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Résumé

L'interaction des protéines 1 et 2 du grcuça de mobilité

électrojhorétique élevée (protéines HMS) avec l'ootamère d'histones à

l'intérieur du nucléoscane 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 l-^thyl-3-(3-diiTéthylamincprc^l)

carbodiimide, lequel catalyse la formation de liens covalents entre les

résidus de protéines en contact. Les produits formés par la réaction de

réticulation ont été séparés sur m système de gel en deux dimensions

acide-urée/ sodium dodécyl sulfate (SES), excisés et clivés par une

hydrolyse acide partielle. Les constituants p^ïtidiques des bandes

décoijpées ont été ensuite identifiés par électrc^horèse sur gel de



polyacrylamide en présence de SDS. Les résultats montrent que les

protéines HM3 1 et 2 se retrouvent localisées près de l'histone H3 à

l'intérieur du coeur nucléoscraal. En second lieu, l'interaction des

protéines HM3 1 et 2 (extraites de thymus de veau) avec les histones

nucléosGsonales a été étudiée dans un système reconstitué. Les résultats

montrent la disparition des produits de réticulation constitués en

moitié de l'histone H1 lors de l'ajout des protéines HM3 1 et 2. Ceci

suggère le d^lacement de l'histone HL par les protéines HM3 1 et 2

dans la chromatine. Les résultats d'expériences de

poly(ADP-ribosylation) montrent que les protéines HM3 1 et 2 peuvent

être mono(ADP-ribosylées) ccarane l'est l'histone H1 et qu'elles se

retrouvent presque entièrement dans une seiile fraction de la

chrcanatine. Les histones du coeur nucléoscmal sont poly(ADP-ribosylées)

dans les mêmes conditions e}^)érimentales.
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1.1 - la chrcaoaatine.

la chrcmatine est la principale ccnnposante du noyau. Elle est

conposée d'AEN, d*histones et de protéines chrcnioscaxiales ncai histŒies.

De l'ARN nouvellement synthétisé peut aussi être associé à la

chrcanatine.

1.1.1 - L'acide désoxyribonucléique (ADN).

L'AEN est formée de quatre bases; adénine (A), thymine (T),

guanine (G) et cytosine (C), d'xm sucre, le désojQrribose et de

groipements monophosphatœ. Elle code pour l'information génétique

responsable de la biosynthèse d'vm r^)ertoire de plus de 50,000

protéines différentes povur une seule cellule de mammifère. La

structure des ARNs riboscmaux et de transfert, constituants essentiels

pour la biosynthèse des protéines dans le cytoplasme, est avissi encodée

par l'AEN nucléaire. Chaque noyau diploïde de mammifère contient 5 X

Q  , ,

10"^ d'AEN ce qui représente, si l'AEN est sous forme allongée, 170

cm. Pourtant ces molécules s'accommodent dans un noyau de 0,0008 cm de

diamètre. Ceci est possible par 4 niveaux de condensation de l'AEN

double hélice qui requièrent l'aide des histones et la participation

d'un grand roiibre de protéines non histones telles les protéines HM3.

(Boulikas, 1987a).



1.1.2 - Les historiés.

Il y a ciriq principaux types d'histcxies associées à l'AEN soit

les historiés m, H2A, H2B, H3 et H4. Ce sont toutes des protéines de

fciible masse moléculaire et chargées positivement dcxit la structure

primaire a été déterminée chez plx:isieurs espèces. Les histcaies sont

stabilisées dans la chranatine via les interactions électrostatiques de

leurs grxxçiements Lys, Arg et His avec les grocpes phosphates de

l'AEN. On retrouve axrssi des interactions hydrqphcbes, des liens

hydrogènes et des interactions électrostatiques histones-histones

(Boulikas, 1987a).

1.1.3 - Le nucléoscme.

La chrcmatine possède dorx: plusieurs niveaux d'organisation dont

le mieux défini est le nucléoscme. En effet, l'AEN double hélice de

mammifère est d'abord organisée en 25 millions de nucléoscanes

(Boulikas, 1990). Chaque nucléoscane consiste en 200 pb d'AEN associées

avec les cinq histones (Komberg, 1974). Le coeur nucléoscmal est une

particule de 11 X 11 X 5,7 nm, ccaiposé d'un octamère d'histones entouré

par 1,75 tour (145 ï^d) d'AEN siç)erhélice à main gauche (figure 1).

Suivant le modèle de la figure 1, les histones H2A, H2B, H3 et H4

occiçjent l'intérieur du nucléoscane d'où leur vient le ncm d'histones du

coeur nucléosomal. Comme la chromatine est une répétition de

nucléosomes, on sLçpose aussi la présence d'm lien d'AEN présent entre

les nucléoscanes et qui serait, de plias, inportant pour la liaison de



Figure 1

Partie supérieure.

Modèle de la structure du coeur nucléoscsnal proposé par Klug et

al. (1980) . double hélice est r^résenté par m tube de

plastique. Les ncntibres -7 à +7 indiquent les distances le long de

l'AEN pour montrer les 14 tours de la double hélice contenus dans les

146 paires de base d'ADN. La position des nombres correspond

approximativement aux. sites de clivage par la ENase I. L'octamère

d'histones se présente dans l'ordre H2A^ - H2B^ - H4^ - H3^ -

H32 - H42 - H2b2 - im?.

Partie inférieure.

Organisation des histones dans le noyau selon TAN (1989)
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l'histxjne m. Notons que l'histone Hl, ncn pas les histones du coeur

nucléosanal, peut être préférentiellement relâchée de la ehranatine par

extraction avec 0,5 - 0,6M NaCl (Boulikas, 1987a). Ce phéncBuène

reflète donc vme localisation et une stabilité différentes de l'histcne

H1 dans la chrcroatine par report à celles des autres histones. Un

modèle a été proposé dans lequel l'histone KL scelle les deux tours

d'ADN à SOTi point d'entrée et de sortie du nucléosoroe (figure 2). Par

des expériences de réticulation utilisant le

l-éthyl-3-(3-diméthylainincpropyl) carbodiimide (EDAC), Boulikas (1980)

a démontré que l'histone KL est en contact avec l'octamère d'histones

du coeur nucléoscanal, plus particulièrement avec l'histone H2A. Sur le

lien d'ADN, l'histone KL est donc principalement stabilisée par des

interactions électrostatiques avec l'ADN et par formation d'interfaces

hydrophobes avec l'histone H2A dans le coeur nucléosomal.

Contrairement au coeur nucléosomal qui ne possède pas d'histone Hl, le

ohromatosome contient, en plias de l'octamère d'histones, lone copie de

l'histone KL et 167 pb d'ADN.

Constituant le premier niveau de condensation de l'ADN

(Felsenfeld, 1978), les nucléoscmes, à leur tour, forment les struc

tures secondaires, tertiaires et quaternaires encore mal coaiprises de

l'ADN afin de construire les stades intermédiaires de la chrcmatine

condensée jusqu'au ohrcmosome retrouvé durant la mitose. Enfin, il y a

évidence pour soutenir l'idée que la chroœnatine, dans les cellules

eucaryotes, est de plus organisée en domaines, chacun contenant 50 à

1000 nucléoscanes (10 à 200 kb d'ADN). Ceci est possible par la fixation

en boucle de la chrcmatine à ion élément squelettique appelé la matrice



Figure 2

Modèle proposant l'emplacement de l'histone H1 aux points

d'entrée et de sortie de l'AEN du nucléoscane. Les trois nucléoscmes

sont ici considérés ccanme étant vme partie d'un solénoïde contenant 6

nucléoscmes par tour. les acides aminés 40 à 116 (segment hydrcçiic±)e)

sont en contact avec l'octamère d'histones du coeiar nucléoscaial tandis

que les segments N- et C- terminaux interagissent avec le lien d'AEN.

ce lien contient 40 paires de base et forme 0,5 tour faisant ainsi

o

alterner de 180 l'histone H1 à l'intérieur du solénoïde. Ce modèle a

été proposé par Boulikas en 1979.
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nucléaire (Hanoock et Bcfulîkas, 1982) qui est formée par une série

spécifique de protéines ncxi histones (Paulscxi et laeranli, 1977; Hancock

et Hughes, 1982). Dans une boucle de chronatine, les nucléoscsoes

peuvent être arrangés en ligne, sous forme de solénoïde ou de

siçjersolénoïde.

1.1.4 - Etats de la chranatine.

La dhrxsnatine peut se présenter sous trois états différents;

soit sous forme de chrcmatine transcriptionnellement active (gènes

spécifiques au type cellulaire, gènes représentés en ARNm), de

chronatine transcriptionnellement inactive ou de chranatine inactive

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

La chronatine transcriptionnellement inactive est sous forme

condensée et est souvent en contact avec l'envelc^pe nucléaire (Fakan

et Berhhard, 1971) tandis que la chronatine transcriptionnellement

active est sous forme décondensée et est préférentiellement digérée par

la ENase 1 dans les noyaux intacts (Weintxaub et Groudine, 1976).

L'histone Hl, cornue in vitro pour condenser la chranatine (Renz et

al., 1977), existe en quantité minimale ou même est totalement absente

des fractions de la chromâtine active. Ainsi, les chronatines

transcriptionnellement et potentiellement actives peuvent être plus

accessibles aux. nucléases à cause du plus grand nonbre de molécules de

nucléases accessibles par nucléosone dans la chranatine dispersée

(fraction active) que dans la chrcmatine condensée (fraction inactive).
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Goodwin et al. (1979) et Jackson et Rill (1981) ont démontré que les

Ghromatines transcriptionnellement et potentiellement actives sous

forme de mononucléosomes représentent une fraction soluble sous

conditions ioniques physiologiques, dénuée d'histones H1 et enrichie en

protéines HM3. Enfin, un haut taiox d'histones du coeur nucléoscmnal

acél^lées, spécialement pour H3 et H4, peuvent être associées avec la

chronatine active (Chahal et al., 1980).

Il existe donc des variations dans la structure des

nucléosomes. Cette variation est due à la présence des formes

multiples des histones, à des modifications post-transcriptionnelles

variées se produisant sur des sites spécifiques dans la structure

priitaire des histones et à la fixation des protéines non histones,

principalement les protéines HM3 aux. nucléosomes.

1.2 - la réaction de poly(ADP-ribo^lation).

La réaction de poly(ADP-ribosylation) peut être envisagée comme

étant une modification post-transcriptionnelle telle que la méthylation

et l'adénylation des protéines. Ce qu'il y a de particulier c^)endant,

est que les résidus formés n'affectent pas seulement la fonction de la

protéine cible à travers les modifications covalentes. En effet, par

leur longueur hétérogène, leur cxmplexité et leur charge, ces résidus

peuvent aussi agir indépendamment sur d'autres molécules de façon non

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

Durant cette modification, le groiçement adénosine diphosphate

ribose du NAD"*" est enzymatiquement transféré aux histones et à

d'autres protéines. La figure 3 présente la nature chimique du

polymère ainsi que les enzymes inpliquées dans la synthèse et la

dégradation de ce dernier (Boulikas, 1988). La structure primaire du

poly(ADP-ribose) a d'abord été élucidée par le groiçe de Mandel

(Chambon et al., 1966; Doly et Peter, 1966). Les groiçements

poly(ADP-ribose) sont attachés à la protéine via l'atome d'ojqngène des

groupements carboxyliques des résidus d'acide glutamique ou des

groupements carboxy-terminaux pour former des liens Oglycosides

(Mandel et al., 1982). Il y a introduction de 1,7 charge négative pour

chaque ADP-ribose ajouté ( pH 7,0). Deux réaction sont alors

présentes soit l'élongation qui forme un squelette ribose a (1 -

2 * ) ribose-phosphate-phosphate et le branchement qui se produit à

chaque 30 à 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 polymère est branché à chaque dizaines de résidus d'ADP-ribose.

Néanmoins, le polymère poly (ADP-ribose), retrouvé dans les cellules

eucaryotes, constitue des chciînœ de longueurs variables cillant de 2 à

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

1.2.2 - Enzymes inpliquées dans la réaction de poly-



Figure 3

Schéma montrant la structure du polymère de poly(ADP-ribose) et

les enzymes iirpliquées dans sa synthèse et sa dégradation (Boulikas,

1987a).
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(ADP-ribo^lation).

L'enzyme responsable de la formatlcn du polymère soit de la

monomodification du groupement carboxylique, de l'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

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

Acc^jteur + hNAD^ AEN ^ Accepteur-fADP-ribose^ n + nH^

poly(ADP-ribose) + n(nicotinamide)

polymérase

Les enzymes poly(ADP-ribose) glycohydrolase (Ueda et al., 1972;

Miwa et al., 1974) et ADP-ribo^l protéine lyase (Oka et al., 1984),

sont normalement présentes dans les cellules eucaryotes et dégradent le

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

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

Parmis les aco^jteurs pour les produits de réaction, on retrouve

les histones (Yoshihara et al., 1981), les protéines HM3 (Reeves et

al., 1981), la tcpoiscmérase I (Ferro et Olivera, 1984), la ENA ligase

II (Yoshihara et al., 1984a et 1985b) ainsi que la polymérase elle-même

(Kawaishi et al., 1981). D'autres auteurs ont également démontré que

les histones du coeur nucléoscanal étaient poly(ADP-ribosylées) dans des
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noyaux et des nucléoscsnes (Giri et al., 1978; Hulteslqr et al., 1985).

ISie caractéristique ccmnune des accepteurs semble être leur c^)acité

d'interaction avec l'AEN. Notons à ce feiit que pl\js de 95% de la

réaction de poly (ADP-ribosylation) est confinée au ccBopartiment

nucléaire. L'évidence biologique suggère que cette réaction est

iirpliquée dans les fonctions majeures de la chromatine telles que la

réparaticai de l'AEN (Boulikas, 1989), la r^licatioi et l'activité

transcriptionnelle (Althaus et Richter, 1987).

