) et
potentiellement active, et pourraient étre impliquées dans quelques
aspects de la régulation et de la transcription des génes (lLandsman et
al., 1986). En effet, il a été suggéré que les protéines HMG 14 et 17
peuvent conférer des propriétés uniques aux régions de la chromatine

contenant des génes actifs (Landsman et al., 1986).

Cette hypothése est également appuyée par des expériences de
reconstitution avec des mucléosomes isolés (Sandeen et al., 1980), par
des expériences qui ont indiqué que la microinjection d'anticorps
anti-HMG 17 dans les cellules somatiques inhibe la transcription (Einck

et Bustin, 1983), par des études d'immunofluorescence qui ont indiqué
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que les anticorps dirigés contre la protéine HMG 14 colorent les
régions actives des chromosomes polyténes (Westermann et Grossbach,
1984), par des expériences d'immno-fractionnement qui ont démontré que
les régions de la chromatine enrichies en protéine HMG 17 sont
enrichies de génes transcriptionnellement actifs (Drukmann et 1la.,
1986) et d'histones acétylées (Malik et al., 1984) et par des
expériences d'immmoprécipitation avec les anticorps spécifiques qui
ont montré que cette protéine est associée avec des génes transcrits
activement (Dorbic et Wittig, 1986; 1987). Il apparait ainsi que les
protéines HMG 14 et 17 pourraient maintenir des chaines de nucléosomes
spécifiques dans une conformation transcriptionnellement active.
Certains auteurs (Weisbrod et Weintraub, 1981) ont méme, en prenant
avantage de la spécificité connue d'interaction des protéines HMG 14 et
17 avec la chramatine active, réticulé ces protéines a l'agarose pour
en faire une colonne servant a purifier les nucléosames actifs par

affinité.

Cependant, en dépit de tout cela, la fonction des protéines HMG
14 et 17 demeure encore peu connue (Landsman et al., 1989). Enfin, ces
deux protéines possédent aussi une affinité préférentielle pour les
simples brins d'AIN. Weisbrod et Groudine (1980) ont suggéré un rdle
comme protéines pouvant ocuvrir les nucléosomes durant la transcription
ou la réplication. Pour ce qui est des protéines HMG I, il a été
observé qu'elles se retrouvaient préférentiellement dans les cellules
en phase de division active (Innd et al., 1983; Elton et Reeves, 1986).
En effet, il a été démontré que les protéines HMG I sont présentes & un

niveau élévé dans les cellules en état de prolifération comparé a celui
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retouvé dans les cellules qui ne se divisent pas. Ce fait améne donc la
possibilité de penser que les protéines HMG I peuvent étre requises
pour la prolifération de certaines cellules (Goodwin et al., 1985).

Selon certaines expériences, il apparait que les protéines HMG I
se lient spécifiquement & la région 3'- non traduite (motif (TATT)n
conservé) du cAIN de 1'interleukine - 2 de bovin (Reeves et al., 1987)
et aux régions riches en A et T retrouvées dans la partie 3'- non
traduite des autres génes de mammiféres (Russnak et al., 1988). Ces
protéines HMG pourraient donc jouer un rdle comme régulateur de
1'activité post-transcriptionnelle d'une classe spécifique de génes
canmprenant ces ségquences. Par ailleurs, il a été observé que les
protéines HMG I pouvaient jouer un rdle dans la mise en phase des
nucléosomes retrouvés dans 1'ADN-satellite des singes verts d'Afrique
(Solamon et al., 1986), dans les intéractions ADN-matrice mnucléaire
(Elton et al., 1987), dans la condensation de la chromatine
métaphasique (Iund et al., 1983) et dans la maturation de la fin 3' des
génes (Reeves et al., 1987; Russnak et al., 1988). Enfin, Eckner et
Birnstiel (1989) ont fait exprimer les cADNs codant pour les protéines
HMG T et HMG Y dans une bactérie. A ce mament, les deux protéines se
lient spécifiquement a 1'octamére ATGC AAAT retrouvé dans la région
pramotrice des chaines légéres des immmoglobulines suggérant que les
modifications post-transcriptionnelles ne sont pas nécessaires pour

leur liaison spécifique a 1'AIN.

1.3.7 - ILocalisation des protéines HMG 14, 17 et I.
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Plusieurs travaux ont été effectués concernant la localisation
des protéines HMG 14 et 17 dans le nucléosanme. Des données
indicatrices sur la localisation exacte des protéines HMG proviennent
d'expériences de digestion & la INase I de coeurs nucléosamaux enrichis
ou non en protéines HMG 14 et 17 (Mardian et al., 1980). 1Ia Dnase I
est connue pour produire une série de coupures a l'intérieur des 146 pb
d'AIN entourant le coeur nucléosamal. Aprés liaison des protéines HMG
de basses masses moléculaires, 1l'activité de 1l'enzyme est diminuée a
deux sites en particulier tandis que les autres sites possédent une
activité qui est augmentée. Ies deux sites le long de 1'AIN ol la
diminution de 1l'activité enzymatique a été observée peuvent alors
représenter les sites de liaison des protéines HMG 14 et 17, soit
d'environ 20 a 25 pb a partir de chacun des bouts 5' et 3' de 1'AIN.
Cette association HMG-histones causerait alors une neutralisation
partielle des charges positives des histones rendant les régions d'ADN
adjacentes plus accessibles a la DNase I (figure 5). Cette
localisation a été aussi confirmée par des expériences de réticulation
protéine-ADN (Shick et al., 1985) et par des études de dénaturation
thermique (Sandeen et al., 1980). Dans ce travail, les auteurs
affirment que sur un intervalle considérable de concentration de sel,
les deux molécules de HMG 14-17 peuvent étre liées fortement mais de

fagon réversible sur chaque nucléosome.

Par des expériences de réticulation en présence d'iminothiolane,
Cook et al. (1986), ont suggéré que la protéine HMG 17 est localisée

prés du domaine globulaire de 1l'histone H2A a 1'intérieur du nucléosame
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Figure 5

Modéle représentant la localisation de la protéine HMG 14 sur le
nucléosome déterminée par digestion & la désoxyribonucléase 1. Dans ce
modéle, la portion de liaison a 1'AIN d'une molécule A'HMG 14 est liée
a 1'ADN nucléosomal aux sites 1 et 2 (sites 13 et 12 sur le brin
complémentaire) et protége cette région de la réaction. 1Ia portion
acide de la molécule est liée aux histones dans le sillon de la
superhélice, neutralisant ainsi leurs charges positives et rendant le
tour adjacent de la superhélice plus accessible & la DNase 1. Ceci
explique 1'augmentation de 1l'activité enzymatique aux sites 9 et 10

(sites 5 et 4 sur le brin complémentaire). (Mardian et al., 1980).






Figure 6

Partie supérieure.

Modéle montrant les sites de liaison de la protéine HMG 17 dans
le coeur nucléosomal. Les astérisques montrent approximativement les
sites de réticulation HMG 14/17-AIN soit aux positions - 0,25, 125 et
43 paires de base a partir de chaque bout 5' de 1'ADN nucléos-omal. les
régions pointillées (O - 20 pb ET 120 - 140 pb) sont protégées de la

digestion a la DNase I (Cook et al., 1986).

Partie inférieure.

Modele montrant le mode de liaison des protéines HMG 14/17 sur
le coeur nucléosomal. Le bout terminal CO0OH de la protéine HMG 17
interagit avec l'histone H2A. Une seconde molécule de HMG 17 se lie a
la face opposée du coeur nucléosomal. Ia longueur du squelette de la

protéine HMG 17 n'est pas a 1'échelle (Cook et al., 1989).






(figure 6a). En 1989, par spectroscopie de résonnance magnétique
nucléaire, certains de ces auteurs, (Cock et al., 1989), ont approfondi
ces résultats et démontré que la molécule entiére de HMG 17 entre en
interaction avec le coeur mucléosamal dans ces conditions de force
ionique physiologique. Ia région C-terminale acide se lie plus
faiblement & 1'AIN tandis que la région centrale basique se lie plus
fortement a 1'AIN du coeur nmucléosamal. Ils concluent alors que c'est
le groupe C-terminal de la protéine HMG 17 qui interagit avec 1l'histone

H2A et proposent alors un autre modéle (figure 6b).

En étudiant l'effet de la protéine HMG 17 sur la stabilité
thermique des oligonucléoscmes, Yau et al. (1983) ont conclu qu'il y
avait deux sites de liaison pour la protéine HMG 17 par nucléosame. Ces
sites sont localisés entre les points d'entrée et de sortie du
nucléosome et la région centrale A'ADN fortement camplexée. Ies mémes
auteurs ont ensuite démontré qu'il existait aussi deux sites de liaison
pour la protéine HMG 17 et ce, par nucléosame contenant des protéines

histones acétylées.

Enfin, par des expériences de dispersion de neutrons, Uberbacher
et al. (1982) ont démontré qu'il était apparent que la liaison des
protéines HMG 14 aux nucléosames de la chromatine entiére est la cause
des changements subtils a la conformation de la superhélice d'AIN et
que cette liaison ne produit pas de changement majeur au niveau du
réarrangement des histones du coeur nucléosomal. Tous leurs modéles
montrent une augmentation radiale de la superhélice dA'ADN par un léger

déroulement de la superhélice. Des techniques de biréfringence de flots
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(Harrington et al., 1982) ont aussi démontré 1'augmentation radiale de

la superhélice A'AIN des nucléosomes camprenant la protéines HMG 14.

1.4 - Agents de réticulation.

La plupart des informations obtenues sur les contacts
histone-histone et histone-protéine chromosomale non histone
proviennent de réactions de réticulation chimiques effectué_% sur la
chromatine. Ies réactifs les plus utilisés sont ceux commmément
appelés "agent de réticulation a distance zéro". On retrouve dans
cette classe le tétranitrométhane, l'irradiation aux rayons
ultraviolets, l'oxydation des groupements sulfydryles en disulfures et
les carbodiimides. Ainsi comme ces agents ne possédent pas de bras
pour lier les deux molécules en contact, il y aura alors établissement
d'un lien covalent entre ces deux derniéres et ce, seulement si elles

se trouvent en contact électrostatique.

L'agent de réticulation utilisé dans le présent travail est le
1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl) carbodiimide ou EDAC. Ce derivé
carbodiimide catalyse principalement la formation de liens amides entre
les groupements carboxyliques et amines des protéines qui sont en
interaction électrostatique. Ia capacité des carbodiimides a réticuler
les histones dans la chromatine est grandement réduite avec
1'accroissement de la force ionique, démontrant ainsi que les
groupements réticulés se trouvent a une distance permettant

1'interaction ionique (Boulikas, 1987a).



1.5 - But du travail.

Ie but du présent travail est d'étudier 1'interaction des
protéines HMG 1 et 2 avec l'octamére d'histones a 1l'intérieur du

nucléosame et leur niveau de poly(ADP-ribosylation).

A l'aide de 1l'agent réticulant EDAC, il est théoriquement
possible de déterminer la localisation des protéines HMG 1 et 2 sur le
nucléosame, a savoir avec quelle histone du coeur nucléosamal ces
derniéres seront réticulées. Aprés réticulation, il y aura alors
formation d'un dimére. Ce dernier peut étre brisé par des techniques
de clivage chimique ocu enzymatique afin de permettre l'identification

de chacune des deux molécules en contact.

En effet, lors de l'ajout de l'agent réticulant a la chromatine,
il y aura formation d'un lien amide entre les molécules en contact
électrostatique. Par exemple, les histones H2A, H2B, H3 et H4, qui
occupent l'intérieur du mucléosome, vont former entre elles une série
de systémes a deux composantes. Les protéines HMG 1 et 2, démontrées a
étre en interaction électrostatique avec les histones du coeur
nucléosomal, devraient donc, a leur tour, former un dimére avec une de
ces derniéres. Etant donné leurs masses moléculaires plus élevées, les
diméres ainsi formés seront facile a situer; leur vitesse de migration
sur gel d'électrophorése sera moins rapide que celle des molécules

seules. Ia bande attendue & contenir a la fois la protéine HMG 1(2) et
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une des histone du coeur nucléosomal sera découpée.

