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-------------------------------------------------------------------------------------------------- Introduction

|.  Un apercu historique du gene a la chromatine

Depuis lintérét que I'hnomme porte a l'étude du ant, les philosophes et les
naturalistes pressentaient qu'il devait y avoir drasmission des caractéres acquis a la
descendance. Mais ce n'est qu’a la fin du XIXéneelsi avec les travaux de Johann Gregor
Mendel (1822-1884), moine botaniste autrichienggtiapparue la notion d’hérédité pour la
premiere fois. Mendel souvent décrit comme étafnelateur de la génétique formelle a non
seulement défini la terminologie de la génétiquedenne en introduisant les termes de
phénotype et génotype, mais aussi sur la basesdetisges a énonce les lois dites de Mendel.
En dépit de certains manquements a la déontologiatfaieie, les travaux de Mendel qui
reposent sur différents croisements qu'il a efféstgur le petit pois et I'analyses de leurs
phénotypes sont aujourd’hui connus du grand puliies croisements lui ont permis
d’émettre I'’hypothese que la couleur (jaune oue)eet I'aspect (lisse ou ridée) des graines
chez le petit pois sont contrélés par «un facteuransmis aux descendants par

l'intermédiaire des gamétes.

A la fin du XIXeme siecle, les biologistes ont déiaé les structures qui peuvent
intervenir dans la transmission des caractéresdii@imes sur la base d’observations au
microscope optique. Ces observations révelent inedastructures dans le noyau cellulaire
qui fixent facilement les colorants, nommeées chreomoes : « corps coloré ». L’allemand
Walther Flemming (1843-1905) a été le premier lgate a examiner de fagcon systématique
le comportement des chromosomes dans le noyauuas de la division cellulaire. Flemming
a observé que les chromosomes sont partagés enpdedant la division cellulaire et que
chaque moitié est conduite dans une direction cmpsur se localiser dans les deux cellules
filles. Ces derniéres vont a leur tour fabriqguee wopie de la moitié des chromosomes
gu’elles contenaient. Ainsi les cellules filledexd cellules meres contiennent le méme nombre

de chromosomes.
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Figure 1 : Représentation selon Flemming de la diiin cellulaire chez les eucaryotes

Les chromosomes sont partagés en deux copiesqdentiChaque copie est conduite dans
une direction opposée pour se localiser finalemal@ns les deux cellules filles
(Paweletz 2001).
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En 1902, l'allemand Boveri et 'américain Suttoncdévraient que les chromosomes
sont toujours représentés par un couple de ménerape dans le noyau. Leurs travaux ont
permis d’établir le lien avec la théorie de Mendi caractére est contrélé par « un facteur
discret », connu aujourd’hui sous le nom de gamesinis des parents a la descendance et
présent en deux exemplaires, I'un de provenancernete et 'autre paternelle. La nouvelle
notion de gene est définie vers les années 1909epdiologiste danois Johannsen en
conclusion de ses travaux sur les haricots dampiéds il affirme que tous les caracteres

transmis au cours des générations sont veéhicuidsgpgenes.

Dans le but de vérifier la validité des lois de Mehchez I'animal, Thomas Hunt
Morgan (1866-1945) (prix Nobel 1933) a entreprisreed910 et 1915 une étude chez la
drosophile ou mouche du vinaigrBrpsophila melanogaster)Ses travaux ont permis de
mettre en évidence le rdle du chromosome danséliiér chez la drosophile qui, encore
aujourd’hui, reste un organisme modele pour ledesgenétiques. Morgan et son équipe, a la
suite de nombreux croisements, obtiennent la prengieosophile mutante dont les yeux sont
dépourvus de pigments, « yeux blancs » contraired@eeux de la drosophile normale dont
les yeux possédent une pigmentation rouge. Cedtatssumettent en évidence un des
principes fondateurs de la théorie évolutionnistelxhrwin, ou la mutation représente un
caractére original qui apparait de facon fortultesaqu’aucun parent ne le porte et qui peut
étre transmis a la descendance. Les expériencda duvsophile révelent que le nombre de
genes est plus élevé que celui des chromosomesn itonclut que les chromosomes
représentaient le support des genes, que ces ideamieune distribution linéaire, qu’ils sont
situés dans un ordre constant et défini et qu'dsupent toujours le méme site dans le
chromosome. Ces chromosomes peuvent étre le siegeldénomene assez intéressant qui
est le crossing-over ou les genes liés peuvent neronine disjonction indépendante par
lintermédiaire d’échanges de segments de chroestientre chromosomes homologues

durant la méiose.
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Pendant longtemps il a été admis que la substdnogque qui constituait les genes est
représentée par les protéines et ce n'est qu'ed H@/Oswald Avery, Colin McLeod et
Maclyn McCary, en reprenant les travaux de Freifithrde 1928 sur la transformation
bactérienne, ont réussi a purifier le facteur ti@msant du pneumocoque. Il s’agissait bien de
la molécule d’acide désoxyribonucléique qui repmésée support de I'information génétique,

mieux connue sous I'acronyme d’ADN (Avery, Maclesichl. 1944).

- < &

(T pREuMOoon.E 5 iraClves par la chaler  vivani

%I‘ @ﬁ% p-

Figure 2 : Expériences de Griffith chez la souris.

Griffith décrit deux souches de pneumocoques (Dgdous pneumomiae) : la souche R
(rough, avec des colonies a aspect rugueux) ebleclee S (smooth, avec des colonies a
aspect lisse). La souche S doit son aspect a ssut@olysaccharidique et se révéle étre
mortelle pour la souris lorsqu'elle lui est injeetéA l'inverse, la souche R qui ne synthétise
pas une telle capsule n'est pas nocive pour la isour'injection de bactéries S,
préalablement tuées par la chaleur, n'est plusléét&ependant l'injection de cette derniere
mélangée a des bactéries R vivantes provoque la deoda souris. Les bactéries R, au
contact des bactéries S tuées, ont donc acquisrattere pathogéne qu'elles ne possédaient
pas précédemment. Ce phénomene a été appelé traasfm bactérienne (d’apres I'Atlas

de poche de génétique).
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Moins de 10 ans aprées cette découverte, en 1953%sJ&Vatson et Francis Crick
(figure 3) publient dans le journal ‘Nature’ du &&il 1953, un article dans lequel ils font état
de la cristallisation de la molécule d’ADN et egentent la structure. Cette structure décrit
les quatre bases azotées composant I'ADN : Adéiimgnine, Cytosine et Guanine (A, T, C
et G) qui s’agencent avec des liens transversaulagarmation de paires entre Aet T, et G
et C en tournant autour de leur axe donnant airgti®@ structure le nom de double hélice
d’ADN (WATSON and CRICK 1953).

Figure 3 : Watson et Crick.

Les deux Scientifigues américains ; le biologisdends Watson (a gauche) et le physicien
Francis Crick (a droite) avec un modéle représentarstructure en double hélice de '’ADN.

Si les travaux de Watson et Crick ont créé lesdtiods de génétique moléculaire, c’est
en 1957, qu’'une des pierres fondatrices de ce maugemaine de recherche est apparue avec
le dogme central de la biologie moléculaire, quilestransfert de I'information génétique
portée par le géne a une autre entité moléculi@reyrotéine. Par conséquent, il était
raisonnable d’en faire la démonstration expérinlentt ainsi comprendre comment la
molécule d’ADN présente uniqguement dans le noyaladeellule eucaryote peut diriger la

synthése des protéines localisées dans le cytoplasm

La question sous-jacente au transfert de l'inforomagénétique a la protéine est de
comprendre comment les quatre bases qui compdgddiil Ipeuvent donner une protéine

constituée de 20 acides aminés différents. C'est96 que Nirenberg et ses collaborateurs
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sont parvenus a faire la démonstration de I'excsediun code qui permet la correspondance
entre les bases de 'ADN et les acides aminéseg@aibl). Le décryptage du code génétique, a
valu a ces auteurs, Mashall Warren WaNirenberg, Gtalsin Khorana et Robert W. Holley,
d’étre récompensés du prix Nobel en 1968. Le coéeétigue met en évidence deux
caractéristiques importantes. Tout d’abord, I'aéition de triplets de bases, ou codons, pour
correspondre a un acide aminé impliquant ainsi dégénérescence du code génétique.
Ensuite, le code génétique est universel méme peahrelever quelques exceptions comme
par exemple le codon CUG qui code habituellemenir e leucine et qui correspond a la
sérine cheLandidaou encorel etrahymenaju’utilise les codons UAG et UAA pour coder la

glutamine au lieu de coder pour un stop.

NUCLEOTIDE 2¢™ POSITION
U C A G
UUU | phényl- | UCU UAU } tyrosine | UGU " U
U UUC} alanine  |UcC | oo |uac] " pee [ eem c
UUA } leucine UCA UAA} non-sens UGA  nonsens A
uuG UCG UAG UGG tryptophane | G -
Z
) S S
E CuU CCU CAU | pistidine | CGU U E
&l c CUC | Jeucine CCC | proline | CAC | CGC | arginine Clo
& CUA CCA CAA} glutamine | CGA A=
3 CUG CCG CAG CGG G |3
3 : - 3
g AUU | . ACU AAU | asparagine AGU } sérine Y
AUC ¢ isoleucine | ACC | qconino | AAC AGC C %
|| A > thréonine 2
3 AUAJ  |ACA AAA} Tgin AGA } o Al
E AUG  méthionine [ ACG J AAG AGG G %
GUU GCU GAU} acide GGU U
aspartique
G Guc valine GCC alanine GAC p g GGC glycine c
GUA GCA GAA} acide GGA A
GUG GCG GAG | glutamique | GGG G

Tableau 1 : Le code génétique.

Correspondance entre la séquence nucléotidique’ARN messager (et donc dérivant de

I'ADN) et la séquence en acides aminés de la pretéi
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Si la compréhension de la mécanistique qui perragbasser du gene a la protéine a
explosé depuis les travaux de Watson et Crickydiétdes genes a également bénéficié d’'un
décloisonnement de la science. En effet, la chantentribué de fagon trés significative avec
des chimistes comme Allan Maxam et Walter Gilbe, encore Frederick Sanger a
développer des méthodes permettant de décryptech@nement des bases qui constitue
'ADN et par le fait, introduire le séquencage dADN. Aujourd’hui ce domaine de
recherche a vu un essor extraordinaire avec largeéoe de projets trés ambitieux comme
celui de séquencer des génomes entiers. C’'est@h @ik la fin du séquencage complet du

génome humain a été annoncee.

Dans I'élan que la génétique a engendré, il seinipertant de souligner les travaux de
Francois Jacob et Jacques Monod, dans lesquatiitrent, qu’outre la séquence des genes,
'organisation du génome est fonctionnellement intgotte et introduisent alors la notion
d’'opéron. Par ces travaux chez la bactérie, Jatcoklomod montrent également que la
régulation de I'expression de genes fait appelsypdetéines et qu’il existe des séquences non

traduites qui interviennent dans la régulation’eedression des génes.

Comme nous l'enseigne la génétique formelle, lesegeés’expriment pour donner le
phénotype, qui doit également étre transmis a saatelance. La mise en évidence de 'ADN
comme support de I'information génétique questiothmec sur la transmission et la pérennité
de l'information génétique au fil des génératiddans le milieu du XXeme siécle, Meselson
et Stahl montrent grace & des expériences d'incatipa d'isotope lourd®N que 'ADN
passe les générations en se copiant suivant lelenddda réplication semi-conservative. Ces
résultats confirmaient I'intuition de Watson et ¢k&riqui suggéraient que pendant la
réplication les deux brins d’ADN se séparaienthetotin jouait le réle de matrice pour deux
molécules filles. A la méme époque Arthur Kornbgugx Nobel en 1959, isolait a partir
d’E. Coliune enzyme capable de répliquer la molécule d’ABNitro qu’il dénomme ADN

polymérase.

Alors gu’un grand nombre d’expériences visant atmaegn évidence les mécanismes
moléculaires de lI'expression et de la pérennitd’idéormation génétique ont utilisé des
modeles procaryotes, le questionnement trouvaitléggtimité concernant les cellules
eucaryotes. En effet, contrairement aux procarydeegénome des cellules eucaryotes est

enfermé dans le noyau. C’est dans le laborato#ardn Klug dans le milieu des années 70,

7
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gue Roger Kornberg, fils d’Arthur Kornberg, étudie@ssociation entre le matériel génétique
eucaryote et de petites protéines basiques appeigtenes. Ce complexe nucléoprotéique,
aujourd’hui connu sous le nom de chromatine, a @afaron Klug d’étre récompensé par le
prix Nobel en 1982. A la méme époque que celletdesmux de Kornberg et Klug, le groupe
de Pierre Chambon montre que la chromatine estitug#es d'une succession de sous-unités
gu'’il appelle nucléosomes. C’est sans doute slrake de ces découvertes que I'étude du
matériel génétique de la cellule eucaryote estmgy@ujourd’hui un domaine de recherche a
part entiere. Le gigantesque essor de I'étude dbramatine durant la derniére décennie est
sans doute associé au désenchantement du séqueleggmg@enomes qui montrait que les
génomes de la drosophile et de 'homme présentenbmbre de génes similaire. Aussi, pour
donner une interprétation a I'absence de cohérente la complexité du génome et la
position dans la classification phylogénétiquea ité proposé qu’une nouvelle information
contenue dans la chromatine et différente de laesée d’ADN ait une fonction importante.
Cette nouvelle information porte aujourd’hui le ndiimformation épigénétique. Comme son
nom l'indiqgue ce nouveau volet de la science esiti@€ de la théorie de I'épigenése qui
représente la construction progressive des orgasismu cours du développement
embryonnaire. Cette définition est donnée initiadatn par le généticien Conrad H.
Waddington en 1942 qui I'énoncait comme étant urendhe de la biologie étudiant les
implications entre les systémes ‘génes + envirormmtnet leur ‘produits’ donnant naissance
au phénotype d'un individu. Cette nouvelle branatait pour but de compléter la génétique
pour s’éloigner de la simple énumération des geeedeur positionnement sur les
chromosomes.

Waddington visait a partir de sa nouvelle notio@pifyénétique a souligner l'incapacité
de la génétique Mendélienne a expliquer la progresdu développement embryonnaire.
Selon ce premier concept d’épigénétique les geémssiment un paysage que les cellules
parcourent lorsqu’elles se différencient, commeriggres qui coulent le long d’'une vallée.
C’est dans cette opposition a la génétique quegkg@tique a trouvé, et trouve aujourd’hui
encore, son fondement et son pouvoir de sédudtmmléfinition de I'épigénétique a évolué
aujourd’hui pour étre considérée comme I'étudecdeacteres, généralement réversibles,
comme les changements des états de transcripteogéees, qui sont héritables au cours des

divisions cellulaires et qui n'impliquent pas denbgements de la séquence d’ADN.



-------------------------------------------------------------------------------------------------- Introduction

Ce n’est sirement pas un hasard si I'essentietrdeaux d’épigénétique se focalise
aujourd’hui sur le réle de la chromatine dans letcile de I'expression des genes. En effet, la
structure précise de la chromatine dans le noyhwlaies et les mécanismes qui en assurent

la reproduction lors des divisions cellulaires east malgreé tous ces efforts, obscurs.
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lI.  Structure de la chromatine et son organisation

Si on prend I'exemple du génome humain, il contpas que 3.4 milliards de paires de
bases et entre 20 000 et 25 000 genes contenughnen 1m d’ADN. Toute cette masse de
matériel héréditaire arrive a étre enfermée dansayau dont le diamétre est d’environ 10 a
20 micrométres. La question qui se pose est commADIN est empaqueté dans le
chromosome pour I'étre par la suite dans le noyaa 7éponse réside en partie dans les
histones, ces protéines a faible poids moléculgineen s’associant a ’ADN vont former un
complexe nucléoprotéique appelé nucléosome et ldEmthainement forme la chromatine
(figure 4).

Figure 4 : Compactage de 'ADN

Représentation schématique montrant comment I'ABNempaqueté dans le noyau des
cellules eucaryotes. La double hélice d’ADN s’etecautour des histones pour former des
pelotes ou nucléosomes. L'ensemble se condenselude ep plus pour former les

chromosomes capables d’étre logés dans le noyapr@s « science photo library »)
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La chromatine renferme donc le matériel génétiquelle correspond a un complexe
nucléoprotéique. Si I'idée de la compaction de IMMdans le noyau grace aux histones est
généralement admise, la question qui reste ouaertéébat est comment la cellule arrive a
accomplir ses activités dans ce contexte de chinenati 'ADN n’est plus accessible ? Il
s’avere que ce complexe subit des changementstwsiug qui se trouvent corrélés au
déroulement des activités de la cellule. Cetteétation est aussi évoquée entre |'état de
condensation de la chromatine a I'intérieur du miogala position de la cellule dans le cycle

cellulaire.

[1.1 Les histones

Les protéines impliquées dans I'édifice chromating®nt réparties en deux groupes
majeurs : les histones et les protéines non histohes histones qui sont des protéines
basiques et acido-solubles se trouvent associd&D&l dans les chromosomes et sont
directement impliquées dans I'enroulement de 'ANant aux protéines non-histones, elles
sont tres hétérogeénes, elles varient selon le @sslles présentent des fonctions cellulaires

tres diversifiées : enzymes, protéines de structure

Bien que les protéines non-histones présentent ramdgintérét pour la cellule

eucaryote, notre attention se focalisera sur e®hes.

Les histones dont les masses moléculaires sontrezeaEentre 11 et 22 kDa sont des
protéines conservées au cours de 'évolution. Qetieservation suggére gqu’elles ont un role
important dans I'activité des genes et dans le Inofitane cellulaire. On distingue cing types
d’histones canoniques : H2A, H2B, H3 et H4 reprém@nles histones du cceur et une

derniere classe H1 : histone de liaison ou histolaker ».

Les histones provenant de différents organisme®@npurifiees par chromatographie.
Par cette approche il a été possible de sépardrat#®ons qui ont donné lieu a la premiére
nomenclature des histones : F1, F2C, F2a2, F2dleFE3 (JOHNS, PHILLIPS et al. 1960;
Kornberg and Thomas 1974; van der Westhuyzen, Béhiad. 1974). Cette nomenclature

proposée par Johns et Butler en 1962 avec la letffe> pour désigner fraction a été
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remplacée par celle proposée par Bradbury en 19FTRJRAC (Union Internationale de

chimie pure et appliquée) (tableau 2).

Nomenclature des Fractions
Bradbury Johns et Bulter| Poids moléculaire
(1975) (1962) (k Da)
H1 fl 21,5
H2A f2a2 14,004
H2B f2b 13,774
H3 f3 15,324
H4 f2al 11,282

Tableau 2 : Nomenclature des histones

Les histones sont particulierement riches en rédighines et arginines et possedent une
structure appelée « histone fold » qui est im@&dans les interactions avec I'’ADN et dans
I’hétérodimeérisation permettant aux histones dimggr entre elles (H2A-H2B et H3-H4). Ces
interactions sont appelées « poignée de main »afxishake »). La structure des histones est
composeée de trois hélicageliées les unes aux autres par une boucle (ArBaottingame et
al. 1991). En plus de « I'histone fold », les hige possédent une autre région non structurée,
correspondant a la région N-terminale (figure S9n®le cas de I'histone H2A, une seconde

région non structurée est également présente daqastie C-terminale de la protéine.

Ces régions terminales peuvent étre le siege ddfisaitbns post-traductionnelles. Ces
modifications comprennent l'acétylation, la phospfiettion ou encore la méthylation, pour
ne citer que les plus étudiées. Il a été proposécga modifications pourraient former un code

(code des histones ou code épigénétique) lequait sirectement ou indirectement impliqué
12
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dans les activités de la chromatine (Strahl and 2000). Ces modifications sont ciblées sur
des résidus spécifiques pour chaque histone et catatysées généralement de maniere
réversible par des enzymes également spécifiquette @eversibilité met en évidence la

plasticité de l'information épigénétique a l'inverglu code génétique qui est défini par la
séquence d’ADN. Toutefois, il est a noter que leglifications des histones ne représentent
pas les seules marques épigénétiques impliquésdemnrégulations des activités du matériel
génétique. En effet, la cellule dispose égalem&nttiebs stratégies comme la méthylation de
’ADN ou encore ['utilisation de variants d’histones, snags dernieres ne sont pas trouvees

dans I'ensemble des eucaryotes et pourraientéfrait de I'évolution.

Nucleosomal Nucleosomal Nucleosomal Nucleosomal
H2B H2A H4 H3

Figure 5 : Histones fold

Les histones présentent une structure secondairesfi’histone ‘fold’ représentée par une

succession de trois hélicesl( a2 eta3). (Sondermann, Soisson et al. 2003).

Dans la chromatine, une cinquiéme classe d'hist@nstone linker ou H1) vient
s’ajouter pour favoriser la stabilisation des nastémes et leur organisation en structures
ordonnées (Wolffe and Dimitrov 1993; Carruthersdis et al. 1998). Si les analyses
génétiques de I'histone linker n'ont pas permisntttre en évidence une fonction dans les
activités transcriptionnelles, les analyses pentiaphase S montrent que cette histone aurait
une fonction dans la régulation de la réplicatidhiet and Hayes 2009). D’un point de vue
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structural, I'histone H1 présente trois domaines. Le premidrreprésenté par la région
N-terminale avec une longueur d’environ 45 aciaesnés, une partie centrale d’environ 75
acides aminés formant 3 hélicesfinalement la région C-terminale qui est la pétisndue
avec environ 100 acides aminés. Cette dernieneossstructurée dans les solutions aqueuses,
cependant elle présente une structure secondagefais qu’elle est associee a I'ADN
(Roque, lloro et al. 2005). La liaison de H1 a haoenatine semble étre assurée par cette
région C-terminale (Hendzel, Lever et al. 2004).

La principale modification post-traductionnelle d#l est la phosphorylation qui
augmente progressivement tout au long du cyclelleg pour atteindre un maximum en
phase G2 et en mitose. Ensuite, elle diminue bersguat a la fin de la mitose en télophase
(Bradbury, Inglis et al. 1973; Boggs, Allis et 2D00). Toutefois, ces résultats souffrent de
biais expérimentaux qui pourraient affecter I'ipigtation comme l'analyse sur des cellules
fixées par immunocytochimie (Boggs, Allis et al.0B) ou encore I'absence de la phase G1
chez Physarumqui implique que l'organisme doit préparer la ghae réplication de son
génome lors du cycle précédent (Bradbury, Inglal.et973). Cette spécificité ddhysaruma
été mise en évidence avec la transcription du der#histone H4 qui se produit dés la fin de
la phase G2 pour que les messagers soient trgoenidant la phase S qui suit la mitose
(Wilhelm, Toublan et al. 1988). Il a en effet éténtré que la phosphorylation de I'histone
H1 chezPhysarumfavorise le déplacement de I'histone ‘linker’ pantdla phase S pour
permettre le « firing » des origines de réplicat{@hiriet et Hayes, 2009). Ces résultats sont
en accord avec des analyses de réplication de clireea reconstituéean vitro en présence
d’histone ‘linker’ prélevée a différents stadesayale cellulaire, lors desquels il a été montré
gue la présence d’histone ‘linker’ phosphoryléelgarée pendant la phase S permet une

meilleure efficacité de la réplication. (Halmer g&diss 1996).

En plus des histones canoniques, les cellules regpti des variants d’histones en
guantités plus faibles, ces variants s’avérent a® étre sous le méme contréle du cycle
cellulaire. Bien que ces variants d’histones neer#gopas en nombre fixe dans tous les
organismes, leur présence dans le nucléosome @sbg@e se faire en coordination avec
certains processus cellulaires intéressant I’ADNhgdliquant des activités chromatiniennes
comme la transcription, la réparation des dommaigeBADN, les divisions cellulaires, ou
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encore une fonction spécifique de certaines régimsschromosomes. A ce jour, on connait

des variants de toutes les histones a I'exceptdrhitone H4.

Pour I'histone H1, il s’agit de la classe la plugetlgente avec plus de 11 variants chez
la souris. Ces variants interviennent dans la ftionaet la condensation de la chromatine
d’ordre supérieur ainsi que pour moduler son adoiéiss aux protéines régulatrices, aux

facteurs de remodelage et aussi aux enzymes (dleataiafa et al. 2000).

L’ensemble de ces variants semble avoir un réle tkatranscription et particulierement
dans la répression de la transcription pendanifférenciation. Des expériences effectuées
chezPhysarumsuite & une incorporation des trois variants H1; BtLH5 montrent que ces
variants sont transportés dans les noyaux de laleglendant la phase S ou G2. Par contre
leur assemblage en chromatine s’effectue uniquemerdébut de G2. Cet assemblage en
chromatine de l'histone linker pendant la phase iG#be la transcription ; en mesurant
I'activité transcriptionnelle de ces trois varignilss’avere que H1 réduit la transcription a
60% par rapport au contrble et a environ 30% pobirod H1° (Thiriet and Hayes 2001).
Cette inhibition est en corrélation avec le rolggeré de I'histone linker dans l'activité

transcriptionnelle, mais pas confirmé par les asedygéenétiques (Shen and Gorovsky 1996).

Le variant H5 est déposé en chromatine pendartdesers stades de différenciation
d’érythrocytes, sa déposition coincide avec uneegion globale de la transcription. Pour ce
variant la différence majeure entre I'histone eh sariant réside dans la partie C- ou N-

terminale mais pas dans la partie globulaire (Heape Doenecke 2009).

Les variants de H2A sont H2A.Z, MacroH2A, H2A-Bb#i2AvD et H2AX
(Kamakaka and Biggins 2005). Le variant H2A.Z estuariant assez conservé a travers
I'évolution (Jackson, Falciano et al. 1996) alove des variants MacroH2A et H2ABbd sont
restreints aux vertébrés. Le variant H2A.Z plutédésent dans les régions promotrices des
genes est impliqué a la fois dans I'activation’ieattivation transcriptionnelle. Le variant
macroH2A se localise sur le chromosome X inactivéeenble aussi étre impliqué dans la
répression transcriptionnelle par lI'intermédiaieesh partie C-terminale (Ladurner 2003). En
ce qui concerne le variant H2ABbd, il se localise ls chromosome X activé. Ce variant est
dépourvu d’'une partie de sa région N-terminald seinblerait que c’est cette délétion qui

favorise la déstabilisation du nucléosome et quaiaypour conséquence le dégagement du
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nucléosome pendant la transcription (Gautier, Abéioal. 2004). Récemment deux nouveaux
variants d’histones ont été découverts dans I'bétéomatine péricentrigue dans les
spermatides en élongation chez la souris ; H2ALH2AL2 (Govin, Escoffier et al. 2007).
Ces deux variants semblent avoir un role spécifaprrant la spermatogenese (Syed, Boulard
et al. 2009).