Enfin, d'vm point de vue technnique, les protéines HM3 et les

histcxîes peuvent être visualisées par autoradiogr^iiie après incubation

des noyaux avec du NAD^ marqué au phosphore-32. Cette méthode

demeure dcx)c une façon utile de vérifier la présence ou l'absence de

ces protéines dans diverses fractions de la ehromatine.

1.3 - Les protéines HMS.

1.3.1 - Ercpriétés générales des protéines HM3.

Les protéines HM3 sont parmis les protéines non histones les

plus abondantes. (Butler et al., 1985). Leur nom abbrévié provient de

protéines non histones de grotpe de haute mobilité et indique leur

migration r^ide sur gel de polyacrylamide (Boulikas, 1987a). Ces

dernières se retrouvent chez les animaux, les plantes et les

chaitpignons (Spiker et al., 1978; Weber et Isenberg, 1980; Mayes,
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1982). Les protéines HMG rart été isolées initialement de thymus de

veau (Goodwin et al., 1973). Sur vme base opérationnelle, les

protéines HWG peuvent être largement définies coarane étant des protéines

solubles dans 2% (P/V) ATC ou dans 5% (V/V) APC; associées à la

chrcraatine, elles peuvent être extraites par 0,35 M NaCl. Ccrame les

histones, les protéines HMC sont aussi sujettes à des modifications

post-transcriptionnelles.

Chez les mammifères, il y a s^jt principales protéines dans

cette classe dont les protéines HM3 1,2,14,17 et 20. la protéine HM3 20

est l'xibiquitine. On retrouve aussi les protéines HM3 I et HM3 Y. Les

nombres manquants dans cette littérature étaient originellement

assignés à des bandes qui ont été plias tard identifiées ccsnoDue étant des

produits de protéolyse (Boulikas, 1987a). D'^rès leurs massœ

moléculaires et leurs propriétés biochimiques, les protéines HM3 sœt

regrotç»ées en 2 familles soit les protéines HM3 de hautes masses

moléculaires; les HMS 1 et 2 (Mr: 26 000 - 29 000), et les protéines

HM3 de basses masses moléculaires; les HM3 14, 17 (Mr: 9 000 - 10 500)

(Stros et al., 1985), I et Y. Les protéines HMG 1 et 2 ont une charge

nette négative opposée à la charge nette positive des protéines HMS 14

et 17. Ces deux groiçes de protéines ont été associés avec les régions

de la chranatine transcriptionnellement active (Levy et al., 1979). Les

deux protéines HMS de basses masses moléculaires, HMS I et HMS Y,

constituent un groupe de protéines qui diffèrent des protéines bien

caractérisées, HMS 14 et HMS 17 (Karlson et al., 1989). la protéine HMS

I, aussi connue sous le nom de protéine a (Stauss et Varshavsky,

1984), est la plus étudiée de ce groipe. Notons, de pli:is, que la



17

protéine désignée HMG Y par lund et al. (1983) est xm isofonne de cette

dernière (Lehn et al., 1988).

Enfin conime on retrouve 10^ à 10® copies de chacune des

protéines HM3 par ncfyau cellulaire, soit 1 protéine HM3 à chaque 5 à 10

nucléosomes, ces dejmières composent dmc la majeure classe de

protéines non histone. C'est pourquoi, en croit qu'elles sont

inpliquées dans la structure de plus haut ordre de la chrcmatine et non

impliquées dans le contrôle spécifique des gènes (Walker et al.,

1980a). Par contre, les résultats de Dorbic et Wittig (1987) montrent

qu'il y a des protéines HM3 14 et 17 dans la région codante du gène

d'ovalbumine du poulet et non en amont du point d'initiation de la

transcription. Le rôle des protéines HM3 demeure donc assez confus

quoique l'ensemble des résultats ejqjérimentaux suggère une activation

transcriptionnelle des gènes (voir section 1.3.6).

1.3.2 - Structure des protéines HMG 1 et 2.

Plusieurs protéines HMG 1 et 2 obtenues à partir de thyimis de

veau ont été séquencées (Walker et al., 1980a). D'autres informations

sur la structure primaire de ces protéines proviennent du séquençage

des cADNs (Lee et al., 1987; Tsuda et al., 1988). Des études

sérologiques suggèrent que les deux protéines diffèrent seulement de 6

à 8% dans toute leur structure et qu'elles sont très conservées à

travers différentes espèces (Rcmani et al., 1979). Leurs structures

natives sont approximativement formées de 40 à 50% d'hélice a (Cary et
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al., 1976). IM point à noter chez ces protéines est que plias de 50% de

leuors orésidus d'acides aminés sont chaorgés. OcDioe chez les histcnes,

25% de ces derniers sont basiques. C^iendant, au contraire des

histones, les deux protéines ccntiennent aussi 30% d'acides aminés

acides (Walker et al., 1980b). Ces résidus sOTt assymétoriquement

distribués dans 3 domaines structuraux dont deux, i^éférés aux domaines

N-terminal et central, sont basiques. Le domaine C-terminal contient

un grand nombire de irésidus acides (KeecHc et al., 1982; Cary et al.,

1983).

1.3.3 - Fonction des protéines HM3 1 et 2.

Le rôle des protéines HMG 1 et 2 dans la structure et le

fonctionnement de la chrcmatine demeure encoare peu connu mais, leur

capacité d'influencer la stabilité de la double hélice d'AEN

(Javaherian et al., 1978, 1979; Yoshida et al., 1984), leur liaison

préférentielle à l'AMI siirple brin (Isackson et al., 1979; Bonne et

al., 1982), leiar médiation in vitro à associer les histones en

tétramères et en octamères et à les assembler avec l'AEN pour former

les nucléosomes (Bonne-Andrea et al., 1984) suggèrent leur implication

dans la structure de la chrcmatine (Stross et al., 1985). C^)endant,

leur rôle reste mal défini; certains résultats semblent même

contradictoires. Par exemple, Waga et al. (1989) ont démontré que les

protéines HM3 1 et 2 srçpriment l'assemblage du nucléoscme à force

ionique physiologique, ce qui s'oppose à ce qui a été énoncé

précédemment (Bonne-Andrea et al., 1984). Ce résultat pourrait être dû
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aux différentes techniques utilisées. Par contre, certains auteurs ont

démontré que la liaison des protéines HM3 1 et 2 causerait soit un

déroulement (Duguet et De Pecondo, 1978), soit xxie si:ç)erenrouleinent

local de l'hélice d'ADN (Bonne-Andrea et al., 1984) selon les

conditions e2^)érimentales. Il a aussi été noté que la protéine IMS 1

semble reccxinciitre spécifiquement les structures d'AEN cruciformes.

Elle peut donc ciinsi jouer un rôle dans la recontoinaison génétique ou

dans le contrôle de l'e^ressicai de gènes spécifiques contenant des

séquences palindromes (Bianchi et al., 1986).

En somme, les protéines HM3 1 et 2 pourraient être impliquées

dans plusieurs processus nucléaires. Entre aiitre, elles semblent

affecter l'ARN polymérase III en stimulant la synthèse des produits de

réaction de cette enzyme soit l'AE?N ribosomal 5S et les précurseurs de

l'ARN de transfert (Stoute et Marzluff, 1982). Les résultats de

Tremethiok et Molloy (1986, 1989) sont en accord avec ce résultat en

démontrant que les protéines HMG 1 et 2 peuvent stimuler la

transcription en agissant sur les promoteurs des ARN polymérases II et

m. De plus, même s'il n'existe pas de preuve directe pour les rôles

spécifiques de ces protéines, il a été observé que le taux de protéines

HM3 2 va de pair avec l'activité prolifératrice des cellules (Seyedin

et KListler, 1979) et que le taux des deux protéines est diminué et

même indétectable dans lœ cellules en terminaison de différentiation

(Seyedin et al., 1981). La protéine HM31 du foie de rat stimule les

AMI polymérases lorsque les cellxoles entrent en phase de synthèse d'AEN

(Bonne et al., 1982). Il a été aussi suggéré que la partie C-terminale

acide des protéines HMG 1 et 2 (Tremethicik et Molloy, 1989) peut être
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directement impliquée dans 1 ' activaticai transcriptionnelle. Cette

suggestion provient de la règle de Pfcashne (1988) qui énonce que les

activateurs transcriptionnels doivent r^xxidre à deux exigences; soit

celui de posséder un domaine de liaison à l'AEN et celui d'e^iposer vne

surface chargée négativement. Les protéines HM3 1 et 2 possèdent ces

deux caractéristiques. Elles se lient à l'AEN (Solomcn et al., 1986;

Blanchi et al., 1989) et ccntiennent une porticxî très acide d'envirm

41 résidus d'acides aminés.

Enfin, par le fait que les protéines HM3 1 et 2 lient

préférentiellement les simples brins d'AEN, certcdns auteurs proposent

un rôle d'aide pour l'ouverture des deux brins lors de la transcription

ou la r^lication. Sioivant cette suggestion, elles joueraient le rôle

de protéines déstabilisatrices d'AEN (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 à ce que

les protéines HM3 1 et 2 entrent simultanément en interaction avec

l'AEN et les protéines associées à celle-ci. (Bemués et al., 1986).

Par exemple, Isacikson et al. (1981) ont r^jporté que les protéines HM3

1 et 2 se liaient plus fortement à la chrcmatine qu'au double brin

d'AEN dénué de ses protéines.

Une digestion très douce avec la nucléase micrococcale produit
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m relâchement de mono- et de courts oligonucléoscraes enrichis en

protéines HMS 1 et 2, mais apauvris en histœe H1 ou H1 et H5 selon le

tissu utilisé (Jackson et al., 1979; Chambers et Rill, 1984a). Bar ce

relâchement préférentiel durant les ét^jes initiales de la digestion,

les protéines HMS de hautes masses moléculaires sont probablement liées

à la ohrcmatine active et localisées sur le lien d'AEN, de façx>n

similaire aïK histones dites "spécifiques au lien d'AEN" soit les

histones H1 et H5 (Levy et Dixon, 1978). Une hypothœe a donc été

émise suggérant que les protéines HM3 1 et 2 se lient au lien d'AEN et

déplacent ainsi l'histone Hl, donnant vm état de la ohrcmatine qui

requiert spécifiquement l'absence de cette histone, c'est-à-dire la

ohrcmatine active (Cary et al., 1984).

D'autres résviltats ont été obtenus à partir d'es^jérienoes

utilisant le formaldéhyde coamme agent réticulant. Stross et al. (1985)

ont démontré qu'^proximativement deux molécules de protéines HM3 1 et

2 sont liées par particule nucléosomale d^xDurvue d'histone m et H5 et

possédant vme longueur d'environ 185 pb. En utilisant les mêmes

techniques, aucune liaison n'est c±)servée dans le cas des coeurs

nucléosomaux possédant une longueur d'AEN d'environ 145 pb. Auparavant,

par électrophorèse sur gel, il avait été conclu qu'une molécule de HM3

1 et 2 se liait aux 40 pb du lien d'AEN (Sohrdfer et Bode, 1982). Par

des expériences de réticulation photoohimique, Bemués et cil., (1986)

ont démontré que les protéines HM3 1 et 2 interagissent avec le dimère

H2AXH2B et aiossi avec le tétramère (H3XH4)2. 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 modèle a été prcposé pour montrer

les interactions protéine HMS 1, 2-AEN dans la chrcmatine entière

(figure 4).

1.3.5 - Structure des protéines HM3 14, 17 et I.

Les protéines HMG 14 et 17 sont de petites protéines

chromosomales stiucturellement et foncticainelleinent très similaires.

Elles possèdent peu de grotpements non polaires, pas de groupements

arcaiatiques, un grand ncsttore 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) à partir de thymus de veau

et par landsman et al. (1986a et b; 1989) à partir de cultures de

cellules humaines. Les séquences primaires ont été très conservées

durant l'évolution (Landsman et al., 1988; Srikantha et al., 1988).

Les protéines HMG 14 et 17 sont enroulées au hasard en solution mais

constituent des éléments structuraux plus définis lorsqu'elles sont

liées à la chrcmatine (Bradbury, 1983). la structure primaire de la

protéine HMG Y humaine a été établie exc^ïté pour quelques acides

aminés situés dans les parties N et C- terminales de la protéine. De

plus, il a été observé que cette séquence est identique à celle de la

protéine HMG I, à l'exc^tion de seulement 11 acides aminés (Karlson et

al., 1989). D'autres informations ont été rapportées par Jchnson et al.

(1988) telles que la séquence ccarplète du cACN de souris, la structure



Figure 4

Modèle proposé pour démontrer les interactions entre l'AEN et

les protéines HMS 1 et 2 dans la chroîtatine entière (Scovell et al.,

1987). les protéines HMS 1 ou 2 entrent en interaction avec l'AEN dans

le sillon majeur de l'AEN intemucléoscmal. le schéma montre ici m

segment de chrcanatine contenant deux nucléoscsnes.
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géncanique et l'expression tissulaire des protéines HMG-I(Y).