Une hydrolyse acide permettra de briser le dimére en plusieurs
peptides. En paralléle, des histones et des protéines HMG 1 et 2 de
référence subiront le méme traitement. En comparant les peptides de
clivage obtenus pour chacun des témoins avec ceux obtenus pour la bande
découpée, il sera alors possible d'identifier chacun des deux
constituants du dimére. Ce résultat va donc permettre 1l'identification
de l'histone du coeur nucléosomal en contact électrostatique avec la

protéine HMG 1(2).
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MATERTEIL: ET METHODES



2.1 - Matériel.

Ies thymus de veau ont été obtenus a 1l'abattoir Giroux
(Bromptonville) tandis que les lapins proviemnent de l'animalerie de la

faculté de médecine de 1'Université de Sherbrooke

1e bleu de Coomassie brillant R-250, la pyronine Y, le sucrose,
le SDS, le bleu de bromophénol et 1l'agarose (ultra pure DNA grade) ont
été fournis par la compagnie Bio-Rad Iaboratories, Mississauga,
Ontario. Ia nucléase micrococcale, le sulfate de prot';amine, le
2-mercaptoéthanol, le TICK et le bromure d'éthidium proviennent de la
compagnie Sigma Chemical Co., St-Iouis, Missouri. Ie 1-éthyl-3-
(3—-diméthylaminopropyl) carbodiimide et le Triton X-100 sont de Pierce
Chemical Co., Rockford, IL. Le Trizma base et l'acrylamide proviennent
de la compagnie Terochem Laboratories Itd. Toronto, Ontario. Ie KC1,
la glycérine, l'acide trichloroacétique, 1'EDIA et le nitrate d'argent
proviennent de 1la compagnie Fisher Scientific, Montréal, Québec.
L'acide perchlorique, le CaCl,, 1l'acétone, le chlorure de sodium et
l'acide acétique glacial sont de Produits chimiques BDH 1ltée, Ville
St-Taurent, Québec. L'acide sulfurique et le chlorure de magnésium
proviennent de la compagnie J.T. Baker Chemical Co., Philipsburg, New
Jersey. Enfin 1'acide hydrochlorique provient d'Anachemia Canada Inc.,
Iachine, Québec et l'urée ultra pure d'ICN Biomedicals Canada Ltée.,

St-laurent, Québec.

L' [adénylate—32P] NAD' (activité spécifique de 30 Ci/mmole)

provient de la compagnie Du Pont, Wilmington, Delaware.
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2.2 -~ Méthodes.

2.2.1 - Extraction des protéines HMG.

N.B. Toutes les manipulations s'effectuent sur bain de glace.

2.2.1.1 - Préparation de 1'homogénat.

Ie thymus de veau de lait fraichement prélevé (environ 150 q)
est d'abord nettoyé de ses tissus sanguins et adipeux. Un volume de
200 ml du tampon X (0,3 M sucrose, 50 mM Tris-HCl pH 6,8, 25 mM KC1, 4
mM MgCl,, 1 mM CaCl, et 0,1% (F/V) de 2-mercaptoéthanol) contenant
30% (V/V) de glycérol est ajouté. Ie tissu est ensuite homogénéisé au
froid avant d'étre passé a travers deux épaisseurs de mousseline.

L'homogénat est conservé a -80°C jusqu'a utilisation.

L'homogénat de thymus de lapin est préparé selon la méme méthode
que celle décrite ci-haut. Cependant, quatre thymus d'environ 4 g
chacun sont utilisés et homogénéisés dans 40 ml du tampon X contenant

30% de glycérol. les thymus proviennent de lapins pesant environ 900 g.

2.2.1.2 - Isolement des protéines.
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A 25 ml d'homogénat de thymus de veau, on ajoute 100 ml d'une
solution A contenant 5 mM MgCl, et 10 mM Tris-HCl pH 6,8 pour ensuite
centrifuger a 2500 RPM pendant 5 mimutes. Ie culot cbtemu (noyaux) est
resuspendu dans 30 ml de la solution A et 25 ml d'une solution froide
d'acide chlorhydrique 1 M. Aprés avoir laissé reposer 5 minutes sur la
glace, le mélange est centrifugé a 6000 RPM durant 20 minutes.

Dans le surnageant alors dbtermu, on retrouve les histones du
coeur nucléosomal, les histones H1l et les protéines HMG. Ies histones
du coeur nucléosomal sont précipitées par un ajout de 5% (PM d'acide
perchlorique (HC1O,). Ie mélange est gardé sur glace durant 5
minutes et centrifugé a 6000 RPM durant 20 autres minutes. Au
surnageant sont ajoutés 3 volumes d'acétone afin de faire précipiter
les histones Hl durant une heure & -20°C tandis que le culot contenant
les histones du coeur nucléosamal est conservé. ILes histones Hl sont
obtenues par centrifugation (6000 RPM, 30 min.), tandis que les
protéines HMG sont obtenues en ajoutant 3 volumes additionnels
d'acétone au nouveau surnageant. Ces derniéres précipitent durant la
nuit et sont retrouvées dans le culot obtenu aprés une centrifugation

de 20 minutes & 6000 RPM.

Tous les culots obtenus (histones du coeur nucléosomal, histones
H1 et protéines HMG) sont lavés 3 fois & l'acétone et séchés sous
hotte. ILes poudres alors obtenues sont gardées a -20°C. Pour les
analyses électrophorétiques, ces derniéres sont dissoutes dans de 1l'eau
distillée (1 mg/ml pour les histones du coeur mnucléoscmal et 1les

histones Hl, 2 mg/ml pour les protéines HMG) et a 2/3 d'un volume de
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Fiqure 7

Schéma résumant 1l'extraction des protéines HMG a partir de

thymus de veau.



Homogénat (thymus de veau)
5 mM MgCl,, 10 m¥ Tris-HCl pH 6,8

2 500 RPM, 5 min., 4°C

culot (noyaux) surnageant
0,5 M HC1, 5 min., 4°C

6 000 RPM, 20 min., 4°C

culot Surnageant: H1l, HMG, H2A, H2B,
H3, H4

5% (P/V) HClO,, 5 min., 4°C

6 000 RPM, 20 min., 4°C

du_coeur
nucléosomal
3 vol. d'acétone, 60 min., -20°C
6 000 RPM, 30 min., 4°C
cul'c( Surnageant: HMG

3 vol. d'acétone
16 hrs, -20°C

6 000 RPM, 20 min., 4°C

surnageant culot: HMG



ces solutions est ajouté 1/3 du mélange spécifique au gel de ILaemmli.

2.2.2 - Fractionnement de la chromatine.

N.B. Toutes les manipulations s'effectuent sur bain de glace.

2.2.2.1. - Isolement des noyaux.

A 0,5 ml d'homogénat de thymus de lapin déposé dans un tube de
plastique (Eppendorf), on ajoute 0,1 ml de 10% (P/V) Triton X-100 afin
de lyser les cellules. ILe tout est mélangé et 0,5 ml d'une solution de
tampon X (sans sucrose) contenant 60% (V/V) de glycérol est ajouté pour
former un coussin dans le ford du tube permettant de retenir les autres
organelles cytoplasmiques. Ies noyaux sont alors purifiés par une
centrifugation (environ 10 000 x g) de 2 minutes & travers le coussin
de dglycérol. Ie surnageant est alors Jjeté et les noyaux sont
resuspendus dans 0,05 ml de tampon X contenant en plus 2 mM TICK.

2.2.2.2 - Digestion et fractionnement.

A 0,1 ml de noyaux resuspendus sont ajoutés 11,5 KU de nucléase
micrococcale. Ie tout est resuspendu et digéré pendant 7 minutes a
37°C. En centrifugeant 2 minutes (10 000 x g), une fraction identifiée

DS est obtenue et constitue le surnageant qui contient surtout les
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monorucléosomes en solution qui sont préférentiellement clivés par
l'enzyme et qui sont enrichis en protéines HMG. Ie culot est alors
resuspendu dans 0,5 ml d'une solution contenant 2 mM EDTA et 3 mM
Tris-HC1 pH 6,8. Par cette étape, les chaines de nucléosames de
longueurs variables (NCh) sont alors reldchées et sont récupérées dans

le surnageant par une centrifugation de 2 minutes (10 000 x g).

1e culot ocbtemu, qui contient les chaines de nucléosames liées a
la matrice nucléaire (NSh), est resuspendu directement dans 0,1 ml du
mélange spécifique au gel dans lequel il migrera. Une- certaine
quantité du mélange spécifique au gel utilisé sera aussi ajouté a une
certaine quantité des surnageants DS et NCh lors de leur migration

électrophorétique.

2.2.2.3 - Précipitation a 1'acide sulfurique.

A 0,05 ml de la fraction DS est ajoutée de l'acide sulfurique
(H,S0,) & une concentration finale de 0,26 M. Ia précipitation
s'effectue durant 10 minutes & 0°C. Une centrifugation (10 000 x g) de
5 minutes est alors effectuée. Ie culot est lavé a l'acétone et
séché. Ie surnageant est précipité avec 25% (V/V) d'ATC et le culot
obteru aprés une centrifugation de 2 minutes (10 000 x g) est aussi
lavé a4 1l'acétone et puis séché. Ies deux culots finaux sont alors
solubilisés dans 0,02 ml du mélange spécifique au gel Iaemmli utilisé

pour 1'expérience.
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Figure 8

Schéma résumant les étapes du fractionnement de la chromatine.



Homogénat (thymus de lapin)

10% Triton X - 100
60% glycérol - tampon X

10 000 x g, 2 min.

culot (noyaux) surnageant
1 mM CaClz,

10 mM Tris-HC1 pH 6,8, 2 MM TICK

MNase, 37°C, 7 min.

10 000 x g, 2 min.

Surnageant culot
DS 2m EDTA, 3 mM Tris-HCl
pH 6.8

10 000 X g, 2 min.

Surnageant: culot

NCh NSh



2.2.2.4 - Réaction de poly(ADP-ribosylation).

A 0,1 ml d'une préparation finale de noyaux (section 2.2.2.1)
placé dans un tube Eppendorf, 11,5 KU de mnucléase micrococcale sont
ajoutés. Ie tout est resuspendu et laissé a 37°C durant 2 minutes sous
agitation. Une solution contenant 0,05 ml de 10% (P/V) Triton X - 100,
4 X 10 Smmole (0,12 mci) d'[adénylate -32p] NAD', 0,3 mM de
NAD', 0,014 ml de tampon X et 3,75 mM de TLCK est alors ajoutée aux
noyaux digérés donnant alors un volume final de réaction d'environ 0,25
ml. Ceci correspond a une concentration finale en NAD' radiocactif de
0,016 mM. Ie tout est incubé & température de la piéce durant 15

minutes.

La fraction DS poly(ADP-ribosylée) est obtenue apres
centrifugation d'une minute (10 000 x g). Cette fraction (surnageant
d'environ 0,2 ml) est précipitée par addition A'ATC 25% (V/V) durant 10
mimites & 0°C afin d'enlever le 32p-NAD' non incorporé. Le culot
obtermu aprés 3 minutes de centrifugation (10 000 x g) est alors lavé a
1'acétone et séché. Ie culot obtemu aprés la premiére centrifugation
(noyaux digérés) est resuspendu dans 0,1 ml d'une solution B contenant
2 mM EDTA, 3 mM Tris pH 6,8. Une aliquote de ce mélange (0,015 ml)
ci-appelé "noyaux digérés" est alors récupérée pour analyse sur gel de
polyacrylamide. Au 0,085 ml restant, 0,9 ml de la solution B est
ajouté et le tout est resuspendu afin de permettre la libération des
chaines de nucléosomes. Par une centrifugation de 2 minutes (10 000 x

g ), les fractions NCh (surnageant) et NSh (culot) sont obtemues. Ia
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fraction NCh est précipitée par addition d'ATC 25% (V/V), lavée a

1'acétone et séchée.