Les variants de I'histone H2B sont spécifiques ddains stades de développement

mais leur le réle n’est toujours pas clairementraéf

L’histone H3 par exemple possede treggiants différents ; H3.3, CenH3 et le variant
spécifique des tissus testiculaires H3Blen que H3.3 et H3.1 (H3 canonique) soient
identiques a 96%, ces deux protéines sont utiligéetes moments différents du cycle
cellulaire. H3.3 qui est synthétisée tout au longcaycle cellulaire et incorporée pendant
toutes les phases de celui-ci (Ahmad and Heniko®22 alors que I'histone canonique n’est
synthétisée que pendant la phase UB. autre variant de H3, CenH3 est un variant
centromerique. Ce variant est nécessaire dangjtagation des chromosomes chez différents
organismes (Stoler, Keith et al. 1995; GoshimapKiitsu et al. 2003). CenH3 est un variant
conservé chez différentes especes et présente désications qui spécifient le site de

formation du kinétochore (Warburton, Cooke et ap17).

1.2 Le nucléosome

Il a été bien établi que la structure de la chrameaimplique une série de sous-unités
nucléoprotéiques (nucléosomes). Ces nucléosomesét@ntdécrits comme formant un
« chapelet de billes » ou encore « les corps pasmlse en évidence de cette structure a été
obtenue pour la premiére fois par microscogiectronique (Olins and Olins 1974)
Différentes endonucléases (DNAse |, DNAse Il, Syigtoque nucléase capables de digérer
préférentiellement 'ADN nu entre ces nucléosomas)encore des protéases telle que la
trypsine ont été utilisées pour mettre en évideoet aspect de « perles sur fil » des
nucléosomes (Kornberg and Thomas 1974; CamerineQt8ollner-Webb et al. 1976;
Sollner-Webb, Camerini-Otero et al. 1976) (figuye@e méme, I'utilisation de I’ADN relaxé
du virus simien 40 (SV40) qui peut s’assodrewitro aux histones H2A, H2B, H3, et H4 a
permis cette observation des nucléosomes agencésssivement tout au long de I'ADN
(Germond, Hirt et al. 1975).
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Figure 6 : Chromatine sous forme de « chapelet diéels ».

Microscopie électronique de la chromatine du foe mbulet apres digestion de I'histone
F1(H1) par trypsine (Oudet, Gross-Bellard et al759

En 1984, une analyse cristallographique du nuchéesa permis d’obtenir une image
de diffraction & 7A de résolution a partir du coexa natif dont la longueur d’ADN
s’associant aux histones est de 146 2 pb. Bienlauésolution soit faible et ne permette
d’obtenir qu’une modélisation de la topologie ducléosome, certaines informations
importantes ont pu étre tirées. Le nucléosoesé composé d’environ 146 pb d’ADN
enroulées autour d’'un octamére protéique faisamiran 1.65 tours, cet octamere contient
deux exemplaires de chacune des histones H2A, HB3Bet H4 (Richmond, Finch et al.
1984). L'aspect de I'organisation des histonesuless avec les autres n’a été mis en évidence
gue presque 10 ans plus tard avec les travauxistallographie du groupe de Moudrianakis.
L'octamére de protéines forme une structure trigadomposée d’un tétramere central des
histones 2 (H3/H4) auquel deux hétérodimeres dsaeries H2A/H2B sont ajoutés de chaque
co6té (Arents, Burlingame et al. 1991). De plus,ccimades hétérocomplexes d’histones
correspond a I'association entre elles des 3 h&tleechaque histone en ‘poignée de main’ ou
‘handshake’ (Arents, Burlingame et al. 1991). Deastaux diffractant a plus haute résolution

ont pu étre obtenus en utilisant des protéinesmeamantes et un ADN synthétique. Par cette

17



-------------------------------------------------------------------------------------------------- Introduction

meéthodologie, le groupe de Richmond a été en megiee décrire la structure
cristallographique du nucléosome avec une résolud® 2.8 A (Luger, Mader et al. 1997).
Cette structure cristallographique a permis de meonles interactions histones/ ADN

(figure 7).

Figure 7 : Structure cristallographique du nucléoste a 2.8A.

146 paires de bases d’ADN (marron et vert) enraléatour de deux exemplaires des
histones (H3, bleu ; H4, vert; H2A, jaune; H2B, ga) formant I'octamére d’histones. Les
régions N-terminales des histones sont de partaetti de la particule interagissant avec le
sillon mineur de 'ADN. A gauche est représentadeléosome vu de dessus et celui de droite

est observeé depuis le cbté, perpendiculairemeeld de gauche (Luger, Mader et al. 1997).

Plus récemment, la résolution de cette structustéadescendue a 1.9 A, suite a
I'utilisation d’ADN a 147 pb permettant une meilteu symeétrisation » de la particule cceur.
Cette nouvelle résolution a permis de mettre edefde une multitude de molécules d’eau
qui semblent intervenir pour créer des ponts elesehistones et 'ADN via des liaisons
hydrogenes (Richmond and Davey 2003). Les impboati de cette découverte sont
importantes car en montrant que les interactiorssohes/ADN sont intercalées par des

molécules d’eau, on peut supposer gque la struotucEosomique est dynamique.

Si les études cristallographiques ont permis diades informations précieuses sur la

structure du nucléosome, il n'a pas été possiblegtie approche d’avoir une vision précise
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des régions terminales des histones. Ce manquédmehau fait que ces régions des histones
n‘adoptent pas une configuration unique et qu’'ist’pas possible d’avoir une image de
diffraction précise.

[1.3 Les polysomes et les ordres de structure de Enromatine

La condensation de 'ADN en chromatine s’organise rdaniére séquentielle et
ordonnée et commence par I'enroulement des 146AiDNIautour de I'octamere d'histones
(H2A, H2B, H3 et H4).L'arrangement des nucléosomes en « chapelet desilidont le
diamétre est de 11 nm représente le premier nid&aganisation de la chromatine (Luger,
Mader et al. 1997).

Deux nucléosomes sont sépares l'un de l'autrergacimquantaine de paires de bases
d'ADN. L’association de l'histone linker H1 aux régs reliant les nucléosomes est
nécessaire a 'empilement des nucléosomes et ttandne organisation plus condensée. Les
digestions de la chromatine a la micrococcale @rmps de montrer que l'histone linker
protége environ 20 pb d’ADN. Le nucléosome en présale I'histone linker forme ce qu’on
appelle le chromatosome, défini pour la premiére ffar Simpson (Simpson 1978). H1 entre
en contact avec 'ADN au niveau des sites d’engteale sortie du nucléosome (Travers
1999).L’enchainement des chromatosomes conduit a la tavmde la fibre de chromatine
de 30 nm de diametre représentant le deuxiéme widaarganisation de la chromatine
(Robinson and Rhodes 2006).

Les observations de la chromatine par microscdpierénique ont permis de proposer
deux modeles pour la fibre de 30 nm. Le premierleshodéele de I'hélice solénoide dans
lequel les nucléosomes adjacents sont connectésfoenant une hélice contenant
6 nucléosomes par tour (Finch and Klug 1976; Thokwler et al. 1979). Ce modele de
condensation de la chromatine a été également @adfabsence de I'histone H1 a des forces
ioniques trés importantes. Dans ce modele soléntzEdidre a 30 nm se présente sous forme
d’'une hélice dans laquelle les nucléosomes confg@éd succedent les uns les autres et
I’ADN linker est orienté vers le centre de la filselénoidale (Robinson, Fairall et al. 2006;
Robinson and Rhodes 2006).
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Un deuxieme modele a été décrit dans lequel leBosmmes s’arrangeraient en “zig
zag" et ou I'ADN de liaison est rigide et s'entoée a l'intérieur de la fibre de telle facon que
deux nucléosomes adjacents sur le nucléofilament redeouvent a des positions
diamétralement opposées le long de la fibre de B0(Bednar, Horowitz et al. 1998). La
résolution cristallographique & 9 A de la structdretétra nucléosome (en l'absence de H1)
réveéle que I'ADN de liaison s'entrecroise sansa&ber, organisant le positionnement des
nucléosomes selon le modeéle « zig zag » (Schalgtial@t al. 2005). La conformation en "zig
zag" est également supportée par des étindéso de « cross-linking » de polynucléosomes
reconstituégDorigo, Schalch et al. 2004). Néanmoins les réasult‘'expériences de cryo-
microscopie électronique réalisées a partir de ueng fibres contenant jusqu'a 70
nucléosomes en présence de l'histone de liaisonsétit, en faveur du modéle solénoide
(Robinson, Fairall et al. 2006). Ces études mohiae I'augmentation de la taille de I'ADN
de liaison n'induit pas d'augmentation du diamdeda fibore comme le suppose le modéle

"zig zag" (figure 8).
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11-nm fiber 30-nm fiber
“beads on a string”

Figure 8 : Modéle de la fibre 30 nm.

Représentations schématiques et observations emmsoapie électronique des deux
modéles qui ont été proposeés pour expliquer laefidB0 nm. Deux concentrations de TEACI
(trieathanolamine-HCI) sont montrées, 1 et 5 mMurpmsister sur I'importance de la
concentration en sel dans la compaction de la ssgioa des nucléosomes (Vaquero, Loyola
et al. 2003).
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II.4 Organisation nucléaire de la chromatine

Au cours du cycle cellulaire les chromosomes pdsgem différents degrés de
condensation. Pendant la mitose, ils sont forteroentiensés et inactifBurant I'interphase,
certaines portions des chromosomes sont décondersé@ssurent entre autres la synthese
d’ARN. D’autres régions au contraire restent corsdes et inactives. La chromatine peut étre
visualisée comme une succession de domaines carsdende domaines plus diffus, avec des
passages réversibles d’'un état a 'autre suivaphdse du cycle cellulair®n distingue alors
deux types de chromatine : I'hétérochromatine etidhromatine. L’hétérochromatine est
généralement localisée a la périphérie du noyacetlée a I'enveloppe nucléaire alors que
'euchromatine occupe une position centrale (figdire

Figure 9 : Morphologie d'un noyau de cellule de manifére.

Observation au microscope électronique d’'un noyaucdllule HeLa montrant les deux
formes de chromatine ; condensée et relachée @yaun no : nucléole, hc: chromatine
condensée, c : cytoplasme, nm : membrane nuclédmekson 1997).
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D’un point de vue fonctionnel I'euchromatine remdte les régions dites actives, alors
gue [I'hétérochromatine correspond aux régions durommbsome qui sont
transcriptionnellement inactives ou « silencedl»a Iété proposé que la présence de la
protéine HP1 (Heterochromatin Protein 1) marque résggons d’hétérochromatine. Cette
derniere agit en maintenant la chromatine dans tah &ndensé en rapprochant des
nucléosomes qui portent des marques de méthylatiorles lysines 9 et 27 de H3. Des
analyses dimmunofluorescence dans des -cellulesmaenmiferes suggerent que ces
interactions pourraient faire intervenir le variaht2A.Z, puisque sa déplétion est
accompagnée de la perte de RRangasamy, Berven et al. 2003; Fan, Rangasaral et
2004). Toutefois, ces observations n'ont pas étdircoées chez la drosophile ou le variant
est présent a la fois dans I'euchromatine et Itoétiromatine (Leach, Mazzeo et al. 2000).
D’autres travaux encore ont identifié¢ H2A.Z comntané un suppresseur de « silencing » de
chromatine (Dhillon and Kamakaka 2000). Dans astdene optique, il a été proposé que les
régions adjacentes aux domaines de chromatineivaasbient enrichies en H2A.Z qui
pourrait fonctionner en parallele avec les éléméaisieéres pour bloquer la propagation du

« silencing » (Meneghini, Wu et al. 2003).

Il faut aussi noter que I'hétérochromatine peutsag®e répartir en deux formes: une
hétérochromatine constitutive et une hétérochromati facultative. En effet,
’hétérochromatine constitutive est stable tout lang du développement et garde ses
propriétés d’hétérochromatine. Elle représenterég®mns du génome hautement condensées,
ces régions contiennent généralement de 'ADN pébmme les séquences satellites
entourant le centromére. Quant a I'hétérochromdtnaltative, il s’agit d’'un état réversible

dépendant du stade de développement ou encor@eedliulaire.
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lll.  La chromatine : le siége des activités géenétiques

lll. 1 La transcription

Des expériencem Vvivo et in vitro ont montré que le nucléosome joue un réle dans
I'activation et la répression de l'activité des gern(Grunstein 1997). Une question toujours
débattue aujourd’hui concerne les mécanismes quillisent a la transcription de 'ADN
dans le contexte nucléosomique. Des études utildasreconstitutions de mononucléosome
ont montré que les interactions histones/ADN poemaiétre rompues et permettre ainsi
'accessibilité de séquences d’ADN protégées paruedéosome (Polach and Widom 1995;
Polach and Widom 1996). De ces expériences il sséggéré que le phénomene pourrait
s’appliquer a la transcription pour permettre kafion de facteurs de transcription sur les
éléments génétiques. Néanmoins, les expériencésanti le géne 5S et le facteur de
transcription TFIIIA n’ont pas permis de mettre émidence que la perte transitoire
d’interactions entre 'ADN et les histones étaitfisante pour observer une fixation stable du
facteur de transcription (Hayes and Wolffe 1992). €ontre, la perte des dimeres H2A/H2B
ou encore I'élimination des régions terminales tesones du nucléosome permettent la
fixation du TFIIA sur son site de reconnaissanc&ma si celui-ci présente une protection
(Hayes and Wolffe 1992). Il a été montré que I'mtion du nucléosome s’étendait a environ
30 paires de bases au-dela des interactions higtddi définies par le footprint (Thiriet and
Hayes 1998). De plus, les expériences de fixationTEIIIA sur le géne 5S ont permis
d’observer que l'obstruction du site de fixatiomitexclusivement rempli par les régions
terminales de H3 et de H4 (Vitolo, Thiriet et al00B) en interférant avec la région

C-terminale du facteur de transcription (Yang, 4Zhenal. 2005).

Si les régions terminales des histones sont capatilghiber la fixation de facteur de
transcription, il est important pour la cellule ldger cette inhibition. Dés le début des années
60, alors que le nucléosome n'avait pas encoredéfini, Allfrey et collaborateurs ont
rapporté que la chromatine active présentait urggnauatation du nombre de groupements
aceétyl sur les histones (ALLFREY, FAULKNER et ab6l). De fait, il a été proposé que

I'acétylation des histones pourrait avoir pour fiort de neutraliser les charges des régions
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terminales et diminuer ainsi les interactions étestatiques entre les histones et 'ADN

permettant I'accessibilité d’éléments génétiqguese(lHayes et al. 1993).

Outre la fonction du nucléosome dans la transoriptil semblerait que les variants
d’histones pourraient aussi avoir un réle cruciahsl ce processus cellulaire. Des analyses
d’accumulation du variant H3.3 chez la drosophitéspntent un enrichissement dans les
régions correspondantes a I’ADN ribosomique trahgéghmad and Henikoff 2002; Schwartz
and Ahmad 2005). En utilisant des stratégies siragad’expression de transgenes dans
différents types cellulaires, il a été montré gaedumulation de H3.3 n’était pas limitée aux
genes ribosomiques (Chow, Georgiou et al. 2005p Mitenikoff et al. 2005; Wirbelauer,
Bell et al. 2005). Dans le but de comprendre pal guécanisme le variant H3.3 pourrait
faciliter la transcription, des analyses de st@bdies nucléosomes reconstiturésitro ont été
effectuées (Jin and Felsenfeld 2007). Il en respoet les nucléosomes renfermant le variant
H3.3 et le variant H2A Z sont moins stables queriasléosomes contenant les histones
canoniques. Il a donc été proposé que l'histone3 Higwrrait faciliter la transcription en

réduisant I'énergie nécessaire pour expulser leBogomes présents sur les genes actifs

Néanmoins, les analyses ch@hysarum qui utilisent non pas I'expression de
transgénes de l'histone H3.3 mais l'incorporatidhisiones canoniques exogenes en vue
d'analyser leur échange par le variant cellulaifenn pas permis de confirmer les
observations d’échange de nucléosome associéransctiption par 'ARN polymérase Il
Par contre un déplacement des dimeres des histti¥#$12B associé au passage de 'ARN
polymérase a été mis en évidence. Ces résultatsesomccord avec les analyses de la
transcription au travers du nucléosome effectuéesdepgroupe de Studitsky (Kireeva, 2002 ;
Belotserkovskaya, 2003) Toutefois, cHelzaysarumcomme chez la drosophile des échanges
limités aux genes ribosomiques ont été observési¢Thnd Hayes 2005). Il est possible que
ces échanges de nucléosomes aux génes ribosomggudent de la vélocité avec laquelle les
géenes sont transcrits ou alors matérialisent unaniéme spécifique de transcription par

'ARN polymérase I.
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[11.2 La réparation

De nombreux agents chimiques et/ou physiques sasteptibles d’engendrer des
Iésions au matériel génétique. La réponse celtulairx dommages de '’ADN nécessaire au
maintien de I'information génétique au fil des genti®ns se congoit non seulement au niveau
de 'ADN mais aussi au niveau de son environnenentlonc de son organisation en
chromatine. Cette réponse ou encore réparatiorétteita plus fidele possible afin de garantir

le maintien de I'intégrité du génome.

Comment les lésions de I'ADN peuvent-elles étrearéps dans le contexte de la
chromatine et comment les informations épigénésqgpeuvent-elles étre maintenues dans
ces conditions de dommage ? Il a été proposé guéplation de la chromatine se ferait en
plusieurs étapes « Acces, Réparation et Restoi€ette proposition intuitive a été
initialement décrite dans les réparations par éxtisle nucléotides (NER) (Smerdon and
Lieberman 1978) intervenant dans les réponses anmméges induits par les rayonnements
aux ultra-violets. Par la suite, le modéle s’eendu aux autres types de dommages (Green
and Almouzni 2002). Il a été proposé que suite adommage d’ADN, la structure
chromatinienne se trouve déstabilisée de maniéedue la machinerie de réparation puisse

accéder aux lésions, les réparer et restaurenetste de la chromatine.

Lors des étapes qui permettent I'acces au matgéeétique et la restauration de la
structure de la chromatine, un nombre grandissaifacteurs semblent étre impliqués (Green
and Almouzni 2002). Bien que différents types dendmges aient été étudiés dans le
contexte de la chromatine, celui dont le mécanigsiele plus détaillé est sans doute la
cassure double brin. Ceci tient probablement @sipilité d’induire dans les cellules ce type
de dommage en utilisant un site de restrictioresfplession par un transgéne de I'enzyme
capable de couper le site. Une telle méthodologipeanis de mettre en évidence de
nombreux facteurs impliqués dans les différentapet de la réparation (Thiriet and Hayes
2005). Outre le mécanisme de réparation, si laradipa des dommages est importante pour
la cellule, leur détection au sein du génome estrdgielle. La encore, le modéle de la cassure
double brin est le plus avancé. En effet, il andtdtré que suite a une cassure double brin, le

variant de I'histone H2AX était phosphorylé surégion C-terminale. La phosphorylation de
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H2AX, notéeyH2AX, n’est toutefois pas restreinte aux nucléosomdjacents au dommage,
mais s'étend sur des régions de chromosomes deynisikilo-bases. Suite a des cassures
double brin, il est donc possible de détecter,tdisant des anticorps spécifiques gdd2AX,

ces régions chromosomiques qui se matérialiserg &wme de foci en immunocytochimie
(Rogakou, Boon et al. 1999).

lll. 3 La réplication

L’hérédité et le maintien de la séquence d’ADN sexypliqués par le mécanisme de
réplication semi-conservative ; au cours de ce gussus, les nouveaux brins d’ADN sont
synthétisés a partir des brins parentaux. Il emlte€sune molécule double brin d’ADN

contenant un brin nouvellement synthétisé et um fparental.

Si la réplication de 'ADN est bien décrite, les cagismes qui conduisent a la
formation de la chromatine en conjonction a cetgction sont toujours sous investigations.
Néanmoins, alors que tous les détails de la rémitae la chromatine ne sont completement
pas élucidés, certains mécanismes ont été mis iglen®e. Ainsi, lors du passage de la
fourche de réplication, il a été montré que lesléngpmes situés au-devant sont déplacés
pour la progression de I'ADN polymérase. Les his®rainsi déstabilisées sont ensuite
redéposees sur I'ADN apres le passage de la pohgeeDe ce seul processus plusieurs
guestions se posent. En effet, on peut se demanbier histones d’'un méme nucléosome sont
réassociées ensemble pour former un nouveau nookoou encore est-ce que la position
occupée par un nucléosome avant la réplicatiomegsise par les mémes histones apres la
réplication. La réponse a ces questions est esierqiour comprendre comment les marques
des histones sont transmises au travers de laaéph. D’autre part, lors de la déstabilisation
du nucléosome, les complexes des histones H3/Hdils@wous forme de tétraméres ou bien
de deux dimeres. Alors que le modele de la conServalu message épigénétique suggere
gue les histones reprennent leur position initegdees le passage de la fourche de réplication,
les mécanismes permettant de repositionner lesrnastsur la méme séquence d’ADN ne sont
toujours pas élucidés. De plus, la dissymétrieépdiaation des deux brins d’ADN ajoute de
la complexité aux réponses a donner ces différgaéstionnements. En effet, le caractére
unidirectionnel de la réplication implique des nmésmes différents de réplication des deux

brins, avec un brin répliqgué de facon continuerebrn répliqué de facon discontinue. Par
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conséquent, I'achéevement de la réplication des deuns d’ADN n’est pas concomitant. Si
les interrogations sur la réplication de la chranefont toujours I'objet de recherches, il est
évident que le doublement de la quantité de matééaétique oblige la formation de

nouveaux nucléosomes et la synthese d’histones.

Les études de la synthése des histones ont montetleg sont principalement
synthétisées pendant la phase S du cycle cellugiegeford, Osley et al. 1981; Wu and
Bonner 1981; Hereford, Bromley et al. 1982). Deseavbations similaires ont également été
faites chezPhysarum (Loidl and Grobner 1987). Toutefois, si les quakistones du
nucléosome de cet organisme sont synthétisées midadahase S, les auteurs ont montré que
seule la synthése de H3 et H4 est restreinte a patise du cycle cellulaire. En effet, les
pulses a la lysine triti€e en phase G2 démontreatincorporation du précurseur radioactif
dans les histones H2A et H2B pendant la phase @23, il semblerait que ch@hysarum
les histones H3/H4 et H2A/H2B ne soient pas somsdme contrble puisque le traitement des
cellules a I'nydroxyurée (inhibiteur de la réplicat) pendant la phase S met en évidence une
inhibition de la synthése de H3/H4 mais pas de H2A&.

La concomitance entre la réplication de 'ADN etd@position de nucléosomes a été
mise en évidencé vitro en incubant un plasmide simple brin dans un extfaeuf de
xénope (Almouzni and Mechali 1988). Par ces expégs, en conjonction avec la synthése
d’ADN, les auteurs ont également observé la foromatle nucléosomes. Cependant, lorsque
dans le milieu réactionnel est ajouté de I'aphilineo (inhibiteur de la réplication), la
formation de nucléosomes sur I'ADN simple brin @shibée. Il semble donc que
I'assemblage de nucléosomes soit couplé a la et

Alors gu'’il a été montré que pendant la phase Sig®nes sont acétylées (Waterborg
and Matthews 1984), des analyses de I'acétylati@z Tetrahymenant permis de mettre en
evidence que de telles modifications se produisasur les histones nouvellement
synthétisées (Chicoine, Schulman et al. 1986). ddidication des sites d’acétylation de
'histone H4 révele une diacétylation sur les lgsimd et 11. Des études effectuées chez
d’autres organismes appartenant a différents ernbesmnents phylogénétiquebefrahymena
drosophile et homme) ont permis dobserver la caa®n du profil d’acétylation de
I'histone H4 nouvellement synthétisée (Sobel, Cebkl. 1995; Chang, Loranger et al. 1997,

Benson, Gu et al. 2006). Toutefois, il faut notae uégere variation entre I'histone H4 de
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Tetrahymeneet celle d’autres organismes, puisque le protoeaa présente pas d’arginine
en position 3. Par conséquent, la diacétylation Isarlysines 4 et 11 d&etrahymena
correspond a celle de 5 et 12 des autres organisRms I'histone H3 des marques
d’acétylation ont aussi été mises en évidence. iMéars celles-ci touchent des sites moins
conserves selon I'espéce, elle concerne les lySiresl4 pouif etrahymenaet les sites 14 et

23 pour la drosophile.

Les enzymes responsables de [l'acétylation des ngistosont les histones
acétyltransférases (HAT/KAT). Elles sont classéasdeux groupes A et B, initialement
distinguées en fonction de leur localisation cell@ et leur spécificité vis-a-vis du substrat.
Ainsi, le type A des HAT regroupe les enzymes naiods comme Gcen5, Pca, Essai, Tip60...
et est capable d’acétyler les histones dans le&énscme. Au contraire, le groupe B dont Hatl
est la seule histone acétyltransferase connue;apstble d’acétyler de facon spécifique les
lysines 5 et 12 de H4 non-nucléosomique (Garceafdiperts 1980; Verreault, Kaufman et
al. 1998). La conservation de ces deux marquegitylation ainsi que de I'enzyme qui en est
a l'origine, suggere un rble principal de cette ificgtion post-traductionnelle dans le
processus d'assemblage en chromatine. Toutefoia, 6t¢ démontré que Hatl n’est pas
essentielle chez la levure et les cellules de bz méme si la délétion de Hatl révéle une
plus grande sensibilité des cellules aux agentaltap de générer des lésions a I'’ADN
(Barman, Takami et al. 2006).

L’étude cristallographique de Hatl révele la présete deux patchs acides a la surface
de 'enzyme. Il a été proposé que les deux patohsrgient servir & guider I'histone H4 au
site catalytique en se servant des charges dee$y8iet 16, et de I'arginine 3 et de la lysine 8
(figure 10) (Dutnall, Tafrov et al. 1998). Des exipéces de substitution de ces derniers
résidus dans des peptides ont effectivement mayueéla perte des charges induisait une

diminution de l'acétylatiorn vitro (Benson, Phillips et al. 2007).