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

Les protéines HM3 de basses masses moléculaires scart relâchées

sélectivement de la chrcmatine par le traitement des noyaux à la ENasel

sous des conditions qui dégradent préférentiellement les gènes actifs

(Vidali et al., 1977; Levy et al., 1977). La présence de ces protéines

est ̂ parerament requise pour la sensibilité à la ENase I observée chez

la chrcmatine transcriptionnellement active. De plus, cette

sensibilité peut être restaurée en reconstituant la chrcmatine (lavée

préalablement avec 0,35M NaCl) avec des protéines HMS 14 et 17

(Weisbrod et Weintraub, 1979; Gazit et al., 1980). Ces observations

ont donc mené à l'hypothèse que ces protéines seraient des protéines

structurales dans la chrcmatine active (Butler et al., 1985) et

potentiellement active, et pourraient être inpliquées dans quelques

aspects de la régulation et de la transcription des gènes (Landsman et

al., 1986). En effet, il a été suggéré que les protéines HMS 14 et 17

peuvent conférer des propriétés uniques aux régions de la chrcmatine

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

Cette hypothèse est également appuyée par des expériences de

reconstitution avec des nucléoscmes isolés (Sandeen et al., 1980), par

des expériences qui ont indiqué que la microinjection d'anticorps

anti-HMS 17 dans les cellioles scmatiques inhibe la transcription (Einck

et Bustin, 1983), par des études d'immunofluorescence qui ont indiqué
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que les antiœrps dirigés œntre la protéine HM3 14 œlorent les

régions actives des chromoscmes polytènes (Westemiann et Grossbach,

1984), par des eîç)ériences d'iinrauno-fracticnnement qui ont démcntré que

les régions de la chroaaatine enrichies en protéine HM3 17 sont

enrichies de gènes transcripticnnelleinent actifs (Drukmann et la.,

1986) et d'histones acétylées (Malik et al., 1984) et par des

expériences d'iinmuncprécipitation avec les anticorps spécifiques qui

ont montré que cette protéine est associée avec des gènes transcrits

activement (Dorbic et Wittig, 1986; 1987). Il ^:parait ainsi que les

protéines HM3 14 et 17 pourraient maintenir des chaînes de nucléoscmes

spécifiques dans une conformation transcriptionnellement active.

Certains auteurs (Vfeisbrod et Weintraub, 1981) ont même, en prenant

avantage de la spécificité cxannue d'interaction des protéines HM3 14 et

17 avec la chrcroatine active, réticulé ces protéines à l'agarose pour

en faire une colonne servant à purifier les nucléoscmes actifs par

affinité.

C^jendant, 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 possèdent aussi une affinité préférentielle pour les

simples brins d'AEN. Weisbrod et Groudine (1980) ont suggéré m rôle

ccamme protéines pouvant ouvrir les nucléoscmes durant la transcription

ou la r^lication. Pour ce qui est des protéines HMS I, il a été

cAîservé qu'elles se retrouvaient préférentiellement dans les cellules

en phase de division active (Lund et al., 1983; Eltcn et Reeves, 1986).

En effet, il a été démontré que les protéines HM3 I sont présentes à vm

niveau élévé dans les cellules en état de prolifération ccraparé à celui
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retouvé dans les oelliales qui ne se divisent pas. Ce fait amène donc la

possibilité de penser que les protéines HM3 I peuvent être requises

pour la prolifératicMi de certaines celliiLes (Goodwin et al., 1985).

Selon œrtcdnes e^ipériences, il emparait que les protéines HMS I

se lient spécifiquement à la région 3*- non traduite (motif (TAîrT)n

conservé) du cAEN de 1 'interleukine - 2 de bovin (Reeves et al., 1987)

et aux régions riohes en A et T retrouvées dans la partie 3'- ncn

traduite des autres gènes de mammifères (Russnak et al., 1988). Cîes

protéines HMG pourraient donc jouer un rôle comme régulateur de

l'activité post-transcriptionnelle d'ime clcisse spécifique de gènes

ccsrprenant ces séquences. Bar ailleurs, il a été observé que les

protéines HMS I pouvaient jouer un rôle dans la mise en phase des

nucléosomies retrouvés dans 1 'AEN-satellite des singes verts d'Afrique

(Soloœnon et al., 1986), dans les intéractions AEN-matrice nucléaire

(Elton et al., 1987), dans la condensation de la chromatine

mét^iiasique (lund et al., 1983) et dans la mturation de la fin 3' des

gènes (Reeves et al., 1987; Russnak et al., 1988). Enfin, Eokner et

Bimstiel (1989) ont fait e:q)rimer les cAENs codant pour les protéines

HM3 I et HMG Y dans une bactérie. A ce moment, les deux protéines se

lient spécifiquement à l'octamère ATGC AAAT retrouvé dans la région

prcmnotrice des chaînes légères des iramunoglobulines suggérant que les

modifications post-transcriptionnelles ne sont pas nécessaires pour

leur liaison spécifique à l'AEN.

1.3.7 - localisation des protéines HMS 14, 17 et I.
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Plusieurs travaux cait été effectués concernant la localisation

des protéines HMG 14 et 17 dans le nucléosane. Des données

indicatrices sur la localisation exacte des protéines HM3 proviennent

d'e5Ç)ériences de digestion à la ENase I de coeurs nucléosonaux enrichis

ou non en protéines HMG 14 et 17 (Mardian et al., 1980). La Dnase I

est connue pour produire xme série de coiçiures à l'intérieur des 146 pb

d'AEN entourant le coeur nucléoscamal. i^rès liaison des protéines HMG

de basses masses moléculaires, l'activité de l'enzyme est diminuée à

deux sites en particulier tandis que les autres sites possèdent xme

activité qui est augmentée. Les deux sites le long de l'AEN où la

diminution de l'activité enzymatique a été observée peuvent alors

r^résenter les sites de liaison des protéines HMG 14 et 17, soit

d'environ 20 à 25 pb à partir de chacun des bouts 5' et 3' de l'AEN.

Cette association HMG-histones causerait alors une neutralisation

partielle des charges positives des histones rendant les régions d'AEN

adjacentes plus accessibles à la DNase I (figure 5). Cette

loccilisation a été aussi confirmée par des expériences de réticulation

protéine-AEN (Shick et al., 1985) et pjar 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 être liées fortement mais de

façon réversible sur chaque nucléoscîne.

Par des expériences de réticulation en présence d'iminothiolane,

Cook et al. (1986), ont suggéré que la protéine HMG 17 est localisée

près du dŒnaine globulaire de l'histone H2A à l'intérieur du nucléoscane



Figure 5

Modèle r^résentant la localisation de la protéine HM3 14 sur le

nudéosomtie déterminée par digestion à la désoxyribonucléase 1. Dans ce

modèle, la portion de liaison à l'AEN d'xane molécule d'HMS 14 est liée

à l'AEN nucléoscmal a\3X sites 1 et 2 (sites 13 et 12 sur le brin

complémentaire) et protège cette région de la réaction. La 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 à la DNase 1. Ceci

explique l'augmentation de l'activité enzymatique aux sites 9 et 10

(sites 5 et 4 sur le brin ccaiplémentaire). (Iferdian et al., 1980).
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Figure 6

Partie supérieure.

Modèle montrant les sites de liaiscai de la protéine HM3 17 dans

le (xeur nucléoscmal. Les astérisques montrent ^proximativement les

sites de réticulation HM3 14/17-AEN soit aux positions - 0,25, 125 et

43 paires de base à partir de chaque bout 5' de l'AEN nucléoscaral. Les

régions pointillées (0 - 20 pb ET 120 - 140 pb) sont protégées de la

digestion à la ENase I (Cook et al., 1986).

Partie inférieure.

Modèle montrant le mode de liaison des protéines HM3 14/17 sur

le coeur nucléoscaial. Le bout terminal OOŒ de la protéine HM3 17

interagit avec l'histone H2A. Une seconde molécule de HM3 17 se lie à

la face cçposée du coeur nucléoscmal. La longueur du squelette de la

protéine HM3 17 n'est pas à l'échelle (Cook et al., 1989).
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(figure 6a). En 1989, par spectroscopie de réscamanoe magnétique

nucléciire, oertciins de ces auteurs, (Oocik et eil., 1989), ont approfondi

ces résultats et démontré que la molécule entière de HM3 17 entre en

interaction avec le coeur nucléosomal dans ces conditicais de force

ionique physiologique. la région C-tenninale acide se lie pliis

faiblement à l'AEN tandis que la région centrale basique se lie plus

fortement à l'AEN du coeur nucléosomal. Ils concluent eilors que c'est

le grotpe Otenninal de la protéine HM3 17 qui interagit avec l'histone

H2A et prcçosent alors un autre modèle (figure 6b).

En étudiant l'effet de la prtotéine HM3 17 sur la stabilité

thermique des oligonucléosomes, Yau et al. (1983) ont conclu qu'il y

avait deux sites de liaison pour la prxjtéine HM3 17 par nucléosome. Ces

sites sont localisés entre les points d'entrée et de sortie du

nucléosome et la région centrale d'ADN fortement complexée. Les mêmes

auteurs ont ensuite démontré qu'il existait aussi deux sites de liai.son

pour la protéine HM3 17 et ce, par nucléosome contenant des protéines

histones acétylées.

Enfin, par des ea^ériences de dispersicxi de neutrons, Uberbaoher

et al. (1982) ont démontré qu'il était apparent que la liaison des

protéines HMS 14 aux nucléosomes de la oiuxmatine entière est la cause

des changements subtils à la conformation de la stperhélice d'ADN et

que cette liaison ne produit pas de changement majeur au niveau du

réarrangement des histones du coeur nucléosomal. Tous leurs modèles

montrent une aiigmentation radiale de la stqperhélice d'ADN par un léger

déroulement de la si:perhélice. Des techniques de biréfringence de flots
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(Harringtcai et al., 1982) ont aussi démontré l'augmentation radiale de

la siçerhélice d'AEN des nucléosones ccnoprenant la protéines HM3 14.

1.4 - Agents de réticulaticai.

La plupart des informations obtenues s;ir les contacts

histone-histone et histone-protéine chromosomale non histone

proviennent de réactions de réticulatic»! chimiques effectuées sur la

ehrostnatine. Les iréactifs les plus utilisés sent ceux communément

appelés "agent de réticulation à distance zéro". On retrouve dans

cette classe le tétranitrométhane, l'irradiation axix rayons

ultraviolets, l'ojq'dation des grxxçeroents sulfydryles en disulfures et

les carbodiimides. Ainsi comme ces agents ne possèdent pas de bras

pour lier les deux molécules en contact, il y aura alors établissement

d'un lien covalent entre ces deux dernières et ce, seulement si elles

se trouvent en contact électrostatique.

L'agent de réticulation utilisé dans le présent travail est le

l-éthyl-3-(3-diiiiéthylamincprcpyl) carbodiimide ou EDAC. Ce dérivé

carbodiimide catalyse principalement la formatic»! de liens amides entre

les groiçjements carbojqrliques et aminés des protéines qui sont en

interaction électrostatique. La capacité des carbodiimides à réticuler

les histones dans la chromatine est grandement réduite avec

l'accroissement de la force ionique, démontrant ainsi que les

groupements réticulés se trouvent à une distance permettant

l'interaction ionique (Boulikas, 1987a).
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1.5 - But du travail.

Le but du présent travcdl est d'étudier 1 • interactiŒi des

protéines HM3 1 et 2 avec l'octamère d'histones à l'intérieur du

nucléoscœae et leur niveau de poly(ADP-ribosylatiŒi).

A l'aide de l'agent réticulant EDAC, il est théoriquement

possible de déterminer la localisaticai des protéines HM3 1 et 2 sur le

nucléosane, à savoir avec quelle histone du coeur nucléoscaial ces

dernières seront réticulées. J^rès réticulation, il y aura alors

formation d'un dimère. Ce dernier peut être brisé par des techniques

de clivage chimique ou enzymatique cifin de permettre l'identification

de chacune des deux molécules en contact.

En effet, lors de l'ajout de l'agent réticulant à la chromatine,

il y aura formation d'un lien amide entre les molécules en contact

électrostatique. Par exeitple, les histones H2A, H2B, H3 et H4, qui

occiçent l'intérieur du nucléoscme, vont former entre elles une série

de systèmes à deux ccaiposantes. Les protéines HM3 1 et 2, démontrées à

être en interaction électrostatique avec les histcxies du coeur

nucléoscanal, devraient donc, à leur tour, former un dimère avec une de

ces dernières. Etant donné leurs masses moléculaires plus élevées, les

dimères ainsi formés seront facile à situer; leur vitesse de migration

sur gel d'électrcphorèse sera moins rapide que celle des molécules

seiales. la bande attendue à contenir à la fois la protéine 1(2) et
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lane des histone du coeur nucléosonal sera décoiçée.

Une hydrolyse acide permettxa de briser le dimère en plusieurs

p^ïtides. En parallèle, des histraies et des protéines HM3 1 et 2 de

référence subiront le même traitement. En comparant les peptides de

clivage obtenus pour ohacun des témoins avec ceux obtenias pour la bande

découpée, il sera alors possible d'identifier chacun des deux

constituants du dimère. Ce résultat va donc permettre l'identification

de l'histone du coeur nucléosomal en contact électrostatique avec la

protéine HMG 1(2).



MATRRTRT. ET MEMHDDES
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2.1 - Matériel.

Les thymiis de veau ont été obtenus à l'abattoir Giroux

(Broiptonville) que les l^ins proviennent de l'animalerie de la

faculté de médecine de l'Université de Sherbroolœ

Le bleu de Cocmassie brillant R-250, la pyronine Y, le sucrose,

le SDS, le bleu de brcancphénol et l'agarose (ultra pure ENA grade) ont

été fournis par la compagnie Bio-Rad Laboratories, Mississauga,

Ontario. La nucléase micrococcale, le sulfate de protamine, le

2-inercaptoéthanol, le TLCK et le broraure d'éthidium proviennent de la

compagnie Sigma Chemical Co., St-Iouis, Missouri. Le l-éthyl-3-

(3-diméthylamincprcpyl) carbodiimide et le Triton X-100 sont de Pierce

Chemical Co., Rockford, IL. Le Trizma base et l'acrylamide proviennent

de la ccaipagnie Terochem Laboratories Ltd. Toronto, Ontario. Le KCl,

la glycérine, l'acide trichloroacétique, l'EDIA et le nitrate d'argent

proviennent de la compagnie Fisher Scientific, Mantréal, Québec.