2.2.3 - Réactions de réticulation.

2.2.3.1 - Réticulation dans la fraction DS.

Ies noyaux sont isolés par la méthode décrite a la section
2.2.2.1, cependant, ces derniers sont resuspendus dans 0,1 ml de tampon
X contenant 10% (V/V) de glycérol. De plus, pour cette expérience, 8
tubes Eppendorf, contenant chacun 0,5 ml d'hamogénat de thymus de
lapin, sont nécessaires aussi bien pour 1'échantillon qui sera réticulé

que pour 1l'échantillon témoin.

Ies noyaux sont ensuite traités a la nucléase micrococcale soit
11,5 KU/0,1 ml de noyaux durant 7 minutes a 37°C suivi de l'addition de
0,9 ml/tube d'une solution contenant 5 mM MgCl,, 10 mM Tris-HCl pH
6,8. Ie tout est mélangé par pipettage répétitif et laissé sur glace
durant 3 minutes. Ies tubes sont ensuite centrifugés pendant 50
secondes (10 000 X g). Ies surnageants (1 ml), qui constituent 1la
fraction DS, sont soigneusement prélevés et remis dans d'autres tubes
Eppendorf propres. ILes culots obtenus contiennent la fraction nommée
"noyaux digérés" et sont utilisés dans les expériences décrites a la

section 2.2.3.2.
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Pour les échantillons qui seront réticulés, on ajoute 0,03,
0,06, 0,12 et 0,24 ml d'une solution fraiche d'EDAC (150 mg A'EDAC
dissous dans 1,5 ml d'eau distillée) a quatre tubes afin d'abtenir les
concentrations finales en agent réticulant de 2,7, 5,2, 10 et 18
mg/ml. Cette opération est répétée pour les quatre autres tubes. Dans
les échantillons témoins rien n'est ajouté. La réaction de
réticulation s'effectue pendant 45 minutes a 22°C. Le contermu de chacun
des 16 tubes Eppendorf est ensuite précipité par addition 4'ATC 25%
(V/V) et les culots obtenus sont ensuite lavés a l'acétone. Durant
cette derniére étape, les 8 culots réticulés sont combinés ensemble
dans un seul tube. Il en est de méme pour les 8 culots servant de
témoin. Ies 2 culots finaux (échantillon réticulé et témoin) sont alors

séchés sous hotte.

2.2.3.1.1 - Vérification de la présence de la
liaison HMG-nucléosame dans la

fraction DS.

Ies fractions DS, NCh et NSh sont obtenues par la méthode
décrite a la section 2.2.2. Aprés migration de ces échantillons sur un
gel d'agarose natif et coloration de ce gel d'agarose au bromre
d'éthidium, une bande de gel correspondant aux régions mononucléoscmale
(pour la fraction DS) et polynucléosomale de 2 a 10 nucléosomes (pour
les fractions NCh et NSh) est prélevée a l'aide d'une lame. Ceci se
fait sous les rayons ultraviolets afin de bien visualiser 1la

localisation du matériel a découper.
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Chacune des 3 bandes de gel est broyée dans un tube Eppendorf en
présence de 0,05 ml du mélange utilisé pour les gels Iaemmli. Ies
bandes broyées sont incubées ainsi durant 2 heures et centrifugées
pendant 10 minutes ou plus (10 000 x g) afin de maximiser le volume de

surnageant. ILe surnageant total est alors analysé sur un gel Iaemmli.

2.2.3.2 - Réticulation dans la fraction "noyaux

digéreés®.

Ie début des manipulations est le méme que celui décrit a la
section 2.2.3.1. Cependant seulement 2 tubes Eppendorf sont
nécessaires ici, un pour l'échantillon qui sera réticulé, un pour
1'échantillon cqui servira de témoin. Ceci s'explique par une plus
grande quantité de matériel dans la fraction "noyaux digérés" qui

contient a la fois les fractions NCh et NSh.

Ies deux culots de noyaux digérés, obtenus a la section 2.2.3.1
sont ensuite resuspendus dans 0,1 ml d'une solution de tampon X
contenant 10% (V/V) de glycérol. Neuf cents microlitres de la solution
A contenant 5 mM MgCl,, 10 mM Tris-HClL pH 6,8 sont alors ajoutés et
le tout est mélangé. Un échantillon est mis de c6té comme témoin tandis
qu'on ajoute a l'autre échantillon 0,240 ml d'une solution d'EDAC (150
mg dissous dans 1,5 ml d'eau distillée). I1a réaction de réticulation
s'effectue durant 45 mninutes. Ies deux échantillons (réticulé et
témoin) sont alors centrifugés durant 3 minutes (10 000 x g), lavés

avec la solution A et laissés sous la hotte pour sécher. Ies culots
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sont ensuite solubilisés dans 0,1 ml du mélange AU.

2.2.3.2.1 - Vérification de la spécificité de la

liaison HMG-nucléosane.

L'isolement des noyaux (section 2.2.1.2) est effectué a partir
de 6 tubes Eppendorf contenant chacun 0,5 ml d'hamogénat de thymus de
lapin. Chacun des 6 culots de noyaux obtenus est resuspendu dans 0,1 ml
de tampon X contenant 10% (V/V) de glycérol. ILe tout est digéré a la
nucléase micrococcale (11,5 KU) durant 7 minutes a 37°C. Neuf cents
microlitres d'une solution A contenant 5 mM MgCl,, 10 mM Tris-HC1 pH
6,8 est ensuite ajouté a chaucun des tubes. Ie mélange est resuspendu
et laissé sur la glace durant 3 minutes. Les tubes sont ensuite mis a
centrifuger durant 50 secondes (10 000 x g). Aux culots obtenus
(noyaux digérés), 1 ml de 1la solution A contenant différentes
concentrations en chlorure de sodium (NaCl), soit o0, 0,05, 0,14, 0,35,

0,50 et 0,60 M de NaCl, est ajouté a chacun des tubes.

Ie tout est resuspendu et centrifugé pendant 50 secondes.
Chaque surnageant est soigneusement prélevé et le matériel relaché de
la chromatine par les différentes concentrations de sel est précipité
par l'ajout de 25% (V/V) 4A'ATC. Iles culots sont lavés a 1l'acétone pour
enlever toute trace d'acide et séchés. Trente microlitres du mélange

pour les gels AU sont ajoutés aux culots avant leur analyse sur gel

d'électrophorése.
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2.2.4 - Hydrolyse acide des bandes a deux camposantes.

A partir des gels bidimensionnels (Laemmli, premiére dimension
et AU, dewxiéme dimension) contenant la fraction "noyaux digérés"
réticulée, la bande ¢ est identifiée et découpée a l'aide d'une lame.
Des témoins d'histones du coeur mnucléosamal, d'histones Hl et de
protéines HMG 1 et 2 sont aussi adbtenus d'un gel ILaemmli sur lequel ils
ont préalablement migré. Toutes les bandes découpées sont alors
incubées dans 30 mM d'acide chlorhydrique pendant 3 heures a 105°C. Ie
tout est ensuite lyophilisé et a chaque tube est ajouté 0,1 ml du
mélange spécifique au gel Iaemmli. Ies échantillons sont chauffés dans
de l'eau bouillante durant 3 minutes. Ies tubes sont centrifugés (3
minutes, 10 000 x g) et le surnageant est appliqué sur le gel ainsi

que la barde de gel (culot) découpée.

2.2.5 - Réticulation en présence de protéines HMG 1 et 2

exogéenes.

les chaines de nucléosomes (fraction NCh) sont obtenues par la
méthode décrite a la section 2.2.2.2. Au départ, 0,5 ml d'hamogénat de
thymus de veau est suffisant pour produire la quantité de NCh
nécessaire a la réaction. Les protéines HMG sont extraites de la fagon
décrite a la section 2.2.1. Ces derniéres sont ici aussi dissoutes dans

de 1l'eau distillée a une concentration finale de 2 mg/ml.
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Dans deux tubes Eppendorf sont déposés 128,25 ul (0,518 mg/ml
d'AIN) de la fraction Nch contenant 30% (V/V) de glycérol. Une méme
quantité de la solution A contenant 5 mM MgCl,, 10 mM Tris pH 6,8 est
aussi ajoutée a chacun des tubes. Au tube qui servira de témoin sont
alors ajoutés 128,5 ul d'eau distillée. Au second tube, désigné
échantillon, seront ajoutés 25ul de la solution de protéines HMG (2
my/ml) et 103,5 ul de la solution A pour donner un rapport de 3,6

protéines HMG par 200 pb.

Cents autres ul de la solution A sont alors ajoutés a chacun
d'eux ainsi que 10 ul d'une solution A'EDAC (43 mg A'EDAC/430 ul d'eau
distillée). Ia réaction de réticulation s'effectue alors durant 45
minutes 4 la température de la piéce. Une précipitation des protéines
est ensuite effectuée a 0° C (15 min.) en ajoutant & chacun des tubes
25% (V/V) d'ATC. Une centrifugation de 3 minutes (10 000 X g) est
effectuée aprés cette étape. Ies deux culots ainsi dbtenus sont lavés a
1'acétone et séchés sous la hotte. Cinquante microlitres du mélange

spécifique aux gels AU sont ajoutés & chacun d'eux.

2.2.6 - Gels d'électrophorese.

2.2.6.1 - Gels Laemmli.

Les gels de polyacrylamide contenant du SDS sont préparés selon

la méthode de ILaemmli (ILaemmli, 1970). Tous ces gels faits en premiére
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dimension possédent 0,75 mm d'épaisseur. Ie mélange ajouté aux
échantillons avant leur migration dans ce type de gel est désigné
mélange spécifique aux gels Iaemmli et est caomposé de 1,5% (P/V) de
SDS, 8 M d'urée, 0,1% de 2-mercaptoéthanol, 0,06 M de Tris-HCl pH 6,8
et 0,01% (P/V) de bleu de Bramophénol.

2.2.6.2 - Gels AU et AUT.

Ies gels de polyacrylamide contenant 1 M d'acide acétique, 6 M
d'urée et 0,5% (P/V) de Triton X - 100 (gels AUT) sont préparés selon
la méthode de Boulikas (Boulikas, 1985b). Ie Triton X - 100 peut aussi
étre absent de ces gels qui sont alors només gels AU. ILe mélange ici
utilisé, pour ces deux types de gels, contient 10 M d'urée, 10 mg/ml de
protamine sulfate, 5% (V/V) d'acide acétique, 5 mM EDIA, 1% (V/V) de
2-mercaptoéthanol et 0,01% (P/V) de pyronine Y. Ce mélange est
nécessaire pour la solubilisation des histones et de certaines
protéines non histones mais ne solubilise pas 1'AIN et la plupart des

protéines non histones.

2.2.6,3 - Gels d'agarose.

les gels d'agarose, utilisés pour séparer les oligomucléosomes,
contienmnent 1% (P/V) d'agarcse, 0,1 ou 0,01 X TBE et 0,1% (P/V) de SDS
s'il y a lieu. Ie tampon d'électrophorése contient également 0.01 X

TBE. Notons ici que le tampon TBE 1 x concentré (1 x TBE) contient
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0,089 M de Tris-borate, 0,089 M d'acide borique et 0,002 M Q'EDTA (pH

8,0).