29



e Introduction

Acidic Patch Acidic Patch

acidic
patch K8

i
. G14 l‘éﬁ':allr.\_w
' groove
> / K5

Figure 10 : Modéle de I'association de Hatl a lagién N-terminale de H4.

Grace a ses patchs acides Hatl crée des interastbectrostatiques avec les acides aminés
chargés positivement sur les résidus K16 et K8 ptaeamt ainsi a I'acétyl CoA d’acétyler
K12 (figure A et B). De la méme maniere l'acétgatide K5 a lieu grace aux résidus
basiques K8 et R3 sur lesquels les patchs acidesatil viennent se poser (Benson, Phillips
et al. 2007).

Si l'acétylation des histones H3 et H4 dans le pigeme est assez bien décrite, les
modifications associées aux histones H2A et H2Bolet moins. Néanmoins, dans tous les
cas, les histones doivent passer aprés leur tiaduclu cytoplasme au compartiment
nucléaire pour étre assemblées en nucléosomesai@port des histones fait toujours I'objet
de recherches pour en comprendre tous les mécanidrae méthodes utilisées pour ces
travaux sont généralement basées sur les techndjmemunoprécipitation en utilisant des
histones possédant une étiquette. Si des immurippiedions d’histones incubées dans des
extraits cellulaires ont permis d’obtenir des imadiilcns sur les protéines interagissant avec les
histones (Mosammaparast, Jackson et al. 2001; Muosparast, Ewart et al. 2002,
Blackwell, Wilkinson et al. 2007), ce n’est questreecemment que le groupe de Dany
Reinberg a publié une analyse détaillée des différeomplexes de pré-déposition des
histones H3 et H4 permettant le transport des mestalans les différents compartiments des
cellules humaines et la levure (Campos, Fillingtetral. 2010). De cette étude, il ressort que
pendant la phase S du cycle cellulaire, les conasleles histones H3/H4 sont véhiculés dans
le noyau en passant par une succession de carggzamant différents facteurs protéiques
(Figure 11).
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Figure 11 : Modéle du transport et de la dépositidas histones H3 et H4 pendant la

réplication.

H3 est assistée en premier par la chaperonne HSE 8(&ssocie par la suite a HSP90
qui en présence de tNASP assure son assemblageHdvdca chaperonne sNASP se fixe
alors a I'hétérodimere H3-H4 et présente H4 a Rb#Apécrutant ainsi HAT1. Aprés
'acétylation de H4, les histones sont transféréeASF1 B. L’'association d’ASF1 B avec
I'Importin-4 permet le transport des histones démsioyau. Chez la levure Hifl s’associe a
H3-H4 et le transfert des histones acétylées a Asfible étre assuré par Kapl123 (Campos,

Fillingham et al. 2010).

Dans le cas des histones H2A et H2B, leur cheminei&ns le noyau n’est pas aussi
bien connu et n’a fait I'objet d’études que chezdaure (Mosammaparast, Jackson et al.
2001). Pour ces expériences les auteurs ont utdisé&echniques dimmunoprécipitation
d’extraits cellulaires pour identifier les facteupsotéiques capables de s’associer a des
protéines exprimées par un transgene. Plusieutsui@cont ainsi pu étre mis en évidence,

parmi lesquels des membres de la famille des kaempes et Napl. Néanmoins,
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'asynchronie des cultures cellulaires et I'absedeeséparation des complexes dans un état
natif ne permettent pas d’'assurer que les factisoiés soient issus d’'un méme complexe

multifactoriel ni méme que ceux-ci soient assoaiés phase S du cycle cellulaire.

Alors que les mécanismes de transport des histeres le noyau ne sont toujours pas
completement résolus, plusieurs groupes de reahesehsont intéressés a identifier les
régions des histones importantes pour les cellukestravaux pionniers dans ces analyses ont
largement exploité les méthodes de génétique dieviae. Il a été montré que les histones
sont essentielles pour la viabilité cellulaire (Bwiski, Wallis et al. 1981). De fait, il était
important, lors de ces expériences, que les histsaient synthétisées pour obtenir une masse
cellulaire indispensable pour effectuer les diversealyses. Pour cela la stratégie consistait a
éteindre les genes cellulaires et a les remplaaerdps transgenes portant les mutations
désirées et d’étre capable d’induire leur expresai@n moment précis (Wallis, Rykowski et
al. 1983; Lenfant, Mann et al. 1996; Ling, Harknetal. 1996; Ma, Lu et al. 1996; Ma, Wu
et al. 1998). Les résultats ont parfois été indtisnvoire contradictoires. En effet, alors qu'il
a été montré gque la délétion de la région termidel&€histone H4 n’affectait pas la viabilité
des cellules (Kayne, Kim et al. 1988), la substitutdes lysines acétylables de cette méme
région conduit a la létalité (Megee, Morgan etl&90). Dans le but de mieux comprendre la
fonction des régions terminales des histones dansllule, le groupe de Pemberton a utilisé
une autre stratégie qui consiste a générer chezudee des protéines chimériques comprenant
une moitié GFP associée a la région terminale listéne. Ces constructions transfectées
dans les cellules de levure permettent, par observau microscope a fluorescence, de
déterminer la localisation de la protéine de fus{Mosammaparast, Jackson et al. 2001;
Blackwell, Wilkinson et al. 2007). Les auteurs dohc pu montrer que les régions terminales
des histones avaient une fonction dans I'adresdageorotéines de fusion dans le noyau et
décrire des séquences de localisation nucléair@iiees dans ces régions.

Cependant, il est a noter que si les expériencgguiétique chez la levure ont démontré
gue les régions terminales des histones sont imped pour la viabilité cellulaire, ces
travaux ne permettent pas de déterminer la phaseycle cellulaire au cours duquel les
phénotypes sont observés. Dans le but de réporaireléfaut, le groupe de Wolffe a examiné
la fonction des différents domaines des histoneseti3H4 dans I'embryon de Xénope

(Freeman, Kurumizaka et al. 1996). Les auteursgemteré des plasmides contenant les
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mutations désirées suivies d'une transcription vitro. Les transcrits sont ensuite
microinjectés dans des embryons de Xénope pendaremiéere division et incubés pendant
plusieurs heures au cours des quelles les blastgnpeoliferent en passant uniquement par
les phases M et S du cycle cellulaire. Les proteitraduites dans les embryons ainsi
microinjectés sont ensuite analysées et leur cpaciétre assemblées en chromatine est
déterminée. De facon surprenante, les expérientesiontré que les régions terminales des
histones H3 et H4 ainsi qu’'une partie des régidabujaires de ces mémes histones ne sont
pas nécessaires a lI'assemblage en chromatine. @aygemors de ces expériences chez le
Xénope, il n'est possible de muter qu'une seuléohis et les déficiences en assemblage en

chromatine peuvent résulter d’'une hétérodimérieadiéfectueuse entre les histones.

Des différentes expériences, tant de génétique dpiemicroinjection, il ressort
clairement que les stratégies expérimentales égisne permettent pas de dessiner des
conclusions incontestables concernant la fonctesrédgions des histones dans I'assemblage
en chromatine. Aussi, pour répondre a ces défauisjet et Hayes ont développé une
nouvelle stratégie qui exploite des caractérissodie myxomycetéhysarumpolycephalum
(Thiriet and Hayes 2001). En effet, 'organisme @gpable de former des cellules contenant
plusieurs millions de noyaux synchrones et d’incogp des protéines exogénes. Par
conséquent, les auteurs ont été en mesure d’ineorpes complexes d’histones présentant
une délétion de la région terminale de H2A et/ouBH& d'étudier I'assemblage en
chromatine pendant la phase S du cycle celluldiseont ainsi montré que les régions
terminales de ces histones ne sont pas nécespailesadresser les histones dans le noyau,
mais qu’il faut au moins une de ces régions sucdesplexes H2A/H2B pour étre assemblés

en chromatine.

Outre les analysas vivo qui ne sont pas toujours aisées a interpréteexpsriencem
vitro ne donnent pas toujours des conclusions clainesi,Aa purification du complexe CAC
(chromatin assembly complex) constitué de CAF-1r¢@tatin Assembly Factor 1) et des
histones H3/H4 a partir de lysats cellulaires ap&ta mise en évidence de la présence de la
di-acétylation de H4 sur les lysines 5 et 12 (Vanie Kaufman et al. 1996). Ce constat qui
vient agrémenter une fonction importante de lacéitdation de H4 conservée dans le regne
eucaryote lors de l'assemblage en chromatine s&leré@tre superflu dans des expériences

d’assemblagén vitro (Shibahara, Verreault et al. 2000). En effet, dagtte derniere étude |l
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est montré que l'efficacité de 'assemblage en iatine n’est pas affectée par la présence ou

I'absence de I'une et/ou 'autre des queues de KI3/H

Lors de la réplication, comme nous l'avons sigmakcédemment, la chromatine doit
se reformer derriére la fourche de réplication. ttagaux élégants entrepris par le groupe de
Stillman ont permis la purification et la caracsétion d’'un facteur (CAF-1) capable de
déposer des nucléosomes sur 'ADN réplicatif (®@h 1986; Smith and Stillman 1989;
Smith and Stillman 1991; Kaufman, Kobayashi etl8B5; Verreault, Kaufman et al. 1996).
L’affinité du complexe CAF-1 pour les histones H3/l3uggére que le complexe serait
impliqué dans l'assemblage du tétramere centralnddéosome. Pour lintégration des
histones H2A/H2B dans le nucléosome, méme si lesamgmes sont moins bien connus, il
est proposé que la chaperonne NAP-1 pourrait éptiquée (Annunziato and Hansen 2000).
Cette proposition tient au fait que NAP-1 est umetgne abondante, conservée dans
I'évolution, et s’associe a H2A et peut-étre H2Bansl des extraits cytosoliques (Chang,
Loranger et al. 1997) (figure 11). Bien que nos napssances actuelles permettent de
modéliser 'assemblage de I'octamére d’histonesuttiéosome, il n'en est pas de méme pour
ce qui est de l'intégration de I'histone linker dda chromatine. En effet, a ce jour on ne
connait toujours pas de protéine(s) chaperonnefsgeatte histone pouvant remplir cette
fonction. Il n’en reste pas moins qu’il a été ménfue cette histone est importante dans la
maturation de la chromatine (Annunziato, Schindé¢ral. 1981). La maturation de la
chromatine pendant la réplication comprend plusiettapes comme I'espacement régulier
des nucléosomes, I'incorporation de I'histone Hlaeperte des marques de réplication des
histones (Annunziato and Hansen 2000). Ces diftéseétapes, qui font toujours I'objet de
recherches intensives, font intervenir un nombrngdissant de facteurs dont les fonctions
sont aussi diverses que l'association aux histdaesyodification des histones ou encore le
remodelage de la chromatine, ceci dans le but dgEndre tous les détails de la réplication
de l'information génétique dans la cellule eucagy(Root, Bozhenok et al. 2005; Polo and
Almouzni 2006; Jasencakova and Groth 2010).
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V. Physarum polycephalum un modéle pour étudier les

activités nucléaires tout au long du cycle cellule

Physarum polycephalumst un organisme eucaryote généralement de coalene et
appartenant a la classe des myxomycétes (du gregxo = mucus, mycetes = fungi=
champignon).Physarumest caractérisé par une masse gélatineuse aws chourstade
plasmode de son cycle de vie d’ou I'appellatiotime mold ». Cette masse correspond a une
seule cellule non segmentée dans laquelle baigiemtiombreux noyaux synchrones. Les
myxomycetes représentenh systeme modele pour les études des cycles quiestj de la
différenciation ou encore de la croissance cellelahez les eucaryotes. Leurs avantages sont
liés a différentes caractéristiques qui vont éties ultérieurement. Toutefois, leur
taxonomie a toujours été un débat pour tranchefesurappartenance aux regnes ; animal,

végetal ou fungi (champignon ou mycetes).

V.1 Taxonomie

L’appartenance au regne animal ou végétal des myzeras a été discutée pendant
longtemps. En effet, certaines caractéristiquesneertiabsence de paroi cellulaire ainsi que
leur mode de nutrition qui se fait par ingestiorpkagocytose les rapprochent des animaux.
Cependant, le fait qu’ils produisent des sporeguéls possedent une membrane de cellulose
autour de leurs spores les rapproche plus du reggétal(Alexopoulos 1969). D’autre part,
comme les myxomycétes présentent typiquement leaert@bitat que les Fungi, ils sont traités
comme un taxon du regne des champignons mais gentent aux Fungi, les Myxomycetes ne
secretent pas d’enzymes digestives extracellulairestefois, le role des Myxomycetes dans la
nature n’est pas de décomposer des matiéres ougsnigy des pathogénes.

En 1997 Bauldauf et Doolittle montrent, suite a des anedysffectuées sur la séquence
du gene du facteur d'élongation alpha 1(Eff-Qui est hautement conservé, que les
Myxomyceétes ne sont pas des Fungi. D’autre pamphisiologie, la morphologie, I'histoire
de vie ou encore les analyses génétiques confirfegpartenance des Myxomycétes au
regne des protistes (figure 12). Néanmoins, seceéttide placéhysarumassez loin dans

I'évolution, le classement n'est sans nul doutdmglicatif et relatif au facteur de référence.
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Pour nos travaux qui s’'intéressent a la chromatdireux mécanismes des activités nucléaires,
cet organisme est possiblement plus évolué qujilparait sur la classification de Bauldauf et
Doolittle. En effet,Physarumtout comme les métazoaires possede un certain neod
variants d’histones dont le variant H3.3 qui n'éxipasSaccharomyceserevisiae De plus,

si on considere la conservation de 'histone H&zdPhysarumelle ne differe de I'histone
humaine que de deux acides aminés alors qu’'on coempte pas loin d’'une dizaine chez
d’autres protozoaires comme la levureT@irahymenall est donc important de prendre les
résultats des classifications phylogénétiques gacimonie en ne perdant pas de vue la

place qu’'occupe lI'organisme et I'objet qui a peraeslui donner cette place

Drosophila .
Artemia animals
Onchocerca
Caenorhabditis
Eugymnanthea
Hydra
Podospora
— Neurospora
3 ﬁqreobasf;dmm
chizosaccnaromyces .
Absidia fungi
Mucor
Puccinia
Rhodotorula

— Dictyosteliur
— Physarunt
Planopretostelium

Triticum
Ara'gr%opsis green plants
Daucus

Porphyra tred alga

Trypanosoma brucei
] Trypanosoma cruzi

= Euglena
Stylonychia
Toxoplasma
Cryplosporidium

Eimeria
Plasmodium .
Euplotes protists
72 Entamoeba
= . Terra{'n ymena
0 - ~ Trichomonas
= ——————— Blastocystis
100 L arccsosse
1oor L—— Giardia 0 steps
Glugea
|——|¢: Sulfolobus acidocaldarius
i Sulfolobus solfataricus
1 ?_0 5 Staphylothermus Archaea
e Desulfurococcus

Figure 12 : Analyse phylogénétique des séquences agides aminés du facteur
d’élongation EF-l1a montrant I'appartenance de Phytsim polycephalum au regne des
protistes (Baldauf and Doolittle 1997).
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La taxonomie retenue ddhysarum polycephalusest la suivante :
Domaine : Eucaryotes

Regne : protistes

Embranchement : Myxomycota

Classe : Myxomyceétes

Ordre : Physarales

Famille :Physaraceae

Genre :Physarum

Espéces Physarum polycephalum

Il existe cing ordres reconnus dans la classe dgsoMycetes :Echinosteliales
Liceales Trichiales Physarales et Stemonitalesle nombre d'espéces de Myxomycétes est

variable selon I'ordre (Figure 13).

Trchiales (156)

Liceales (135)

Stemonitales (175)

Echinosteliales (19)

Figure 13 : Différents ordres de la classe des myxaetes.
Entre parenthéses est représenté le nombre désesplans chaque ordre (Everhart, Keller
et al. 2008).
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V.2 Cycle de vie et développement dehysarum

Physarum polycephaluexiste sous trois formes de vie :

a) Phase de reproduction :

La reproduction se fait par spores qui se troul@gptes dans des masses sphériques
ou ovoides appelées sporocarpes (figure 14). Leosape ou « fruiting bodies » est tres
semblable aux sporanges d'ou le npalycephalum A maturité, le sporange s'ouvre et
favorise la dissémination des spores (figure 134).spore germe en laissant échapper le
protoplasme qu'elle contient (figure 15B). La geration des spores produit de un a quatre
myxamibes unicellulaires haploides (figure 15C)des cellules flagellées (figure 15D). Ces
deux formes de cellules sont dépourvues de pathilaiee et présentent uniquement une
membrane plasmique. Les cellules flagellées somtieswd'un cil vibratile au moyen duquel
elles se déplacent en utilisant des mouvements cidab, elles sont aussi nommées
zoospores. La myxamibe est une cellule amorphesqudivise par mitose (figure 15E).
Contrairement a la cellule flagellée qui ne sesdiywas par mitose, typiqguement elle a deux
flagelles avec des longueurs inégales a la pantiériaure et fusionnent uniquement sur les
parties supérieures (figure 15H). Deux myxamibes dmaux cellules flagellées a n
chromosomes fusionnent comme des gametes pour fameygote diploide qui va alors
croitre et seuls ses noyaux vont se diviser. Leoteyglonne ainsi naissance a une masse
visqueuse de protoplasme nommeée plasmode (figue H51) (Clark,2000). Cette masse est
appelée Plasmode, connue également sous le nosmipdkal slime molds” (Fig. 1, J, L). Le
plasmode varie en taille, forme, couleur et en aarsstigues morphologiques (Gray and
Alexopolous, 1968).

b) Phase végétative ou plasmode :

Le plasmode se développe généralement a I'obécurdst capable de sentir
les sources de nourriture, migrer vers les micraigmes et les digérer par phagocytose. Le
plasmode représente une unique cellule géante iw@est de réseaux de veines
protoplasmiques qui peut croitre et atteindre dewsions considérables. Les observations

microscopiques de I'organisme montrent que cetigugncellule géante contient des millions
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de noyaux qui se divisent naturellement de marsgnehrone tous les 8 a 10 heures. Cette
organisation cellulaire offre la principale opparité pour faire des analyses expérimentales
du cycle cellulaire. Le mouvement d& polycephalumest caractérisé par un flux de
cytoplasme avec un changement de direction senfagsa/iron toutes les deux minutes. A
l'intérieur des plasmodes, la force motrice estégéa par la contraction suivie de la
relaxation de couches membranaires constituéeadeehts d’actine créant ainsi un gradient
de pression a lintérieur du plasmode. Il est intgnar de noter que c’est cette forme

plasmodiale d®hysarumqui a été exploitée tout au long de nos expérence

c) Phase de dormance ou sclérote :

Quand les conditions sont défavorables (faible tsatpre, manque de nourriture,
faible humidité), le plasmode se rétracte et peuteplier. Le plasmode va alors soit migrer
vers un autre milieu afin de trouver des conditiomsilleures soit se déshydrater et entrer
dans une phase de dormance lui permettant de srijusqu'a plusieurs anné@gexopoulos,
1960; Gray and Alexopoulos, 1968p phase de dormance est appelé scléfitg 1, K). Le
sclérote est composé de sphérules enfermant pissigayaux. Une fois les conditions
favorables de retour, le sclérote s’hydrate et lesmpode actif commence a s’étaler et
recommence a se nourrir. Le plasmode s'éléve alorson support et se renfle en certains
points pour former les sporanges renfermant lesespet le cycle reprendra. Ce dernier stade
du cycle de vie d@hysarumest utilisé au laboratoire pour générer des stdeks souche de
Physarum.

Figure 14: Sporanges dé&hysarumpolycephalumobservés sous loupe.

(Photo de M-C Arnaud).
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(resting stage)
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Figure 15 : Cycle cellulaire dePhysarum polycephalum
A

spore, B: germination des spores, C: myxamibe: cellules flagellées,
D : regroupement de deux cellules flagellées, Wisidn des myxamibes, G : fusion des

myxamibes, H: fusion des cellules flagellées, formation de zygote, J: plasmode,
K: sclérote, L:

plasmode mature, M: sporange ature, N:
(Keller et al., 2008).

sporange mature
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I\VV.2 Biologie des plasmodes dehysarum

La synchronie chePhysarum polycephalunest décrite pour la premiere fois par
Howard en 1932. Le plasmode est une cellule muté&e qui résulte d’'une multiplication
des noyaux par des mitoses intranucléaires. Lahsgnie des noyaux et leur nombre éleve
font de Physarumun organisme modele pour étudier le cycle mitaiqu les activités
nucléaires. De maniére générale, on considére gquacroplasmode contient environ 510
noyaux dans une cellule dont la taille varie del® &entimetres (Daniel and Baldwin, 1964).
L’induction des macroplasmodes au laboratoire gg&a coalescence de plasmodes de petite

taille, appelés microplasmodes.

La détermination de la chronologie du cycle cellelae base sur I'observation de la
mitose au microscope a contraste de phase. Comneumiéam laboratoire, la détermination du
moment de la mitose se fait par I'observation d¥réents pré-mitotiques qui affectent le
noyau a des moments trés précis du cycle cellylamenme par exemple la migration du
nucléole, sa disparition ou encore la condensatlenla chromatine en chromosomes
(GUTTES, GUTTES et al. 1961). La mitose qui durgim 20 minutes chePhysarumse
fait sans disruption de I'enveloppe nucléaire. EBesuivie d'une phase S dont la durée est de
3 heures et d'une phase G2 de 6 a 7 heures (NYGAARDITES et al. 1960; Braun,
Mittermayer et al. 1965). De fait, on note queyele cellulaire dé*hysarumest dépourvu de

la phase G1.

Si le stade plasmodial de@hysarumen fait un organisme de choix pour étudier les
événements nucléaires, son intérét ne réside pgaament dans son aptitude a former des
syncytia de grandes tailles ou dans I'abondancdenatériel nucléaire. En eff@thysarum
est aussi le seul connu a ce jour a étre capabieedialiser des facteurs solubles et a les
utiliser. Cette caractéristique unique Flleysarum que nous exploitons, a été rapportée pour
la premiere fois par Oppenheim et Katzir (197 1)ursetravaux ont montré une avancée de la
mitose d’'un macroplasmode en appliquant sur saceides extraits préparés a partir d’autres

macroplasmodes plus avancés dans le cycle cedlulair
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Cette caractéristique dehysaruma, plusieurs années aprés la publication origidele
Oppenheim et Katzir, été reprise par Bradbury dialborateurs pour étudier I'effet de la
phosphorylation de 'histone H1 sur la progressiarcycle cellulaire (Bradbury, Inglis et al.
1974). Les auteurs ont incorporé dans des macropldss dePhysarum,a des moments
précis du cycle cellulaire, une enzyme H1 phosplade de thymus de veau et ont montré
gue lincorporation de l'enzyme permettait une aén de la mitose par rapport aux
plasmodes controles. Bien que les auteurs aiertlcaue la phosphorylation de H1 était
nécessaire a la mitose, on peut se demander setiab de G1 du cycle cellulaire de
Physarumpermet de tirer une telle conclusion. En effefsdieurs expériences les auteurs
n'ont pas examiné la phosphorylation de H1 penttaphase S qui suit la mitose. Il ne peut
donc pas étre exclu que l'activité H1 kinase rapmordans ce travail soit associée a la
préparation de la réplication du cycle suivant @uju'a la mitose. Méme si les conclusions
sont discutables, il n’en reste pas moins que taatléhe expérimentale de I'incorporation de

protéines natives dahysarumrm’est pas a remettre en cause.

Alors que les tentatives initiales d’incorporatide protéines exogenes ddfisysarum

se sont attachées a examiner I'influence d’actwstdr le cycle cellulaire, il faudra attendre le
début des années 80 avec les travaux du groupender¥ Allfrey pour voir cette approche
exploitée dans le cas de protéines structuralesmtas histones. Dans une premiere étude,
Allfrey et collaborateurs ont incorporé dans desroplasmodes asynchrones I'histone H3
préalablement marquée au pyrene (Prior, Cantdr £080). Les auteurs ont suivi I'évolution
de la fluorescence du pyrene qui présente une iEmis$ans le bleu sous sa forme
monomerique et dans le vert sous la forme d'ex@m@réace a cette caractéristique du
pyrene, il est possible de détecter des changendentistance entre deux molécules de H3
marquées. Il a été observé que la prolongatiorcdigres de microplasmodes ne permettait
pas le passage d’'une fluorescence verte a uneeflcence bleue ce qui a permis aux auteurs
de proposer que les tétraméres des histones H3&H4ont pas déstabilisés pendant la
réplication. On peut toutefois s’interroger susénsibilité de la détection des monomeres et
des exciméres du pyrene et sur l'utilisation deroplasmodes asynchrones plutdt que des

macroplasmodes synchrones pour ces expériences.

La méthode d’incorporation de protéines exogeness &nysaruma longtemps été

délaissée au profit d’approches génétiques. Cd gi€a la fin des années 90 que Thiriet et
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Hayes l'ont remis au godt du jour en tirant béreéfiles techniques de biologie moléculaire
pour entreprendre des études de la chromatine & dgnamique. C’est dans cette continuité

gue s’inscrivent les travaux décrits dans mon mémoi
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|.  Matériels biologiques :

Au cours de nos travaux nous avons utilisé deutesyss biologiques. Le premier
systeme est procaryoté&scherichia coliqui nous a permis de cloner les histones mutantes
et de les exprimer. Le deuxieme systeme est un Iemodacaryote, Physarum
polycephalum qui nous a permis d’effectuer notre étude dedaction des régions

terminales des histones au cours de la réplication.

.1 Le systéeme procaryote Escherichia Coli
Nous avons utilisé deux souche&dColi:

%+ DHb5a qui nous a servi pour le clonage de nos mutants.

s BL21 qui a été utilisée pour I'expression des msgmutantes.

Dans les deux cas les bactéries sont rendues temgs avant leur utilisation
afin de fragiliser leur membrane les rendant atapiables d’étre transformées.