L'acide perdhlorique, le CaCl2/ l'acétone, le chlonare de sodium et

l'acide acétique glacial sont de Produits chrnaiques Itée, Ville

St-Laurent, Québec. L'acide sulfurique et le chlorure de magnésium

proviennent de la compagnie J.T. Baker Chemical Co., Ehilipsburg, New

Jersey. Enfin l'acide hydrochlorique provient d'Anachemia Canada Inc.,

lachine, Québec et l'urée xoltra pure d'ICN Biaonedicals Canada Ltée.,

St-Iaurent, Québec.

L' [adénylate-^^P] 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 HM3.

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

2.2.1.1 - Pr^)aratiOTi de l'hcnogénat.

Le thymus de veau de lait fraîchement prélevé (environ 150 g)

est d'abord nettoyé de ses tissus sanguins et adipeux. Un volume de

200 ml du tanpon X (0,3 M sucrose, 50 nM Tris-IKl pH 6,8, 25 irM KCl, 4

nM I^Cl2, 1 nM caci2 et 0,1% (P/V) de 2-inerc^3toéthanol) contenant

30% (V/V) de glycérol est ajouté. Le tissu est ensuite hanogénéisé au

froid avant d'être passé à travers deux ^jaisseurs de mousseline.

L'hcanogénat est conservé à -80°C jusqu'à utilisation.

L'hcsnogénat de thymus de lapin est pr^aré selon la même méthode

que celle décrite ci-haut. C^)endant, quatre thymus d'environ 4 g

chacun sont utilisés et homogénéisés dans 40 ml du tairpon 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'honogénat de thymus de veau, on ajoute 100 ml d'une

solution A contenant 5 mM MgCl2 et 10 itM Tris-Hd pH 6,8 pour ensuite

centrifuger à 2500 REM pendant 5 minutes. le culot obtenu (noyaux) est

resuspendu dans 30 ml de la solution A et 25 ml d'une solution froide

d'acide chlorhydrique 1 M. ̂ rès avoir Iciissé r^xjser 5 minutes sur la

glace, le mélange est centrifugé à 6000 RIM durant 20 minutes.

Dans le surnageant alors obtenu, on retrouve les histones du

coeur nucléosoanal, les histones m et les protéines HM3. Les histones

du coeur nucléosoœnal sont précipitées par un ajout de 5% (P/V) d'acide

perchlorique (HCIO^). Le mélange est gardé sur glace durant 5

minutes et centrifugé à 6000 REM durant 20 autres minutes. Au

surnageant sont ajoutés 3 volumes d'acétone afin de faire précipiter

les histones m durant ime heure à -20°C tandis que le culot contenant

les histones du coeur nucléosoœfâl est conservé. Les histones H1 sont

obtenues par centrifugation (6000 REM, 30 min. ), tandis que les

protéines HMG sont obtenues en ajoutant 3 volumes additionnels

d'acétone au nouveau surnageant. Ces dernières précipitent durant la

nuit et sont retrouvées dans le culot obtenu ^rès ime centrifugation

de 20 minutes à 6000 REM.

Tous les culots détenus (histones du coeur nucléosomal, histones

m. et protéines HM3) sont lavés 3 fois à l'acétone et séchés sous

hotte. Les poudres alors obtenues sont gardées à -20"G. Pour les

analyses électrcçiiorétiques, ces dernières sont dissoutes dans de l'eau

distillée (1 mg/ml pour les histones du coeur nucléosomal et les

histones Hl, 2 mg/ml pour les protéines HM3) et à 2/3 d'un volume de



Figure 7

Schéma résumant l'extraction des protéines HMS à partir de

thymus de veau.



Honogénat (thymus de veau)

5 itM 10 iiM Tris-HCl pH 6,8

2 500 REM, 5 min., 4''C

culot (noyaux)

0,5 M HCl, 5 min., A'C

6 000 lïïEM, 20 min., 4''C

surnageant

culot

Surnageant: Hl, HM3

Surnageant: Hl, HMG, H2A, H2B,

H3, H4

5% (P/V) HCIO4, 5 min., 4°C

6 000 REM, 20 min., 4°C

culot: histones

du coeur

nucléosomal

3 vol. d'acétone, 60 min., -20''C

6 000 REM, 30 min., 4°C

culot: EU Surnageant: HMG

3 vol. d'acétone

16 hrs, -20°C

6 000 IREM, 20 min., 4''C

surnageant culot: HMG
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ces solutions est ajouté 1/3 du mélange spécifique au gel de laeramli.

2.2.2 - Fractionnement de la ehrcmatine.

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

2.2.2.1. - Isolement des nqyaiox.

A 0,5 ml d'homogénat de thymus de lapin d^XDsé dans m tube de

plastique (îppendorf), on ajoute 0,1 ml de 10% (P/V) Tritcai X-100 afin

de lyser les cellules. Le 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 fond du tube permettant de retenir les autres

organelles cytcplasraiques. Les noyaux sont alors purifiés par une

centrifugation (environ 10 000 x g) de 2 minutes à travers le coussin

de glycérol. Le surnageant est alors jeté et les noyaux sont

resuspendus dans 0,05 ml de tampon X contenant en pliis 2 irM TLCK.

2.2.2.2 - Digestion et fractionnement.

A 0,1 ml de noyaux resuspendus sont ajoutés 11,5 KU de nucléase

itdcrococcale. Le tout est resuspendu et digéré pendant 7 minutes à

37°C. En centrifugeant 2 minutes (10 000 x g), une fraction identifiée

DS est <±tenue et constitue le surnageant qui contient surtout les
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mononucléoscmes en solxition qui sont préférentiellement clivés par

l'enzyme et qui sont enrichis en protéines HM3. Le culot est alors

resuspendu dans 0,5 ml d'une solution contenant 2 nM EDIA et 3 nM

Tris-HCl pH 6,8. Par cette étape, les chaînes de nucléoscraes de

longueurs variables (NCh) scait alors relâchées et scMit réaçjérées dans

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

Le culot obtenu, qui ccaitient les chaînes de nucléoscmes liées à

la matrice nucléaire (NSh), est resu^jendu 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 à vine

certaine quantité des surnageants DS et NCh lors de leur migration

électrophorétique.

2.2.2.3 - Précipitaticai à l'acide sulfurique.

A 0,05 ml de la fraction DS est ajoutée de l'acide sulfurique

(H2SO4) à xane concentration finale de 0,26 M. La précipitation

s'effectue durant 10 minutes à 0°C. Une centrifugaticn (10 000 x g) de

5 minutes est alors effectuée. Le culot est lavé à l'acétone et

séché. Le surnageant est précipité avec 25% (V/V) d'AITC et le culot

obtenu après une centrifugaticn de 2 minutes (10 000 x g) est aussi

lavé à l'acétone et puis séché. Les deux culots finaux sont alors

solubilisés dans 0,02 ml du mélange spécifique au gel Laeramli utilisé

pour l'ejçérience.



Figure 8

Schéma résumant les étapes du fractionnement de la chromatine.



Hcaiogénat (thymus de lapin)

10% Triton X - 100

60% glyoérol - tairpon X

10 000 X g, 2 min.

culot (noyaux)

1 nM CaCl2,

10 nM Tris-HCl pH 6,8, 2 itM TUCK

surnageant

MNase, 37°C, 7 min.

10 000 X g, 2 min.

Surnageant

DS

culot

2 irM EDTA, 3 irM Tris-HCl

pH 6.8

10 000 X g, 2 min.

culot

NSh

Surnageant:

NCh
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2.2.2.4 - Réaction de poly(ADP-ribosylation).

A 0,1 ml d'ime pr^araticn finale de noyaux (sectirai 2.2.2.1)

placé dans un tube Eppendorf, 11,5 KU de nucléase micrococcale sont

ajoutés. Le tout est resuspendu et Iciissé à 37°C durant 2 minutes sous

agitatiCTi. Iftie solution contenant 0,05 ml de 10% (P/V) Triton X - 100,

4 X 10~®mmole (0,12 mCi) d'[adénylate -^^P] NAD"^, 0,3 nM de

NAD^, 0,014 ml de tairpon X et 3,75 bM de TDCK est alors ajoutée aux

noyaux digérés dcxinant alors un volume final de réacticai d'environ 0,25

ml. Ceci correspond à une concentration finale en NAD^ radioactif de

0,016 nM. Le tout est incubé à température de la pièce durant 15

minutes.

La fraction DS poly (ADP-ribosylée) est obtenue après

centrifugation d'une minute (10 000 x g). Cette fraction (surnageant

d'environ 0,2 ml) est précipitée par addition d'ATC 25% (V/V) durant 10

minutes à 0°C afin d'enlever le ^^P-NAD^ non incorporé. Le culot

dDtenu après 3 minutes de centrifugation (10 000 x g) est alors lavé à

l'acétone et séché. Le culot obtenu eprès la première centrifugation

(rx^ux digérés) est resuspendu dans 0,1 ml d'une solution B contenant

2 nM EDIA, 3 nM Tris pH 6,8. Une ciliquote de ce mélange (0,015 ml)

ci-appelé "noyaux digérés" est alors récipérée 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

cdiaînes de nucléoscm^. Par xme centrifugation de 2 minutes (10 000 x

g ), les fractions NCh (surnageant) et NSh (culot) sont obtenues. La
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fraction NQi est précipitée par addition d'ATC 25% (V/V), lavée à

l'acétCTie et séchée.

2.2.3 - Réactions de réticulaticai.

2.2.3.1 - Réticulaticai dans la fractiOTi DS.

Les noyaux sont isolés par la méthode décrite à la section

2.2.2.1, c^jendant, ces derniers sont resuspendus dans 0,1 ml de tairpon

X contenant 10% (V/V) de glycérol. De plus, pour cette expérience, 8

tubes E^pendorf, contenant chacun 0,5 ml d'hcmogénat de thymus de

lapin, sont nécessaires aussi bien pour l'échantillon qui sera réticulé

que pour l'échantillon témoin.

iBs noyaux sont ensuite traités à la nucléase micrococcale soit

11,5 KU/0,1 ml de noyaux durant 7 minutes à 37°C suivi de l'addition de

0,9 ml/tube d'une solution contenant 5 iiM MgCl2, 10 irM Tris-HCl

6,8. Le tout est mélangé par pipettage r^îétitif et laissé sur glace

durant 3 minutes. Les tubes sont ensuite centrifugés pendant 50

secondes (10 000 x g). Les surnageants (1 ml), qui constituent la

fraction DS, sont soigneusement prélevés et remis dans d'autres tubes

Efpendorf prcpres. Les culots ctotenus contiennent la fraction ncanmée

"noyaux digérés" et sont utilisés dans les expériences décrites à la

section 2.2.3.2.
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Pour les éciiantillŒîs qui seront réticajlés, cxi ajoute 0,03,

0,06, 0,12 et 0,24 ml d'une solution fraiche d'EDAC (150 mg d'EDAC

dissous dans 1,5 ml d'eau distillée) à quatre tubes afin d'obtenir les

concentrations finales en agent réticulant de 2,7, 5,2, 10 et 18

mg/ml. Cette opération est r^)étée pour les quatre autres tubes. Dans

les échantillons témoins rien n'est ajouté. La réaction de

réticulation s'effectue pendant 45 minutes à 22"G. Le ccxitenu de ohacun

des 16 tubes Eppendorf est ensuite précipité par additicn d'ATC 25%

(V/V) et les culots cAïtenus sont ensuite lavés à l'acétca>e. Durant

cette dernière étape, les 8 culots réticulés scxit combinés ensenble

dans un seul tube. Il en est de même pour les 8 culots servant de

témoin. Les 2 culots finaux (échantillcxi réticulé et témoin) sont alors

séohés sous hotte.

2.2.3.1.1 - Vérification de la présence de la

liaison HM3-nucléosome dans la

fraction DS.

Les fractions DS, NCh et NSh scart obtenues par la méthode

décrite à la section 2.2.2. i^rès migration de ces échantillcxis sur un

gel d'agarose natif et coloraticai de ce gel d'agarose au bromure

d'éthidium, une bande de gel correspondant aïox régions mononudéosomale

(pour la fraction DS) et polynucléosomale de 2 à 10 nucléosomies (pour

les fractions NCh et NSh) est prélevée à l'aide d'une lame. Ceci se

fait sous les rayons ultraviolets afin de bien visualiser la

localisation du mtériel à 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 laeramli. Les

bandes broyées scait incubées ainsi durant 2 heures et centrifugées

pendant 10 minutes ou plus (10 000 x g) eifin de maximiser le volume de

surnageant. Le surnageant totcil est alors analysé sur un gel Laeramli.

2.2.3.2 - Kéticulation dans la fracticxi "noyaux

digérés".

Le début des manipulations est le même que celiai décrit à la

section 2.2.3.1. Cependant seulement 2 tubes Eppendorf sont

nécessaires ici, un pour l'échantillon qui sera réticulé, un pour

l'échantillon qui servira de témoin. Ceci s'eîqjlique par une plus

grande quantité de matériel dans la fraction "noyaux digérés" qui

contient à la fois les fractions NCh et NSh.

Les deux culots de ncyaux digérés, obtenus à la section 2.2.3.1

sont ensuite resuspendus dans 0,1 ml d'une solution de tairpon X

contenant 10% (V/V) de glycérol. Neuf cents microlitres de la solution

A contenant 5 rM MgCl2, 10 nM Tris-HCl pH 6,8 sont alors ajoutés et

le tout est mélangé. Un échantillon est mis de côté ccmme témoin tandis

qu'on ajoute à l'autre échantillon 0,240 ml d'une solution d'EDAC (150

mg dissous dans 1,5 ml d'eau distillée). La réaction de réticulation

s'effectue durant 45 minutes. les 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. Les culots
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sont ensuite solxobilisés dans 0,1 ml du mélange AU.

2.2.3.2.1 - Vérification de la spécificité de la

liaisai HMG-nucléoscœ.