Ies échantillons migrent & 35 volts durant toute la nuit (16
heures). Ie mélange utilisé pour la migration est désigné mélange
spécifique aux gels d'agarose et contient 1 X TBE, 80% (V/V) de
glycérol et 0,05% (P/V) de bleu de Braomophénol tandis que le mélange
pour les gels contenant du SDS contient 1% (P/V) de SDS, 1 X TBE, 10%
(V/V) de glycérol et 0,05% (E/V) de bleu de Bromophénol. Pour le gel
agarose-acrylamide, il contient 3,5% (P/V) d'acrylamide, 0,5% (B/V)
d'agarose et 1 X TBE. Ie tampon d'électrophorése est une solution 1 X
TBE qu'il faut renouveler durant la migration a cause du changement de
pPH @i & la migration des ions. Ie mélange utilisé pour les échantillons
migrant sur ce type de gel est le mélange spécifique pour les gels
d'agarose. Les échantillons sont centrifugés durant environ 1 minute
(10 000 x g) avant leur application sur gels (sections 2.2.5.1, 2.2.5.2

et 2.2.5.3), .

2.2.6.4 - Coloration des gels Laemmli et AU (AUT).

2.2.6.4.1 - Coloration au bleu de Coomassie.

les gels sont d'abord fixés durant 30 minutes dans une solution
fixatrice contenant 50% (V/V) d'éthanol et 10% (V/V) d'acide acétique

puis colorés durant environ 40 minutes dans une solution 0,2% (P/V) de

55



bleu de Coomassie R-250, 50% (V/V) d'éthanol et 10% (V/V) d'acide
acétique. Ies gels sont décolorés dans une solution composée de 15%

(V/V) d'éthanol et 5% (V/V) d'acide acétique).

2.2.6.4.2 - Coloration a 1'argent (AgNO3).

Ia coloration a l'argent s'effectue selon la méthode de Wray et

al. (1981).

2.2.6.5 - Gels ILaemmli en seconde dimension.

les gels AU ou AUT en premiére dimension (0,75 mm d'épaisseur)
sont fixés, colorés au bleu de Coomassie et décolorés (section 2.2.6.4)
puis équilibrés sous agitation dans de l'eau distillée pour une période
d'environ 3 heures. Deux changements d'eau sont effectués durant cette
période. les gels sont finalement incubés pendant 20 minutes dans une
solution contenant 2% (P/V) de SDS, 0,1% (V/V) de 2-mercaptoéthanol, 60
mM Tris-HC1 pH 6,8 et 10% (V/V) de glycérol. Ies bandes des gels sont
découpées et placées horizontalement immédiatement sur le dessus d'un

gel Iaemmli possédant 1 mm d'épaisseur.

2.2.6.6 - Coloration des gels d'agarose.

Ies gels sont incubés dans environ 1 1litre d'eau distillée
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contant 0,5 my de bramre d'éthidium durant environ 30 minutes. Ils
sont ensuite rincés a 1'eau distillée, visualisés et photographiés sous

lumiére ultraviolette.

2.2.6.7 - Déterminations densitométriques.

L'appareil utilisé pour la détermination densitamétrique au

laser des bandes sur le gel Iaemmli coloré au nitrate d'argent est

1'Ultroscan XL IKB de la compagnie IKB, Bramma, Suéde.
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3.1 - Extraction des histones du coeur nucléosamal, des histones Hl et

des protéines HMG 4 partir de thymus de veau.

la figure 9 présente une analyse électrophorétique des
différentes fractions obterues lors de l'extraction des protéines HMG a
partir de l'hamogénat de thymus de veau. Dans les puits # 1 et 2 qui
contiennent les histones du coeur nucléosaomal précipitées a 1'acide
perchlorique, on remarque la présence des histones H2A, H2B, H3 et H4.
Ia seconde fraction nommée "histones H1" (puits # 3 et 4) contient a la
fois 1'histone H1A et 1l'histone H1B. Pour ce qui est de la fraction
contenant les protéines HMG (puits 5 et 6), la présence des protéines
HMG de hautes masses moléculaires est évidente. Une trés petite
quantité des protéines HMG 14 et 17 peut aussi étre visualisée mais ce,
surtout dans le dernier puits. Ies protéines HMG 1 et 2 se retrouvent
donc en quantité plus abondante que les protéines HMG de basses masses

moléculaires.

Ia présence significative de bandes de protéolyse n'est pas
remarquée sauf si ce n'est que d'une toute petite quantité pour 1les
protéines HMG de haute masse moléculaire. Notons que le tissu utilisé
doit provenir d'un animal en bas 4ge, par exemple un veau de lait &gé
de 8 mois ou moins dans le cas présent, car le thymus est une glande

qui s'atrophie rapidement avec 1l'age.

3.2 - Détermination de la fraction de la chromatine appropriée pour la

réaction de réticulation.
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Figure 9

Analyse électrophorétique des différentes fractions obtenues

lors de 1'extraction des protéines HMG a partir de thymus de veau.

Les protéines ont été extraites suivant les étapes décrites aux
sections 2.2.1.1 et 2.2.1.2. Ies puits # 1 et 2 contiennent 1les
histones du coeur nucléosomal en gquantité de 20 et 25 ug
respectivement. Dans les puits # 3 et 4, on retrouve respectivement 20
et 25 ug d'histones Hl. Enfin, 30 et 40 ug de protéines HMG ont été
appliqués dans les puits # 5 et 6. L'électrophorése a été faite
suivant la technique de Iaemmli (section 2.2.6.1) en utilisant 18,3 %
d'acrylamide et un gel de 0,75 mm d'épaisseur. Les protéines ont été

colorées au bleu de Cocmassie.
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3.2.1 - Analyse de la taille des chaines de nucléosomes.

lors du fractionnement de 1la chromatine, trois fractions
différentes sont aussi obtenues. En analysant leur profil de migration
sur des gels d'agarose, on peut déterminer la taille des chaines de

nucléosomes retrouvées dans chacune d'elles.

Dans la fraction NSh (A: puits # 1-4, B: puits h-1l) de la figure
10, on retrouve toutes les tailles de chaines de nucléosomes dque ce
soit de 1'ADN de 145 pb qui entoure le coeur nucléosomal jusqu'aux
chaines beaucoup plus longues d'environ 10 nucléosomes. Les chaines
d'ADN plus longues que ces derniéres ne pénétrent pas dans le gel. On
remarque, de plus, que la fraction NSh contient principalement de 1'ADN
correspondant a de petites chaines de nucléosomes. Etant donné que les
conditions dans les gels sont dénaturantes, 1'ADN migre seul, dénué de

ses protéines.

Ia fraction NCh (A: puits # 6-9, B: puits a-e) contient aussi
une gamme de chaines A'ADN de longueurs variées. Cependant, plus la
chaine est courte, plus sa quantité tend a diminuer. Par exemple, la
présence de mononucléosomes est quasi inexistante dans cette fraction.
I1 est donc plus facile de visualiser la séparation sur gel de ces
chaines 4'ADN de longueurs différentes que celle retrouvée pour la
fraction NSh. Dans la fraction DS (A: puit # 5, B: puits f et qg),
1'absence marquée des longues chaines de nucléosomes est évidente. Ia

majorité des chaines retrouvées dans cette fraction correspond a 1'ADN
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Figure 10

Analyse électrophorétique de 1la taille des chailnes de

nucléosomes retrouvées dans chacune des fractions de la chromatine.

les migrations électrophorétiques ont été effectuées sur des
gels (A et B) contenant 1% (P/V) d'agarose, 0,1 X TBE et 0,1% (P/V) de
SDS. TIls ont été colorés au bromure d'éthidium. Ces gels contiennent
les trois fractions de la chromatine obtenues suivant les étapes
décrites aux sections 2.2.2.1 et 2.2.2.2. Les puits #1 a 4 du gel A
contiennent la fraction NSh et ceux numérotés 6 a 9 contiemnent la
fraction NCh. Seul le puits # 5 contient la fraction DS. Ie gel B
contient également la fraction NCh (puits a a e), la fraction Nsh
(puits h & 1) et enfin, la fraction DS qui se retrouve dans les puits f

et g.

IN = 1 nucléosome (mononucléosome)

2N = 2 nucléosomes (dinucléosome) etc...
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entourant les mono et les dinucléosomes. Ia définition de chacune des

fractions est décrite dans la section 2.2.2.2.

3.2.2 - Analyse électrophorétique des protéines obtenues dans

chacune des fractions de la chramatine.

Afin de déterminer la fraction de la chromatine qui se préte le
mieux aux expériences ultérieures, une analyse électrophorétiqug des
protéines contenues dans chacune d'elles a été effectuée. Ceci a tout
d'abord été fait en effectuant une migration des protéines contenues
dans chacune des fractions (figure 11) et ensuite en vérifiant 1la
présence de ces protéines par la réaction de poly(ADP-ribosylation)

(figures 12 et 13).

Dans la fraction DS (puits # 3, figure 11), une grande quantité
de protéines est observée. Il est évident que la plupart de ces
protéines correspondent a des protéines chromosomales non histones.
Afin de vérifier la présence des protéines histones, éléments
essentiels de ce projet, une précipitation des histones du coeur
nucléosomal a l'acide sulfurique a alors été effectuée a partir de
cette fraction. Ies résultats montrent (puits # 2) que la fraction DS
contient les histones H2A, H2B, H3 et HA4. Quoique leur présence
paraisse étre assez certaine (puits # 1 et 3), il est difficile
d'affirmer la présence des protéines HMG 1 et 2 &l au trop grand nombre
de bandes qui y sont retrouvées. Notons que cette fraction ne contient

pas d'histones Hil.
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Figure 11

Analyse électrophorétique des protéines retrouvées dans chacune

des fractions DS, NCh et NSh de la chromatine.

Ie gel présente d'abord la précipitation de la fraction DS a
1l'acide sulfurique ‘effect:uée suivant les étapes décrites a la section
2.2.2.3. Ie puit # 1 contient le surnageant obtenu lors de cette
réaction tandis que le culot est retrouvé dans le puit # 2. Ia fraction
DS totale est représentée dans le puit # 3. Les fractions totales NCh
et NSh sont montrées dans les puits # 4 et 5 respectivement tandis que
les puits # 6, 7 et 8 représentent les fractions DS, NCh et NSh
purifiées au préalable dans un gel d'agarose 1%, 0,01 X TEE.
L'électrophorése a été effectuée suivant la technique de ILaemmli
(section 2.2.6.1) en utilisant 22 % d'acrylamide et un gel de 0,75 mm

d'épaisseur. Les protéines ont été colorées au nitrate d'argent.
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En analysant le contenu en protéines des fractions NCh (puits #
4) et NsSh (puits # 5), on remarque qu'elles contiennent sensiblement
les mémes éléments. Les histones H1A, H1B, H2A, H2B, H3 et H4 y sont
facilement détectables. On peut aussi suggérer la présence des
protéines HMG 1 et 2. Afin de mieux déterminer la présence des histones
associées avec 1'AIN dans les oligonucléosames détectés par le bramure
d'éthidium dans les gels d'agarose, nous avons fait l'analyse suivante.
Les régions mononucléosomales (pour 1la fraction DS) et
polynucléoscmales contenant des chaines de taille de 2 a 10 nucléosames
(pour les fractions NCh et NSh) ont été découpées d'un gel d'agarose
natif et les protéines ont été extraites et anmalysées sur un gel de
polyacrylamide en présence de SDS. Les résultats (puits 6, 7 et 8 de la
figure 11) montrent la présence des histones du coeur nucléoscmal (DS,
NCh et Nsh) et de l'histone H1 (NCh et NSh). Dans le cas des puits #7
et 8, la présence des protéines histones est encore plus facile a
visualiser car les échantillons ont été purifiés au préalable par

électrophorése sur gel d'agarose.

3.2.3 - Analyse électrophorétique des protéines ADP-ribosylées.

Ia figure 12 présente les gels obtenus en seconde dimension
(acide—urée-Triton/ SDS) pour chacune des fractions. Une nouvelle
fraction nommée "noyaux digérés" a été ajoutée et correspond aux
fractions NCh et NSh non séparées. Notons que ces gels contiennent, de

plus, des protéines poly(ADP-ribosylées) qui ne sont détectables que
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Figure 12

Electrophorése en seconde dimension, sur gel de polyacrylamide
' (22%) en présence de SDS, des différentes fractions de la chramatine

aprés avoir effectué la réaction de poly(ADP-ribosylation).