La capacité de transformét. coli par un plasmide est devenue une partie du
répertoire des outils appligués en biologie moldicel Cette transformation a été
démontrée pour la premiere fois par Cohen et sdabooateurs (Cohen, Chang et al.
1972) en appliquant une observation de Mandel gaKiMandel and Higa 1970) qui ont
montré que la combinaisonEl’ coli avec le bactériophagedans une solution de CaGl
0°C produit une infection (actuellement appeléadfarmation). Depuis ces travaux, un
nombre considérable d’études s’est adressé a cegaus de transformation bactérienne

dans le but d’améliorer la fréquence de transfaonat

Les différentes investigations se sont mises eordcsur le fait que les cellules
d’E. coliet 'ADN interagissent dans un environnement coat¢rmes cations divalents et
a basse température. Toutefois, d'autres facteesviennent dans I'amélioration de la
fréquence de transformation, ceci inclut un tragatrbref du mix (ADN/bactérie) par un

choc thermique, I'ajout de cations, chlorure, magna...
44



--------------------------------------------------------------------------- Matériels et Méthodes

Pour nos expériences de transformations bactéseme® souches sont rendues

compétentes par le protocole classique au £Sq@lest le suivant :

Préparation de BL21 et DH compétentes par la méthode chimique

On ensemence une boite de milieu de culture gétms&nant du milieu LB (pour
Lysogeny brothsans antibiotique par des stries de bactériesodbtduche de clonage) ou
BL21 (souche d’expression) et on incube toute iadans I'étuve a 37°C. Aprés 12 a 16 h
d’incubation on repique une colonie dans 3 ml dliemiLB et on incube a 37°C avec
agitation & 170 rpm pendant 16 h. A partir de cetteure on fait une dilution au 1/168°
et on incube a 37°C avec agitation a 170 rpm penelaviron 1 h 30 a 2 h 30 tout en
suivant sa turbidité\(= 600 nm) qui doit étre comprise entre 0.4 et De&& bactéries sont
ensuite culottées par centrifugation a 3000 rpriGpendant 15 min. On récupeére le culot
bactérien et on le resuspend dans une solutiol ®Mm RbCI ; 50mM MnCl 4H,0 ;
30mM potassium acétate ; 10mM CaQH,O et 15% glycérol ; le pH est ajusté a 5,8
avec 0,2 M d’acide acétique) correspondant au U/8aume de la culture initiale. Cette
solution contient du Caglet du glycérol en tant qu’'agent stabilisateur. I@sse agir
15 min sur glace puis on centrifuge a 10.000 rpm 4°C pendant 15 min. Au culot
récupéré on ajoute 1/9% du volume de la solution RF2 (10 mM MOPS ; 10 mbiCR
75 mM CaC}, 2H,0O et 15% glycérol) qu’on incube 15 min sur glace. duspension

bactérienne obtenue est alicotée et conservée’@ {&iur un usage ultérieur.

Le degré de compétence des bactériesDeétBL21 est estimé par le nombre de

bactéries transformées par 1 pg de plasmide.
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.2 Le systeme eucaryote Physarum polycephalum

La souche d®hysarum polycephalunu’on a utilisée est la souche TU291. Cette
souche provient de la fusion de deux clones d’asnR8D4 et RSD8. Pour nos travaux,
nous avons fait le choix de cette souche vu quetraioement a d’autres, elle ne possede

gu’une seule population homogene de noyaux (KuldmesPierron 1983).

[.2.1 Culture liquide des microplasmodes

Les cultures dePhysarumsont maintenues par la culture des microplasmodes.
Pour avoir des suspensions de culture de micropldssnhomogénes on utilise des flacons
d’Erlen-Meyer contenant 3 chicanes pour éviterdlagnation des microplasmodes au fur
et a mesure de l'agitation et de la production decus. Le temps pour obtenir un
développement maximal de culture est variable skorolume d’ensemencement. Il est
d’environ 4 jours pour un volume d’ensemencemerfd.8eml ajouté dans 50 ml de milieu
de culture semi-défini (SDM) (acide citrique 3.54 ;gFeCb, 4H,O 0.06 g/l ; KHPO,
0.2 g/l ; MgSQ, 7H,O 0.6 g/l ; MnC}, 4H,0 0.08 4g/l ; ZnSQ 7H,O 0.034 g/l ; CaGl
2H,0 0.6 g/l ; bacto tryptone 10 g/l ; glucose 10;@ktrait de levure 1.5 g/l. Le pH du
SDM est ajusté entre 4.4 et 4.6 avec 30% KOH qaviune stérilisation pendant 20 min a
120°C, le milieu contenant 0.5 ml d’'une solutiondémine (0.5 g/l d’Hémine dans du
NaOH 1%) est stocké a I'obscurité et a tempéraurbiante. Le maintien des cultures se
fait par des repiquages successifs et les culgoesincubées a 26°C avec une agitation
de 110 rpm(figure 1).
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Figure 1 : Culture de microplasmodes de Physarunr papiquages successifs.

Pour conserver une culture de microplasmodes dgs&tam on dispose : (1)
d’une culture de microplasmodes en phase expotienfd, du milieu de culture SDM (B)
et de la solution de 'Hémine (C). (2) et (3) 0.bda la solution d’Hémine (C) est ajouté a
50 ml du milieu SDM (B). (4) Finalement: 1 ml ddtaere de microplasmodes (A) est
ensemencé dans le nouveau milieu de culture (SBEImine). La culture est placée a
26°C a I'obscurité avec une agitation de 110 rpm.

[.2.2 Culture de macroplasmodes sur filtre de papie

Les cultures de macroplasmodes sont faites a pahtis cultures de
microplasmodes prélevées pendant leur phase exjpelteede croissance.

Une suspension de 15 ml de cultureRigysarumpolycephalumest centrifugée
2 min a 50 g, le culot est remis en suspensios dar’eau distillée de maniére a avoir un
volume final de ~15ml pour éliminer le mucus. Urecande centrifugation dans les
mémes conditions permet de récupérer le culot guresuspendu par la suite dans un
volume d’eau distillée par rapport au volume celid.

De cette suspension, on va prélever 2 ml qu’on skpélicatement et de maniere
uniforme en cercle sur la surface d’'un disque gegpdiltre (Wathman n°2) posé sur un lit
de billes en verre dans une boite de Pétri de Yerdiameétre. Le tapis cellulaire forme
ainsi un disque d’environ 4 cm de diameétre suulase du papier filtre. La boite de Pétri

est incubée a 26°C pendant 1 h 30 a I'obscurité salieu de culture, cette étape permet la
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coalescence des microplasmodes pour former unnsacioplasmode avec une multitude

de noyaux qui vont se synchroniser au cours du ipresyicle cellulaire.

Aprés 1 h 30 d’incubation on va pouvoir ajoutericiement 10.5 ml de milieu
de culture au-dessous du filtre, ce volume permanener le milieu nutritif jusqu’au
niveau du papier, puis jusqu'au plasmode par leajpd. Il est important d’éviter la
formation de bulles d’air sous le papier filtreque aurait pour conséquence une croissance

non homogene du plasmode.

Les boites de Pétri sont incubées a 26°C a l'oliscukta premiére mitose
synchrone se produit environ 5 & 7 heures aprgait'@du milieu nutritif (SDM+Hémine),

les mitoses suivantes sont séparées par des idsrda 9 a 10 heuréBgure 2).

Pour notre étude, nous avons travaillé entre lxidme et la troisieme mitose
synchrone du macroplasmode. De maniere généraleprsidere que la synchronie de la
population de noyaux n’'est pas perturbée jusquiss tcycles cellulaires. Au-dela, la
croissance du macroplasmode et I'appauvrissementilileu de culture peuvent conduire
a une perte d’intégrité cellulaire.
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Incubation des microplasmodes

. . sans milieu de culture permettant
Ajout du milieu de culure et la coalescence

démarrage  des divisions
cellulaires

Figure2 : Culture de macroplasmode de Physarum.

Un volume de 15 ml de culture de microplasmodesésipéré (A) suivi d’'une

centrifugation. Le culot récupéré (B) est lavé asded’eau distillée, un volume de 2 ml est

étalé sur un cylindre de papier Whatman sous fooineulaire(C).La boite de Pétri

contenant le filtre déposé sur les billes de vaseincubé a 26°C sans milieu de culture

(D). Apres 1h30 d'incubation la boite est récupéetain volume de 10.5 ml de milieu

SDM+Hémine est ajouté (E et F). De nouveau on ircul26°C (G) et au boutde 5a 7 h

la mitose a lieu.
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1.2.3 Préparation du stock de sphérules

Outre le maintien des cultures, il est importantpdevoir disposer de stocks de
Physarum Ceux-ci sont utilisés pour redémarrer des cudtumsque les cultures de
microplasmodes atteignent la sénescence. Ces stonkgsonstitués de sphérules obtenues
a partir de microplasmodes. La sphérulation desapiasmodes est induite par culture en
milieu salin (Acide citrique 3.54 g/l ; FeCKUH,O 0.06 g/l ; KHPO, 0.2 g/l ; MgSQ,
7H,0 0.6 g/l ; MnC}, 4H,0 0.084 g/l ; ZnSQ 7H,O 0.034 g/l ; CaGlI2H,O 0.6 g/l. le pH
est réglé entre 4.4 a 4.6 avec du KOH, la solutisinstockée a température ambiante et a
I'obscurité). Les sphérules sont ensuite déposéedeas fragments de filtre de papier
stérile avant d’étre déshydratées et stockées a3a@s cet état les stocks de sphérules

peuvent étre conservés plusieurs années.

Pour faire repartir de nouvelles cultures, on dépdsans un Erlen-Meyer
contenant du milieu de culture un ou deux fragmetdspapier filtre contenant des
sphérules qu’on dépose a la surface du milieu HareuApreés une incubation de 3-4 jours
a 26°C sans agitation et a I'obscurité, on commenair des filaments qui se développent
a la surface du milieu de culture. La fiole estralmise sous agitation aux mémes
conditions et ainsi on aboutit a la croissance d&soplasmodes qu’on peut repiquer au

fur et a mesure selon les besoins.

ll. Les techniques électrophorétiques

Au cours de nos travaux nous avons été amenésiseudifférentes techniques
électrophorétigues. Ces techniques permettentsialution des molécules chargées dans

une matrice grace a I'application d’'un champ élgua continu.
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[I.1 Electrophoreése des acides nucléiques

[I.1.1 Electrophorese sur gel d’agarose

Cette technique d’électrophorése a été utilisée péparer des molécules d’ADN
selon leurs tailles moléculaires. L'agarose est om@écule extraite d’algue rouge se
présentant sous forme d’'un polymere de galactoset du long de nos expériences on a
utilisé une concentration de 1% en agarose soddbphiar chauffage dans un tampon de
1XTBE (8,9 mM Tris base, 8,9 mM d’acide boriqu&®& mM EDTA). Du BET (Bromure
d’Ethiduim) est ensuite ajouté a une concentratimale de 0.5 pg/l. le BET en
s’intercalant entre ces bases permet la visuaisate '’ADN par fluorescence. Une fois le
gel polymérisé, on procéde au dépbt des échartiloélangés avec un tampon de charge
concentré (6 X) (0.25% bleu de bromophénol, 0.258éne cyanol, 30% glycérol). Un
champ électrique est ensuite appliqué et 'ADNcdarge négative va migrer de la borne
négative a la borne positive du dispositif d’éleptrorese a un voltage de 140 pendant
environ 20 min. Les deux colorants présents danmrgpon de charge permettent de
suivre la migration de I'’ADN. La taille de 'ADN deéchantillons est estimée grace a un

marqueur de taille moléculaire par exposition duage UV.

[1.1.2 Electroélution de 'ADN a partir du gel d’'agarose

La technique d’electroélution est utilisée pourraxé des échantillons d’ADN
préalablement séparés dans un gel d’agarose. Apmaggration des échantillons en gel
d’agarose 1%, la bande d’ADN d’intérét est visuadisaux UV et coupée avec un
« cutter ». Le fragment d’agarose est placé danbaunlin de dialyse contenant environ
500 pl de TBE 1X. Le boudin de dialyse fermé ess min migration dans la cuve
horizontale d’électrophorése et un champ électradpi@00 V est appliqgué pendant 30 min
afin de libérer 'ADN du gel.
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[I.2 Electrophorese des protéines

I1.2.1 Gel de polyacrylamide en présence de dodésylfate de
sodium (PAGE-SDS)

Les PAGE-SDS sont généralement utilisés pour sédase protéines. Cette
techniqgue communément appliquée dans les labagathit initialement décrite par Ulrich
Laemmli pour séparer les protéines de la téte cig®f 4 ce qui lui a valu d’étre cité plus
de 200 000 fois dans la littérature (Laemmli 1970).

Les gels sont coulés entre deux plagues de verrdegr étapes. La premiére
étape consiste a préparer le gel de séparation\(reg gel) contenant de I'acrylamide/bis-
acrylamide commerciale (40% ; 29/1) a 13, 5% fin@l37M Tris-HCI (pH 8.8) ; 0.1%
SDS; 0.1% APS (persulfate dammonium); et 0.05%£MED (N,N,N’,N’-
tétraméthylenediamine). Aprés polymérisation du dglséparation on coule un gel de
concentration (stacking gel) a 5% ou sera placpaigne qui formera les puits de dépots.
Le gel de concentration est composé de : Solutiomneerciale d’acrylamide/bis-
acrylamide (40% ; 29/1) 5% final ; 0.12 mM TrisH{8) ; 0.1% SDS; 0.1% APS et
TEMED 0.1%). Le tampon d’électrophorése (TGS) deqsiel les électrodes baignent est
composé de Tris 25 mM, Glycine 192 mM, SDS 0.1% @@HQ). Pour préparer les
échantillons, les protéines sont solubilisées dansampon de 50 mM Tris-Cl (pH6.8),
100 mM DTT (dithiothreitol), 2% SDS, 10% glycér@,1% bleu de bromophénol avant
d’étre dénaturées par chauffage a 95°C pendann5Lbms échantillons sont déposés et la
migration est poursuivie pendant 50 min a 180 W. €&te méthode il est possible de

séparer les biomolécules de I'échantillon suivaat Inasse moléculaire apparente.

Apres migration, les protéines sont visualiséesqgmdoration du gel au bleu de
Coomassie (acide acétiqgue 10% ; méthanol 20% &b @& bleu de Coomassie) suivie
d’'une décoloration dans une solution contenantriémes proportions d’acide acétique et
de méthanol.
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[1.2.2 Transfert des protéines

Aprés migration des protéines en PAGE-SDS, il pestsible de les analyser en
utilisant des anticorps spécifiques. Pour celasilnécessaire de transférer les protéines du
gel d’acrylamide a la surface d’'une membrane. Cettnique porte le nom de Western

blot initialement décrite par Towbin et al. (TowpBtaehelin et al. 1979).

Pour ce faire, un « sandwich » de 3 feuilles dpigrafiltre (Whatman), le gel
d’acrylamide, une membrane de nitrocellulose (BawRet 3 autres feuilles de papier filtre
est fait et maintenu en place dans un appareilogpigér (Bio-Rad). L’ensemble est ensuite
placé dans une cuve contenant du tampon 1xTGS 2@¥#ts de méthanol. Un champ
électrique est appliqué perpendiculairement poue faigrer les protéines du gel vers la
membrane. Les conditions de transfert que noussautitisées sont celles décrites par
Thiriet et Albert (Thiriet and Albert 1995) en ajplant un champ électrique de 100 V
pendant 10 min puis 60 V pendant 20 min. De margéreerale, I'efficacité du transfert
est vérifiée par la coloration de la membrane deocellulose au rouge ponceau (5%
d’acide acétique et 0,1% de rouge ponceau) puslae par lavage a I'eau. De cette
facon il est possible de visualiser les protéinassférées. La coloration au rouge ponceau
n'interféere pas avec les traitements subséquenisquil s’'agit d'une coloration

transitoire.

[1.3 Préparation de gel natif

Lors de nos expériences, nous avons été amenégoa déparer des complexes
nucléoprotéigues. Ceci est possible en faisantanigs complexes dans des gels natifs de

nucléoprotéines.

Pour ce type d’électrophorese, la matrice est lin'ggarose a 0.7% solubilisé dans
du 0,5X TBE et du tampon de migration 0.5X TBE. léehantillons de nucléoprotéines
sont préparés en présence de 5% de glycérol sans aonlorant permettant de visualiser

la migration. La migration est poursuivie pendait #hin a 120 V. Les complexes
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nucléoprotéigues sont visualisés par coloratioiAIl@N au BET dans un bain 0,5X TBE,
0.1% SDS et 0.5 pg/l de BET pendant 15 min soustami.

I1l. Clonage moléculaire des mutants d’histones par

mutagenese dirigée

[1l.1 Préparation du stock de vecteur de clonage pE-3a
digéré

Le vecteur de clonage utilisé pour générer tousmesants d’histones est le
plasmide pET-3a. Il s’agit d'un plasmide de 4.6dddant pour le géne de résistance a
I'ampicilline, les sites de restriction utilisésns@®@amHI et Ndel (figure3). Afin de ne pas

avoir a chaque fois a digérer ce plasmide un steckecteur digéré a été prépare.

Un clone de bactérie DHSransformée par pET-3a provenant du stock conservé
a -80°C est cultivé a 37°C dans 500 ml de LB ersgée d’ampicilline. L'extraction du
plasmide est faite en utilisant un kit QIAGEN camfi@ment aux instructions du
fournisseur. Brievement, aprés récolte du culottdraen, les cellules sont suspendues,
lysées avec une solution alcaline et neutraligdas. centrifugation permet de séparer les
acides nucléiques (plasmide) du reste des débfislaes qui sont liés a 'TADN
chromosomique. Une étape de purification du plasnddravers une colonne est faite.
Aprés lavage et élution, 'ADN du plasmide seracjpi#é en utilisant de l'alcool
isoamélique, et finalement resuspendu dans un @ladeéquat du tampon TE (10 mM
Tris-HCI (pH.8) ; 1 mM EDTA).

La quantitt d’ADN obtenue est déterminée par sppbiitométrie ; la
concentration en acides nucléiques se mesure argi6lne unité de densité optique (DO)
correspond a 50 pg d’ADN double brin ou a 25 pgNAou d’ARN simple brin. La
pureté de I'échantillon est testée par comparadEs densités optiques a 260 nm et a
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280 nm afin de détecter une éventuelle contamingtimtéique. La préparation est dite

pure si elle présente un rapport de DO 260/280 cisraptre 1.8 et 2.
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AGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCACAACGGTTTCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGA

Nde | T7-Tag PET-30  pamin)

Bpu11021

TATACATATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAAATGEGTCGCGGATCCGGETGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAA

MethAlaSerMetThrGlyGlyGInG I nMetG IyArgG | ySerG|yCysEnd

T7 terminator pnmer #69337-3

pET-3b . .GGTCGGGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAA
pET?SdN{:ﬂ | ..GlyArghAspProflohlaAsnLysAlaArglysGlud laGluleudladlad laThrd laGluG i nEnd
TACCATGGCTAGC pET-3c.d GGTCGGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGC TGAGCAATAACTAGCATAA
Meth laSer. ..GlyArglleArgLeulLeuThrLysProGluArglysleuSerTrpLeuleuProProleuSerAsnAsnEnd
T7 terminator

CCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTITG

Figure 3 : Carte de restriction du vecteur de clapa utilisé pET-3a, vecteur ayant servi

a générer les différents mutants d’histones entes kites de restriction Ndel et Bam HI
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L’ADN préparé est ensuite digéré plusieurs heusgBpmHI et Ndel pour servir
comme vecteur de clonage. Les produits de digestont séparés, migrés par

électrophorese et la bande correspondant au vetiggne est électro-€luée.

La solution contenant '’ADN électroélué est enstigmsférée dans un tube dans
lequel un volume égal de phénol/chloroforme/isomél est ajouté, suivi par une
centrifugation a 25000 g pendant 10 min. La phsgpérieure (phase aqueuse) est
récupérée puis précipitée par centrifugation a @gOpendant 30 min en présence de
1/10™ volume d’acétate de sodium (3M) et 2,5 volumetaiébl. Le culot d’ADN est
finalement lavé avec de l'alcool 70%, séché au dpee et resuspendu dans du TE
(10 mM Tris-HCI (pH.8) ; 1 mM EDTA). L’ADN obtenust quantifié, aliquoté et stocké
a -80°C.

[11.2 Mutagenése dirigée pour générer les mutants

[11.2.1 Amplification par PCR

Les mutations des histones ont été obtenues pamdémsgéneses dirigées en

utilisant différentes stratégies de PCR.

Cette technique, décrite en 1985 (Saiki, Schaaf.€t985), permet d’amplifier des
séquences d’ADN de maniere spécifique. Elle némest@ connaitre la séquence des
régions qui délimitent TADN a amplifier. Ces séguaes servent a synthétiser des amorces
d’oligonucléotides complémentaires (de longueur2@ea 30 nucléotides). Une ADN
polymérase thermorésistante se sert de ces amagpoes synthétiser le brin
complémentaire. Cette technique comporte des cgdesessifs et chaque cycle comprend

une succession de trois phases :

* Une phase de dénaturation par la chaleur pquarsé les deux brins d’ADN (92-95°C).
* Une phase d’hybridation avec les deux amorcesifigges entre 55-60°C. La premiere
amorce se fixe sur un brin d’ADN, l'autre sur lénbcomplémentaire.

56



--------------------------------------------------------------------------- Matériels et Méthodes

* Une phase d’extension par ’ADN polymérase a 7.2°C

Dans notre cas des amorces sont désignées det patige du cadre de lecture
de chaque histone mutante a générer, I'enzymeségilest la Vent polymérase caractérisée
par une haute fidélité. Les deux techniques de geuise dirigée utilisées lors de la

génération des mutants sont décrites schématiquairapres (figure 4).

Pratiguement, les mix réactionnels sont composés Ifeul de tampon 10X,
2,5 pl de dNTP (10 mM), 1 ul de chagque amorce (@), 1 pl de matrice (un plasmide
contenant le géne d’intérét) et 1ul de Vent polyaeérdans un volume final de 100 pl.
L’amplification se fait sur 25 cycles avec une phde dénaturation a 95°C, hybridation
52°C et élongation a 72°C.
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Figure 4: Technigue 1 de mutagénése par extension.

Exemple de mutant d’histone généré H3FnH4 ou ldigpai-terminale de H4 (n H4) avec

la séquence du Flag (F) sont placées sur la paftidulaire de H3 (G H3).
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Figure 5: Technique 2 de mutagénése

Exemple de mutant d’histone généré H4nH3 ou laipadtterminale de H3 (n H3) est

placée sur la partie globulaire de H4 (G H4).
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[11.2.2 Digestion du produit de PCR et ligation aec le plasmide
digéré

Le produit de PCR est séparé dans un gel d’agat@aseande correspondant a
I'amplicon est découpée du gel et 'ADN contenuginfragment d’agarose est isolé en
utilisant un kit d’extraction (Fermentas). L’ADNnai extrait est précipité a I'éthanol puis
solubilisé dans du TE pour étre digéré par NdeBagtH1 dans un volume réactionnel de

60 pul. La réaction enzymatique est poursuivie duanuit.

La digestion du vecteur pET3a ainsi que de I'indd&DN par les deux enzymes
BamHIetNdel génere des fragments d’ADN a bouts cohésifs qurésence de I'enzyme
T4 DNA ligase sont reliés par complémentarité deebé’enzyme DNA ligase utilisée est
extraite du bactériophage T4, elle catalyse Iadiaide I'extrémité 5’-phosphate terminale
d’un brin d’ADN avec I'extrémité 3'-OH terminale uh autre brin. La réaction de ligation
se fait a 16°C pendant 16 h dans un volume totaR8eul et dont la composition est la
suivante : 2,5 pl de tampon (T4 DNA ligase) 10X, 2@’'insert, 1.5 pl de pET-3a digéreé,
et 1ul de T4 DNA ligase.

[11.2.3 Transformation de DH5a compétente et criblage des

clones recombinants par digestion enzymatique

A un volume de 20 pl de bactéries compétentesdDBiB ajoute le volume de 5 pl
du produit de ligation. Le mix est incubé penddntrin sur glace suivi de 2 min a 42°C.
Cette étape est a son tour suivie d’une incubaionglace pendant 5 min, ce qui va
permettre la pénétration du plasmide a l'intéridas bactéries par choc thermique. A ce
mélange on ajoute 200 ul du milieu LB et on incpbadant 20 min a 37°C. Le produit de
transformation est incubé sur milieu LB gélosé eaant de I'ampicilline pendant 16 h a
37°C.

Pour déterminer les clones recombinants on a recla sélection par I'antibiotique
et a une extraction du plasmide a partir de clahessis au hasard. L'extraction de 'ADN

est faite par une série de minipréparations (kitrfemtas). Des colonies sont repiquées et
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placées dans 3 ml de milieu LB /Amp et sont incsbtmite la nuit a 37°C avec une

agitation modérée de 170 rpm.

Pour déterminer les clones recombinants qui coméien I'insert on fait un

criblage par digestion :

L’ADN de l'insert est libéré du plasmide par ungeaktion enzymatique paidel
etBamHIdans un volume final de 20 pl. Les produits de stiga sont séparés dans un gel

d’agarose contenant du BET et visualisés aux UV.

Les plasmides des clones permettant de visualis@énsert en gel d’agarose sont

séquencés afin de confirmer le cadre de lectufexeictitude de la séquence

L’ADN des clones recombinants obtenus est sounis sequencage automatique
selon la technique de Sanger. Cette étape de anmutt est sous-traitée sur la plateforme
de séquencage de I'lFR 26. La détermination desestgs se fait en ajoutant 'amorce
universelle T7 promoteur. La réaction de séquengagperépare dans un volume final de
6 ul et une quantité d’ADN variant entre 200 €d 8.

Les séquences obtenues sont soumises a une apatytelogiciel Bio-Edit. Ce
dernier permet par alignement des séquences, gharede déduire si ces dernieres sont
celles attendues ; d’autre part, il nous permedéterminer toutes les caractéristiques des
séquences obtenues a savoir : pourcentage en fpasgses ou pyrimidiques, différents

sites de restriction...

V. Préparation des histones recombinantes et leur

purification

Pour nos expériences, nous avons utilisé diffémnentsnts des histones H3 et H4.
Les méthodes de préparation des histones H2A etgi@&ntent quelques différences qui

seront indiquées dans cette partie du mémoire.
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IV.1 Expression des protéines recombinantes dans BL21

Apres obtention des plasmides contenant les gen&ssrd’histones, les protéines
recombinantes sont exprimées danscoli. Pour cela, les plasmides vont servir pour

transformer des cellules compétentes BL21.