L'isolement des noyaux (section 2.2.1.2) est effectué à partir

de 6 tubes Eppendoirf ccaitenant chacun 0,5 ml d'homogénat de thymus de

lapin. Chacun des 6 culots de noyaux obtenus est resuspendu dans 0,1 ml

de tanpon X ccxitenant 10% (V/V) de glycérol. Le tout est digéré à la

nucléase micrococcale (11,5 KU) durant 7 minutes à 37"C. Neuf cents

microlitres d'une solution A contenant 5 nM I^Cl2, 10 nM Tris-HCl pH

6,8 est ensuite ajouté à chaucun des tubes. Le mélange est resuspendu

et laissé sur la glace durant 3 minutes. Les tubes s(xit ensuite mis à

centrifuger durant 50 secondes (10 000 x g). Aux culots obtenus

(noyaxax digérés), 1 ml de la solution A contenant différentes

concentrations en chlorure de sodiimi (NaCl), soit 0, 0,05, 0,14, 0,35,

0,50 et 0,60 M de NaCL, est ajouté à chacun des tubes.

Le tout est resuspendu et centrifugé pendant 50 secondes.

Chaque surnageant est soigneusement prélevé et le matériel relâché de

la chrcmatine par les différentes concentrations de sel est précipité

par l'ajout de 25% (V/V) d'ATC. Les culots sont lavés à l'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 ' électrqfhorèse.
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2.2.4 - Hydrolyse acide des bandes à di^ix ccxrpcsantes.

A partir des gels bidimensicrmels (laemnli, première dimensicai

et AU, deuxième dimensicai) ocartenant la fraction "noyaux digérés"

réticulée, la bande 0 est identifiée et décochée à l'eiide d'une lame.

Des témoins d'histcaies du coraur nucléoscraal, d'histones H1 et de

protéines HM3 1 et 2 sont aussi obtenus d'vm gel Laenmli sur lequel ils

ont préalablement migré. Toutes les bandes décoiçees sont alors

incubées dans 30 nM d'acide ohlorhydrique pendant 3 heures à 105°C. Le

tout est ensuite lyophilisé et à chaque tube est ajouté 0,1 ml du

mélange spécifique au gel Laemmli. Les échantillons sont chauffés dans

de l'eau bouillante durant 3 minutes. Les tubes sont centrifugés (3

minutes, 10 000 x g) et le surnageant est appliqué sur le gel ainsi

que la bande de gel (culot) déooi;ç)ée.

2.2.5 - Réticulation en présence de protéines HM3 1 et 2

exogènes.

Les chaînes de nucléosoames (fraction NCh) sont obtenues par la

méthode décrite à la section 2.2.2.2. Au d^jart, 0,5 ml d'horaogénat de

thymus de veau est suffisant pour produire la quantité de NCh

nécessaire à la réaction. Les protéines HM3 sont extraites de la façon

décrite à la section 2.2.1. Ces dernières sont ici aiossi dissoutes dans

de l'eau distillée à une concentration finale de 2 mg/ml.
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Dans dajx tubes ï$pendorf scait d^josés 128,25 vil (0,518 mg/ml

d'AEN) de la Êracticn NCh contenant 30% (V/V) de glyoérol. Une même

quantité de la solutiŒi A cxsitenant 5 nH H3C12, 10 itH Tris pH 6,8 est

aussi ajoutée à ciiacun 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 soluticai de protéines HM3 (2

mg/ml) et 103,5 ul de la soluticsi A pour donner un report de 3,6

protéines HM3 par 200 pb.

Cents autres ul de la soluticMi A scxit alors ajoutés à chacun

d'eux ainsi que 10 ul d'une solutiOTi d'EDAC (43 mg d'EDAC/430 ul d'eau

distillée). La réaction de réticulaticxi s'effectue alors durant 45

minutes à la tenpératuire de la pièce. Uie précipitation des protéines

est ensuite effectuée à 0° G (15 min.) en ajoutant à chacun des tubes

25% (V/V) d'ATC. Une centrifugation de 3 minutes (10 000 x g) est

effectuée ̂ rès cette étape. Les deux culots ainsi obtenus sont lavés à

l'acétone et séchés sous la hotte. Cinquante microlitres du mélange

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

2.2.6 - Gels d'électrophorèse.

2.2.6.1 - Gels Laeramli.

Les gels de polyacrylaraide contenant du SDS sont pr^arés selon

la méthode de Laemmli (Laeramli, 1970). Tous ces gels faits en première



54

dimension possèdent 0,75 mm d'^iaisseur. Le mélange ajouté aux

échantillons avant leur migraticxi dans ce type de gel est désigné

mélange spécifique aux gels Laenmli et est ccnposé de 1,5% (P/V) de

SDS, 8 M d'urée, 0,1% de 2-merc^3toéthanol, 0,06 M de Tris-HCl pH 6,8

et 0,01% (P/V) de bleu de Branacçhénol.

2.2.6.2 - Gels AU et AUT.

Les gels de polyacrylamide ccxrtenant 1 M d'acide acétique, 6 M

d'virée et 0,5% (P/V) de Triton X - 100 (gels AUT) scait pr^arés selon

la méthode de Boulikas (Boulikas, 1985b). Le Triton X - 100 peut aussi

être absent de ces gels qui sont alors ncamnés gels AU. Le mélange ici

vitilisé, pour ces deux types de gels, contient 10 M d'virée, 10 mg/ml de

protamine sulfate, 5% (V/V) d'acide acétique, 5 nM EETA, 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 certcdnes

protéines non histones mais ne solubilise pas l'AEN et la plvpart des

protéines non histones.

2.2.6.3 - Gels d'agarose.

Les gels d'agarose, utilisés pour s^arer les oligonucléoscmes,

contiennent 1% (P/V) d'agarose, 0,1 ou 0,01 X TBE et 0,1% (P/V) de SDS

s'il y a lieu. Le taitpon d'électrcphorèse contient également 0.01 X

TBE. Notons ici que le tanpon TBE 1 x concentré (1 x TBE) contient
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0,089 M de Tris-txjrate, 0,089 M d'acide borique et 0,002 M d'EEŒA (pH

8,0).

les échantillons migrent à 35 volts durant toute la nuit (16

heures). Le mélange utilisé pour la migratlcxi est désigné mélange

spécifique aux gels d'agarose et ccxitient 1 X TBE, 80% (V/V) de

glycérol et 0,05% (P/V) de bleu de Brcraophénol tarriis que le mélange

pour les gels contenant du SDS contient 1% (P/V) de SDS, 1 X TEE, 10%

(V/V) de glycérol et 0,05% (P/V) de bleu de Broroophénol. Pour le gel

agarose-acrylamide, il contient 3,5% (P/V) d'acxylamide, 0,5% (P/V)

d'agarose et 1 X TBE. Le tanpon d'électrophorèse est ime soluticxi 1 X

THE qu'il faut renouveler durant la migration à cause du changement de

pH dû à la migration des ions. Le 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 - Ooloration des gels Laerarali et AU (AUT).

2.2.6.4.1 - Coloration au bleu de Oocmassie.

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
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bleu de Coonassie R-250, 50% (V/V) d'éthanol et 10% (V/V) d'acide

acétique. Les 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 - Ooloraticxi à l'argent (A^«)3).

la coloraticMi à l'argent s'effectue selc^ la méthode de Wray et

al. (1981).

2.2.6.5 - Gels laeratnli en seconde dimension.

Les gels AU ou AUT en première dimension (0,75 mm d'^aisseur)

sont fixés, colorés au bleu de Ctocsnassie 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 SES, 0,1% (V/V) de 2-mercaptoéthanol, 60

itM Tris-HCl pH 6,8 et 10% (V/V) de glycérol. Les bandes des gels sont

décoipées et placées horizontalement immédiatement sur le dessus d'un

gel Laeramli possédant 1 mm d'épaisseur.

2.2.6.6 - Coloration des gels d'agarose.

Les gels sont incubés dans environ 1 litre d'eau distillée
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contant 0,5 mg de branure d'éthidim durant environ 30 minutes. Ils

sont ensuite rincés à l'eau distillée, visualisés et photographiés sous

lumière ultraviolette.

2.2.6.7 - Déterminations densitcmétriques.

L'appareil utilisé pour la déterminatiOTi densitoraétrique au

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

l'Ultroscan XL LKB de la ccœDpagnie LKB, Brcmna, Suède.



RESUIIEATS
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3.1 - ExtractiOTi des histones du cxDeur nucléoscmal, des histxffies H1 et

des protéines HM3 à partir de thyinus de veau.

La figure 9 présente une analyse électrophorétique des

différentes fracticais cbtenues lors de l'extraction des protéines HM3 à

partir de l'hcmogénat de thyinus de veau. Dans les puits # 1 et 2 qui

contiennent les histones du coeur nucléoscnal précipitées à l'acide

perchlorique, on remarque la présence des histcxies H2A, H2B, H3 et H4.

La seconde fraction ncsnmée "histones KL" (puits # 3 et 4) contient à la

fois l'histone HIA et l'histone HIB. Pour ce qui est de la fraction

contenant les protéines HM3 (puits 5 et 6), la présence des protéines

HM3 de hautes masses moléculciires est évidente. Lftie très petite

quantité des protéines HM3 14 et 17 peut aussi être visualisée mais ce,

surtout dans le dernier puits. les protéines HM3 1 et 2 se retrouvent

donc en quantité plus abondante que les protéines HM3 de basses masses

moléculaires.

La présence significative de bandes de protéolyse n'est pas

remarquée sa\if si ce n'est que d'une toute petite quantité pour les

protéines HM3 de haute masse moléculaire. Notons que le tissu utilisé

doit provenir d'un animal en bas âge, par exenple un veau de lait âgé

de 8 mois ou moins dans le cas présent, car le thymus est une glande

qui s'atrc^iiie rapidement avec l'âge.

3.2 - Détermination de la fraction de la chrcmatine ̂ çrcçriée pour la

réaction de réticulation.



Figure 9

Analyse électrophorétique des différentes fractiais obtenues

lors de l'extraction des protéines HMG à partir de thymus de veau.

Les protéines cait été extraites suivant les étapes décrites aux

sections 2.2.1.1 et 2.2.1.2. Les puits # 1 et 2 contiennent les

histones du coeur nucléosomal en queuitité de 20 et 25 ug

respectivement. Dans les puits # 3 et 4, chi retrouve respectivement 20

et 25 iig d'histones m. Enfin, 30 et 40 ug de protéines HMG cxit été

appliqués dans les puits # 5 et 6. L'électrcphorèse a été faite

suivant la technique de Laemmli (secticn 2.2.6.1) en utilisant 18,3 %

d'acrylamide et un gel de 0,75 mm d'^jaisseur. Les protéines ont été

colorées au bleu de Oocmassie.
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3.2.1 - Analj^ de la taille des chaînes de nucléoscmes.

Lors du fractionnement de la chromatine, trois fractions

différentes sont aussi obtenues. En analysant leur profil de migration

sur des gels d'agarose, on peut déterminer la taille des chaînes de

nucléoscmes retrouvées dans chacune d'elles.

Dans la fraction NSh (A: puits # 1-4, B: puits h-1) de la figure

10, on retrouve toutes les tailles de chaînes de nucléoscmes que ce

soit de l'AEN de 145 pb qui entoure le cœur nucléoscraal jusqu'aux

chaînes beaucoiç» plus longues d'environ 10 nucléoscmes. Les chaînes

d'ADN plxis longues que ces dernières ne pénètrent pas dans le gel. On

remarque, de plus, que la fraction NSh contient principalement de l'AEN

correspondant à de petites chaînes de nucléoscmes. Etant donné que les

conditions dans les gels sont dénaturantes, l'AEN migre seul, dénué de

ses protéines.

La fraction NCh (A: puits # 6-9, B: puits a-e) contient aussi

une gamme de chaînes d'ADN de longueurs variées. Cependant, plias la

chaîne est courte, plus sa quantité tend à diminuer. Par exeirple, la

présenœ de mononucléosomes est quasi inexistante dans œtte fraction.

Il est donc plus facile de visualiser la s^oaration sur gel de ces

chaînes d'ADN de longueurs différentes que celle retrouvée pour la

fraction NSh. Dans la fraction DS (A: puit #5, B: puits f et g),

l'absence marquée des longues chaînes de nucléoscmes est évidente. La

majorité des chaînes retrouvées dans œtte fraction correspond à l'AEN



Figure 10

Analyse électrophorétique de la taille des chaînes de

nucléoscxnes retrouvées dans chacune des fractions de la chrcanatine.

Les migrations électn^horétiques cait 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. Ils ont été colorés au brcraure d'éthidium. Ces gels contiennent

les trois fractions de la ehrcamatine obtenues suivant les étapes

décrites aux sections 2.2.2.1 et 2.2.2.2. Les puits #1 à 4 du gel A

contiennent la fraction NSh et ceux numérotés 6 à 9 contiennent la

fraction NQi. Seul le puits # 5 contient la fraction DS. Le gel B

contient également la fraction NQi (puits a à e), la fraction NSh

(puits h à 1) et enfin, la fraction DS qui se retrouve dans les puits f

et g.

IN = 1 nucléoscane (mononucléoscrae)

2N = 2 nucléoscanes (dinucléosone) etc...





entourant les mono et les dinucléoscmves. La définition de chacmie des

frac±ions est décarite dans la section 2.2.2.2.

3.2.2 - Analyse électrcphorétique des protéines obtenues dans

chacune des fractions de la chrcmatine.

Afin de déterminer la fraction de la chrcmatine qui se prête le

mieux aux expériences liLtérieures, une analyse électrcphorétique 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 la

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 plvçart de ces

protéines correspondent à des protéines chromoscmales non histones.

Afin de vérifier la présence des protéines histones, éléments

essentiels de ce projet, une précipitation des histones du coeur

nucléoscmal à l'acide sulfurique a alors été effectuée à partir de

cette fraction. les résultats montrent (puits # 2) que la fraction DS

contient les histones H2A, H2B, H3 et H4. Quoique leur présence

paraisse être assez certaine (puits # 1 et 3), il est difficile

d'affirmer la présence des protéines HMS 1 et 2 dû au trcp grand rorbre

de bandes qui y sont retrouvées. Notons que cette fraction ne contient

pas d'histones Hl.