Ie gel A présente la fraction noyaux digérés, le gel B, la
fraction DS, le gel C, la fraction NCch et la fraction NSh est
représentée sur le gel D. Chacun des gels posséde une épaisseur de 1
mm et est coloré au bleu de Coomassie. Ia migration en premiére

dimension a été effectuée sur un gel AUT d'une épaisseur de 0,75 mm.
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Figure 13

Autoradiogrammes des gels de la migration en seconde dimension
des échantillons poly(ADP-ribosylés) pour chacune des fractions de la

chromatine.

Ies lettres A, B, C et D correspondent aux gels A, B, C et D de
la figure 4. 1Iles chiffres 1, 2, 3 ... indiquent les formes mono, di,
tri ... ADP-ribosylées des protéines chromosomales. L'exposition a

été effectuée durant 3 jours a -80°C.
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par autoradiographie (figure 13) dd a leur faible quantité. Dans ces
gels, la présence de plusieurs histones variantes (H2B.1, H2B.2, H3.1,
H3.2, H3.3) est aussi détectable, la seconde dimension permettant de

mieux les visualiser.

Dans la fraction DS (gel B), la présence des protéines HMG 1 et
2 est ici trés évidente ainsi que 1l'absence des histones Hl. Ceci
correspond bien avec la 1l'hypothése que les nucléosomes enrichis en
protéines HMG 1 et 2 ne contiemment pas d'histones Hi, hlstones
retrouvées dans la chromatine condensée non active (Cary et al., 1984).
On peut remarquer la présence d'histones du coeur nucléosomal a 1l'état
de trace ainsi que des variantes de celles-ci. Sur 1'autoradiogramme
de ce gel (figure 13, gel B), la présence des protéines HMG 1 et 2
mono (ADP-ribosylées) dans cette fraction est d'autant plus évidente.
Cependant, on ne remarque pas d'histones du coeur nucléosomal

ADP-ribosylées.

Dans les fractions NCh et NSh (figure 12, gels C et D), les
histones Hl sont retrouvées en abondance. Ies histones du coeur
nucléosomal y sont aussi représentées. Dans la fraction NCh, on
retrouve une petite quantité des protéines HMG 1 et 2 (gels non
montrés) pourtant non évidente sur le gel montré ici. Une fois
mono (ADP-ribosylées), les protéines HMG 1 et 2 sont plus facilement
détectables par autoradiographie (figure 13). Dans ces fractions (NCh
et NSh), c'est surtout 1l'histone H2B.1 qui se retrouve sous forme

poly (ADP-ribosylée) .
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Sur le gel de la fraction "noyaux digérés" (figure 12, gel A),
on peut observer la présence des protéines HMG 1 et 2, des histones du
coeur nucléosomal et des histones HIl. Sur 1l'autoradiogramme, on
détecte aussi certaines de ces protéines (figure 13, gel A4). Ies
protéines HMG sont ici aussi représentées sous forme mono
ADP-ribosylée. Il en est de méme pour les histones Hl. L'histone
H2B.1 est encore la protéine la plus poly(ADP-ribosylée). Notons enfin
que les quantités de chacune des protéines ne peuvent étre comparées
d'un gel & l'autre car ce ne sont pas les mémes quantités de natériel
qui ont été appliquées sur chacun de ces gels. De plus, 1l'identité du
mono (ADP-ribose) ou du poly(ADP-ribose) n'est pas discutée sur les
gels. Plusieurs laboratoires ont des donneés précises a l'effet que,
par électrophorése sur gel, on observe quinze bandes alors que l'on
sait qu'il y a des polyméres qui contiemnent jusqu'a 55 unités
attachées a 1'histone H1 (Hultesky et al., 1989). Pour finir, il est
bon d'ajouter les remarques suivantes surla réaction de
poly (ADP-ribosylation) effectuée dans ce travail. Afin d'établir le
fait qu'une protéine est poly(ADP-ribosylée), on doit démontrer, par
chromatographie surboronate(qui est spécifique pour les groupements
cis-diol) précédée par un traitement a la base, qu'il y a du
poly (ADP-ribose) . Celui-ci peut alors étre identifié par digestion a la
phosphodiestérase qui génére du PRAMP + AMP. Ceci n'a pas été fait
ainsi que la détermination de la valeur de l'activité spécifique de la
poly (ADP-ribose) polymérase associée aux nucléosomes et aux noyaux. Ia

stabilité de 1'enzyme & la congélation n'est pas discutée aussi.
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3.3 - Réactions de réticulation.

3.3.1 - Apparition d'une bande nommée "¢" dans la fraction DS

réticulée.

Comme le gel coloré a l'argent de la figure 11 montre 1la
présence des histones du coeur nucléosomal dans la fraction DS et que
les autoradiogrammes (figure 13) montrent la présence des protéines HMG
1 et 2 dans cette méme fraction, la réaction de réticulation a dor}c été
effectuée dans la fraction DS. Notons que la fraction DS doit contenir
les mononucléosomes enrichis en protéines HMG 1 et 2 (voir

introduction). Ia figure 14 présente les résultats obtenus.

Ie gel A montre le profil de migration électrophorétique de
1'échantillon témoin. Les protéines HMG 1 et 2 et les histones du coeur
nucléosomal sont présentes tandis que les histones Hl sont absentes.
Iors de 1l'ajout de 1l'agent réticulant (gelB), la disparition des
protéines HMG 1 et 2 est alors notée et une nouvelle bande de plus
haute masse moléculaire désignée "¢" apparait. Cette derniére est
située dans la région des systémes a double composantes et pourrait
donc représenter un systéme formé de la protéines HMG 1 ou 2 et d'une
des histones du coeur nucléosomal. Ia bande ¢ pourrait donc étre le
résultat d'une association covalente de la protéine HMG 1(2) avec une
protéine de contact. Notons enfin que 1l'on retrouve une certaine
quantité d'histones libérées aprés réticulation suggérant ainsi que la

réaction réalisée dans ces conditions n'est pas compléte.
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Figure 14

Electrophorése en seconde dimension sur gel de polyacrylamide
(19%) de la fraction DS avant et aprés réaction de réticulation en

présence d'EDAC.

Ies échantillons ont été préparés suivant les étapes décri’_ceﬁ a
la section 2.2.3.1. L'électrophorése a été effectuée selon la méthode
de Laemmli en utilisant 19% d'acrylamide et des gels de 1 mm
d'épaisseur. Ia coloration est effectuée au bleu de Coomassie. Ia
migration en premiére dimension a été faite sur un gel AU de 0,75 mm

d'épaisseur.

A: Fraction DS non reticulée (témoin)

B: Fraction DS reticulée
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3.3.1.1 - Présence probable d'une liaison électrosta-

tique HMG - nucléosame dans la fraction DS

I1 faut cependant vérifier si les protéines HMG 1 et 2
retrouvées dans la fraction DS ne sont pas simplement des molécules
libres en solution. Il faut s'assurer de la présence d'une liaison
entre les protéines HMG 1 et 2 et les nucléosames dans cette fraction,

s'assurer que ces deux éléments sont en contact électrostatique.

Iles gels A et B de la figure 15 montrent les mémes
échantillons. Cependant dans le gel A, la visualisation de 1la
séparation des chaines de nucléosomes est meilleure tandis que dans le
gel B, il est plus facile, le gel une fois broyé, d'y extraire les
protéines. Un morceau de gel B qui correspond aux régions
mononucléosomale (pour lé fraction DS) et polynucléosomale (chaines
d'une longueur de 2 a 10 nucléosomes) pour les fractions NCh et NSh
est alors coupé. Ie gel C montre les protéines qui ont migré avec
1'ADN. Dans la fraction NCh (puit # 2, gel C) les histones du coeur
nucléosomal, les histones H1 et un peu de protéines HMG 1 et 2 sont
évidentes. Dans la fraction DS (puit # 1), la présence des histones du
coeur nucléosomal est évidente mais ce n'est pas le cas pour les
protéines HMG 1 et 2. Ces derniéres retrouvées dans la fraction DS
lors de l'expérience de poly(ADP-ribosylation) seraient donc, pour 1la
majorité, des protéines relachées a 1l'état libre lors de la digestion a
la nucléase micrococcale. ILe puits # 3 (gel C) montre une fois de plus

la fraction DS non purifiée. En comparant cette fraction avec

78



Figure 15

Vérification de la présence d'une 1liaison électrostatique

protéine HMG-nucléosome dans la fraction DS.

Ie gel natif A posséde 1,5 mm d'épaisseur et contient a la fois
3,5% (P/V) d'acrylamide et 0,5% (P/V) d'agarose. Ie gel B contiept de
1l'agarose seulement a une concentration de 1% (P/V) et 0,01 X TBE. Ces
deux gels sont colorés au bromure d'éthidium et contiennent les trois
fractions de la chromatine selon l'ordre suivant. Ie gel A contient,
dans les puits # 1 & 4, la fraction NCh (puits # 1 & 5 pour le gel B),
la fraction NSh, dans les puits # 6 a 10 (puits # 7 & 11 pour le gel B)
et la fraction DS qui se retrouve dans le puits # 5 (puits # 6, gel B).
Ies puits # 1 et 2 du gel C représentent respectivement les fractions
DS et NCh purifiées sur gel d'agarose (gel B). Ie puit # 3 (gel C)
présente la fraction DS non purifiée. L'électrophorése de ces derniers
échantillons a été effectuée suivant la technique de Iaemmli en
utilisant 22% d'acrylamide et un gel de 0,75 mm d'épaisseur. Ies

protéines ont été colorées au nitrate d'argent.
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celle purifiée (puits # 1), i1 est facile aussi de déduire que la
plupart des protéines retrouvées dans la fraction DS sont en majorité

des protéines non histones.

3.3.2 - Mise en évidence de la bande ¢ aprés réticulation dans

la fraction "noyaux digérés".

Comme les protéines HMG 1 et 2 ne semblent pas ét:n:_'e en
interaction électrostatique avec les nucléosomes dans la fraction DS,
on a alors décidé d'utiliser la fraction "noyaux digérés" qui contient
4 la fois les histones du coeur nucléosomal, les histones Hl et les
protéines HMG 1 et 2 (résultats de 1la réaction de
poly (ADP-ribosylation) . De plus, le travail avec cette fraction
s'avére plus facile, la quantité de protéines y étant beaucoup plus

grande.

Ie gel A de la figure 16 présente le profil de migration
électrophorétique de 1'échantillon servant de témoin. On y retrouve
les histones H1, les histones du coeur nucléosomal et les protéines HMG
1 et 2. ILors de l'ajout de l'agent réticulant (gel B), l'apparition
d'une série de nouvelles bandes est alors obtenue. On y retrouve entre
autres une zone distincte (zone encadrée) appelée ici zone des systémes
a4 deux composantes et qui est formée de bandes contenant les histones
du coeur nucléosomal seulement. Ces bandes ont été identifiées

auparavant (Boulikas, 1988b; figure 17).
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Figure 16

Electrophorése en seconde dimension sur gel de polyacrylamide
(19%) de la fraction "noyaux digérés" avant et aprés la réaction de

réticulation en présence d'EDAC.

Ies échantillons ont été préparés suivant les étapes décrites a
la section 2.2.3.2. L'électrophorése a été effectuée selon la méthode
de Laemmli en wutilisant 19% d'acrylamide et des gels de 1 mm
d'épaisseur. les protéines sont colorées au bleu de Coomassie. Un gel
AU de 0,75 mm d'épaisseur a été utilisé pour la migration en premiére

dimension.

A: Fraction "noyaux digérés" non réticulée (témoin)
B: Fraction "noyaux digérés" réticulée
Zone encadrée: systéemes a deux composantes

formés des histones du coeur nucléosomal
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Figure 17

Schéma de 1l'identification des systémes a deux composantes

formés d'histones de coeur nucléosomal proposé par Boulikas (1988).