A un volume de 20 ul de bactéries compétentes Bbalajoute 0.5 a 1 pl de
plasmide. Ensuite, on incube pendant 20 min sageget 2 min a 42°C. Cette étape est a
son tour suivie d’'une incubation sur glace pen&amin, ce qui va permettre la pénétration
de 'ADN a l'intérieur des bactéries par choc thizyne. A ce mélange on ajoute 200 pl du
milieu LB et on incube pendant 30 min a 37°C awgitation. On étale un volume de 100
pl du produit de transformation sur une boite gigdode LB/Amp et on incube pendant
16 ha 37°C.

Typiquement, on obtient plusieurs dizaines de dekpar boite. Des clones pris
au hasard sont ensuite testés pour leur aptituedgamer I'histone recombinante. Cette

étape de « test d’expression » se fait de la fagorante :

Des colonies sont repiquées dans 2 ml de miliedArBp et incubées environ 5 h
avec une agitation modeéerée de 170 rpm jusqu'a u@edXnviron 0,6 a une longueur
d’onde de 600 nm. Les cultures sont ensuite industeec de 'IPTG (Isopropyp-D-1
thiogalactopyranoside) a une concentration finaeldnM. La présence d’'IPTG permet
d’induire I'activité du géne Lac Z, codant pourfiagalactosidase permettant I'nydrolyse
du lactose (Gal + Glu). Lorsqu’un géne d’intérétmacé sous le contrdle du promoteur du
gene lac Z, la présence d’'IPTG permet a ce gened&primé. Les cultures sont ensuite
maintenues sous agitation pendant 1 h a 3 h. Amatds période, 200 ul de culture induite
sont transférés dans un tube et les culots cealslaiont récupérés par centrifugation avant
d’étre analysés en PAGE-SDS.

Les clones qui présentent une expression importdfistone sont ensuite
sélectionnés et conserveés a -80°C en ajoutant 58bydérol dans le milieu de culture. Ces
stocks de clones recombinants serviront a la ptamucdes quantités de protéines
nécessaires a nos expériences. Typiqguement, lEmésssont produites a partir de 200 a

500 ml de culture.
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IV.2 Purification des histones sous forme de comgkes

La purification des histones recombinantes seefaiexploitant non seulement les
caractéristiques d’expression des histones danbdetgries, mais aussi leurs propriétés

physico-chimiques.

De maniere générale, les histones sont purifieess Sorme de complexes
fonctionnels en ne prenant en considération queelgiens globulaires des histones sans se
préoccuper des régions terminales. Ceci se jugtifide fait que les complexes d’histones
résultent de I'association des régions globulaile$i3 avec H4 et de H2A avec H2B. De
fait, pour préparer des complexes d’histones, oih disposer d’'un culot bactérien de

chacune des histones.

Pour la purification des histones H3/H4, nous awttiisé la méthode décrite par
Thiriet (Thiriet 2004). Nous avons constaté questims mutants de ces deux histones sont
produits dans les bactéries sous forme insolubles ddes corps d'inclusion. Par
conséquent, le protocole n’a a aucun moment étéfidquhr rapport au protocole initial.
Les culots bactériens provenant de 200 ml de adtsont suspendus dans 10 ml@DHen
présence de 200 ul de Triton X-100 et de 10 plydezZiyme. La lyse des cellules est
poursuivie pendant environ 30 min a températureiamd. La solution devient alors
visqueuse, cette viscosité est due a la libératemacides nucléiques dans la solution. Le
lysat est ensuite acidifié en ajoutant du HCI patieindre une concentration finale de
0,4 M. Cette étape favorise la solubilisation destéines acido-solubles bactériennes. La
solution est alors laissée dans la glace pendaat3® min en agitant de temps en temps.
Le matériel insoluble comprenant les acides nuaisgles protéines bactériennes acido-
précipitables et les corps d’inclusion contenasthistones recombinantes, est récupéré par
centrifugation & 10 000 g pendant 5 min. Les cu$utst ensuite solubilisés dans 10 ml
d'urée 8M. Ce traitement permet la libération déstdmes des corps d'inclusion. La
solution d’'urée est ensuite acidifiée comme préeddent en ajustant la concentration de
HCl & 0,4 M final. Le matériel acido-précipitablet eéparé des histones acido-solubles par
centrifugation a 12 000 g pendant 10 min. La solutd’'urée acidifiée contenant les

histones est neutralisée avec 0,4 M de NaOH fihatemtrifugée pendant 15 min a
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20 000 g. Les solutions contenant H3 et H4 sontisngnélangées et mises a dialyser

contre de I'eau toute la nuit.

Le lendemain, le contenu du boudin de dialyse reststéré dans un bécher et
environ un volume égal de tampon 10 mM Tris-HCI @H),1 mM EDTA et 600 mM
NaCl, et 2-3 ml de suspension de billes Biorex V0O/] sont ajoutés. Le mélange est
ensuite mis sous agitation modérée pendant 30 rhin avant d’étre mis dans une colonne
de chromatographie. Les billes retenues dans tmpelsont lavées extensivement avec un
tampon 10 mM Tris-HCI (pH.8) 0,1 mM EDTA, 600 mM @la Les complexes d’histones

sont ensuite €lués avec le méme tampon que le tadgtavage contenant 2 M de NaCl.

Dans le cas des histones H2A/H2B, les protéinedyites par les bactéries ne
sont pas renfermées dans des corps d’inclusiorsiAlaslyse des bactéries conduit a leur
solubilisation. Par conséquent, I'acidification lgsat bactérien permet d’avoir les histones
dans la fraction acido-soluble. La fraction estugesneutralisée et la purification sur

Biorex 70 peut se poursuivre directement.

IV.3 Quantification des histones recombinantes avdn

incorporation

La quantification des complexes d’histones recowrties a été effectuée par la
méthode de Bradford. Ceci afin d’ajuster les cotregions en protéines de nos différents

complexes d’histones.

A 2 ml d’eau on ajoute 0,5 ml de réactif de Bradfate cette solution on préleve
200 ul auxquels on ajouteybde I'échantillon a doser et on mesure la D.O @ lemgueur
d’'onde de 595 nm. Selon la méthode de Bradforddf®rd 1976), la fixation du réactif
(bleu brillant de Coomassie G—-250) aux protéinesnsaifeste par un changement de
coloration dont l'intensité est dépendante de laceatration en protéines. La mesure de
'absorbance du complexe réactif-protéines perméitablir une courbe standard

d’étalonnage. En se référant a la courbe standa&tdlahnage de BSA (Bovine Sérum
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Albumine), on peut estimer la concentration endinat dans notre échantillon relative a la
BSA.

V. Reconstitution de nucléosomein vitro.

Les histones recombinantes sont testées pour Iptitude a former des
nucléosomes en effectuant des reconstitutionsitro. Les reconstitutions utilisent un
fragment d’ADN issu du plasmide XP10 contenant éaey5S deXenopus borealisCe
gene a largement été exploité dans la littératuwrar sa capacité a positionner un
nucléosome (Vitolo, Thiriet et al. 2000). Le fragmeal’ADN est un fragment de 215
paires de bases qui a été préalablement purifiélpatroélution. Dans un tube on place un
mix de 200 ul contenant 2 M NaCl, ~5 pg d’ADN, destones H3/H4 recombinantes et
des H2A/H2B d’érythrocyte de poulet. Les quanti@éistones sont déterminées
empiriguement par des titrations des différents mlexes d’histones. Le mix est laissé
10 min a 37°C avant d'étre transféré dans un boddinlialyse, lui-méme placé dans un
bain de TE contenant 1,2 M NaCl. Toutes les 2 hireny le tampon est dilué
successivement avec du TE pour apporter la coratemtren NaCla 1 M, 0.8 M, et 0,6 M,
respectivement. Apres 2 h d’incubation dans le iderbain, le tampon de dialyse est
remplacé par du TE. Le lendemain, les contenuddedins de dialyse sont analysés par

électrophorese en gel naffiigure 6).

v Ddel
0 .
l Histones \Z
.78 / +90 +137

| — | |
Geéne 5s du Xenopus borealis )
/

Figure 6 : Interaction entre les histones et 'ADBontenant le géne 5S de xénope.

Le fragment d’ADN est de 215 pb contenant le gehasblé de Xenopus borealis. Cet
ADN est utilisé pour la reconstitution de nucléosoim vitro. Ce fragment est obtenu a

partir du plasmide XP-10 par digestion avec lesyemzs EcoRI et Ddel.
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VI. Incorporation des histones recombinantes dans

Physarumpolycephalum

Pour nos travaux nous nous sommes focalisés supnetion des régions
terminales des histones pendant la phase de rémticde la chromatine. Par conséquent,
toutes nos expériences ont été effectuées peralphtike S du cycle cellulaire.

Il était donc indispensable de déterminer précisgntee progression du cycle
cellulaire. Ceci est fait par la détermination doment de la mitose en observant au
microscope a contraste de phase de petits explafbysarumétalés et fixés a I'éthanol

comme montreé sur la figure ci-dessdfigure 4).

Figure 4 : Préparation de « squashes » de petiteattillons de macroplasmode
pour I'observation au microscopei partir du macroplasmode on préléve un petit axpl
avec une spatule (A). L'explant est déposé sulame (B) et étalé délicatement avec une
deuxiéme (C). On obtient ainsi un étalement (D)e @tape de fixation a I'’éthanol suivie
du dépbt de la lamelle et une goute d’huile d’'imsm@r permettra I'observation des
noyaux au microscope a contraste de phase.
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Le cycle cellulaire d&®hysarumse décompose en différentes phases : une mitose
dont la durée est de 20 & 30 min, une phase S lleet3une phase G2 de 6 h. Cette
progression du cycle cellulaire se réfere a I'obsgon de la mitose au microscope a
contraste de phase. Cette observation est facijtéee aux noyaux qui subissent des
modifications morphologiques a partir d'une heward la métaphase. Ces changements
morphologiques consistent en une migration du wlel@ la périphérie du noyau, une

condensation de la chromatine et une disparitionwtleole(figure 5).
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Figure 5: Observation au microscope a contraste @hase de « squashes » de
macroplasmode de Physarum montrant le changementlalenorphologie des noyaux
avant, pendant et apres la mitodees moments des prélevements sont indiqués etesiinu
avant (-) ou apres (+) la métaphase. M : mitosetdemétaphase, Ana : anaphase, Tel :
Télophase, Reconst : reconstitution, G2 : phasg(Bfotos de M-C Arnaud).
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L'incorporation des protéines danPhysarum est un phénomeéne unique
caractéristique de I'organisme. Expérimentalemensrprocédons de la fagon suivante :

Le filtre de papier sur lequel le macroplasmodecelivé est retiré de la boite de
Pétri pour étre découpé en suivant le contour dellale. Le macroplasmode est ensuite
coupé en deux fragments égaux. Il est importanhater que les deux fragments qui
proviennent d’'un méme macroplasmode poursuivent dgancée de facon parfaitement
synchrone I'un par rapport a I'autre pendant aunsain cycle cellulaire. Les fragments
cellulaires sont ensuite remis sur le milieu nifiteit I'incorporation de protéines

proprement dite peut alors étre effectuée.

Notre expérience dans cette méthodologie dincaefpmm de protéines dans
Physarummontre que les protéines n’entrent dans la celdales étre dégradées que
lorsque celles-ci pénétrent dans le milieu intlatzie par la face supérieure du
macroplasmode. Le protocole initial d’incorporataa facteurs dans des macroplasmodes
rapporté par Oppenheim et Katzir (Oppenheim an@iKa®71) utilisait un tampon Tris-
HCI pH7,5 et un jeline de 90 min aprés le dépbadybn. Il a été montré que le jelne de
90 min n’améliorait pas l'incorporation des pro&sndans le milieu intracellulaire, mais
perturbait le cycle cellulaire (Thiriet, 2004). Phus, bien que les mécanismes permettant
I'introduction de protéines, méme de grande tadl@nsPhysarumn’ont pas été décrits

dans la littérature, I'ajout d’ATP améliore I'inqmoration.

Aussi, pour incorporer les protéines nous procédmmme suit, 200 ul d’'une
solution contenant 10 mM de tampon phosphate pH %Y BM d’ATP et le complexe
d’histone d’intérét sont déposés délicatementsutéace d’'une demi-cellule sous forme de
gouttelettes. A l'aide d’'une pipette pasteur errevequi aura été au préalable pliée a la
flamme, les gouttelettes de solution de protéine® ®talées sur toute la surface du
fragment cellulaire sans Iéser la cellule. Il egportant d’aller au plus proche des bords du
fragment cellulaire en s’assurant que la totalité lduide reste bien sur la surface
cellulaire sans entrer en contact avec le milieucdiure. Les boites contenant les

fragments cellulaires sont ensuite remises dansinanbateur a 26°C a l'obscurité

jusqu’aux analyses biochimiques ou cellulaifegure 6).
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Figure 6 : Incorporation des protéines dans Physanu

Le filtre de papier Whatman est découpé tout autdarla cellule (A), le
macroplasmode est découpé par la suite en deuxmizats égaux (B). La solution
contenant les protéines est déposée sur la sudaamacroplasmode (C). Finalement, a
I'aide d’'une pipette pasteur, la solution de proiest étalée sur toute la surface de la
cellule.

VIl. Analyses des produits d’incorporation dans les

différentes fractions cellulaires

Pour les analyses des fragments de macroplasmmitss tavec des protéines
exogenes, nous avons mis en ceuvre des technigueslagie cellulaire et de biochimie.
Ceci dans le but d’avoir des approches complémestajui permettent d’obtenir un
meilleur rendu de nos expériences d’incorporation.

VII.1 Analyses cellulaires en microscopie

Les analyses cellulaires ont été effectuées paruimmcytochimie en utilisant
comme cible l'étiquette des complexes d’histonegs Bexplants des fragments de
macroplasmodes sont prélevés et étalés entre dmeslavant d’étre fixés a I'éthanol. Les
lames sont ensuite placées dans un Borel conténaitt de Triton X-100 dans du PBS
(KH2PO 0.17 Mm, NaHPOy, 12H,0 0.5 mM, NaCl 13.4 mM, Azide 0.04 g/l) pendant
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10 min. Ce traitement permet de perméabiliser i#érdntes structures parmi lesquelles
les noyaux et ainsi avoir une meilleure accesggbdux anticorps. Les lames sont ensuite
transférées dans un Borel contenant une solutiogatl&ation composée de 5% de lait
dans du PBS pendant 1 h a température ambiant&sAg@ traitement, les lames sont
lavées par passages successifs dans difféerents #@iPBS afin d’enlever tout excés de
Triton et de lait qui pourrait interférer avec tegitements anticorps. A ce stade les lames
sont placées en chambre humide pour les différeateements anticorps. Le premier
anticorps utilisé est dirigé contre I'étiquette desnplexes exogenes. Typiquement, nous
utilisons une dilution de 1/56@our détecter les complexes contenant la séquidageCe
traitement est poursuivi toute la nuit a 4°C. Ledemain les lames sont lavées au moins 3
fois avec du PBS pour retirer les anticorps quirpoent ne pas étre associés de fagon
spécifique a leur cible. Suite a ces lavages, @osk sur la surface des lames l'anticorps
secondaire couplé a un fluorophore et qui permddravisualisation des complexes
anticorps primaire/anticorps secondaire par épiflscence. Ce traitement avec I'anticorps
secondaire est poursuivi pendant 1 h a tempéranngiante et est suivi de plusieurs

lavages dans du PBS comme précédemment.

Apres les traitements aux anticorps qui permetttantiétection des protéines
exogenes, nous effectuons un traitement de caborati DAPI qui, en s’intercalant dans la
double hélice d’ADN, rend les organites comme les/anx et les mitochondries
fluorescents lorsqu’ils sont excités avec la longuwkonde adéquate.

Les lames sont ensuite montées en présence de &@gadrol avec une lamelle
avant d'étre observées au microscope a fluorescdmdgpe Leica. Pour ces expériences
d’observationin situ, nous avons utilisé comme contrble des explants@aoplasmodes
non traités avec des protéines exogenes. Ceci peuset de nous rendre compte de la

spécificité des signaux de fluorescence et d'évdlaetofluorescence dehysarum.

Si les analyses en microscopie permettent de rexwaingte de l'incorporation des
histones exogenes damhysarum les quantifications qui pourraient découler de ce
analyses sont plus difficiles a mettre en ceuvressAupour avoir des quantifications
précises nous avons choisi d’avoir recours a dedysaes biochimiques. De telles

approches sont effectuées sur les fragments deoplasmodes individuellement.
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VII.2  Fractionnement cellulaire de Physarum et

analyse biochimique des différentes fractions

Pour nos approches biochimiques, il est nécessigrepouvoir séparer les
différents compartiments cellulaires. Ceci a éféatfieé par fractionnement cellulaire en
utilisant une méthode inspirée du protocole de Bldkbr et Hildebrant développé pour
isoler les noyaux d@hysarumet modifié par Thiriet (Thiriet 2004). Aprés inporation
des protéines exogenes ddftsysarumles demi-cellules sont lavées dans 5 mM EDTA
pour retirer de la surface cellulaire les protéigas pourraient ne pas étre internalisées.
Les fragments cellulaires sont ensuite individuatat récupérés et placés dans un potter
pour étre homogénéisés dans 5 ml de tampon de xdgCl, 15 mM, CaCl 1 mM,
Tris-HCI (pH 8) 15 mM, Hexyléne glycol 0.25 M, EGT@HS8) 5 mM, Surfinol 0.6%,
DTE 3 mM). L’homogénéisation est effectuée par Bérs et retours du piston en verre
(loss). L’homogénat est transféré dans un tube2denllet le potter est rincé avec 5 ml de
tampon de noyaux. Le tube contenant ~10 ml d’homaigést centrifugé a 700 g pendant
5 min a 4°C. Un aliquot du surnageant est récuprécorrespond a la fraction
cytoplasmique. Le culot est suspendu dans un tanggmoyaux contenant 25% de
percoll. La suspension est transférée dans des tde2 ml et centrifugée a 25 000 g
pendant 35 min a 4°C. Au cours de la centrifugation gradient de percoll se forme et
permet ainsi de séparer les noyaux des deébrislaie#isl et du mucus contenu dans les
plasmodes dé&hysarum Les noyaux qui forment un disque dans le fondiuhe sont
délicatement récupérés et transférés dans un noduba. Les noyaux sont ensuite lavés
avec le tampon de noyaux pour retirer le percallgeatrifugation a 700 g pendant 5 min a
4°C. Le culot est repris dans 400 pl de tampon weococcale et un aliquot de 50 pl est

préleve et correspond a la fraction nucléaire.

Apres avoir préparé les fractions cytoplasmiquesuetéaires, nous préparons la
fraction chromatinienne. Celle-ci est obtenue palulslisation de la chromatine des

noyaux par digestion a la micrococcale. La digestist effectuée de la fagcon suivante :

La solution stock de micrococcale a 15 U/ul esiahl a raison de 2 pl d’enzyme
pour 98 pl de tampon de micrococcale. On ajouta auspension de noyaux 1/10 du
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volume de la dilution d’enzyme qu’on laisse agir agitant occasionnellement. La
digestion est poursuivie pendant des durées peteaisant d’étre stoppée par I'ajout d’'un
tampon de stop contenant un excés d’'EDTA pour télea C4" indispensable a I'activité
de la micrococcale (Tris 10 mM et EDTA 5 mM). D&da générale, nous poursuivons
pendant 5 min la digestion pour préparer la chromaaoluble. Cette dernieres est ensuite
récupérée par centrifugation a 10 000 g pendanin5ard°C. A ce stade, nous avons non
seulement la chromatine soluble dans le surnagezais aussi toutes les protéines qui
pourraient restées solubles dans le noyau. Paéguaast pour s’assurer que nos analyses
sont effectuées sur la chromatine et non sur letifra soluble, nous avons séparé la

chromatine des protéines solubles en utilisanbdkes d’hydroxyapatite.

Au tube contenant environ 400 ul de matériel nuésoluble, on ajoute 20 ul
d'une suspension de billes d’hydroxyapatite avamtpiacer le tube sur un agitateur
pendant 1 h. Les billes sont ensuite récupéréesqudrifugation a 100 g pendant 1 min
puis lavées en présence d’'un tampon phosphate Xjghnfenant 600 mM de NacCl. Cette
étape de lavage est répétée plusieurs fois, psisilles sont comme précédemment
récupérées par centrifugation. Les protéines decheomatine associées aux billes
d’hydroxyapatite sont ensuite solubilisées par oldj du tampon de charge

d’électrophorese qui contient du SDS et sont cléaudf95°C pendant 5 min.

Ce n’est qu’apres ces différentes étapes de frawtiment et de purification que
nous avons en notre possession la fraction cytoppe, la fraction nucléaire et la

chromatine de nos fragments de macroplasmodes.

VII.2 Analyses biochimiques des différentes fractins

Pour analyser nos différentes fractions, les pnesont séparées en PAGE-SDS
pour étre soit colorées au bleu de Coomassie, teuisférées sur une membrane de

nitrocellulose pour des études par immunochimie.

Apres vérification de l'efficacité du transfert aouge ponceau, les membranes

sont alors saturées dans un bain de tampon PB83 €P0,04% de Tween 20) contenant
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5% de lait sous agitation pendant 30 min. Cettpecf@ermet de saturer de fagcon non
spécifiqgue la surface de nitrocellulose. L'excéslaie est ensuite lavé en incubant les
membranes de nitrocellulose en présence de PBISS'Enbuit une incubation d’'une heure
sous agitation dans I'anticorps primaire dirigé toer’étiquette du complexe d’histone
dilué au 1/5 000 Les membranes sont ensuite lavées a nouveawBdzaies de PBS-T de
5 min chacun avant d’étre incubées pendant 1 hré&sepce d’anticorps secondaire couplé
a la peroxydase et dirigé contre les anticorps gires. L’excédent d’anticorps secondaire
est lavé comme précédemment avec du PBS-T avantfamle la réaction de

chimiluminescence (ECL).

Alors que plusieurs compagnies commercialisentpdeduits d’ECL, nous utilisons
pour nos expériences des produits ‘maison’. Dantuba contenant 20 ml de Tris-HCI,
pH 8,5 a 10 mM, on ajoute 100 pl de fluorescéirt® (@M dans du DMSO), 44 ul d’acide
coumarique (90 mM dans du DMSO) et 6 pl g4 30%. Le contenu du tube est ensuite
versé sur la membrane de nitrocellulose pendanin2 lm membrane est placée sur une
plaque et I'excés de liquide est soigneusementimdimvec un papier absorbant avant
d’étre enveloppée dans un film transparent. Laalisation de la réaction enzymatique se
fait par exposition de la membrane sur un film.siRlurs expositions sont généralement
effectuées avec des durees allant de 5 sec a Iceiui permet d’avoir une exposition

correcte.

Au cours de nos expériences, nous avons été aneeéaminer d'autres protéines
gue les protéines exogenes ou encore a détecteratbBcations post-traductionnelles des
histones. Dans ces cas, la démarche est similaicella décrite ci-dessus, mais les
anticorps primaires utilisés sont spécifiques dprtatéine a étudier ou des modifications

des histones.
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. Evidence de I'assemblage en chromatine couplé
a la réplication d’histones exogenes incorporées paant la
phase S

Pour notre étude de la fonction des régions teresndes histones H3 et H4 lors de la
réplication, nous avons choisi comme matériel lgimjoe le myxomycetdPhysarum
polycephalumLa méthodologie que nous projetons de mettre errexesey base sur des
techniques de biochimie. Aussi, avant d’examinesppgment dit le role des régions
terminales des histones, il nous semble importantédifier que les différentes techniques
de biochimie que nous exploiterons tout au longakee travail donnent bien les résultats

escomptes.

.1 Validation du fractionnement cellulaire de

macroplasmodes dd>hysarum

Dans notre étude nous devrons étre en mesure d®ipalistinguer le cytoplasme du
noyau. Pour cela, nous avons procédé a un fragimant cellulaire de macroplasmodes
de Physarum(figure 1). Différents protocoles ont été mis au point pouirteampte des
caractéristiques de notre modele biologique. Orraotue la méthode la plus souvent
exploitée est celle développée par Mohberg et R(ddberg and Rusch 1969). Lors de
cette méthode, les noyaux sont préparés par horésgéion de la cellule et passage de la
fraction nucléaire a travers un coussin de sucrBs que rapide et facile a mettre en
ceuvre, nous n'avons pas opté pour cette méthodeffen nos essais a partir de cette
méthode nous ont montré que les noyaux ainsi ismagenaient une quantité importante
de débris cellulaires et surtout semblaient ne @@mes débarrassés du mucus. Par
conséquent, pour les fractionnements cellulairegjsnnous sommes inspirés d’une
méthode plus récente développée par Nothacker d&deldandt (Nothacker and
Hildebrandt 1988). Dans cette derniere, suite a wmoenogénéisation la fraction
cytoplasmique est séparée de la fraction qui conkiematériel insoluble. A ce stade, il est
évident que les noyaux sont en présence d’'un grambre de contaminants. Pour obtenir
une fraction nucléaire propre, le matériel inscduddt remis en suspension dans un tampon
contenant du Percoll. Par centrifugation, le Pérdal tampon va former un gradient

isopycnigue qui va permettre la séparation degmiffts débris cellulaires et du mucus qui
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vont rester dans la partie supérieure du tube gloedes noyaux vont se loger dans le fond
du tube sous forme d’un disque.