Figure 11

Analyse élec±rcphorétique des protéines retrouvées dans chacune

des fractions DS, NCh et NSh de la chrcmatine.

Le gel présente d'abord la précipitation de la feaction DS à

l'acide sulfurigue effectuée suivant les ét^es décrites à la section

2.2.2.3. Le puit # 1 contient le surnageant obtenu lors de cette

réaction tandis que le culot est retrouvé dans le puit # 2. La 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 TBE.

L'électrophorèse a été effectuée suivant la technique de laemmli

(section 2.2.6.1) en utilisant 22 % d'acrylamide et un gel de 0,75 mm

d'épaisseiar. Les protéines ont été colorées au nitrate d'argent.



*■ r
J

tr^.3^ ^1
Itslisr



En analysant le cxaitenu en protéines des fracticais NCh (puits #

4) et NSh (puits # 5), on reinarxîue qu'elles contiennent ser^ibleinent

les ittêraes éléments. Les histones HIA, HIB, H2A, H2B, H3 et H4 y sont

facilement détectables. On peut aussi suggérer la présence des

protéines HM3 1 et 2. Afin de mieux déterminer la présence des histmes

associées avec l'AEN dans les oligonixjléoscgties détectés par le brcgnure

d'éthidium dans les gels d'agarose, nous avens fait l'ancilyse suivante.

Les régions mononucléosomales (pour la fraction DS) et

polynucléosonales contenant des chaînes de taille de 2 à 10 nucléoscroes

(pour les fractions NC3i et NSh) ont été décoiçjées d'un gel d'agarose

natif et les protéines ont été extraites et analysées sur un gel de

polyacrylamide en présence de SES. Les résultats (puits 6, 7 et 8 de la

figure 11) montrent la présence des histones du coeur nucléoscanal (DS,

NCÎi 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 à

visualiser car les échantillons ont été purifiés au préalable par

électrt^orèse sur gel d'agarose.

3.2.3 - Analyse électrc^iiorétique des protéines ADP-rîbosylées.

La figure 12 présente les gels obtenus en seconde dimension

(acide-urée-Triton/ SDS) pour chacune des fractions. Iftie nouvelle

fraction nommée "noyaux digérés" a été ajoutée et correspond aux

fractions NCh et NSh non s^>arées. Notons que ces gels contiennent, de

pli:is, des protéines poly(ADP-ribosylées) qui ne sont détectables que



Figure 12

Electrophorèse en seconde dimensicai, sur gel de polyacrylamide

(22%) en présence de SDS, des différentes fractions de la chranatine

après avoir effectué la réaction de poly(ADP-ribosylaticaî).

Le gel A présente la fraction noyaux digérés, le gel B, la

fraction DS, le gel C, la fraction NCh et la fraction NSh est

r^résentée sur le gel D. diacun des gels possède une épaisseur de 1

imn et est coloré au bleu de Cocmassie. La migration en première

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

Autoradiograrnmes des gels de la migratlCTi en seconde dimension

des échantillons poly(ADP-ribo^lés) pour chacune des fractions de la

chrcanatine.

Les lettres A, B, C et D correspondent aux gels A, B, C et D de

la figure 4. Les chiffres 1, 2, 3 ... indiquent les formes mono, di,

tri ... ADP-ribosylées des protéines chromoscmales. L'ejçxDsition a

été effectuée durant 3 jours à -80°C.



î
 
îi

-
 /■

s
f-f'- .

 s
 .-s

-iV

j
 '

È

■>-#
:4fi

r
^
S



par autoradiographie (figure 13) dû à leur faible quantité. Dans ces

gels, la présence de pliasieujrs 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 HM3 1 et

2 est ici très évidente ainsi que l'absence des histones KL. Ceci

correspcaid bien avec la l'hypothèse que les nucléosoroes enrichis en

protéines HM3 1 et 2 ne contiennent pas d'histones KL, histones

retrouvées dans la chrcsmatine condensée non active (Cary et al., 1984).

On peut remarquer la présence d'histones du cœvir nucléosŒnal à l'état

de trace ainsi que des variantes de celles-ci. Sur l'autoradiograinme

de ce gel (figure 13, gel B), la présence des protéines HM3 1 et 2

mono(ADP-ribosylées) dans cette fraction est d'autant plus évidente.

Cependant, on ne remarque pas d'histones du coeur nucléoscanal

ADP-ribosylées.

Dans les fractions NCh et NSh (figure 12, gels C et D), les

histones H1 sont retrouvées en aboncSance. Les histones du coeur

nucléoscœnal y sont aussi r^résentées. Dans la fraction NQi, on

retrouve une petite quantité des protéines HM3 1 et 2 (gels non

montrés) pourtant non évidente sur le gel montré ici. Une fois

mono(ADP-ribosylées), les protéines HM3 1 et 2 sont plxjs facilement

détectables par autoradiographie (figure 13). Dans ces fractions (NCh

et NSh), c'est surtout l'histone H2B.1 qui se retrouve sous forme

poly(ADP-ribosylée).



Sur le gel de la fraction "noyaux digérés" (figure 12, gel A),

on peut observer la présence des protéines HM3 1 et 2, des histones du

coeur nucléosCTnal et des histcaies HL. Sur l'autoradiograinnie, on

détecte aussi certaines de ces protéines (figure 13, gel A). les

protéines HMG sont ici aussi représentées sous forme mono

ADP-ribosylée. Il en est de même pour les histcxies HL. L'histone

H2B.1 est encore la protéine la plus poly(ADP-ribcsylée). Notons enfin

que les quantités de ciiacune des protéines ne pajvent être ccraparées

d'un gel à l'autre car ce ne sont pas les mêmes quantités de matériel

qui ont été appliquées sur chacun de ces gels. De plus, l'identité du

mono(ADP-ribose) ou du poly(ADP-ribose) n'est pas discutée sur les

gels. Plusieurs laboratoires ont des donneés précises à l'effet que,

par électrc^iiorèse sur gel, on observe quinze bandes cilors que l'on

sait qu'il y a des polymères qui contiennent jusqu'à 55 unités

attachées à l'histone HL (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

chrcmatographie sur boronate(qui est spécifique pour les groiçements

cis-diol) précédée par un traitement à la base, qu'il y a du

poly(ADP-ribose). Celui-ci peut alors être identifié par digestiai à la

phosfbodiestérase qui génère du FRAMP + AMP. Ceci n'a pas été fait

ainsi que la détermination de la valeur de l'activité spécifique de la

poly(ADP-ribose) polyroérase associée aux nucléoscmes et aux noyaux. La

stabilité de l'enzyme à la congélation n'est pas discutée aussi.



3.3 - Réactions de réticulation.

3.3.1 - i^çarition d'une bande ncxnmée "0" dans la fraction DS

réticulée.

Comme le gel coloré à l'argent de la figure 11 maître la

présence des histones du coeur nucléoscroal dans la fraction DS et que

les autoradiograraroes (figure 13) mcaitrent la présence des protéines HM3

1 et 2 dans cette même fraction, la réaction de réticulation a donc été

effectuée dans la fraction DS. Notons que la fraction DS doit contenir

les mononucléosomes enrichis en protéines HMG 1 et 2 (voir

introduction). La figure 14 présente les résultats obtenus.

Le gel A montre le profil de migration électrophorétique de

l'échantillon témoin. Les protéines HM3 1 et 2 et les histones du coeur

nucléoscïtal sont présentes tandis que les histones H1 sont absentes.

Lors de l'ajout de l'agent réticulant (gelB), la disparition des

protéines HM3 1 et 2 est alois notée et une nouvelle bande de pl\js

haute masse moléculaire désignée "0" apparaît. Cette dernière est

située dans la région des systèmes à double OŒiposantes et pourrait

donc r^résenter un système formé de la protéines HM3 1 ou 2 et d'une

des histones du coeur nucléoscanal. La bande 0 pourrait donc être le

résultat d'une association covalente de la protéine HM3 1(2) avec une

protéine de contact. Notons enfin que l'on retrouve une certaine

quantité d'histones libérées après réticulation suggérant ainsi que la

réaction réalisée dans ces conditions n'est pas cœplète.



Figure 14

Elec±rqphorèse en seœncJe dimenslCTi sur gel de polyacrylamide

(19%) de la fraction DS avant et après réaction de réticulation en

présence d'EEftC.

Les échantillons ont été pr^mrés suivant les étapes décrites à

la section 2.2.3.1. L'électrophorèse a été effectuée selon la méthode

de Laeminli en utilisant 19% d ' acrylamide et des gels de 1 mm

d'qpaisseur. La coloration est effectuée au bleu de Cocmassie. La

migration en première dimension a été faite sur un gel NJ de 0,75 mm

d'^jaisseur.

A: Fraction DS non réticulée (témoin)

B: Fraction DS réticulée





3.3.1.1 - Présence prcJDable d'ime liaiscxi électrosta

tique HM3 - nucléosorae dans la fraction DS

Il faut cependant vérifier si les protéines HM3 1 et 2

retrouvées dans la fraction DS ne sont pas siicplement des molécules

libres en solution. Il faut s'assurer de la présence d'une liaison

entre les protéines HM3 1 et 2 et les nucléoscmes dans cette fraction,

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

Les gels A et B de la figure 15 montrent les mêmes

échantillons. Cependant dans le gel A, la visualisation de la

s^)aration des chaînes de nucléoscmies est meilleure t-andis 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

mononucléoscmale (pour la fraction DS) et polynucléoscmale (chaînes

d'ime longueur de 2 à 10 nucléoscmes) pour les fractions NOi et NSh

est alors coiçé. Le gel C montre les protéines qui ont migré avec

l'AEN. Dans la fraction NCh (puit # 2, gel C) les histones du coeur

nucléosoraal, les histones H1 et un peu de protéines HM3 1 et 2 sont

évidentes. Dans la fraction DS (puit # 1), la présence des histones du

coeur nucléoscmal est évidente mais ce n'est pas le cas pour les

protéines HM3 1 et 2. Ces dernières retrouvées dans la fraction DS

lors de l'expérience de poly(ADP-ribosylation) seraient donc, pour la

majorité, des protéines relâchées à l'état libre lors de la digestion à

la nucléase micrococcale. Le puits # 3 (gel C) montre une fois de plus

la fraction DS non purifiée. En ccraparant cette fraction avec



Figure 15

Vérification de la présence d'une liaison électrostatique

protéine HM3-nucléosŒne dans la fraction DS.

Le gel natif A possède 1,5 mm d'^jaisseur et CŒTtient à la fois

3,5% (P/V) d'acrylamide et 0,5% (P/V) d'agarose. Le gel B contient de

l'agarose seulement à une concentration de 1% (P/V) et 0,01 X TBE. Ces

deux gels sont colorés au brcraure d'éthidium et contiennent les trois

fractions de la Ghromatine selon l'ordre suivant. Le gel A contient,

dans les puits # 1 à 4, la fraction NCh (puits # 1 à 5 pour le gel B),

la fraction NSh, dans les puits # 6 à 10 (puits # 7 à 11 pour le gel B)

et la fraction DS qui se retrouve dans le puits # 5 (puits # 6, gel B).

Les puits # 1 et 2 du gel G r^résentent respectivement les fractions

DS et NCh purifiées sur gel d'agarose (gel B). Le puit # 3 (gel C)

présente la fraction DS non purifiée. L'électrcphorèse de ces derniers

échantillons a été effectuée suivant la technique de Laemmli en

utilisant 22% d'acrylamide et un gel de 0,75 mm d'^jaisseur. Les

protéines ont été colorées au nitrate d'argent.





celle purifiée (puits # 1), il est facile axjssi de déduire que la

plvpart des prxDtéines retrouvées dans la fraction DS sont en majorité

des protéines non histones.

3.3.2 - Mise en évidence de la bande 0 après réticulation dans

la fraction "noyaux digérés".

Comme les protéines HMG 1 et 2 ne semblent pas être en

interaction électrostatique avec les nucléosoraes dans la fraction DS,

on a alors décidé d'utiliser la fraction "noyaux digérés" qui contient

à la fois les histones du coeur nucléoscmal, les histones m et les

protéines HMG 1 et 2 (résultats de la réaction de

poly(ADP-ribosylation). De plus, le travail avec cette fraction

s'avère plus facile, la quantité de protéines y étant beaucoiç) plus

grande.

Le gel A de la figure 16 présente le profil de migration

électrcçhorétique de l'échantillon servant de témoin. On y retrouve

les histones Hl, les histones du coeur nucléoscmal et les protéines HM3

1 et 2. lors de l'ajout de l'agent réticulant (gel B), l'apparition

d'une série de nouvelles bandes est alors <±)tenue. On y retrouve entre

autres une zone distincte (zone encadrée) appelée ici zone des systèmes

à deux cooiposantes et qui est formée de bandes contenant les histones

du coeur nucléosomal seulement. Ces bandes ont été identifiées

auparavant (Boulxkas, 1988b; figure 17).



Figure 16

Electrqphorèse en seconde dimension sur gel de polyacrylainide

(19%) de la fraction "nqyaiix digérés" avant et après la réaction de

réticulation en présence d'EDAC.

Les échantillons ont été préparés suivant les étapes décrites à

la section 2.2.3.2. L'électrcphorèse a été effectuée selon la méthode

de Laemmli en utilisant 19% d ' acrylamide et des gels de 1 mm

d'épaisseur. les protéines sont colorées au bleu de Cocmassie. Un gel

AU de 0,75 mm d'^jaisseur a été utilisé pour la migration en première

dimension.