Ia figure A montre la représentation schématique des systémes a
deux caomposantes, formés d'histones du coeur nucléosamal, produits
aprés réaction de réticulation en présence de carbodiimide. Ces
systémes sont obtenus a partir de la chromatine entiére. Ia figure B

identifie les histones formant ces systémes.
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Iegelmntxeaussilaprésenced%bandesi_,[/etw. Ces
derniéres identifiées par Boulikas et al. (1980) correspondent a des
systémes & deux composantes formés de l'histone Hl et de 1'histone
H2A. L'agent de réticulation utilisé pour ces résultats était 1'EDAC.
Enfin on retrouve ici aussi la bande ¢ qui, par son emplacement par
rapport aux autres bandes, pourrait étre un systéme a deux composantes
formé de la protéine HMG 1-2 et d'une des histones du coeur
nucléosomal. Notons a ce sujet que la bande ¢ est située au méme

endroit que celle obtenue & partir de la fraction DS.

3.3.2.1 - Spécificité de la liaison protéine
HMG-nucléosome dans la fraction

"noyaux digérés".

Afin de vérifier la spécificité de la liaison électrostatique
protéine HMG-nucléosome dans ces conditions (figure 16), on a déterminé
si les protéines HMG 1-2 restaient liées a la chromatine en augmentant
la concentration en sel dans le milieu. ILes gels de la figure 18
montrent les protéines qui ont été libérées en fonction de la quantité
de chlorure de sodium ajoutée. Les protéines qui restent associées a
la chromatine a ce moment, restent dans le fond du tube avec 1'ADN et

ce culot n'est pas appliqué sur les gels.

Iorsque le milieu ne contient pas de NaCl (gel A), on ne
retrouve pas de protéines reldchées dans le surnageant. Ia chromatine

demeure associée au culot avec les autres composants. A une
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Figure 18

Vérification de la liaison protéine HMG-nucléosome en présence

de différentes concentrations de chlorure de sodium.

Ies échantillons ont été préparés suivant les étapes décrites a
la section 2.2.3.2.1. Les gels en seconde dimension de 1 mm d'épaisseur
possédent 22% d'acrylamide et sont préparés selon la méthode de
Iaemmli. Ils sont colorés au bleu de Coomassie. Ia premiére dimension
a été effectuée sur un gel AU de 0,75 mm. Chacun des gels représentent
les protéines relachées de la chromatine par les concentrations de NaCl

suivantes:

A. 0 M NaCl

B. 0,05 M NaCl
C. 0,14 M NaCl
D. 0,35 M NaCl
E. 0,50 M NaCl

F. 0,60 M NaCl
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concentration en NaCl de 0,05 M (gel B), seulement quelques protéines
chromosomales non histones sont reldchées de la chramatine. A la
concentration (0,14 M NaCl), quelques protéines HMG 1 et 2 sont aussi
reldchées dans le surnageant (gel C). Ces derniéres sont donc liées
plus ou moins spécifiquement & la chramatine. Cependant en augmentant
la concentration de sel a 0,35 M, concentration a laquelle les
protéines HMG sont libérées de la chramatine (Weisbrod et Weintraub,
1979), on note encore la présence des protéines HMG 1 et 2 sur le gel
(gel D). Ia présence des histones Hl et des histones du coeur
nucléosomal y est aussi observée. I1 faut noter que les milieux
contenant les différentes concentrations de NaCl contiennent aussi une
petite quantité de MgCl, (section 2.3.3.2.1.). Ies concentrations de
sel mentiomnées dans la figure 18 sont donc un peu plus faibles

qu'elles le sont en réalité.

A une concentration de 0,50 M NaCl, beaucoup plus d'histones Hl1
et d'histones du coeur nucléosomal se retrouvent dans le surnageant.
Une petite quantité de protéines HMG 1 et 2 y est aussi observée.
Enfin & une concentration de 0,60 M NaCl, les quantités d'histones Hl
et d'histones du coeur nucléosomal reldchées de 1'ADN sont
importantes. Ia chromatine, ou plutét 1'ADN qui reste alors dans le
fond du tube, est translucide et trés visqueuse, cette derniére est

probablement complétement dénuée de ses composantes protéiques.

En résumé, cette expérience montre qu'une certaine quantité de

protéines HMG 1 et 2 est liée spécifiquement a la chromatine.
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3.4 - Hydrolyse acide de la bande ¢ et des histones témoins.

Ia figure 19 montre le gel de la migration des protéines de la
bande ¢ (cbtenue a partir du gel de la figure 16B) et des témoins apres
une hydrolyse acide. Pour chacun des témoins, on cbserve une bande
correspondant & la protéine intacte ainsi que d'autres bandes
correspondant aux peptides résultant du clivage. Le puits # 6 contient

la bande ¢ non clivée.

En examinant attentivement ce gel, on peut observer une
correspondance (montrée par des fléches) entre un peptide produit par
le clivage de la bande ¢ (puits # 4) et un peptide provenant de
1'hydrolyse de 1l'histone H3. I1 en est de méme pour deux autres
peptides produits par 1'hydrolyse de la protéine HMG 1 (2) (puits # 5)
et de la bande ¢ (puits # 4). Notons qu'il est difficile de trouver
plusieurs peptides de clivage correspondant a ceux produits par
1'hydrolyse de la bande ¢ car les protéines non réticulées ne possédent
pas le méme patron de clivage que ces mémes protéines une fois

réticulées.

Afin de mieux interpréter 1les résultats, une analyse
densitométrique de chacun des échantillons du gel de la figure 19 a été
faite. Ie graphique # 1 de la figure 20 montre le profil de densité et
la position des peptides obtenus par hydrolyse de 1'histone H2A. Ie pic
# 3 (123,0 mm) correspond & 1l'histone H2A intacte et les pics # 5

(134,6 mm), 6 (139,5 mm) et 8 (152,6 mm) correspondent aux

92



Figure 19

Migration électrophorétique des témoins d'histones, des

protéines HMG 1-2 et de la bande ¢ aprés hydrolyse acide.

Chacun des puits montre les peptides de clivage dbtenus pour
chaque protéine hydrolysée par 30 mM HCl (105°C) durant 3 heures. Les

chiffres correspondent aux divers puits.

1. histone H1A

2. histone H1B

3. histone H3

4. bande ¢

5. proteine HMG 1-2

6. bande ¢ non hydrolysée
7. histone H2A

8. histone H2B

9. histone H4

Ie gel Laemmli contient 22% d'acrylamide et a été coloré au

nitrate d'argent. Il posséde 0,75 mm d'épaisseur.
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Figure 20

Représentation densitométrique du profil de migration

électrophorétique de chacun des échantillons hydrolysés.

L'intensité de coloration (nitrate d'argent) des gels a été
déterminée automatiquement. Chaque graphique décrit 1'intensité
relative et la position des bandes de migration obtenues des protéines

et témoins hydrolysés suivants:

1. histone H2A

2. histone H2B

3. histone H4

4., bande ¢

5. protéines HMG 1-2

6. histone H3



Absorbance A-axis: is normalized

4

{ A-ain = 0,19 A-aax = 1,09 )

i e EARa L L L R PP PR :;;;F """"""""""""""""""

1.00. ................................................. FEEEEs

T L I L T T T T RS (

0.604

0,501

27

Y-start = 27

Y-stop = 170

( = 40 aicrons )

AREA

REL.
AREA

Y-position (ae) [ $
FEAK POSI- HEIGHT ARER
TICN
# mm ALl AUYmm
1 113.4¢€ ©.18 0.167
2 118.2 0.23 0.9L8
= 12Z. 00 0.90 3.619
4 126.08 0.Z29 1.361
S 174.5¢ 0.235 1.7¢64

Y-step = 1
FOS1- HEIGHT
TION

mm Al
135.52 0.42
151.76 0. 38
152,860 Qe

55.92 0=
15€. 84 C.Z4

~ea
Lo 05

G.B2
é&. 10
S. &6

£.15



Absorbance

0.96 1

[ L T T T I I I AR

0,704

f-axis: is normalized

{ A-min = 0.18 A-max = 0,96 )

LL

I L 3

27[ 46 ;6 Bé 106 136 Iﬂb 166 ;70
Y-position (am) = b Y-start = 27 Y-stop = 170 Y-step = 1 (= 40 microns )
FEAE FOSI- HEIGHT AREAR REL FEAF. FOEI- HEIGHT AREA REL.
TION AREA TION AREA
# mm Al AUXmm % # mm AU AUXmm Z
I7.76 0.21 Z.741 15.5% & 159276 0.3Z 0.927 ZB5
£ 105.24 0.10 0.511 2,12 7 155.80 .26 0.576 239
= 112.04 0.14 0.817 . 8 160,20 0.Z4 1.:593 6.61
4 122.16 0.42 I.718 15.4% 9 16E. 88 0.42 2,727 11.320
S 139.04 0.76 9.491 3I%.Z%¢



Absorbance

0.90

.80

0.704

0.60

0.50

-

0.40

0.30-

R-axis: is norealized

( A-gin = 0.19 A-sax = 1,02 )

Y-position (as)

FEAK - FOSI-

TION
# mm
1 JE. 1&
2 128.92
= 135. 00

4 138.40

AREA

AU¥Xmm

4,090
Z.329
z.eez
Z.85¢6

Y-stop = 170

120

FOSI-
TION

149.56
160.76
1646.48

Y-step =1 (= 40 aicrons )



fibsertance " f-axis: is normalized { f-gin = 0.24 A-sax = 0.Bi ) 90

(=]
oy
L]
- [ S
.

o4cd ‘ B VT
i .

es MDA 11‘& ,
L i o
ton N
H !I A

&R:':‘ .....................
[
o |
q N

.:fd‘\!l" s g owom B R .........AA..........4...............::-.._:..-._.-:_._._.-;..‘.'.—.’.'.-...-..-.’.-:-.-.,.-:-.‘.-.‘::

% S O S P ¥ I v SEE QIS SIS T L 3 5 1 QU I S G it 5

21 4¢ 60 8¢ 100 12¢ 14¢ 160 170

Y-position {am} ! —+$ Y-start = 27 Y-stop = 170 V-step =1 (= 40 microns !