Bien que le protocole initial ait permis d’'isoleesdnoyaux contenant des ARN non
dégradés, en dépit de la forte activité RNase rerdalans les plasmodes Baysarum
nous avons été amenés a faire quelques modifisatiineures. En effet, le tampon de
Nothacker et Hildebrandt, tout comme dans la méhddhberg, utilisait le Cagkcomme
divalent, nous avons remarqué que cette sourcavadedts posait quelques problémes
dans nos étapes subséquentes. Il a été montré exiskait chezPhysarum une
transglutaminase capable de générer des crossdarissla cellule (Mottahedeh and Marsh
1998). Les analyses détaillées de cette enzyme nwomitré qu'elle était calcium
dépendante, mais que son activité était inhibédeparagnésium ainsi que par I'ATP. Il a
étée proposé que la transglutaminase ait une fondai@ns le maintien de lintégrité
cellulaire cheZPhysarumEn effet, dans la nature, les plasmodes subisssnagressions
diverses qui peuvent engendrer des dommages dellldec Afin de ne pas exposer le
milieu intracellulaire, la transglutaminase sendilisée pour générer des cross-links et
cloisonner la région endommagée. Aussi, pour ngiretocole de fractionnement
cellulaire, nous avons remplacé le Ca@ar du MgC} ce qui permet linhibition de
I'activité de cross-link de la transglutaminasendus est donc possible par fractionnement
cellulaire, de séparer une fraction cytoplasmidada fraction nucléaire. On notera que
notre procédure n’entraine pas la lyse des noyamme on atteste I'absence de détection
d’histone dans la fraction cytoplasmique en dehdes la période de synthese

précédemment décrite (Loidl and Grobner 1987).
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Figure 1 : Fractionnement cellulaire et préparation de la chromatine & Physarum
Apres homogénéisation du macroplasmode, la fraction cytoplasmiqueg§iygéparée de
la fraction contenant les débris cellulaires et les noyaux. Les noyaay) (bbnt ensuite
isolés par centrifugation sur un gradient de Percoll. La chromatineohsbiksée par
digestion de la suspension de noyaux avec la micrococcale (MNase) estiesdsi de la

chromatine (Chr) sont purifiées avec des billes d’hydroxyapatite.
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Alors que par le fractionnement cellulaire, il noasra possible d’examiner la
localisation cellulaire des histones, il sera taussi important lors de notre travail de
pouvoir déterminer si les histones nucléaires sonhon assemblées en chromatine. Pour
cela, il faut étre en mesure de séparer les histdeela chromatine de celles qui sont
solubles dans le nucléosol. En effet, il nest passible par la seule localisation nucléaire
des histones de pouvoir conclure que ces protéimisassociées a la chromatine. Lors de
I'analyse de la fonction des régions terminaleshistones H2A et H2B, Thiriet et Hayes
ont montré que des histones pouvaient étre tratéegmdans le noyau sans pour autant étre
assemblées en chromatine (Thiriet and Hayes 20Bayr vérifier l'intégration des
histones dans la chromatine, la chromatine de datiém nucléaire est solubilisée par
digestion avec la micrococcdliggure 1). Cette enzyme communément utilisée est capable
de couper I'ADN lorsque le matériel génétique eseasible. En général, on considére que
la micrococcale digéere 'ADN qui n’est pas protégér interaction histones/ADN du
nucléosome. Ainsi, des digestions ménagées dertenettine conduisent a une succession
de bandes qui correspondent aux monomeres et pagnues nucléosomes. Par cette
étape de digestion de la chromatine des noyauxfréggnents de chromatine qui en
résultent sont solubles et libérés des noyaux. Poufier les histones assemblées en
chromatine des histones qui pourraient rester ssduttans le noyau, nous utilisons une
résine d’hydroxyapatite qui, en s’associant avecaeides nucléiques, permet de purifier
les histones associées a 'ADN (Brand, RampaléleR2008). Toutefois, pour prévenir de
possibles interactions non spécifiques dues aurgebaélectrostatiques des histones et de
I’ADN, les billes d’hydroxyapatite sont lavées ergence de sel. Les histones associées a

I’ADN peuvent par cette approche étre analyséeslgatechniques électrophorétiques.
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[.2  Préparation de complexes des histones H3 et H4

Il est maintenant bien établi que les histones HB4forment des hétérocomplexes.
Alors que les analyses structurales montrent lagorée d’'un tétramere de ces histones
dans l'octamere qui compose le nucléosome (AreBtslingame et al. 1991; Luger,
Mader et al. 1997), des étudesvivo révelent que les histones H3 et H4 sont déposées
dans la chromatine sous forme d’hétérodimere (TagRay-Gallet et al. 2004; Benson,
Gu et al. 2006).

Pour nos expériences, il est nécessaire de podispioser de complexes d’histones
capables non seulement de former des nucléosonaes,amssi d’'étre pris en charge par
les machineries cellulaires. Par conséquent, lespExes d’histones qui seront étudiés
dans notre travail seront produits en utilisargttatégie suivante. De par leur conservation
dans le regne eucaryote, il n’a pas semblé impbdartravailler exclusivement avec les
séquences des histones Flleysarum.Plus précisément, les séquences que nous avons
utilisées dérivent de celle du Xénope. Dans le dasl’histone H4, les difficultés
d’obtention de cette histone ont conduit a I'uéitien d’un gene synthétique préparé par le
groupe de Richmond pour obtenir la structure duéusome par diffraction des rayons X
(Luger, Mader et al. 1997; Luger, Rechsteiner e1297). Pour ce qui est de I'histone H3,
le gene utilisé est un gene naturel. Les géenekidemes H3 et H4 sont amplifiés par PCR
avant d'étre insérés dans un vecteur d'expresfiignre 2). Du fait qu’il nous sera
nécessaire de pouvoir localiser les complexes ddsnes H3/H4 dans la cellule, nous
avons introduit sur tous les complexes que noamgtameneés a préparer une étiquette qui

pourra étre soit la séquence Flag, soit la sequaat@émagglutinine (HA).

Par cette approche il est donc possible d’exprieehistones recombinantes dans
des cellules &. coli de facon individuelle. Pour purifier les complexdkistones, le
protocole utilisé tient compte des caractéristiqdéxpression des histones dans les
bactéries, ainsi que de leurs propriétés physiomigoes (Thiriet 2004). Les
hétérocomplexes des histones H3/H4 sont finalemeutifiés en utilisant une
chromatographie échangeuse d’ions de type Bio-RexDans I'exemple que nous avons
imagé dans léigure 2, nous pouvons distinguer la succession des éthpkamplification
des inserts par PCR a la purification d’'un complexectéristique des histones H3/FH4. I
est a noter que dans nos differents complexes figgieftes sont avec une seule

représentation de la séquence de I'étiquette. @mgermet pas I'amplification du signal
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de détection de I'étiquette, mais offre 'avantdgeminimiser les encombrements stériques
que la multiplication d’une séguence pourrait pnése La vérification que la présence de
I'étiquette Flag en position N-terminale de I'hiseo H4 n’affecte pas la formation de
nucléosomes a précédemment été effectuée par tiegtios de nucléosomen vitro.
Comme pressenti, les résultats de ces expériemtegeomis de montrer que I'étiquette
n'affecte pas la formation du nucléosomevitro, et que la procédure de purification des
complexes H3/H4 permet d’obtenir des hétérocompgldaactionnels (Thiriet and Hayes
2005).
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Figue 2 : Stratégie de préparation des complexes des histones H3 et H4.

L'ADN codant pour les histones H4 et H3 est amplifié par PCR, visualiségsur
d’agarose et cloné dans le plasmide pET-3a entre les sites de restfi8damHI et

Ndel. L'expression des protéines recombinantes est effectuéekdenk Bl21. Les

lysats sont combinés et le mélange est passé sur une résine échangeuse d’ions
(Bio-Rex 70). Apres lavages a 0.6 M NaCl, les complexes H3/H4 sont éluéavec

NacCl.
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1.3 Incorporation des  complexes dhistones dans des
macroplasmodes dé>hysarum

Disposant de complexes fonctionnels des histonedH4{3nous avons voulu
vérifier que ces protéines pouvaient étre utilisgasla cellule. Cette démarche quelque
peu originale est permise grace a une caractarestige notre modeéle biologiqiysarum
qui est dincorporer des protéines exogenes. Ceomygkete est a ce jour le seul
organisme rapporté dans la littérature capabletatimaliser spontanément des protéines
exogenes. Outre le passage du milieu extracekubirmilieu intracellulaire, les protéines
incorporées sembleraient étre utilisées par lauleeldans son propre meétabolisme
(Oppenheim and Katzir 1971; Bradbury, Inglis et H.74; Prior, Cantor et al. 1980;
Thiriet and Hayes 2001; Thiriet and Hayes 2005n®Dlke but de vérifier que nous étions
en mesure d'observer une incorporation des coraplekhistones danBhysarumet
d’examiner l'utilisation des protéines par la cllunous avons entrepris des expériences

d’incorporation.

Pour ces expériences de controle de l'incorporaties histones dari@hysarum
nous avons utilisé les complexes des histones H3eque nous avions précédemment
préparés(Figure 2). D'un point de vue expérimental, nous avons u@tilia procédure
décrite par Thiriet (Thiriet 2004). Pour s’assurgril nous sera possible d’observer
I'utilisation des histones exogenes par la celluleys avons choisi comme période
d’'incorporation la phase S du cycle cellulaire aurs de laquelle les histones sont
synthétisées (Loidl and Grobner 198%iyure 3). Par conséquent, par des observations
d’explants de cellule nous avons d’abord détermieénénoment de la mitose. Environ
30 min apres son observation, les macroplasmod#sceapés en deux moitiés de surface
égale. Par ce découpage des macroplasmodes,gbesible avec une cellule unique de
faire I'expérience d’incorporation et d’avoir aussicontréle négatif de I'expérience. Il est
a noter que les fragments provenant d’'un méme mksmode conservent non seulement
la synchronie a lintérieur d’'un fragment, mais quakaque fragment cellulaire est
synchrone par rapport aux autres. Nous n‘avonsegsimé la durée maximale de la
synchronie entre les fragments, mais nous n’avamsais observé une désynchronisation

des fragments a lintérieur du cycle dans lequed [Hasmodes ont été coupés.

L’incorporation des histones se fait en déposant lsu surface d’'une moitié de
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macroplasmode une solution contenant un tamponpplats avec 10 mM d’ATP. L'autre
moitié est utilisée comme contrdle traité avealapon sans protéines. L'addition d’ATP
dans le tampon rend l'incorporation des protéinesgenes plus efficace (Thiriet 2004).
Bien que nous ne connaissions pas les mécanismgsequettent I'internalisation des
protéines dans la cellule, nous savons que cellegieut se faire sans dégradation que
lorsque les protéines sont présentées par la sustgoérieure. L'utilisation de I'ATP dans
ce processus n’est pas connue. Alors, qu’'on pdyreaiser que le mécanisme implique des
pompes qui auraient besoin d’énergie pour fonceonan ne peut pas exclure non plus
que I'ATP puisse étre utilisée dans ce cas comrhibiteur de la transglutaminase qui
pourrait par cross-link rendre une partie des jmet&exogenes inutilisables par la cellule,
voire méme les rendre insolubles. Dans ces exm&Esenla quantité de complexe
d’histones déposée sur le fragment de macroplasroodespond a des traces puisque
nous estimons que cette quantité est inférieuré¢l@0Ff de la quantité d’histones que

renferme un demi-macroplasmode.

Les moitiés de macroplasmodes traitées avec lagipes H3/F-H4 exogénes et
avec le tampon de contrble sont ensuite remisesubér dans les conditions optimales de
croissance dd’hysarum(26°C a l'obcurité). Pour nos expériences de wation de
I'incorporation des protéines exogenes, nous avaissé la phase S progresser pendant
1 h. Alors que cette durée ne représente querkedila phase de réplication du génome,
les études d’incorporation d’'un précurseur radibatet I'ADN montrent que pendant la
premiere heure de réplication, une majorité du gencest déja répliquée (Braun,
Mittermayer et al. 1965; Thiriet and Hayes 2009)oubl pouvons souligner que
contrairement au protocole initial rapporté par @ppeim et Katzir (Oppenheim and
Katzir 1971), les fragments de macroplasmodeBldearumsont laissés sur le milieu de
culture. En effet, dans leurs expériences OppenhainKatzir mettaient a jeGner les
macroplasmodes, sans doute en supposant que daosnchtions la membrane plasmique
de la cellule pourrait étre plus perméable. Ceslitioms de jeline qui sont utilisées pour la
formation des macroplasmodes favorisent la coalescdes plasmodes (Guttes, Guttes et
al. 1961; Guttes and Guttes 1968; Guttes, Dewi. €i9%9). Toutefois, dans des conditions
de privation de nutriments, la progression du cydbulaire se trouve perturbé et il est
difficile de considérer que la phase du cycle arsales réactions biologiques qui y sont
associées se déroulent dans de bonnes conditiansoRséquent pour nos expériences

d’incorporation, le jeline des cellules est éradigndaissant les cellules sur le milieu de
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culture. Ces conditions expérimentales ne noupasipermis d’observer de diminution de

I'incorporation ni méme de perturbations flagrardeda progression du cycle cellulaire.

Les fragments de macroplasmodes sont alors lavégrésence d’EDTA pour
retirer de la surface cellulaire les excédentsadgbn et de protéines qui pourraient ne pas
étre internalisés. Finalement, le matériel biolagicest récupéré et un fractionnement

cellulaire est effectué suivant la méthode déckites lafigure 1.

Les difféerentes fractions issues des demi-cellsted d’abord analysées en PAGE-
SDS(figure 3). La coloration du gel au bleu de Coomassie régaetles fractions issues
du fragment de macroplasmode témoin et de celitéti@vec les histones exogénes
présentent des profils tres similaires. Tant dandrdction cytoplasmique que dans la
fraction nucléaire, il n’est pas possible de détede bandes qui pourraient correspondre
aux histones exogénes ou encore a une protéineg@&meloqui pourrait suggérer une
perturbation de la cellule imputable au traiteméiin de gagner en sensibilité dans la
détection des protéines exogénes, nous avonseufdisquette Flag placée sur I'histone
H4. Les difféerentes fractions sont alors analyséesWestern blot et révélées avec un
anticorps monoclonal dirigé contre la séquencedigliette. Les résultats de ces analyses
montrent la présence d’'une bande immunodétectéelddraction nucléaire provenant du
fragment de macroplamode traité avec les historegeme. Par contre dans les fractions
provenant du controle et de la fraction cytoplagraigle la cellule traitée, aucun signal
significatif n'a été détecté. De facon intéressaide bande détectée dans la fraction
nucléaire présente la méme migration électroptouétigue I'histone F-H4. Nous avons
donc conclu de ces expériences que l'incorporatibistones exogenes dafhysarum
n’induit pas de perturbation dans la cellule et tpsehistones sont capables de se rendre

dans le noyau apres leur internalisation dans liewmintracellulaire pendant la phase S.

Afin de confirmer la localisation des protéines gxoes dans les noyaux, nous
avons également effectué des expériences d'immoalidation des protéines exogenes
sur des étalements d’explants de macroplasmodedlgsarum Les analyses au
microscope a fluorescence de nos lames révelendape la cellule servant de contrble le
signal de la rhodamine associée a l'anticorps skiom est presque imperceptible
(figure 3). Nous visualisons difficilement quelgues ponctuaisauges sur la lame qui
semblent correspondre a un bruit de fond et quicacalisent pas avec les noyaux dont
I’ADN a été coloré au DAPI.
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Figure 3 : Les histones exogénes sont internalisées darmhysarum pour étre
transportées dans les noyaux et assemblées en chromatine pendant la ph&s
Le complexe H3/F-H4 est incorporé en début de phase S pendant 1 h sur une moitié d
cellule, la deuxieme moitié est utilisée comme contrble négatif. fragments de
macroplasmode sont ensuite analysés par des techniques biochimique et cytologgque
histones exogénes sont détectées dans les différentes approches aveccompsanti
monoclonal anti-Flago FLAG).
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Par contre les observations de la cellule tradgec les protéines exogenes
montrent clairement une émission de fluorescencesém par la rhodamine. La
comparaison entre les signaux provenant de la rhimgaet ceux issus de la coloration au
DAPI montre sans ambiguité une parfaite co-locétiea Par conséquent, en accord avec
les analyses de fractionnement cellulaire, cesiél@s expériences nous permettent de
conclure que les histones exogenes sont localisé@s les noyaux dé&hysarum.
Cependant nous pouvons également noter que latidétaete I'histone F-H4 n’est pas
homogene dans I'ensemble des noyaux comme en taencdigs densités de coloration
différentes. Cette observation nous donne deuxatidins intéressantes. D’abord, malgré
un contenu en matériel génétique identique darslesunoyaux, et des besoins en histones
comparables pour tous les noyaux pendant la réjplicales protéines exogenes sont
distribuées de facon aléatoire dans les noyauwsiA&grtains noyaux vont recevoir plus de
protéines exogenes que d’autres. D’autre pargitelfavoir une coloration hétérogéne par
la rhodamine montre que les complexes exogenesahgent pas les machineries
cellulaires impliquées dans le transport nucléateque les histones exogenes ne
représentent qu’'une petite fraction des histonefulaees pendant la période

d’incorporation.

Alors que nos expériences d’'incorporation du comgpld3/F-H4 montrent que les
histones exogénes sont capables d’étre transpatédssles noyaux dehysarumpendant
la phase S, il n'est toujours pas déterminé sipgrestines peuvent étre utilisées par la
cellule pour étre assemblées en chromatine. En, aifee localisation nucléaire des
protéines n'implique pas leur déposition dans leogfatine. Plusieurs études ont montré
que des histones peuvent étre associées a desréantecléaires qui sont impliqués dans
divers processus cellulaires (Verreault, Kaufmaraletl996; Tagami, Ray-Gallet et al.
2004; Drane, Ouararhni et al. 2010; Lewis, Elsaessal. 2010). Par conséquent, afin de
vérifier si les histones exogénes sont assembléesheomatine, les histones de la
chromatine sont séparées de celles qui pourraienpas étre dans la chromatine en
utilisant des billes d’hydroxyapatite lavées enspree de sel pour éliminer les protéines
associées a la chromatine de facon non spécifiamme pour les fractions cellulaires,
les histones de la chromatine sont ensuite analyseePAGE-SDS et en Western blot
(figure 3). Alors que la coloration du gel au bleu de Cooneasset en évidence la
présence d’histones dans la chromatine issue dguehfaagment de macroplasmode, on

releve que nous avons un peu plus de matériel dégass la piste correspondant au
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contréle. Néanmoins, en dépit de cette différereadépbt dans le gel, la révélation du
Western blot avec I'anticorps anti-Flag ne permet de visualiser de signal. Par contre
dans la chromatine issue de la cellule traitée ale=c protéines exogenes on Vvoit tres
clairement un signal correspondant a I'histone Fét#dWestern blotfigure 3). Nous
pouvons donc conclure que les histones exogénespm@es danPhysarumpendant la
phase S sont non seulement transportées dansylasxponais en plus elles sont capables

d'étre assemblées en chromatine.
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.4 Les histones incorporées dang’hysarum pendant la
phase S sont assemblées en chromatine en couplageeca la

réplication

Si nos résultats montrent que les histones exogagdnternalisées dahysarum
et transportées dans les noyaux pour étre assesrdméehromatine, nos expériences n’ont
pas permis d’identifier les mécanismes impliqués eEet, méme si pendant la phase S le
génome doit se répliquer, il a été montré que cattieité n'est pas exclusive pendant cette
phase du cycle cellulaire puisqu’'on y détecte égate une activité de transcription qui
n'est pas négligeable (Zellweger and Braun 1971h#&lm, Toublan et al. 1984). Outre
I'abondance des activités transcriptionnelles,également été mis en évidence I'existence
d’'un couplage entre les activités de transcripibde réplication cheR2hysarum(Fouquet,
Bohme et al. 1975; Pierron and Sauer 1980; Piei®amier et al. 1982). Alors qu'il est
généralement admis que la chromatine se forme penaaéplication en concomitance
avec la synthése d’ADN, il nous semblait donc inguair de vérifier si 'assemblage en

s 7N

chromatine des histones exogenes était coupléépliaation.

La méthodologie que nous avons mise en ceuvre [ffeatier cette vérification est
tres similaire a celle utilisée pour démontrer domporation des histones exogenes.
Toutefois pour déterminer le mécanisme d’assembigehistones dans la chromatine,
nous avons examiné l'efficacité d’incorporation destones lorsque la réplication est
inhibée. Dans ces expériences afin de pouvoir évdks différences occasionnées par
I'inhibition de la réplication, nous avons utiliseomme contréle des fragments de
macroplasmodes traités avec les histones H3/F-Hdmmo décrit précédemment. Pour
inhiber la réplication déhysarumpendant la phase S, nous avons utilisé I’hydrodsur
dans les conditions précédemment décrites (Tharet Hayes 2001). D’un point de vue
expérimental, les macroplasmodes sont examinési@osoope a contraste de phase pour
déterminer le moment de la mitose. Des la télophesdragments de macroplasmode
destinés a étre inhibés sont transférés sur ureumitiutritif contenant I'’hydroxyurée
(figure 4). Les fragments de cellules sont ainsi laissés +iBwant d'étre traités avec les
protéines exogenes pour s'assurer que la drogwseadien sur le processus biologique
visé. Dans ces conditions, il a été montré quespdiaation était inhibée a plus de 90%
(Thiriet and Hayes 2001).
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Figure 4 : Le transport nucléaire et 'assemblage en chromatine desistones exogenes

sont sous le contréle de la réplication.

Dés la fin de la mitose un demi-macroplasmode est placé sur un milieanaoit80 mM
d’hydroxyurée (HU) et au début de phase S les histones exogénes H3/B#i4 s
incorporées dans les deux demi-macroplasmodes. Aprés une heure, les fragments
cellules sont récoltés et analysés par des méthodes biochimiques et icytetog.es
histones exogénes sont détectées avec un anticorps anticFé&ap].

89



------------------------------------------------------------------------------------------------- Résltats

Les fragments de macroplasmode sont ensuite traés les protéines exogenes
exactement dans les mémes conditions pour le fragemeprésence d’hydroxyurée et pour
le fragment placé sur le milieu nutritif seul. Comrdans les expériences précédentes,
aprés une heure de traitement avec les protéinegengs, les fragments de cellule sont

récoltés et fractionnés avant d’étre analysés.

Conformément aux résultats décrits précédemmaemtallyse en PAGE-SDS et en
Western des différents échantillons issus du fvaceément cellulaire révéle la présence de
I'histone exogene dans la fraction nucléaire peuirdgment de macroplasmode contrdle.
Au contraire, pour le fragment traité avec I'inléguir de la réplication et avec les histones
exogenes H3/F-H4, on ne détecte pas de signallargicorps anti-Flag dans la fraction
nucléaire (figure 4). Néanmoins, on peut détecter un faible signal dangraction
cytoplasmique. La quantification du signal de féette Flag associé a I'histone H4
montre que la quantité de signal est ~7 fois ptuefdans la fraction cytoplasmique de la
cellule traitée avec I'hydroxyurée que la fractmytoplasmique provenant du fragment de
macroplasmode contréle. Ces résultats suggerentigjibition de la réplication n’affecte
pas l'internalisation des histones dans le milietracellulaire. Toutefois, I'absence de
I'accumulation des histones exogénes dans la éractiicléaire de la cellule traitée avec la
drogue met en évidence un couplage entre les &stide réplication du génome et de
transport des histones H3/H4 dans le noyau. Celtactéristigue n'est pas générale a
toutes les histones. En effet, des expériencedasias effectuées avec les complexes des
histones H2A/H2B n’ont pas mis en évidence d'infdii du transport nucléaire des
complexes en dépit de I'inhibition de la réplicatipar I'nydroxyurée (Thiriet and Hayes
2001). Par conséquent, il semblerait que les meceas cellulaires de transport des
histones dans le noyau soient différents pour Isties H3/H4 et pour les histones
H2A/H2B. Ce constat est en accord avec les analgsela synthese des histones chez
Physarumou une inhibition de la réplication montre uneiliiion de la synthese des
histones H3/H4 mais pas de celle des histones H2B/H.oidl and Grobner 1987). La
forte similitude entre les résultats obtenus aescHistones exogéenes et ceux provenant
d’analyses des histones endogénes suggere questesels exogenes seraient sous les

mémes contréles que les histones produites payaiosme.

Les analyses en immunocytochimie d’explants degnients dePhysarum
confirment les résultats obtenus en PAGE SDS etestern. En effet, les observations

des cellules servant pour contrdle révele une aatation nucléaire des histones exogenes
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pendant la période d’incorporation. Au contraistiue le fragment cellulaire est traité
avec I'hydroxyurée, alors gu'on ne détecte pas idaasix nucléaires imputables aux
histones exogenes, on détecte une émission deedlcemce qui ponctue la zone
d’observation(figure 4). Ces signaux fluorescents pourraient correspoadies agrégats

de protéines qui resteraient dans le cytoplasme.

Les résultats issus des analyses des histonescotiedimatine sont une fois encore
en accord avec nos résultats précédents. Nousalitam assemblage dans la chromatine
de nos protéines exogenes uniquement lorsque liaatépn de 'ADN n’est pas inhibée.
Nous pouvons donc conclure que les mécanismesqugdidans le transport des histones
exogenes dans le noyau et leur assemblage en dimersant couplés a la réplication du

matériel génétique.
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Il.  Fonction des régions N-terminales des histonedans

le transport des histones dans le noyau

[I.L1 Importance des queues des histones H3 et H4

dans l'import nucléaire des complexes H3/H4

Les histones sont souvent présentées comme despetidtéines basiques qui en
s’associant a ’'ADN forment le nucléosome. Néanmpites le début des années 80, les
analyses des produits de digestion a la trypsinepermis de mettre en évidence deux
domaines (Bohm, Briand et al. 1981; Bohm, Briandlef.982). Un domaine accessible a
la digestion par la peptidase et un domaine qudagarson intégrité en présence de
I'enzyme. Ces domaines furent respectivement itiéatcomme étant les régions amino-
terminales des histones et les régions globulaleeses mémes protéines. Toutefois, on
peut noter I'exception de I'histone H2A qui, enplile sa queue amino-terminale, posséde

€galement une région non structurée en positicer@ubale (van Holde 1989).