A: Fraction "noyaux digérés" rran réticulée (témoin)

B: Fraction "noyaux digérés" réticulée

Zone encadrée; systèmes à deux composantes

formés des histones du coeur nucléoscmal
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Figure 17

Schéma de 1 • identification des systèmes à deux cxmposantes

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

La figure A montre la représentaticxi schématique des systèmes à

deux ccaiposantes, formés d'histones du coeur nucléoscmal, produits

après réaction de réticulation en présence de cariDodiimide. Ces

systèmes sont cbtenus à partir de la chrcmatine entière. La figure B

identifie les historiés formant ces systèmes.
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Le gel montre aussi la présence des bandes ^ et oj • Ces

dernières identifiées par Boulikas et al. (1980) correspondent à des

systèmes à deux ccïrposanbes formés de l'histone H1 et de l'histone

H2À. L'agent de réticulation utilisé pour ces résultats était l'EDAC.

Enfin on retrouve ici aussi la bande 0 qui, par scxi eirplacement par

rapport aux autres bandes, pourrait être un système à deux composantes

formé de la protéine HMG 1-2 et d'une des histones du coeur

nucléosomal. Notons à ce sujet que la bande <t> est située au même

endroit que celle <±tenue à partir de la fraction DS.

3.3.2.1 - Spécificité de la liaison protéine

HM3-nucléosome dans la fraction

"noyaux digérés".

Afin de vérifier la spécificité de la liaison électrostatique

protéine HMS-nucléosome dans ces conditions (figure 16), on a déterminé

si les protéines HMS 1-2 restaient liées à la oihromatine en augmentant

la concentration en sel dans le milieu. Les gels de la figure 18

montrent les protéines qui ont été libérées en fonction de la quantité

de dhlorure de sodium ajoutée. Les protéines qui restent associées à

la chrcmatine à ce moment, restent dans le fond du tube avec l'AEN et

ce culot n'est pas appliqué sur les gels.

Lorsque le milieu ne contient pas de NaCl (gel A), on ne

retrouve pas de protéines relâciiées dans le surnageant. La chrcmatine

demeure associée au culot avec les autres composants. A une



Figure 18

Vérification de la liaison protéine HWKS-nucléoscrae en présence

de différentes concentrations de chlorure de sodium.

Les échantillons ont été pr^jarés suivant les étapes décrites à

la section 2.2.3.2.1. Les gels en seconde dimension de 1 mm d'^aisseur

possèdent 22% d ' acrylamide et sont pr^arés selon la méthode de

laeramli. Ils sont colorés au bleu de Cocsiassie. La première dimension

a été effectuée sur un gel AU de 0,75 mm. Chacun des gels r^résentent

les protéines relâchées de la chrcmatine par les concentrations de NaCl

suivantes:

A. CM 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









œnœntxation en NaCl de 0,05 M (gel B), seulement quelques protéines

chrcînoscînales non histraies sont relâchées de la chrcœnatine. A la

concentration (0,14 M NaCl), quelques protéines HM3 1 et 2 sont aussi

relâchées dans le surnageant (gel C). Ces dernières scart donc liées

plus ou moins ̂ écifiquement à la chrcroatine. C^jendant en augmentant

la concentration de sel à 0,35 M, concentration à laquelle les

protéines HM3 sont libérées de la chrcroatine (Weisbrod et Weintraub,

1979), on note encore la présence des protéines HM3 1 et 2 sur le gel

(gel D). La présence des histones H1 et des histones du cœur

nucléoscmal y est aussi observée. Il faut noter que les milieux

contenant les différentes concentrations de NaCl contiennent aussi une

petite quantité de 1^12 (section 2.3.3.2.1.). les concentrations de

sel mentionnées dans la figure 18 scxit donc un peu plus faibles

qu'elles le sont en réalité.

A une concentration de 0,50 M NaCl, beaucoiç) plus d'histones H1

et d'histones du cœur nucléoscanal se retrouvent dans le surnageant.

Une petite quantité de protéines HM3 1 et 2 y est aussi observée.

Enfin à une concentration de 0,60 M Nad, les quantités d'histcaies H1

et d'histones du coeur nucléosomal relâchées de l'ADN sont

inportantes. La chrcstiatine, ou plutôt l'AEH qui reste alors dans le

fonâ du tube, est translucide et très visqueuse, œtte dernière est

probablement complètement dénuée de ses composantes protéiques.

En résumé, œtte ejçérienœ montre qu'une certaine quantité de

protéines HM3 1 et 2 est liée spécifiquement à la ohrcmiatine.



3.4 - Hydrolyse acide de la bande (p et des histones témoins.

La figure 19 montre le gel de la migraticHi des protéines de la

bande <p (obtenue à partir du gel de la figure 16B) et des témoins après

une hydrolyse acide. Pour chacun des témoins, on observe une bande

correspondant à la protéine intacte ainsi que d'autres bandes

correspondant aux peptides résultant du clivage. Le puits # 6 contint

la bande <p non clivée.

En examinant attentivement ce gel, on peut observer une

correspondance (montrée par des flèches) entre xm peptide produit p)ar

le clivage de la bande (p (puits # 4) et un p^ïtide provenant de

l'hydrolyse de l'histone H3. Il en est de même pour deux autres

p^tides pieduits par l'hydrolyse de la protéine HM3 1 (2) (puits # 5)

et de la bande (p (puits #4). Notons qu'il est difficile de trouver

plusieurs p)eptides de clivage correspondant à ceux produits par

l'hydrolyse de la bande (p car les protéines non réticulées ne possèdent

pas le même patron de clivage que ces mêmes protéines xme fois

réticulées.

Afin de mieux interpréter les résultats, line analyse

densitcmétrique de chacun des échantillons du gel de la figure 19 a été

faite. Le gr^biique # 1 de la figure 20 montre le profil de densité et

la position des p^tides (±tenus par hydrolyse de l'histone H2A. le pic

# 3 (123,0 mm) correspond à l'histone H2A intecte et les pics # 5

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



Figure 19

Migration électrophorètique des témoins d'histones, des

protéines HM3 1-2 et de la bande 0 après hydrolyse acide.

Chacun des puits montre les p^ïtides de clivage obtenus pour

chaque protéine hydrolysée par 30 nM HCl (105°C) durant 3 heures. Les

chiffres correspondent aux divers puits.

1. histone HIA.

2. histone HIB

3. histone H3

4. bande 0

5. proteine HM3 1-2

6. bande 0 non hydrolysée

7. histone H2A

8. histone H2B

9. histone H4

Le gel laernmli contient 22% d'acrylamide et a été coloré au

nitrate d'argent. Il possède 0,75 mm d'^)aisseur.
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Figure 20

Représentation densitométrique du profil de migration

électr(^)horétique de chacun des échantillons hydrolysés.

L'intensité de coloraticm (nitrate d'argent) des gels a été

déterminée automatiquement. Chaque graphique décrit l'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 0

5. protéines HM3 1-2

6. histone H3
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principales bandes de clivage obtenues à partir de l'hydrolyse acide de

cette histone. Le pic # 4 (122,2 mm) du graphique # 2 correspond à

l'histone H2B intacte et ses principaux peptides de clivage sont

cbtenus aux positions des pics 5 (139,0 mm), 8 (160,2 mm) et 9 (168,9

mm). Le profil de migration de l'histone H4 hydrolysée (gr^hique # 3)

montre que le pic # 3 (135,0 mm) correspond à l'histcaie H4 non clivée,

les pics # 4 (138,4 mm) et 5 (149,6 mm) oorre^xxident aux p^ïtides

produits par l'hydrolyse de l'histone H4. Malheureusement ces trois

témoins de protéine ne produisent pas de bandes de clivage

correspondant à celles produites par la bande <p hydrolysée.

Sur le graphique montrant la courbe de migration de la bande (p

hydrolysée (graphique # 4), trois principaux pics, correspondant aux

peptides de clivage de cette dernière, 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 mêmes

correspondances que celles observées à partir du gel de la figure 19.

En effet, sur le graphique # 5 de la migration de la protéine HM3 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 0. De plus, le profil de migration de l'histone H3 hydrolysée

(graï^iique # 6) montre ijne correspondance entre le pic # 13 (133,4 mm)

et le pic # 19 (132,4 mm) de la bande 0 hydrolysée. Notons que deux

autres pics correspondant à des peptides de l'histone H3 sont retrouvés

aux pics # 11 (118,7 mm) et 12 (126,7 mm) et que l'histone H3 non

clivée est r^résentée par le pic # 10 (113,4 mm).



Dans le cas du pic # 18 (127,6 mm) du graphique montrant

l'hydrolyse de la bande 0, il est difficile d'y trouver une

correspondance avec vm p^ïtide de clivage produit par une ou l'autre

des protéines siçposéraent inopliquées dans la réacticHi de réticulation.

En effet, ce pic (127,6 mm) peut aussi bien correspondre au pic # 12

(126,7 mm) du graphique de l'histcaie H3 hydrolysée qu'au pic # 6 (128,4

mm) du profil de migration de la protéine HMS 1 (2) hydrolysée. Cette

dernière bande est donc ambiguë (figure 19).

Au début de chaque tracé des graphiques, on note la présence de

deux pics. Ces derniers correspondent à la migration de la glycine. La

position 27 mm sur l'échelle de l'ordonnée correspond à l'origine de

migration. Il y avait trop de bandes (bruit de fond) pour les

échantillons des témoins d'histones HIA et HIB hydrolysés pour que l'on

puisse les analyser.

3.5 - Disparition des bandes et oi lors de l'ajout des protéines HMS

exogènes aux chaînes de mcléoscsmes.

La figure 21 présente la migration, en seconde dimension sur gel

de polyacrylamide, des échantillons réticulés en présence ou non de

protéines HMS. Le gel A montre l'échantillon servant de témoin c'est à

dire la fraction NCÎi réticulée. On remarque la présence des histones

du coeur nucléoscmal, des histones H1 et des bandes i/' et oo . On note

faiblement la présence de la zone des systèmes à deux CŒiposantes



Figure 21

Migration en seœnde dimension, sur gels de polyacrylamide

(19%), des chaînes de nucléc^craes réticulées en présence ou en absence

de protéines HM3.

Les gels de 1 mm d'^jaisseur ont été colorés au bleu de

CoŒnassie. La migration en première dimension s'est effectuée sur vm

gel AU de 0,75 mm d'^)aisseur. Les 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 HMS. Les échantillons ont été pr^jarés

selon les étapes de la méthode décrite à la section 2.2.5.
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formée d'histanes du œeur nucléoscmal.

En présence de protéines HMS esosgènes, la présence des histcxies

HIA, HIB, H2A, H2B, H3 et H4 non réticulées est encore détectée. La

zone des systèmes à deux ccnposantes formée d'histcxies du coeur

nucléoscmal est aussi visualisée. (Cependant cxi note l'accentuaticai de

la bande 0. De plus, cxi ne retrouve plus la présence des bandes etu?f

bandes de réticulation contenant l'histcaie HL (Boulikas, 1980).

L'ajout des protéines IMl aux chaînes de nucléoscmes permet donc

l'accentuation de la bande 0 et la disparition des bandes 'Aet co •

Enfin, un faible taux de protéolyse est remarqué sur les gels,

surtout pour les histones HIA et HIB. Ici aussi, la présence des

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

pas ccarplète.



DISOJSSIC»! ET cmcmsiŒT
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4.1 - Extraction des protéines HMS.

Afin de pouvoir atteindre les objectifs du projet de recherche,

il était inoportant d'obtenir des protéines HMS 1 et 2 cifin de pouvoir

les utiliser ultérieurement dans les réactions de réticulaticxi. Lors de

l'extraction des protéines HMS à partir d'un honiogénat de thymus de

veau (figure 9), cxi a pu remarquer une bonne s^araticai car la présence

des protéines HMS 1 et 2 y est évidente. On retrouve également la

présence des protéines HMS 14 et 17 en plus faible quantité. Ce

phéncanène pourrait s'e3Ç)liquer par un taux de protéolyse plus faible à

l'égard des protéines HMS de hautes masses moléculaires, les protéines

HMS 14 et 17 subissant alors une protéolyse plias a?^ide.

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

digéorés".

Il était également nécessaire de mettre en évidence une fraction

de la chromatine qui contienne à la fois les histones du coeur

nucléoscmal et les protéines HMS 1 et 2, éléments essentiels à la

réalisation du projet de recherche. De plus, il falleiit obtenir une

fraction dans laquelle les protéines HMG étaient en contact

électrostatique avec les histcaies situées à l'intérieur du nucléoscane.

En effet, si cette condition n'est pas renplie, la réaction de

aréticulation ne sera alors pas significative, les protéines HMS libres

en soliotion pouvant être oiréticulées avec d'autres histones que celle

avec laquelle elles sont en interaction à l'état natif.
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Par l'analyse sur gel protéines cx>ntenues dans la fraction DS

(figures 11, 12 et 13), cti observe que cette fracticai ccaitient à la

fois les histones du coeur nudéosanal (résultats de la précipitation à

l'acide sulfurique) et les protéines HM3 1 et 2 (résultats de

1 ' e:ç)érience de poly(ADP-ribosylatic»i). C^)endant les protéines HM3

contenues dans cette fraction ne semblent pas être en liaison

électrostatique avec les histones du coeur nucléoscnial. En effet, la

figure 15 ne montre pas de trace de protéines HM3 1 et 2 qtii auraient

pu migrer avec les nucléosomes. On n'y observe que les bandes

correspondant aux histones du coeur nudéosomal. Ocrane il n'y a pas de

protéines HM3 qui migrent avec les nucléosomes dans le gel d'agarose,

ces dernières seraient donc, pour la plrpart, des protéines relâohées

en solution lors de la digestion à 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 l'électrophorèse.

De cette façon, si les protéines HM3 1 et 2 dans cette fraction étaient

liées électrostatiquement aux nucléosomes, celles-ci auraient migré

avec ces derniers et en aneilysant 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 prxatéines

HM3.