FEAE  FOSI-  HEIGHT AREA REL . i FEAK FOSI- HEIGHT AREA REL.
TION AREA | TION AREF:
# mm AU AUXmm YA H # mm au AUkmm A

1 JE. 48 0.2¢& 2.635 €.168 | 11 103.20 0.41 1.75C S.44
2 68.04 €.20 1.791 S.5¢6 152 106. 460 .39 0.7&0 2.36
put 75.4€ O.4¢ Z.052 .48 1z 1GE. 48 0.32°9 0.£8% 2. 12
< 77.1¢& O.4¢€ T FetS 225 & if 110.049 0.3%9 0. 9E¢ Z

=] 80.44 Q.57 ZUEES 7.6 15 112.34 0.37 1.666 S
T 28 G. 51 0.774 Z.40 | 1& 117.29 .30 0.844 2.68
1 2.1

&
7 E4.44 Q.52 2.853 e.e6 ! 7 120.20 0.23 0.699 .17
e C0. 1% 0.47 1.780 5.5 ¢ iE 127.5¢ 0.25 1.571 4,85
< S.20 0.41 2.427 .. P 132.3¢ 0.26 2. 003 6.22

10 100,40 O. 40 0.706 2.19 =0 144,04 0.23 2.080 b, 4¢



Absorbance 4-3¢js: is noraalized ( A-min = 0.22 8-rax = 0,47 )

27l 4(; 6'0 85 X(;O 12(; 14'0 166 1|70
Y-position (aa) } »  Y-start = 27 Y-stop = 170 Y-step =1 (= 40 sicrons )
FEAK. FOSI- HEIGHT AREA REL. H FEAK FOSI- HEIGHT AREA REL.
TION AREA H ‘ TION AREA
# mm ALl AUXmm % H # mm AU AUXmm YA
1 25.12 0.19 2,030 17.76 i "b 128.40 0.26 1.621 14.04
2 102.92 0.10 1.548 1Z2.41 H 7 170,20 0.2 1.568 3.58
i 109,40 O, 13 0,522 . S5 H B8 179.84 0.18 0. 689 o T
4 11Z.16 O 15 0.564 4,89 i 144,08 .21 1773 153
S 115. 64 (.15 1189 .87 i 10 151.56 0.13 0.066 0.5



Absorbance

0.30

A-axis: is normalized

{ A-win = 0,20 A-nax = 0,92 )

0.20t IR T B SRR ST T - TS SRS S SISSSESe— II"iflf"I"]f%ii
7 120 140 10 170
Y-position (mm) ! —p Y-start = 27 Y-stop = 170 Y-step = 1 { = 40 sicrons )
PEAK POSI- HEIGHT AREA REL. ¢ PEAK POSI- HEIGHT AREA REL.
TIDN AREA | TION AREA
4 mm Al AUXmm % ! # mm AU AlJxmm %
1 28.76 0,08 0,196 0.78 | 11 118.72 0.58 F.07F 12.24
2 Z1.56 0.15 0.314 1.2646 v 12 126. 682 0.4 2.049 8.23
= I35.72 0.25 1.416 5.6% P13 IZ.TA D.70 &.T93  25.66
4 7%.24 C.07 ©.172 l 0.9 H 14 145.84 0.17Z Q.218 0.8
= 77.16 .07 0.224 1.14 i 13 147.88 0.12 0.569 2,29
4 9. 20 0.14 1.417 S. 6% ! 16 153. 22 0.0%9 0.172 0,69
7 ?=.48 G 17 0. 667 2.49 ! 17  1SS.24 0,08 0.472 1.72
8 T 22 18 0.282 157 ! 18 160, 82 ¢. 09 0, 2G5 1.43
S Qh.TA 0,12 0.249 1.00 H i@ 164,028 0,07 0.142 0.57
10 112,44 0.72 L.161 24,77 ! 20 1&£6. A€ 0,08 0,246 Q.95



principales bandes de clivage obtenues & partir de 1'hydrolyse acide de
cette histone. Ie pic # 4 (122,2 mm) du graphique # 2 correspond a
l'histone H2B intacte et ses principaux peptides de clivage sont
obtenus aux positions des pics 5 (139,0 mm), 8 (160,2 mm) et 9 (168,9
mm). Ie profil de migration de 1l'histone H4 hydrolysée (graphique # 3)
montre que le pic # 3 (135,0 mm) correspond a l'histone H4 non clivée.
Ies pics # 4 (138,4 mm) et 5 (149,6 mm) correspondent aux peptides
produits par 1l'hydrolyse de l'histone H4. Malheureusement ces trois
témoins de protéine ne produisent pas de bandes de cl:@vage

correspondant a celles produites par la bande ¢ hydrolysée.

Sur le graphique montrant la courbe de migration de la bande ¢
hydrolysée (graphique # 4), trois principaux pics, correspondant aux
peptides de clivage de cette derniére, sont détectés. Ils sont situés
aux positions 127,6 mm (pic # 18), 132,4 mm (pic # 19) et 144,0 mm (pic
# 20). Précédant ces derniers, il y a un grand nombre de pics qui
correspondent au bruit de fond. On peut retrouver les mémes
correspondances que celles observées a partir du gel de la figure 19.
En effet, sur le graphique # 5 de la migration de la protéine HMG 1-2
hydrolysée, on peut noter un pic (# 9) en position 144,1 mm qui
correspond bien avec la position du pic # 20 (144,0 mm) retrouvé pour
la bande ¢. De plus, le profil de migration de 1'histone H3 hydrolysée
(graphique # 6) montre une correspondance entre le pic # 13 (133,4 mm)
et le pic # 19 (132,4 mm) de la bande ¢ hydrolysée. Notons que deux
autres pics correspondant a des peptides de 1l'histone H3 sont retrouvés
aux pics # 11 (118,7 mm) et 12 (126,7 mm) et que 1'histone H3 non

clivée est représentée par le pic # 10 (113,4 mm).
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Dans le cas du pic # 18 (127,6 mm) du graphique montrant
1'hydrolyse de la bande ¢, il est difficile d'y trouver une
correspondance avec un peptide de clivage produit par une ou 1l'autre
des protéines supposément impliquées dans la réaction de réticulation.
En effet, ce pic (127,6 mm) peut aussi bien correspondre au pic # 12
(126,7 mm) du graphique de 1l'histone H3 hydrolysée qu'au pic # 6 (128,4
mn) du profil de migration de la protéine HMG 1 (2) hydrolysée. Cette

derniére bande est donc ambigle (figure 19).

Au début de chaque tracé des graphiques, on note la présence de
deux pics. Ces derniers correspondent a la migration de la glycine. Ia
position 27 mm sur 1l'échelle de l'ordonnée correspond a l'origine de
migration. I1 y avait trop de bandes (bruit de fond) pour les
échantillons des témoins d'histones H1A et H1B hydrolysés pour que 1'on

puisse les analyser.

3.5 - Disparition des bandes Y et w lors de 1l'ajout des protéines HMG

exogénes aux chaines de nucléosomes.

Ia figure 21 présente la migration, en seconde dimension sur gel
de polyacrylamide, des échantillons réticulés en présence ou non de
protéines HMG. Ie gel A montre 1'échantillon servant de témoin c'est a
dire la fraction NCh réticulée. On remarque la présence des histones
du coeur nucléosomal, des histones Hl et des bandes Vet w. On note

faiblement la présence de la zone des systémes a deux composantes
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Figure 21

Migration en seconde dimension, sur gels de polyacrylamide
(19%), des chaines de nucléosomes réticulées en présence ou en absence

de protéines HMG.

Ies gels de 1 mm d'épaisseur ont été colorés au bleu de
Coomassie. Ia migration en premiére dimension s'est effectuée sur un
gel AU de 0,75 mm d'épaisseur. Ies gels A et B présentent la fraction
NCh réticulée par le réactif EDAC et ce en absence (gel A) ou en
présence (gel B) de protéines HMG. Les échantillons ont été préparés

selon les étapes de la methode décrite a la section 2.2.5.
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formée dthistones du coeur nucléoscmal.

En présence de protéines HMG exogénes, la présence des histones
HI1A, H1B, H2A, H2B, H3 et H4 non réticulées est encore détectée. Ia
zone des systémes &a deux composantes formée d'histones du coeur
nucléosamal est aussi visualisée. Cependant on note l'accentuation de
la bande ¢. De plus, on ne retrouve plus la présence des bandes Y etyw,
bandes de réticulation contenant 1'histone Hl1 (Boulikas, 1980).
L'ajout des protéines HMG aux chaines de mucléosames permet donc

1'accentuation de la bande ¢ et la disparition des bandes B_betw .

Enfin, un faible taux de protéolyse est remarqué sur les gels,
surtout pour les histones H1A et HIB. Ici aussi, la présence des

histones non réticulées montre que la réaction de réticulation n'est

pas canpléte.
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DISCUSSION ET CONCIUSION



4.1 - Extraction des protéines HMG.

Afin de pouvoir atteindre les abjectifs du projet de recherche,
il était important d'cbtenir des protéines HMG 1 et 2 afin de pouvoir
les utiliser ultérieurement dans les réactions de réticulation. Iors de
1l'extraction des protéines HMG a partir d'un hamogénat de thymus de
veau (figure 9), on a pu remarquer une bonne séparation car la présence
des protéines HMG 1 et 2 y est évidente. On retrouve également la
présence des protéines HMG 14 et 17 en plus faible quarrtlté Ce
phénaméne pourrait s'expliquer par un taux de protéolyse plus faible a
1'égard des protéines HMG de hautes masses moléculaires, les protéines

HMG 14 et 17 subissant alors une protéolyse plus rapide.

4.2 - Réactions de réticulation dans les fractions DS et "noyaux

digérés",

I1 était également nécessaire de mettre en évidence une fraction
de la chromatine qui contienne a la fois les histones du coeur
nucléosamal et les protéines HMG 1 et 2, éléments essentiels a la
réalisation du projet de recherche. De plus, il fallait obtenir une
fraction dans laquelle les protéines HMG étaient en contact
électrostatique avec les histones situées a l'intérieur du nucléosome.
En effet, si cette condition n'est pas remplie, la réaction de
réticulation ne sera alors pas significative, les protéines HMG libres
en solution pouvant étre réticulées avec d'autres histones que celle

avec laquelle elles sont en interaction a 1'état natif.
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Par l'analyse sur gel des protéines contenues dans la fraction DS
(figures 11, 12 et 13), on cbserve que cette fraction contient a la
fois les histones du coeur rucléosamal (résultats de la précipitation a
l'acide sulfurique) et les protéines HMG 1 et 2 (résultats de
1'expérience de poly(ADP-ribosylation). Cependant les protéines HMG
contenues dans cette fraction ne semblent pas étre en liaison
électrostatique avec les histones du coeur mucléosomal. En effet, la
figure 15 ne montre pas de trace de protéines HMG 1 et 2 qui auraient
pu migrer avec les nucléosomes. On n'y observe que les bandes
correspondant aux histones du coeur nucléosamal. Comme il n'y a pas de
protéines HMG qui migrent avec les mucléosomes dans le gel d'agarose,
ces derniéres seraient donc, pour la plupart, des protéines reldchées
en solution lors de la digestion & la nucléase micrococcal. Notons que
la migration de la fraction DS sur un gel d'agarose natif a pour but de
ne briser aucune interaction électrostatique durant 1'électrophorése.
De cette fagon, si les protéines HMG 1 et 2 dans cette fraction étaient
liées électrostatiquement aux nucléosomes, celles-ci auraient migré
avec ces derniers et en analysant les bandes ainsi obtenues du gel
d'agarose sur le gel Laemmli, on aurait retrouvé des bandes
correspondant aux histones du coeur nucléosomal ainsi qu'aux protéines

HMG.

Comme les résultats démontrent qu'il n'y a pas d'évidence pour
la présence d'une liaison électrostatique entre les protéines HMG et
les nucléosomes dans la fraction DS, cette derniére n'est donc pas la

fraction recherchée pour les expériences de réticulation.
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Au contraire la fraction "noyaux digérés" semble étre une
fraction qui se préte mieux aux expériences de réticulation. Camme dans
la fraction DS, la présence des histones du coeur mucléosomal
ADP-ribosylées (figure 13) ainsi que les protéines HMG 1 et 2
mono (ADP-ribosylées) (figure 13) est nettement détectée. De plus, 1la
liaison des protéines HMG 1 et 2 aux nucléosames dans cette fraction
semble étre assez spécifique. En effet, a une concentration en sel de
0,35 M (figure 18), beaucoup de protéines HMG 1 et 2 sont reldchées de
la chromatine suggérant que plusieurs de ces derniéres restent liées
électrostatiquement a la chromatine. Il existe donc une spécificité de
liaison, les protéines HMG 1 et 2 ne se liant pas & n'importe quel
site sur le nucléosome. Si cette liaison n'avait pas été spécifique,
les protéines HMG en contact électrostatique un peu partout sur 1le
nucléosome se seraient déplacées a l'ajout d'une trés minime quantité
de sel. les résultats démontrent que certaines sont déplacées a ce
moment, cependant, d'autres restent liées Jjusqu'a 1l'cbtention d'une
concentration de 0,35 M de sel, concentration a laquelle s'effectue
1l'extraction des protéines HMG a partir de la chromatine (Weisbrod et

Weintraub, 1979).