Outre la conservation des domaines des histoneynigaraison des séquences
des histones provenant d’'une variété d’organisnaas dout le regne eucaryote montre
aussi que les régions amino-terminales des histar@sétonnamment préservées au cours
de I'évolution. Ce constat a conduit a penser e dqueues terminales des histones
pourraient avoir des fonctions importantes danseléule. Aussi, pour comprendre plus
précisément les roles biologiques de ces régioash#ones, un nombre impressionnant
d’études a été mené. Ces différents travaux gérassent tant la biologie structurale, que
la biochimie ou encore la biologie cellulaire omtrpis de mettre en évidence certaines
fonctions. Ainsi, il a été montré que dans |'orgation de la chromatine en domaines plus
ou moins compactés dans le noyau, les queues damds pourraient avoir un role
important. En effet, en 'absence des régions Niesles des histones il a été montré
gu’un oligo-nucléosome présentait un degré de cotiggamoindre (Hansen, Tse et al.
1998; Gordon, Luger et al. 2005). D’autres analysgsegalement montré que les régions
terminales des histones pourraient avoir une fonalians la régulation de la transcription
(Hayes and Wolffe 1992; Lee, Hayes et al. 1993tegetDadey, Grant et al. 1996; Vitolo,
Thiriet et al. 2000). En effet, dans le systeme @wditilisant le gene 5S, il a été observé
gue des nucléosomes reconstitindgitro ne permettent pas la reconnaissance de I'élément

génétique reconnu par le facteur de transcriptam.contre, lorsque les nucléosomes sont
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reconstitués avec des histones privées de leurequeemninale, le facteur de transcription
est alors capable non seulement de reconnaitrégaeace d’ADN, mais aussi de sy
associer (Vitolo, Thiriet et al. 2000). Si les éadh vitro montrent effectivement des
fonctions importantes des régions terminales detmes, elles vont dans le sens des

étudesn vivo de la génétique (Lenfant, Mann et al. 1996).

Les travaux exploitant des méthodologies de la tigue chez la levure ont vu
leur essor dans les années 80-90. L'étude de lamaime et le questionnement de la
fonction biologique des régions terminales desohi$ n’ont pas fait exception a ce
courant. Avec pour objectif de définir le réle dpseues des histones dans la cellule, les
généticiens ont di redoubler d'ingéniosité carascdnstruction de souches mutantes de
levure bénéficie de stratégies éprouvées pour dbtention, le caractere essentiel des
histones pour la cellule ne rend pas leur étudeliaroEn effet, la perte de fonctionnalité
d’'une des histones du nucléosome compromet laliébellulaire (Rykowski, Wallis et
al. 1981). Par conséquent, les généticiens ontlaigve des méthodologies dans lesquelles
les cellules sont cultivées dans des conditionsifigées en utilisant des histones ne
portant pas de mutations. Grace a un changememilieu de culture, les cellules
expriment alors une protéine mutée tandis que @uerbtéine sauvage est éteinte
(Schuster, Han et al. 1986; Ling, Harkness et @96). Par de telles méthodes, il a été
montré que les régions terminales des histonestvdes fonctions essentielles pour la
viabilité cellulaire, qui cependant pouvaient éteeondantes. Alors que les résultats ont
été obtenus par le seul examen de la viabilit&ule@le, il semblait important de pouvoir
déterminer avec précision les réactions biologiqisess lesquelles les queues des histones
étaient si importantes. Pour faire de telles amalyk était important de ne pas mettre en
péril les cellules a aucun moment de I'expériméoatUne fois encore, la génétique de la
levure a été pionniere dans cette approche avébtsktion de protéines chiméres ou la
région terminale des histones était juxtaposéeeapuotéine capable d’étre tracée dans la
cellule (Mosammaparast, Jackson et al. 2001). O=mss conditions, il a été possible
d’établir un lien entre la localisation celluladta traceur et la région terminale des histones
(Mosammaparast, Jackson et al. 2001; Mosammaparastart et al. 2002;
Mosammaparast, Guo et al. 2002; Blackwell, Wilkimset al. 2007). Si les résultats
obtenus sont sans ambiguité quant a I'implicatiedadséquence ajoutée au traceur dans
son accumulation dans un compartiment cellulaireest peut-étre inapproprié d’en

conclure une fonction d’'une séquence dans I'hisaifmi les complexes d’histones.
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De I'ensemble de ces travaux il ressort que lefonégterminales des histones
présentent des fonctions cellulaires importantes mpurraient se manifester dans
différentes activités nucléaires. En effet, sidéguences de ces régions d’histones révelent
une aptitude a transférer des protéines qui leempiodans le noyau, un nombre grandissant
d’études montrent aussi que ces régions sont lgeside modifications post-
traductionnelles qui présentent des implicationssdées activités de la chromatine
(Kouzarides 2007). Dans le but d’avoir une meikeaompréhension de la fonction des
régions terminales des histones dans la réplications avons mis a profit notre stratégie
d’incorporation d’histones exogénes ddPisysarum.Nous avons précédemment fait la
démonstration que nous étions, avec ce modeélepleapappréhender les mécanismes
d’assemblage en chromatine couplé a la réplicatfam. conséquent, c’est donc dans ce
processus cellulaire que notre attention s’estlig@a Pour cela, nous avons dans un
premier temps généré des mutants des histones H3 elans lesquels les régions
terminales ont été supprimées. Parce que notreodhdtigie implique I'expression des
protéines individuelles dans des bactéries, il nausté possible par de simples
combinaisons de purifier des complexes des histéi®¥si4 dans lesquels I'une et/ou

l'autre des régions terminales de ces histonesatvété retirée@-igure 5).

Avant d’examiner l'influence des régions terminatkes histones H3 et H4 dans
la compartimentation cellulaire, il nous a semli#artant de vérifier que les différents
complexes préparés puissent étre fonctionnels. Rela nous avons effectué des
reconstitutionsn vitro de nucléosomes par la méthode de dialyse enautilie gene 5S de
Xénope. la méthode consiste par des dialyses sigessa diminuer graduellement la
concentration en sel, de sorte que les histoneseig s’associer sur ’ADN par des étapes
qui pourraient rappeler celles utilisées par ldutl Ainsi, les histones H3/H4 sont dans
une premiere étape associées au fragment d’ADN; yennent s’ajouter les histones
H2A/H2B. De cette facon les nucléosomes formésemtéat toutes les caractéristiques
structurales d’'urbina fide nucléosome. Dans nos expériences les nucléos@sies de la
reconstitution de nos différents complexes mutaotst ensuite analysés dans un gel de
nucléoprotéine ou 'ADN associé aux histones priesane migration différente de 'ADN

nu (Figure 5).
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Purification des différents complexes H3/H4
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Figure 5 : Les histones H3 et H4 privées des régions N-terminales docapables
d’étre purifiées sous forme de complexes et d’étre reconstides en nucléosomes
in vitro.

Les mutants d’histones H3 et H4 dépourvus de leurs parties N-terminales soméprépa
Les complexes H3/H4 privés de I'une et/ou de l'autre partie N-termir@ié purifiés.

La fonctionnalité des complexes est évalugeitro par reconstitution de nucléosome.
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Clairement, nous pouvons voir apres coloratioiAleN de notre gel la présence d’'une
bande ayant la méme migration électrophorétique KGABN 5S utilisé dans nos
reconstitutions. Par ailleurs, dans les pistes eslildstones ont été ajoutées a I’ADN, on
note I'existence d’'une seconde bande avec une tinigreetardée par rapport au gene 5S.
Alors que tous les complexes des histones H3/H4mpues avons purifiés a partir des
histones bactériennes sont capables de former demplexes nucléoprotéiques, on
remarque cependant quelques variations dans laatiwigr Ainsi, le complexe H3/H4
présentant une étiquette révele une migration greshe des complexes formés a partir
d’histones d’érythrocytes de poulet. Par contreclamplexes formés a partir des histones
ou une des queues a été supprimée montrent unatimiglégerement plus rapide que les
précédents. L’augmentation de la rapidité de mignatst méme accentuée dans le cas du
complexe ou les deux régions terminales de H3 ebmi4té retirées. Il semble donc que
nos différents complexes des histones H3/H4 squdhias de former des nucléosonres
vitro, mais que la migration électrophorétique des rstées est affectée par I'absence
de l'une et/ou l'autre des queues des histones #H3Mbs résultats sont parfaitement
concordants avec les analyses électrophorétiqiiestwfes par d’'autres groupes (Vitolo,
Thiriet et al. 2000).

Apres avoir vérifié que les complexes de H3/H4 smapables de s’associer a
'ADN en nucléosome, nous avons voulu examiner dacfionnalité des différents
complexes H3/H4n vivo. Pour cela nous nous sommes en premier lieu édaeiverifier

leur aptitude a étre transportés dans le noyau.

Des fragments de macroplasmodes sont alors texitéebut de phase S avec les
différents complexes d’histones que nous avonsapésp Afin de pouvoir obtenir une
estimation quantitative de I'efficacité de trandpdes complexes d’histones, nous avons,
pour chague complexe des histones H3/H4, incorpordme contrdle positif la méme
quantité d’histones dont les queues étaient préseRar ailleurs, comme nous lI'avons déja
évoqué, afin de pouvoir suivre précisément lesohet exogénes darizhysarum les
difféerents complexes purifiés présentent une éttguen position amino-terminale de
I'histone H4. Apres une heure d’incorporation deassfragments dBhysarumles cellules
sont récoltées et subissent un fractionnement.difesrentes fractions cytoplasmiques et
nucléaires sont ensuite résolues en PAGE-SDS dé&yséies en Western bldgtigure 6).
Alors que les colorations des gels ne présentectreu variation dans les profils
électrophorétiques tant dans les fractions cytopigises que nucléaires, les analyses en
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Western blot révelent des différences notablesftat, on observe que le complexe qui ne
présente que la queue de H4 présente une efficdGréorporation dans le noyau
nettement supérieure a celle de notre controle tameriode de notre expérience. Au
contraire, les complexes dans lesquels la régionitele de H4 a été supprimée révelent
une diminution de I'accumulation des histones eregédans la fraction nucléaire, voire
une compléete absence lorsque les deux régionsralesi des histones H3 et H4 ont été
supprimées. Il semble donc que le passage du egimel au compartiment nucléaire
nécessite la présence de la région terminale dd él#tefois, méme si on note une certaine
redondance dans la fonction des queues de H3 at s&mblerait que la queue de H4 soit
prépondérante car son absence seule ne permetnpasompléte compensation par la
queue de H3 alors que dans le cas inverse (abdeneequeue de H3 et présence de celle
de H4) on observe une accumulation nucléaire phue fque dans le cas des histones

entieres.
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Incorporation des histones exogenes
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Figure 6 : Les régions N-terminales des histones H3 et H4 ont des fdmns
distinctes dans le transport des histones dans le noyau.

Les complexes amputés des régions N-terminales de H3 et/ou de H4 ainse que |
contrble H3/F-H4 sont incorporés damhysarumen début de phase S suivis par
fractionnement cellulaire et une analyse en PAGE-SDS et en Wddt#r Des analyses
similaires sont effectuées pour évaluer la stabilité du complexes ptir la région
N-terminale de H3 en récoltant les fragments de macroplasmode apresi ét, 2 h

d’incorporation pendant la phase S.
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Ce dernier constat sur I'efficacité de transporisdee noyau des histones H3/H4
privées de la région terminale de H3 était quelogie déconcertant par rapport a ce que les
études de génétique de la levure pouvaient nousage. En effet, dans ces dernieres
analyses il a été montré que les régions termindée$i3 et H4 présentent dans leur
séquence des NLS (signaux de localisation nucléeiregue I'absence d’'une des deux
gueues était compensée par l'autre (Ling, Harkeeat 1996; Mosammaparast, Guo et al.
2002; Blackwell, Wilkinson et al. 2007). Afin de eoix comprendre I'accumulation
nucléaire que nous observions dans nos expériehezs’hysarum nous avons examineé
la stabilité dans le noyau du complexe H3/H4 pdeéla région terminale de H3. Pour
cela, nous avons comme précédemment incorporéistsnbs dans des fragments de
macroplasmodes dehysarumen utilisant une fois encore le complexe présenesndeux
régions terminales comme controle. Seulement, awmatment a nos expeériences
antérieures, les fragments cellulaires ont étélt&toutes les heures sur toute la durée de
la phase S. De fait, nous avons prélevé nos édbastiaprés 1 h, 2 h et 3 h
d’incorporation, respectivement. Nous avons frawti®les cellules et examiné en PAGE-
SDS et en Western blot les fractions nucléaifegure 6). De facon surprenante, les
analyses des fragments prélevés 1h apres l'incatipardes complexes daihysarum
montrent que les histones H3/H4 privées de la régominale de H3 s’accumulent dans le
noyau avec une efficacité presque 50% supérieweadl@ du complexe entier. Par contre
apres 2 h et 3 h d’incorporation on voit nettemearg diminution de la quantité d’histones
exogenes dans les noyaux des cellules traitées laveomplexe mutant, alors que la
quantité de notre complexe contrble ne présente dpge variations mineures qui
s’expliquent par la réplication du matériel génétiqPar conséquent, si I'absence de la
queue de H3 dans la cellule n’interfere pas sumdalisation nucléaire du complexe, nos
résultats montrent que sa stabilité dans le nogaualairement écourtée. Cette observation
semble conforter des études qui ont montré la poésd’histones H3 privées de la région
terminale dans le noyau ch@&etrahymenaet qui récemment ont révélé que cette coupure
de la queue pourrait avoir une fonction dans laatigion des histones (Allis, Bowen et
al. 1980; Duncan, Muratore-Schroeder et al. 2008).
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[I.2 Effets de la position des queues des histonét3 et H4

dans le transport des histones au noyau

Notre précédente étude montre que les régions désnbs sont importantes,
voire présente une redondance partielle, dansalesport des complexes des histones
H3/H4 dans le noyau. Afin d’aller plus avant daascbompréhension de la fonction des
régions terminales dans I'import nucléaire desomiss, nous avons voulu savoir si la
position de ces mémes régions terminales étaitrrdétante dans leur transport dans le

noyau.

Les études chez la levure ont montré que les régemnminales des histones sont
capables d'induire une accumulation nucléaire destémes auxquelles elles sont
associées. En effet, la construction de protéimasares constituées d’'une moitié GFP
combinée a une queue d’histone révele une localsale la fluorescence dans le noyau
des cellules (Mosammaparast, Jackson et al. 20@kaMmaparast, Ewart et al. 2002;
Mosammaparast, Guo et al. 2002; Blackwell, Wilkinset al. 2007). Ces résultats
semblent en accord avec nos études dPtegsarumpuisque la perte des deux régions
terminales sur le complexe H3/H4 ne permet pagtaction de protéines exogénes dans la
fraction nucléaire. Toutefois, contrairement awvaux chez la levure, nos analyses sont
effectuées avec des complexes d’histones. Il nossnablé important de vérifier si les
seules régions terminales étaient impliquées damsahsport des histones H3/H4 vers le
noyau ou alors si cette fonction des queues néagdai présence d’'une région globulaire

définie.

Pour répondre a ce questionnement, nous avonsrgibrdg nouveaux mutants
d’histones dans lesquels la région terminale distbhe était remplacée par celle de son
partenaire. Par ces échanges, nous avons exprimdistenes chimeres ou la région
globulaire de H3 est associée a la region terminigleH4 et inversement, la région
globulaire de H4 est associée a la région termimeH3 (figure 7). Ces mutants
d’histones ont ensuite été purifiés avec leur paite désigné par la région globulaire de
I'histone. En effet, les études structurales demptexes d’histones ont montré que les
interactions protéine-protéine dans les hétéroceragsl sont dictées par les hélices
confinées dans la région définie comme globulagréhdstone. Ces interactions se font par
I'enchevétrement des trois hélices disposées eml"lie histone avec les trois hélices de

I'histone partenaire qui présente la méme dispositiCet entrelacement des histones
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désigné ‘en poignée de main’ présente une graraibditt et n'intéresse pas les régions
non structurées que représentent les queues deaddqArents, Burlingame et al. 1991,
Luger, Mader et al. 1997). Ainsi, il nous a étégiole avec ces deux nouveaux mutants
des histones H3 et H4 de former differents com@exei correspondent a différentes

combinaisons des régions terminales, comme le mémtableau ci-dessous.

H3-(NH4) H4-(NH3)

H3 H3/H4-(NH3Y
H4 H4/H3-(NH4Y
H3n- H3n-/H4-(NH3)
H3-(NH4) H3-(NH4)/H4-(NH3)

Comme nous l'avons déja évoqué, nos expériencesRingsarumnécessitent la
présence d'une étiquette sur les complexes d’hestooutefois, malgré nos tentatives,
nous n'avons pas été en mesure de produire demésstivec I'étiquette Flag sur la région
terminale de H3. Par conséquent, les complexestdims privés de région terminale de

H4 présenteront une étiquette (HA) sur la régioei@inale de I'histone H3.
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Figure 7 : La position des queues de H3 et H4 n’affecte pas la puridation des
complexes d’histones

Les complexes H3/H4 échangés de l'une et/ou l'autre partie N-terenisaht
purifiés sous forme de complexes H3/H4
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Différents travaux ont montré que la formation dasléosomes vitro n’est pas
influencée par les régions terminales des histamass seulement par la formation
d’hétérocomplexes par association des régions @obsa des histones partenaires (Lee,
Hayes et al. 1993; Tse and Hansen 1997; Vitolorifthet al. 2000). Aussi, nos études des
mutants privés de région terminale montre bienlguwklétion de I'une et/ou de I'autre des
gueues N-terminales des histones H3 et H4 n’affesterien la reconstitution de
nucléosomadn vitro. On peut donc assumer que la présence des queldEs @ositions
différentes dans les hétérocomplexes H3/H4 n’iaterf pas avec les complexes
nucléoprotéines. Nous avons voulu alors examinda siellule était en mesure de les
transporter dans le noyau. Pour cela, comme préuééat, nous avons déposé a la
surface de fragments de macroplasmode®lidgsarumun tampon dans lequel avait été
ajouté le complexe d’histones d'intérét. Une foiscare pour pouvoir comparer les
résultats issus des différents complexes, noussautitisé comme contrdle le complexe
exogene formé des histones canoniques H3 et H4ag@m similaire aux expériences qui
ont permis de déterminer la fonction des queuebi3let H4 dans le transport nucléaire
pendant la phase S, les fragments de macroplasmedet récoltés 1 h apres
I'incorporation des histones exogéenes pour étretitmnés en fractions cytoplasmiques et
en fractions nucléaird§igure 8).

Les différentes fractions cellulaires ont été asébs en PAGE-SDS et Western
blot (figure 8). Conformément aux expériences précédentes, Ié$spitectrophorétiques
des fractions ne présentent pas de différenceblestguel que soit le complexe d’histones
étudié. Ceci laisse présager que nos expériengesorporation ne perturbent pas la
cellule de facon appréciable. Il faut peut-étre peder que les histones que nous
incorporons dans les fragments de macroplasmoddzhgearumne sont présentes que
sous forme de traces dans la cellule, et qu'a cestges, les compétitions entre les
protéines exogenes et les protéines endogenesmepas suffisantes pour induire un
phénotype. En effet, nous estimons que la quamtitéstones exogénes dans nos
expériences représente environ 1/2086 la quantité des histones endogénes. Si nos
analyses ne visent pas a mettre en évidence uropipénen altérant le métabolisme de la
cellule, il faut noter que cette démarche n’est pascitée par des limitations de notre
méthodologie qui utilisePhysarum.|ll a effectivement été montré qu’en incorporant
suffisamment d’histones exogénes dans le macropldsnon peut observer un phénotype

gu’il est possible d’analyser. Ainsi, lors d’étudde la différence des sous-types de
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I'histone linker, l'incorporation d’histone en qu#a proche de la quantité d’histone
endogene a permis de mettre en évidence des déaut®issance et une altération de la
transcription (Thiriet and Hayes 2001).

Cependant, si les changements dans les profilstr@orétiques sont
indécelables, les analyses en Western blot desnest exogenes montrent des
changements notables de l'efficacité du transpodéaire des différents complexes. En
effet, lorsque les deux queues des histones H3letdrdt échangées, l'intensité du signal
de I'étiquette révelée par chimiluminescence estlpe de celle du complexe exogene
contrdle(figure 8). Cette similitude entre les signaux suggere queoktion des régions
terminales des histones dans les complexes H3/Hgrésente pas une importance qui
pourrait affecter le transport des histones dansolgau. Deux hypothéses peuvent étre
émises pour rendre compte de nos observationsaisonrde cette nouvelle configuration
des régions terminales et des régions globulamespeut supposer que les facteurs
impliqués dans le transport des histones dans yawnae reconnaissent que les régions
terminales ; ou encore, les facteurs qui interagisavec les régions terminales et ceux qui
interagissent avec les régions globulaires ne past affectés par les échanges. Cette

derniere possibilité suppose que les facteurs hgbgues ne présentent pas de fortes

interactions entre eux.
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Figure 8 : Effet de la position des régions terminales de H3 et H4 dan Itransport
nucléaire

Les complexes de H3 et H4 présentant des positions ectopiques de leurs régions
terminales sont incorporés daRbysarumen début de phase S. Les fractions cellulaires
sont analysées en PAGE-SDS et en Western blot. Les étiquettes dedexesnsont
détectées avec des anticorps monoclonaux spécifiques des séquencesHragy ¢t HA

(o HA) respectivement. 105
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Dans le but de mieux comprendre les mécanismesodmmaissance des histones
par les facteurs qui sont impliqués dans le trarispo complexe H3/H4, nous avons
examiné l'incorporation des complexes présentamnix dégions terminales de H4 dans
H3/H4 et un autre complexe présentant une seuleeqde H4 placée sur la région
globulaire de H3. De facon inattendue, les deuxpieres présentent des comportements
opposés quant a leur aptitude a étre transportésldanoyayfigure 8). En effet, alors que
le complexe qui présente deux queues de H4 révele meilleure efficacité
d’accumulation nucléaire que le contrble, le comeleu la queue de H4 est en position
ectopique n’est pas détecté dans la fraction nuelé8i les résultats obtenus sont sans
ambiguité, leur interprétation biologique n'est masssi évidente. Toutefois, il semble
raisonnable de penser que les différences d’acationldans le noyau des complexes
jusqu’alors analysés (H3-(NH4)/H4-(NH3); H3-(NH4¥ et H3-(NH4)/H4n-) sont
associées a des changements dans les complexesnBéguent, étant donné que I'histone
chimére H3-(NH4) est présente dans tous les corapleksemblerait que son role dans le
transport des complexes ne soit pas prépondérantontre, si maintenant on examine les
partenaires de I'histone H3-(NH4) dans les diff&secomplexes analysés on remarque
clairement que la queue portée par le partenafeetafle transport nucléaire. Ainsi, on
note une graduation dans l'efficacité du transgortfonction de la queue portée par la
région globulaire de H4, ou NH4 surpasse NH3, maig faut néanmoins une queue pour
que le processus biologique se produise. Ces agswlont donc dans le méme sens que
ceux obtenus dans les expériences de délétiorédems terminales des histones, ou nous
avions observé un rdle critique de la queue de Bidsde transport des complexes au

noyau.

Des expériences ont également été menées pour rexaroette fois des
changements sur la région globulaire de H3. Ung émicore les résultats montrent des
différences notables de I'accumulation des compleslans la fraction nucléaire en
fonction de la région terminale portée par la ragitobulaire de H3figure 8). Ainsi, en
suivant le méme raisonnement que pour la régiobuiire de H4 précédemment décrit,
on voit que le cas de la région globulaire de H3pond pas aux mémes regles que H4.
En effet, on remarque que si on a une fois encomre graduation de l'efficacité de
transport des complexes dans le noyau, celle-dépend pas de la région terminale de
H3. En effet, le complexe qui présente la queudéi8esur sa région globulaire n'est pas
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détecté dans le noyau alors gu’en son absencesstreremplacement par la queue de H4,

les complexes sont transportés dans le noyau.

De nos expériences tant de suppression de la régiomnnale de H3 et H4 que
des échanges des queues des histones, nous avotré gque les parties non structurées
des histones H3 et H4 ne sont pas équivalentesladmsction de transport des complexes
d’histones. Il ressort de nos analyses que la négioninale de H4 est prépondérante dans
le transport des histones puisque des complexegttel région est absente présentent une
inhibition du transport et qu’'un doublon de cett&me séquence facilite I'import
nucléaire. Au contraire de cette fonction activarde la région terminale de H4 dans le
passage des complexes du cytoplasme au compartimel#aire, on a montré que la
région terminale de H3 présente une fonction amiate a celle de H4. En effet, en
'absence de la queue de H3, nous notons unewuelaitcentuation du transport des
complexes dans le noyau et la présence de la régiminale de H3 diminue notablement
I'accumulation des complexes dans le noyau. Néamsngienser que les seules régions
terminales des histones sont impliquées dans et des complexes dans le noyau est
sans nul doute erroné. En effet, si cette fondtiertransport des histones ne tenait qu’aux
gueues des histones, la présence des complexeladeaxgion nucléaire ne tiendrait qu’en
la présence et I'absence de ces régions. Or, nauns au dans les expériences d’échanges
des queues que le complexe composé de H3-(NH4)/H4ait pas transféré dans le
noyau en dépit de la présence de la région termih@lH4 sur la région globulaire de H3.
Par conséquent, il est raisonnable de penser gdadeeurs impliqués dans le transport des
histones puissent aussi interagir avec la régiarctsirée du complexe. Dans ce systeme,
les interactions entre les différents facteurs @oent étre coopératives de telle sorte que
les échanges des deux queues de H3 et H4 puissehtie a une compensation.

Si la fonction des régions terminales des histataess le transport des histones
H3/H4 dans le noyau est complexe. il est clair, m@rie montrent nos expériences, que
ces deux queues ne sont pas redondantes commgdeéraient les études de génétique
chez la levure (Ling, Harkness et al. 1996). Eeteffabsence de I'une ou l'autre des deux
gueues ne conduit pas a des transports similaggeamplexes, mais au contraire a des
accumulations opposées dans le noyau. De plusexmériences révelent que les seules
queues des histones ne sont pas responsablesndpadrtades histones dans le noyau,
méme s'il semblerait que la région terminale de &#4un réle prépondérant dans ce

processus. Par conséquent, examiner la fonctiomégdgsns terminales des histones sur la

107



------------------------------------------------------------------------------------------------- Résltats

base de la localisation cellulaire de protéinesnénés composées d'une moiti€é GFP
associée a une des queues d’histone est probahlainguliste pour rendre compte du
phénomene biologique. De facon intéressante, dé arémesure de montrer que la queue
de H4 avait une fonction activatrice dans le tranispers le noyau, alors qu’au contraire la
région terminale de H3 avait une fonction répresstves fonctions opposées, qui doivent
aboutir au transport des histones dans le noyadaméra phase S, laissent présager d'un
mécanisme hautement régulé. Cette régulation esbaptement en relation avec la
réplication du matériel génétique puisque son itibib par une drogue implique un arrét

de I'importation des histones H3/H4 dans le noyau.
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1.3 Les modifications réplication-dépendantes de H4
jouent un réle important dans le transport des hisbnes H3/H4 dans

le noyau

Nos différentes expériences visant a déterminération des régions terminales
des histones H3 et H4 montrent que la queue deunkates histones n’est pas équivalente
dans le transport des histones vers le noyau pemalghase S du cycle cellulaire chez
Physarum Toutefois, il ressort de nos résultats que lauguee H4 joue un roéle
prépondérant dans ce processus. Aussi, afin d’plier avant dans la compréhension du
réle de la queue de H4 dans la prise en chargea®plexes H3/H4 qui conduit a la
délocalisation des histones du cytoplasme versyaunen coordination avec la réplication
du matériel génétique, nous avons entrepris unlysnedétaillée de la région terminale de
H4.