Comme les résultats démontrent qu'il n'y a pas d'évidence pour

la présence d'une liaison électrostatique entre les protéines HM3 et

les nucléosomes dans la fraction DS, cette dernière n'est donc pas la

fraction recherchée pour les ejqjériences de réticulation.
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Au contraire la fraction "noyaux digérés" seanble être une

fraction qui se prête mieux aux e>q)ériences de réticulaticn. Ccrame dans

la fraction DS, la présence des histones du coeur nucléosomal

ADP-ribosylées (figure 13) ainsi que les protéines HM3 1 et 2

mano(ADP-rlbosylées) (figure 13) est nettement détectée. De plus, la

liaisCTi des protéines HMS 1 et 2 aux nucléoscmes dans cette fraction

semble être assez spécifique. En effet, à xane oaicentration en sel de

0,35 M (figure 18), beaucxxp de protéines HMS 1 et 2 sont relâchées de

la chrcmatine suggérant que plusiairs de ces dernières restent liées

électrostatiquement à la chrcmatine. Il existe dcax^ une spécificité de

liaison, les protéines HMG 1 et 2 ne se liant pas à n'importe quel

site sur le nucléoscme. Si cette liaison n'avait pas été spécifique,

les protéines HMS en contact électrostatique xm peu partout sur le

nucléoscme se seraient délacées à l'ajout d'xme très minime quantité

de sel. Les résultats démontrent que certaines sont déplacées à ce

moment, c^)endant, d'autres restent liées jusqu'à l'obtention d'une

concentration de 0,35 M de sel, concentration à laquelle s'effectue

l'extraction des protéines HMS à partir de la chrcmatine (Weisbrod et

Weintraub, 1979).

ISie certaine quantité de protéines HMG 1 et 2 est donc liée

spécifiquement à la chrcmatine dans la fraction "noyaux digérés". A ce

sujet il serait bon de noter qu'à partir de résultats de

reconstitution, Bemués et Querol (1989) ont proposé que les protéines

HMS 1 et 2 semblaient avoir des sites de haute et de basse affinité

dans la chrcmatine.
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Comme la fraction "noyaux digérés" ccaitient à la fois les

histŒies du coeur nucléosonal et les protéines HMS 1 et 2 et que ces

deux éléments sent de plias en ccaitact électrostatique dans cette

fraction, la réaction de réticulaticxi a donc été effectuée dans cette

dernière. L'agent de réticulaticai utilisé (EDAC) ne liant que les

résidus en ccxitact, il est fort probable de retrxoui^er un système formé

que de deux ccaiposantes soit de la protéine HMS 1(2) et d'une des

histones du coeur nucléosomal.

La réaction de réticulation effectuée dai^ la fracticxi "noyaux

digérés", (figure 16B), montre des bandes corre^xxidant aux histones du

coeur nucléosceonal qui sont assez évidentes à cause de la grande

quantité de protéines retixuvées dans cette fraction. Il en est de même

pour les bandes correspondant aux systèmes à double ocsnoposantes formés

des histones du coeur nucléoscanal. On retrouve la présence des bandes .

et ainsi que d'ione nouvelle bande nommée <t>. En siçperposant les deux

gels (A et B) de la figure 16, il est possible de voir que la bande <p

n'est pas présente sur le gel A qui contient l'échantillon servant de

témoin. La bande tp est donc une nouvelle bande créée par réaction de

réticulation. Cette beuide semble correspondre au système à deux

ooaooposantes attendu. En effet, la bande 0 est située dans la région des

systèmes à double composantes et pourrait, par son profil de

migration (masse moléculaire), contenir à la fois la protéine HM3 1(2)

et lone des histcaies du coeur nucléoscmal. Notons que cette bande se

retrouve jioste sous les bandes ^ et CO . De plias, cxi ne retrouve plus

les bandes coomespondant aux protéines HM3 1 et 2 oretrouvées sur le gel
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A contenant l'éciiantillcai témoin, bandes qui cxit dispain lors de

l'ajout de l'agent réticulant (gel B).

Enfin, la figure 21 montre l'accentuation de la bande <p en

ajoutant, aux chaînes de nucléoscmes en solution, des protéines HM3 1

et 2 exogènes lors de la réacticai de réticulaticxi. Ceci ^puie

1 ' interprétaticffi que la bande 0 serait le résultat de la réticulation

de la protéine HMS 1(2) avec une histcH>e du coeur nucléoscmal. De

plus, si on effectue la réacticffi de réticulation dans la fractiCTi

"noyaux digérés" préalablement lavée avec des concentrations en sel de

0,14, 0,20 et 0,30 M, on obtient les mêmes résultats (non montrés) que

ceux obtenus sur le gel B de la figure 16. Ceci suggère donc que la

bande <p retrouvée sur ce gel (fraction "noyaux digérés" réticulée)

pourrait provenir de deux éléments réticulés ensemble (protéine HM3

1(2) et une des histone du coeur nucléoscmal), éléments qui étaient,

avant la réaction, en contact électrostatique spécifique. La bande <p

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

4.3 - Hydrolyse acide de la bande 0 obtenue dans la fraction "noyaux

digérés" réticulée.

L'hydrolyse acide de la bande 0 ne démontre pas de résultats

très 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 à maintes r^rises pour la bande en question et ce, sans

l'obtention de meilleurs résultats. Ceci pourrait être la cause de
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liaisons izitramoléculaires qui paivent se former lors de la réaction de

réticulation. En effet, même si l'ag^ de réticulaticai utilisé produit

un lien amide entre deux molécules en contact électrostatique, il peut

aussi ciider à la formatirai de liens à l*intéri©ir d'une même molécule.

A ce mcment, il est dificile d'obtenir un patron de clivage net car

chaque molécule peut elle-même posséder lone série de liens internes

entre des groi;ç)ements aminés et carbco^liques. L'hydrolyse acide des

témoins d'histcnes produit de meilleurs résultats qui scait d'autant

plus faciles à interpréter.

On peut enfin remarquer que la réactioi d'hydrolyse n'est pas

conplète (figure 19) car il reste une assez grande quantité de

protéines non clivées après la réacticai. Par eaœoiple, pour le témoin de

l'histone H2A hydrolysée, la bande correspondant à la protéine intacte

demeure la plus dense des bandes ccxitenues dans le patrcn de clivage.

Néanmoins, on doit faire attention ici. On ne veut pas effectuer une

hydrolyse coanoplète car l'obtention d'une trop grande série de bandes de

clivage rendrait l'interprétation des résultats encore plus dificile.

Ici l'hydrolyse n'est que partielle, elle coi^e préférentiellement les

liens Asp-acide aminé contenus dans les protéines. CJcrame l'agent de

réticulation utilisé produit un lien amide entre deux protéines, la

situation idéale de ne couper que le lien de réticulation produit lors

de la réaction en présence d'EDAC est impossible à réaliser. C^)endant,

on peut dire qu'une trqp grande quantité de protéines demeure non

clivée. Il y a un ncaibre d'unités des résidus Asp chez les histones qui

permet d'obtenir des peptides caractéristiques pour chacunes des

molécules. Seulement les grands p^ïtides de 35 acides aminés ou plus
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peuvent c^jendant être analysés dans les cxMiditions d'élec±rioptiorœe

enplciyées.

Selon les résultats obtenus, la bande <p serait <xmposée de

l'histone du œeur nucléoscmal H3 et de la protéine HM3 1(2). En effet,

l'histone H3 hydrolysée produit orne bande de clivage qui correspond à

tme des bandes produites par l'hydrolyse de la bande <p. Il en est de

même pour la protéine HM3 1(2) hydrolysée. La bande <p serait donc le

produit de réticulation entre ces dejx protéines. Sur les gr^iiiques de

la figure 20, les résultats sont plus facile à visualiser. On remarque

que chacun des pics correspondant aux témoins d'histones non clivés se

retrouvent dans le même ordre (position en millimètre) que celui

observé sur le gel de la figure 19. Ceci signifie donc que la position

des pics d'un graphique par rapport à un autre peut être cosDoparée.

On y observe aussi la même corr^xmdance que celle retrouvée sur

le gel de la figure 19. Il n'y a pas, pour les témoins des histones

H2A, H2B et H4, des bandes de clivage qui corre^xaident à 1 mm près à

vme bande d'hydrolyse de la bande 0. Il y en a c^)endant pour les

standards histone H3 et protéine HMG 1(2) hydrolysés. Une bande de

clivage de la bande <p est aiibigiie (pic #18, 127,6 mm) mais elle peut

aussi bien correspondre à une bande de clivage de la protéine HM3 1(2)

ou de l'histone H3 hydrolysées. Il semble donc évident, selon le patron

obtenu, que la bande 0 est formée, de ces deux protéines. Par Western

blot, on aurait pu démontrer que les CŒtplexes étaient ccanoposés des

protéines HMl 1 et 2 et H3 ou H3B. L'ejqjérienoe a été tentée avec la

collaboration préçieuse de Sylvianne îftiller (Strasbourg), c^)endant.



115

les anticorps dirigés contre les protéines HM3 1 et 2 n'étaient pas

spécifiques. Les résultats n'ont donc pas été mcntrés.

Depuis leur premier isolesnent et leur caractérisation comme

étant des protéines chrcmosomales, la localisation et 1 ' interactic^ des

protéines HM3 dans la ciiromatine a été un sujet de controverse. Les

protéines HM3 14 et 17 pourraient être en interaction avec les points

d'entrée et de sortie de l'AEN dans le coeur nucléosomal (Kardian et

al., 1980; Shick et al., 1985). Par contre, d'autres ohercheurs ont

postulé une interacticn avec l'histcxie H2A (Oook et al., 1986; 1989).

C^jendant beaucotp moins d'informations oit été obtenues sur la

localisation des protéines HM3 1 et 2 à l'intérieur de la ciircmatine.

Elles SCTït néanmoins deux autres protéines HM3 non moins inportantes

pour lesquelles la positicai par rapport à l'AEN ou aux histones n'est

encore connue. Par les ejqjériences de réticulaticn sur la chrcmatine

digérée en présence de l'agent réticulant à distance zéro (EDAC), on

peut postuler que les protéines HM3 1 et 2 semblent être en contact

avec l'histOTie H3 à l'intérieur du nucléosome. En utilisant un agent

réticulant photochimique, l'interaction des protéines HMS 1 et 2 avec

l'histone H3 dans la duxraatine a déjà été détectée (Stross, 1987).

D'autres chercherurs ont obtenu auparavant les mêmes résultats,

c^jendant avec des oligomères en solution (Bemués et al., 1983; 1986).

Dans ces derniers travaiK (Bemués et al., 1986), l'interaction des

protéines HMS 1 et 2 avec les histones du coeur nucléosomal sous forme

de dimères (H2A X H2B) et de tétramères (H3 X H4)2 a été étudiée à

l'aide d'un agent réticulant photochimique. Dans le cas du tétramère.
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l'interactiOTi des protéines HM3 1 et 2 seiriole se faire via l'histone

H3. Avec les résultats décrits plus haut, toutes les interactiŒis

formellement décrites en solution ccntenant ces oligcnières purifiés ont

été ccaifirmées dans la chrcnatine. 0^)endant, par des e}^)ériences de

reconstitution, certains de ces chercheurs (Bemués et Querol, 1989)

ont récemment mcaitré que les protéines HM3 1 et 2 scait en interaction

avec les histones H1 et H2A-H2B. Ces derniers résultats viennent donc à

l'encœtre de c^ix énmoés ici. Cependant ccnme on a pu le voir plus

haut et même dans l'introduction, ce sujet amène beauccxç) de

controverses. Il y a drax; beaucotç) de travaux à faire cifin de mieux

comprendre la structure de la chromatine, les contacts

histones-histones et la localisation des protéines chromoscmales non

histcxies.

4.4 - Disparition des bandes etco lors de l'ajout de protéines HM3

1 et 2 axax chaînes de nucléosomes pour la réaction de

réticulation.

Sur la figure 21 on peut noter, lors de l'ajout des protéines

HM3 aux chaînes de nucléoscmes en présence de l'agent réticulant, la

disparition des bandes i/- et OJ initialement retrouvées dans les chaînes

de nucléosomes seules réticulées et la présence de la bande <j>. Ces

résultats suggèrent la possibilité que les protéines HM3 1 et 2

ccmpétitionnent pour le même site sur le nucléoscme que l'histone Hl.

En effet, il est connu que les bandes i// et co sont le produit de la

réticulation de l'histone Hl avec l'histone H2A (Boulikas, 1980). En
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ajoutant des protéines HM3 1 et 2 aux chaînes de nucléoscmes, il y

auirait alors d^lacement des histcxies m (dispariticai des bandes xp

et 0) ) et liaisCTi électrostatique des protéines HM3 1 et 2 avec une

des histones du coeur nucléoscroal (présence de la bande <p). Ceci n*est

c^>endant qu'une hypothèse qui pourrait eçpuyer celle éncxicée par Cary

et al. (1987) disant que les protéines HM3 1 et 2 se lient au lien

d'AEN et délacent ainsi l'histcxie HL, dcamant un état de la chrcraatine

qui requiert spécifiquement l'absence de cette histcxie, c'est à dire la

chrtmatine active (voir introduction).

Cette hypothèse va c^)endant encore à l'encontre des résultats

obtenus par Bemués et Querol (1989) qui mentionnent que les protéines

HM3 1 et 2 ne peuvent reitplacer l'histone Hl. Néanmoins, les résultats

obtenus ici ne s'opposent pas à ceux obtenus pour 1 'e}q)érience de

réticulation décrite dans les pages précédentes de ce travail car même

si les protéines HMG 1 et 2 renplacent les histones KL sur le

nucléoscane ceci n'exclut pas la possibilité qu'elles soient à ce mcanent

en contact avec une autre histone que celle en contact avec l'histone

KL. Ceci siçpose alors des sites de liaison très près mais différents.
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