Une certaine quantité de protéines HMG 1 et 2 est donc liée
spécifiquement & la chromatine dans la fraction "noyaux dig ", Ace
sujet il serait bon de noter qu'a partir de résultats de
reconstitution, Bernués et Querol (1989) ont proposé que les protéines
HMG 1 et 2 semblaient avoir des sites de haute et de basse affinité

dans la chromatine.
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Comme la fraction "noyaux digérés" contient a la fois 1les
histones du coeur nucléosamal et les protéines HMG 1 et 2 et que ces
deux éléments sont de plus en contact électrostatique dans cette
fraction, la réaction de réticulation a donc été effectuée dans cette
derniére. L'agent de réticulation utilisé (EDAC) ne 1liant que 1les
résidus en contact, il est fort probable de retrouver un systéme formé
que de deux camposantes soit de la protéine HMG 1(2) et d'une des
histones du coeur nucléosomal.

Ia réaction de réticulation effectuée dans la fraction "noyaux
digérés", (figure 16B), montre des bandes correspordant aux histones du
coeur nucléosamal qui sont assez évidentes & cause de la grande
quantité de protéines retrouvées dans cette fraction. Il en est de méme
pour les bandes correspondant aux systémes a double composantes formés
des histones du coeur nucléosamal. On retrouve la présence des bandes .
et ainsi que d'une nouvelle bande namée ¢. En supperposant les deux
gels (A et B) de la figure 16, il est possible de voir que la bande ¢
n'est pas présente sur le gel A qui contient 1l'échantillon servant de
témoin. Ia bande ¢ est donc une nouvelle bande créée par réaction de
réticulation. Cette bande semble correspondre au systéme a deux
camposantes attendu. En effet, la barde ¢ est située dans la région des
systémes a double composantes et pourrait, par son profil de
migration (masse moléculaire), contenir a la fois la protéine HMG 1(2)
et une des histones du coeur nucléosamal. Notons que cette bande se
retrouve juste sous les bandes },betw . De plus, on ne retrouve plus

les bandes correspondant aux protéines HMG 1 et 2 retrouvées sur le gel
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A contenant 1l'échantillon témoin, bandes qui ont disparu lors de
1'ajout de l'agent réticulant (gel B).

Enfin, la figure 21 montre l'accentuation de la bande ¢ en
ajoutant, aux chaines de nucléosames en solution, des protéines HMG 1
et 2 exogénes lors de la réaction de réticulation. Ceci appuie
1'interprétation que 1la bande ¢ serait le résultat de la réticulation
de la protéine HMG 1(2) avec une histone du coeur nucléosomal. De
plus, si on effectue la réaction de réticulation dans la fraction
"noyaux digérés" préalablement lavée avec des concentrations en sel de
0,14, 0,20 et 0,30 M, on dbtient les mémes résultats (non montrés) que
ceux obtenus sur le gel B de la figure 16. Ceci suggére donc que la
bande ¢ retrouvée sur ce gel (fraction "noyaux digérés" réticulée)
pourrait provenir de deux éléments réticulés ensemble (protéine HMG
1(2) et une des histone du coeur nucléosamal), éléments qui étaient,
avant la réaction, en contact électrostatique spécifique. Ia bande ¢

du gel B de la figure 16 a donc été découpée et analysée.

4.3 - Hydrolyse acide de la bande ¢ cbtemue dans la fraction "noyaux

digérés" réticulée.

L'hydrolyse acide de la bande ¢ ne démontre pas de résultats
trés clairs car il est difficile d'en obtenir de bons avec la méthode
utilisée ici. En effet, les manipulations entourant cette hydrolyse ont
été effectuées 4 maintes reprises pour la bande en question et ce, sans

1l'cbtention de meilleurs résultats. Ceci pourrait étre la cause de
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liaisons intramoléculaires qui peuvent se former lors de la réaction de
réticulation. En effet, méme si l'agent de réticulation utilisé produit
un lien amide entre deux molécules en contact électrostatique, il peut
aussi aider & la formation de liens a l'intérieur d'une méme molécule.
A ce mament, il est dificile d'cbtenir un patron de clivage net car
chaque molécule peut elle-méme posséder une série de liens internes
entre des groupements amines et carboxyliques. L'hydrolyse acide des
témoins d'histones produit de meilleurs résultats qui sont d'autant

plus faciles a interpréter.

On peut enfin remarquer que la réaction d'hydrolyse n'est pas
compléte (figure 19) car il reste une assez grande quantité de
protéines non clivées aprés la réaction. Par exemple, pour le témoin de
1'histone H2A hydrolysée, la bande correspondant a la protéine intacte
demeure la plus dense des bandes contenues dans le patron de clivage.
Néarmoins, on doit faire attention ici. On ne veut pas effectuer une
hydrolyse compléte car 1l'cbtention d'une trop grande série de bandes de
clivage rendrait 1'interprétation des résultats encore plus dificile.
Ici 1'hydrolyse n'est que partielle, elle coupe préférentiellement les
liens Asp-acide aminé contenus dans les protéines. Comme 1l'agent de
réticulation utilisé produit un lien amide entre deux protéines, 1la
situation idéale de ne couper que le lien de réticulation produit lors
de la réaction en présence d'EDAC est impossible a réaliser. Cependant,
on peut dire qu'une trop grande quantité de protéines demeure non
clivée. Il y a un nambre d'unités des résidus Asp chez les histones qui
permet d'obtenir des peptides caractéristiques pour chacunes des

molécules. Seulement les grands peptides de 35 acides aminés ou plus
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peuvent cependant étre analysés dans les conditions d'électrophorése

employées.

Selon les résultats obterus, la bande ¢ serait composée de
1'histone du coeur nucléosomal H3 et de la protéine HMG 1(2). En effet,
1l'histone H3 hydrolysée produit une bande de clivage qui correspord a
une des bandes produites par 1'hydrolyse de la bande ¢. Il en est de
méme pour la protéine HMG 1(2) hydrolysée. Ia bande ¢ serait donc le
produit de réticulation entre ces deux protéines. Sur les graphiques de
la figure 20, les résultats sont plus facile a visualiser. On remarque
que chacun des pics correspondant aux témoins d'histones non clivés se
retrouvent dans le méme ordre (position en millimétre) que celui
Observé sur le gel de la figure 19. Ceci signifie donc que la position

des pics d'un graphique par rapport a un autre peut étre camparée.

On y cbserve aussi la méme correpondance que celle retrouvée sur
le gel de la figure 19. I1 n'y a pas, pour les témoins des histones
H2A, H2B et H4, des bandes de clivage qui correspondent a4 1 mm prés a
une bande d'hydrolyse de la bande ¢. Il y en a cependant pour les
standards histone H3 et protéine HMG 1(2) hydrolysés. Une bande de
clivage de la bande ¢ est ambigle (pic #18, 127,6 mm) mais elle peut
aussi bien correspondre a une bande de clivage de la protéine HMG 1(2)
ou de 1l'histone H3 hydrolysées. Il semble donc évident, selon le patron
obtenu, que la bande ¢ est formée de ces deux protéines. Par Western
blot, on aurait pu démontrer que les complexes étaient composés des
protéines HMG 1 et 2 et H3 ou H3B. L'expérience a été tentée avec la

collaboration précieuse de Sylvianne Muller (Strasbourg), cependant,
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les anticorps dirigés contre les protéines HMG 1 et 2 n'étaient pas
spécifiques. Ies résultats n'ont donc pas été montrés.

Depuis leur premier isolement et leur caractérisation comme
étant des protéines chromosomales, la localisation et 1'interaction des
protéines HMG dans la chramatine a été un sujet de controverse. les
protéines HMG 14 et 17 pourraient étre en interaction avec les points
d'entrée et de sortie de 1'AIN dans le coeur mucléosamal (Mardian et
al., 1980; shick et al., 1985). Par contre, d'autres chercheurs ont

postulé une interaction avec 1'histone H2A (Cook et al., 1986; 1989).

Cependant beaucoup moins d'informations ont été obtemues sur la
localisation des protéines HMG 1 et 2 a 1'intérieur de la chromatine.
Elles sont néammoins deux autres protéines HMG non moins importantes
pour lesquelles la position par rapport a 1'ADN ou aux histones n'est
encore conmue. Par les expériences de réticulation sur la chromatine
digérée en présence de l'agent réticulant a distance zéro (EDAC), on
peut postuler que les protéines HMG 1 et 2 semblent étre en contact
avec l'histone H3 a l'intérieur du nucléosome. En utilisant un agent
réticulant photochimique, 1l'interaction des protéines HMG 1 et 2 avec
1'histone H3 dans la chromatine a déja été détectée (Stross, 1987).
D'autres chercheurs ont obtenu auparavant les mémes résultats,
cependant avec des oligoméres en solution (Bermués et al., 1983; 1986).
Dans ces derniers travaux (Bernués et al., 1986), l'interaction des
protéines HMG 1 et 2 avec les histones du coeur mucléosamal sous forme
de diméres (H2A X H2B) et de tétraméres (H3 X H4), a été étudiée a

1l'aide d'un agent réticulant photochimique. Dans le cas du tétramére,
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1'interaction des protéines HMG 1 et 2 semble se faire via 1l'histone
H3. Avec les résultats décrits plus haut, toutes les interactions
formellement décrites en solution contenant ces oligaméres purifiés ont
été confirmées dans la chromatine. Cependant, par des expériences de
reconstitution, certains de ces chercheurs (Berrués et Querol, 1989)
ont récemment montré que les protéines HMG 1 et 2 sont en interaction
avec les histones H1 et H2A-H2B. Ces derniers résultats viennent donc a
1l'encontre de ceux énoncés ici. Ceperndant comme on a pu le voir plus
haut et méme dans 1l'introduction, ce sujet améne beaucoup de
controverses. Ilyadoncbeaucwpdetravam{éfaireafir;demielm
comprendre la structure de la chromatine, les contacts
histones-histones et la localisation des protéines chromosamales non

histones.

4.4 - Disparition des bandes ¢ et W lors de 1l'ajout de protéines HMG
1 et 2 aux chaines de nucléosomes pour 1la réaction de

réticulation.

Sur la figure 21 on peut noter, lors de 1l'ajout des protéines
HMG aux chaines de nucléosames en présence de l'agent réticulant, la
disparition des bandes Y et w initialement retrouvées dans les chaines
de nucléosomes seules réticulées et la présence de la bande ¢. Ces
résultats suggérent la possibilité que les protéines HMG 1 et 2
compétitionnent pour le méme site sur le nucléosome que l'histone Hl.
En effet, il est conru que les bandes Y et w sont le produit de la

réticulation de 1l'histone H1 avec 1l'histone H2A (Boulikas, 1980). En
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ajoutant des protéines HMG 1 et 2 aux chaines de mucléosomes, il y
aurait alors déplacement des histones Hl (disparition des bandes
et (v ) et liaison électrostatique des protéines HMG 1 et 2 avec une
des histones du coeur nucléosamal (présence de la bande ¢). Ceci n'est
ceperdant qu'une hypothése qui pourrait appuyer celle énoncée par Cary
et al. (1987) disant que les protéines HMG 1 et 2 se lient au lien
d'AIN et déplacent ainsi 1l'histone Hl, donnant un état de la chromatine
qui requiert spécifiquement 1l'absence de cette histone, c'est a dire la

chramatine active (voir introduction).

Cette hypothése va cependant encore a l'encontre des résultats
obtenus par Bernués et Querol (1989) qui mentionnent que les protéines
HMG 1 et 2 ne peuvent remplacer 1l'histone Hl. Néammoins, les résultats
obterus ici ne s'opposent pas a ceux abtenus pour 1l'expérience de
réticulation décrite dans les pages précédentes de ce travail car méme
si les protéines HMG 1 et 2 remplacent les histones H1 sur le
nucléosame ceci n'exclut pas la possibilité qu'elles soient & ce mament
en contact avec une autre histone que celle en contact avec 1l'histone

Hl. Ceci suppose alors des sites de liaison trés prés mais différents.
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