De facon trés intéressante, il a été montré, dansdmble du régne eucaryote
qgue les régions terminales des histones présetésniodifications post-traductionnelles
pendant la phase S du cycle cellulaire (van HoRRO)Y Les analyses de ces modifications
ont permis de montrer qu'elles consistaient enolibjde groupements aceétyl sur des
résidus lysine. Cette réaction bien décrite darstémature sous le nom d’acétylation des
histones est une réaction enzymatique dont le nénérgque de la famille d’enzymes
responsable de la modification est Histone Acétgrtférase (HAT). Il est maintenant
bien connu que cette modification est réversiblesd@activation d’enzymes antagonistes
aux HAT, les Histones DeAcétylases (HDAC). Depuwasnhise en évidence de cette
modification des histones par Allfrey et collabetas dans les années 60 (Allfrey,
Faulkner et al. 1964), d'innombrables études set sttachées a en comprendre la
signification biologique (Cheung, Allis et al. 2000l en ressort que l'acétylation des
histones intervient dans toutes les activités dehlmmatine. Néanmoins, on peut dés a
présent pointer une différence indéniable danadésylations des histones en distinguant
les acétylations qui intéressent la chromatinecelies qui touchent les histones avant
méme leur association a '’'ADN. Dans notre trav&kst cette derniere acétylation qui a

retenu notre attention.
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Il a été clairement montré par les groupes de Adtidde Annunziato que les
histones H3 et H4 nouvellement synthétisées sdatilées (Annunziato and Seale 1983;
Allis, Chicoine et al. 1985; Chicoine, Richman ketl®87; Sobel, Cook et al. 1995; Chang,
Loranger et al. 1997; Benson, Gu et al. 2006). &foig, si les modifications sont
présentes sur les deux régions terminales dembsioendant la phase S, il ressort de ces
études que seule I'histone H4 présente un proficétylation conservé au cours de
I'évolution. En effet, alors que les marques d'gladtons présentent des variations dans
les résidus de H3 modifiés, dans les cas de Ihéstdi4, I'acétylation intéresse
exclusivement les résidus lysine en position 52& la région terminale de I'histone
(Chang, Loranger et al. 1997; Annunziato and HarX¥)0). De fait, aux regards de nos
résultats montrant 'importance de la région teaterde H4 dans le transport nucléaire des
complexes H3/H4 et de nos connaissances de larvatisa des marques d’acétylation de
H4 nouvellement synthétisée, nous avons voulu ouresr 'importance de l'acétylation
des résidus lysine de la queue de H4 dans le wandgs histones H3/H4 dans le noyau.

Bien que la spécificité des sites d’acétylationHfieassociée a la réplication soit
bien établie, nous avons dans un premier tempsuvexaminer si la fonction, que la
modification pouvait avoir dans I'import nucléaides histones, tenait effectivement a la
spécificité des résidus modifiés. Pour cela, naums généré deux nouveaux mutants de
I'histone H4, un premier mutant ou les 4 résidusng acétylables ont été substitués par
des résidus glutamine (Q) et un second ou ces mémiees sont substituées par des
résidus arginine (R)figure 9A). Le choix de ces substitutions a été motivé par le
homologies de structure et de charge des résidutangine et arginine par rapport au
résidu lysine et a I'acétyl-lysine, mais aussi |gafait que ces résidus de substitution ne
sont pas modifiés. Ainsi, on utilise I'arginine pamimer la lysine et la glutamine pour
mimer l'acétyl-lysine. Il est entendu que par ceg#tations, les protéines mutées portent
des mimes de I'absence de modification et de lagm@e de la modification, et que ces
mimes ne sont pas parfaitement identiques a l2ipmtmodifiee. Néanmoins, il a été
montré in vitro que ces mimes refletent de fagon fidele des compents des
acétylations. En effet, des analyses de I'aptitdden oligo-nucléosome a se replier
révelent les mémes défauts de compaction en préskimistones acétylées et en présence

d’'un mutant d’histone portant des substitutionsraing (Wang and Hayes 2008).
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Figure 9 : Les mimes d’acétylation de la région N-terminale de H4 affee le transport

des histones dans le noyau.

A) Représentation des mutations de H4 visant a mimer I'acétylation ¢dQl)absence
d’acétylation (4R). B) Représentation schématique du décours expériplestzomplexes
H3/H4 sont incorporés darighysarumen début de phase S. C) Analyse des fragments de
macroplasmode par des techniques biochimiques et cytologiques. Les hist@mgenes

sont détectées avec I'anti-Flag ELAG).
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Comme pour les autres mutants d’histones déja étudous avons préparé les
protéines sous forme de complexes. Ainsi, noussafammeé deux complexes H3/H4-4Q et
H3/H4-4R qui miment respectivement I'hypoacétylatet I'hyperacétylation de H4. De
plus, pour suivre les protéines dans les macromédses dePhysarum les complexes
présentent aussi une étiquette Flag a I'extréméélad région terminale de H4. Pour
analyser la fonctionnalité des différents compledass le transport nucléaire, les histones
ont été déposées a la surface de fragments de plesmrodes d@hysarumen début de
phase S et incorporées pendant (figure 9B). Les fragments cellulaires ont ensuite été
analysésn situ et par fractionnement cellulaiEgure 9C). Pour ces différentes analyses
nous avons utilisé comme contréle positif de I'analation des histones exogenes dans le
noyau des histones sauvages présentant une étiguetia partie terminale de la queue de
H4 (H3/F-H4). Comme nous l'avons décrit antérieuatnles analyses au microscope a
fluorescence d'étalements d’explants Ebysarumtraités avec le complexe H3/F-H4
révelent une accumulation des histones dans leundya facon inattendue, les analyses
d’étalements d’explants de macroplasmodes dansudésqgle complexe mimant
I'acétylation a été incorporé montrent des sign8ugrescents qui ponctuent le champ
d’observation, mais qui ne co-localisent pas aescnloyaux colorés au DAPI. Toutefois,
une surexposition du champ permet de mettre urtedee de signaux fluorescents dans le

noyau. Par conséquent, bien que la quantificatissud de nos observations
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microscopiques ne puissent étre qu’indicativegihblerait que le complexe qui mime une
hyperacétylation de I'histone H4 ne soit pas effezaent transporté au noyau. Dans les
mémes conditions, nous avons aussi fait I'analysé&agments de macroplasmodes dans
lesquels le complexe était composé de H3 et H4e4Rlpnc ou I'histone H4 ne pouvait
étre acétylée. La encore les observations au nagpesa fluorescence étaient quelque peu
déconcertantes, car au contraire du mutant mimacgtylation, les histones exogénes se
retrouvaient bien dans le noyau et la brillancegiggaux de fluorescence dans les mémes
conditions d’exposition que les analyses précédeswmblait supérieure a celle du
contréle positif(figure 9C). Ces différentes observatiomssitu des complexes contenant
des mutants de H4 révelent que contrairement ayeotations l'acétylation de H4
inhiberait le transport dans le noyau alors qu'iseenent I'absence de la modification

favorise I'import nucléaire.

Pour s’assurer de la validité des résultats deasdtpie, nous avons examineg la
localisation cellulaire des complexes contenant héstones H4 par une approche
biochimique de fractionnement cellulaire. Les fragns de macroplasmodes sont traités
avec les différents complexes H3/H4 pendant la @rearheure de la phase S, récoltés,
puis fractionnés pour séparer les fractions cywplgues et nucléaires. Les différentes
fractions sont ensuite analysées par PAGE-SDS W eastern blot. Les incorporations des
différents complexes en quantités de traces ne mmumettent pas d’observer de
différences dans les profils électrophorétiquesfdasions issues des différents fragments
de Physarum Au contraire les analyses en Western blot pesnett’observer des
différences dans la détection de [I'étiquette defférdints complexes incorporés
(figure 9C). Alors que la présence de I'étiquette dans lefemdihts complexes n’est
détectée que dans les fractions nucléaires, on daededifférences dans l'intensité des
signaux. Ces différences reflétent des différemteguantité de protéines exogenes ou le
mutant qui mime I'absence d’acétylation est plusralant que le complexe sauvage qui
est lui-méme plus abondant que le complexe qui mMiae&tylation. Ces résultats sont
donc en accord avec les résultats des observatimmescopiques. Toutefois, on remarque
gu’au contraire des observations au microscopes newlétectons pas d’histones exogenes
dans la fraction cytoplasmique provenant de fragenda macroplasmodes traités avec le
complexe H3/H4-4Q. Cette différence entre les dapgroches tient possiblement a la

procédure expérimentale de fractionnement cellulaiau cours de laquelle
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I’'homogénéisation de la cellule est effectuée damsvolume important de tampon qui
conduit a une dilution de la fraction cytoplasmique en résulte.

A premiere vue, les expériences d'incorporation aemplexes d’histones
présentant des mimes de I'acétylation et de I'atssehiacétylation de H4 suggérent que
I'acétylation aurait un effet négatif sur le trandgpdes complexes H3/H4 dans le noyau.
Néanmoins, cette interprétation des résultats @eatentachée d’erreurs occasionnées par
I'expérimentation mise en ceuvre. En effet, il feapipeler que le profil d’acétylation de H4
associé a la réplication ne touche pas les 4 Ilgsawétylables, mais seulement celles en
position 5 et 12. Il est possible que des mimeséatidation en position 8 et 16 aient un
effet contraire & celui escompté pour les positbes 12. Toutefois, si le nombre et/ou les
positions des mimes d’acétylation ne permettentdeatirer de conclusion claire quant a la
fonction de la modification dans le transport nask, on peut conclure que cette
modification n’est pas indispensable pour quedadport nucléaire puisse se produire. Par
conséquent, il semblerait que les marques d'adi&tylade H4 pendant la réplication
n'‘aient pas une fonction directe dans le transp@é constat souleve alors le
guestionnement de I'intérét pour la cellule euctryde conserver une signature qui n'a vu
aucune dérive au fil des millénaires que couvrerdgne eucaryote dans I'arbre

phylogénétique.

Afin de tenter d’appréhender le role de la diacgigh de I'histone H4 en
positions 5 et 12 au cours de la réplication, nmuens construit de nouveaux mutants de
I'histone H4. Comme pour les expériences précédemi@us avons substitué des résidus
lysines acétylables de H4 avec des mimes d’'acgsytds et de lysines non acétylables.
Seulement cette fois-ci, au lieu de muter toutedysines, nous n‘avons muté que celles
qui sont impliquées dans la signature de réplinatitest-a-dire les lysines en positions 5 et
12. De fait, les histones H4 ainsi générées sonbrdénées H4-Q5/12 et H4-R5/12 qui,
respectivement, mime la signature d’acétylatioadeeplication et qui mime I'absence de
cette signaturgfigure 10A). Comme le nécessite notre stratégie expérimedtatealyse
in vivo, les deux mutants présentent en leur extrémité@terminale une étiquette Flag
qui est utilisée pour détecter le complexe exogende discriminer des protéines
endogenes. Les histones mutantes sont exprimées d¥en bactéries et purifiees sous

forme de complexes en présence du partenaire, H3.
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Les différents complexes des histones H3/H4 ont iétdrporés dans des
fragments de macroplasmodes au début de la phetsiesScellules sont remises en culture
pendant 1 h avant d’étre récoltées et analyseées.des expériences, nous avons traité des
fragments de macroplasmodes avec le complexe quiésente pas de mutation et qui sera
utilisé comme contrdle positif. Les analyses en BASDS des fractions cytoplasmiques et
nucléaires issues des différents fragments de mpasmodes présentent des profils tres
similaires(figure 10C). Par contre les analyses en Western blot réveestdifferences
dans les fractions nucléaires issues des macroptiessndans lesquels les différents
mutants ont été incorporés. Clairement, on peut gae méme si pour les différents
complexes, les quantités incorporées étaient élguitess, les quantités retrouvées dans le
noyau sont distinctes. En effet, en comparantdiisité des signaux de chimiluminescence
des blots, on note que le complexe qui porte learden la signature de réplication est plus
intense que le contrdle qui est lui-méme plus iskeque le complexe non acétylable sur
les résidus 5 et 12 de H4. Puisque l'intensitéignas est directement proportionnelle a la
quantité de protéines, on peut donc conclure gaieliférents complexes sont transportés
dans le noyau avec des efficacités différentesJeodomplexe contenant le mime de
I'acétylation en position 5 et 12 est le plus eftie et celui qui ne peut pas étre acétylé sur

ces positions est le moins.
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Figure 10: L'acétylation en position 5 et 12 facilite le transport des stones
dans le noyau.

(A) Représentation des mutations de H4 visant & mimer I'acétylationl @pet
'absence d’acétylation (R5/12). B) Purification des différents congdert
quantification par Western blot. C) Analyse en PAGE-SDS et Westanavec
I'anti-Flag (o Flag) des différentes fractions cellulaires. 116
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Alors que précédemment, nous avons montré quenfeerdiacétylations sur les 4
positions acétylables de H4 avait un effet négatif le transport des complexes dans le
noyau, nos résultats présents révelent au contjaeda présence des mimes en positions
5 et 12 favorise l'import nucléaire des complexgse contradiction similaire, mais
opposée, peut également étre relevée dans les esagnimes non-acétylables. Ces
différentes données contradictoires quant a l'effetl’acétylation sur le transport des
histones H3/H4 dans le noyau exigent sans nul ddeseexpériences complémentaires
pour comprendre leur signification biologique, mégalement pour examiner dans les

détails les informations de la littérature.

Nous savons par les travaux des groupes de Allie éinnunziato que I'histone
H4 présente une signature d’acétylation assoclaeéplication (Sobel, Cook et al. 1995).
Ces modifications, tout comme toutes les modiftsai des histones sont le résultat
d’activités enzymatiques. Toutefois, contrairemanx autres marques d’acétylation des
histones, celle qui intéresse la signature de [dicadion n’intervient pas dans la
chromatine, mais sur des histones qui ne sont gssmdblées en chromatine. De fagon
intrigante et contrairement aux aceétylations detohes de la chromatine, I'acétylation des
histones non assemblées en chromatine n'est céatyse par une seule enzyme. Cette
activité enzymatique est initialement isolée pagrieupe de Sternglanz, par des approches
génétiques de criblage d’'une collection de mutalgslevure thermo-sensibles (Kleff,
Andrulis et al. 1995). Toutefois, la mutation dungdHAT1 responsable de cette activité ne
présente aucun phénotype évident hormis [|'absenee I'dctivité enzymatique.
Parallelement aux travaux de Sternglanz, le grodpe Gottschling entreprenait la
purification biochimique de l'activité acetyltragshse de la fraction cytoplasmique de
levure (Parthun, Widom et al. 1996). Ces travauxpammis d’identifier une holoenzyme
composeée de deux sous-unités Hatlp et Hat2p capadaeseulement d’acétyler I'histone
H4, mais aussi de s’associer de facon stable adaajde I'histone H4. Lors de cette étude
de l'holoenzyme Hatlp/Hat2p issue de la levure,ailété montré que Iactivité
acétyltransférase est détenue dans la protéinepHathiue Hat2p serait une sous-unité
régulatrice. L'analyse détaillée de cette dernmoas-unité réveéle que Hat2p a une forte
homologie avec une autre protéine régulatrice quaseet associée a des activités de la
chromatine, Rbap48. Concernant 'activité catalygigle I'hnoloenzyme, il a été montré que
'enzyme issue de la levure acétylait I'histone BH position12 uniquement alors que

'enzyme recombinante était capable d’acétyler senlement la lysine 12 de H4, mais
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aussi la lysine 5 de cette méme histone. Cette elleuacétylation de la queue de H4
impliqgue une acétylation aspécifique vitro de I'histone H2A qui partage le méme
enchainement des premiers acides aminés que Hamblogue de I'holoenzyme
Hatlp/Hat2p de la levure a également été identiigies les cellules humaines sous la
dénomination Hatlp/Rbap46 (Verreault, Kaufman etl8B8). La conservation entre les
holoenzymes de levure et humaine suggeére alordamution importante dans la cellule.
Toutefois, en dépit des efforts de plusieurs greupe recherche, les analyses génétiques
n'ont pu mettre en évidence que des fonctions @ucompromettaient pas la viabilité
cellulaire. Outre ces analyses fonctionnelles,rtmuge de Ramakrishnan a entrepris une
étude structurale de la sous-unité catalytique plald levure en résolvant sa structure
cristalline (Dutnall, Tafrov et al. 1998). De ee#itude il ressort que I'enzyme a une crypte
ou I'acétyl-coenzyme A vient se loger et une fissqui court le long de I'enzyme ou la
région terminale de H4 pourrait se fixer. De fadort intéressante, les auteurs notent le
long de ce chenal accommodant la région terminaléi4i, la présence de patches acides
sur I'enzyme qui pourraient stabiliser le substratinteragissant avec des résidus lysine de
I'histone H4. Cette derniere hypothese a été émeun vitro avec des approches
biochimiques par le groupe de Annunziato, qui, éfisant des peptides synthétiques
montre que si les résidus affectés par I'acétyhasiont les lysines en positions 5 et 12, des
modifications de la charge des lysines en positi®nst 16 interferent avec l'activité

catalytique de I'enzyme (Makowski, Dutnall et 8002 ; Benson, Phillips et al. 2007).

Clairement, il ressort de la littérature que I'emzy Hatl est non seulement
responsable de la signature d’acétylation de Hdcass a la réplication, mais aussi qu'il
existe une synergie entre I'enzyme et des résithasgés présents sur la queue de H4,
comme les résidus en positions 8 et 16. Alors gog mésultats d’incorporation des
histones mutées sur les résidus acétylables deshiburs permettaient pas de proposer un
modele qui pourrait rendre compte de la fonctioreade de l'acétylation, nous nous
sommes donc attachés a examiner la possible intiswede Hatl dans le transport des
histones H3/H4 dans le noyau.

Dans un premier temps, il nous fallait détermirigdrésait possible d’identifier
I'enzyme chezZPhysarum Pour cela, nous avons assumeé que la consendgidenzyme
entre la levure et 'homme pourrait impliquer I'iddication de I'enzyme chePhysarum
par une approche immunochimique. Nous avons dawtidnné un macroplasmode de

Physarumen phase S de facon a séparer la fraction cytopiage et la fraction nucléaire
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et analysé les fractions en PAGE-SDS et en Wesletr{figure 11). A notre plus grande
surprise, les analyses en Western blot permettdeembettre en évidence une bande d’'un
poids moléculaire apparent proche de 50 kD conforerd a celui de Hatl de la levure et
de I'homme, mais localisé principalement dans lengartiment nucléaire. Cette
localisation nucléaire de Hatl n’était toutefois gaxclusive du modelehysarumpuisque
'observation de la protéine de fusion Hatl-GFP sddes cellules humaines montre
eégalement une localisation dans le noyau (VerreKalifman et al. 1998). Il semble donc
que I'enzyme soit capable de passer d’'une locaisatytoplasmique a une localisation
nucléaire. Cette observation nous a amenée a [jbgpothése que Hatl pourrait étre
directement impliguée dans le transport des conagldd3/H4 du cytoplasme vers le

noyau.
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Figure 11 : Localisation cellulaire de Hatl cheZ’hysarum.

Un macroplasmode dehysarumen phase S est fractionné pour séparer les fractions
cytoplasmique et nucléaire. Les fractions sont analysées en PAGE-SEStetrn blot.

La présence de Hat 1 dans les fractions est détectée avec I'anticorpsathti-H
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Pour tester I'hypothése que Hatl soit impliquéesdartransport des histones au
noyau, nous avons voulu vérifier que Hatl étaitabdgp de s’associer au complexe H3/H4
chez Physarum Si I'implication de Hatldans le transport destdngs dans le noyau
suggere que le mécanisme est dynamique, le siuvnavo nécessitera des périodes
d’observation courtes. De fait, nous avons donoriparé dans des macroplasmodes de
Physarumdes histones H3/H4 en début de phase S et anlagysitagments de cellule
seulement 10 minutes apres avoir déposé la soldgoprotéines sur la surface cellulaire
(figure 12). Nous avons utilisé comme controle des fragmeatidcroplasmodes n’ayant
pas recu de protéines exogenes pour pouvoir eévidugpéecificité de nos analyses. Les
analyses en PAGE-SDS et en Western blot des diti€sefractions cytoplasmiques et
nucléaires montrent qu’aprés seulement 10 minutesadporation les histones exogenes
sont retrouvées dans la fraction nucléaire. Lelta@sconforte notre idée que le phénomene
est tres dynamique. Pour examiner 'associatiorlaid au complexe H3/H4, nous avons
préparé a partir des fractions cytoplasmiques eléaires, les sous- fractions solubles des
deux compartiments. Pour cela, nous avons débartasgractions cytoplasmiques de ses
organites et les fractions nucléaires de la chrommatifin de ne pas créer d’ambiguité
dans la dénomination de ces nouvelles fractionsegssles fractions cytoplasmiques et
nucléaires, nous appellerons ces différentes @nastsolubles, fractions cytosoliques et

nucléosoliques, respectivement.
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Figure 12 : Analyse de I'association de Hatl au complexe H3/H4

Les histones H3/F-H4 sont incorporées d&mysarumen début de phase S pour une
courte durée de 10 min. Les fractions cytoplasmique et nucléaire sont @eéper
analysées en PAGES-SDS et western blot. L'histone exogéne estniotiétectée avec
un anticorps anti-Flag. Les fractions cytosoliques et nucléosoliques sordar@esp
analysées en PAGE-SDS et immunoprécipitées (IP) avec l'anti-Flaglag). Les
protéines immunoprécipitées sont analysées avec des anticorps qgmxifiu Flag
(o Flag), de HAT1¢ Hatl) , et de I'acétyl lysine de H4 en position X2H4K12A).
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De ces différentes fractions cytosoliques et nwsdBques, nous avons
immunoprécipité les histones exogenes en utilisé@nquette Flag portée par I'histone H4.
Nous avons ensuite par Western blot examiné laepoésd’histones exogenes solubles
dans les différentes fractions en utilisant uncams anti-Flag. Alors que le contrble
négatif ne présente pas de signal notable dandiffésentes fractions, la cellule traitée
avec le complexe H3/H4 exogene révélait de facamargquable la présence de protéines
exogenes dans la fraction cytosoligfiigurel2). Ces résultats suggerent donc que les
histones exogenes sont rapidement assemblées @mathre aprés leur passage dans le
noyau. Afin de déterminer si 'enzyme Hatl étaisaasée aux histones exogenes, nous
avons examiné les différents produits des immurappitétions en Western blot avec un
anticorps contre Hatl. Les résultats montrent é&sgmce d’'une bande correspond a Hatl
dans la fraction cytosolique ou I'histone exogemaitaégalement été détectée. Pour
vérifier la spécificité de I'association entre Hé Hatl, nous avons ensuite examiné en
Western blot si I'histone H4 exogene présentaisitmature d’acétylation associée a la
réplication. Les immuno-révélations avec des ampigspécifiques de I'acétylation en K12
et de I'acetylation en K5 présentent une réactidéd’anticorps anti-H4K12 acétylé, mais
n'ont pas permis de mettre en évidence d’acétylaiar la lysine 5 de I'histone H4. Bien
que cette signature ne soit que partielle, la pesede l'acétylation en K12 suggére
fortement que l'association Hatl et H4 est spéedigDe plus, on peut noter que
I'acétylation unique de l'histone H4 en position t®rrobore parfaitement avec la
réactivité de I'holoenzyme purifiée dans la frastmytoplasmique chez la levure (Parthun,
Widom et al. 1996).

Pour s’assurer que I'association de [I'histone H4ecavHatl présentait
effectivement une fonction dans le transport desptexes H3/H4 dans le noyau, il nous a
semblé important de vérifier, sur la base des trava vitro du groupe de Annunziato
(Makowski, Dutnall et al. 2001; Benson, Phillipsagt2007), si une altération de la queue
de H4 ne permettant pas I'association I'histonecd¥atl affectait le transport des histones
dans le noyau. Pour cette analyse, nous avonsraginst nouveau mutant de I'histone H4
dans lequel les résidus utilisés par les patchetesae I'enzyme pour stabiliser les
interactions H4-enzyme ont été substitués par desdus mimant I'acétyl-lysine
(figure 13A). Ce mutant FH4-Q8/16 a été exprimé dans des lestét purifié en
présence de H3 avant d’étre incorporé dangsarumen début de phase(Bgure 13B).

Apres 10 min d’incorporation, les fragments de rmoplasmodes sont récoltés et
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fractionnés pour étre analysés en PAGE-SDS et estaifeblot(figure 13C). Clairement,
nos analyses révelent que contrairement a notragderpositif le complexe contenant
I'histone mutée ne présente pas une grande efiécalaccumulation dans la fraction
nucléaire. Nous avons ensuite, comme précedemmprépare les fractions cytosoliques et
nucléosoliques pour examiner l'association desohest solubles avec Hatl par
immunoprécipitation des complexes d’histones exegéwlors que le contréle H3/FH4
révele la présence d’'une association entre lesr@stexogenes et Hatl dans la fraction
cytosolique, 'immunoprécipitation du complexe camdnt I'histone FH4-Q8/16 ne met en
évidence que des traces de I'enzyme Hatl assacieistonegfigure 13C). Ces résultats
confortent le modéle dans lequel I'enzyme Hatl &sseciant au complexe H3/H4

permettrait le transport dans le noyau.
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Figure 13 : L'association de HAT1 est nécessaire dans le transport desdhones

dans le noyau.

A) Représentation des mutations de H4 visant a mimer l'acétylation 188/

B) Représentation schématique du décours expérimental. Les histonésceoporées
dansPhysarumen début de phase S pour une courte durée de 10 min. C) Les fractions
cytoplasmique et nucléaire sont préparées et analysées en PAGES-&BSezn blot.
L'histone exogene est immunodétectée avec un anticorps anti-kladgag). Une
immunoprécipitation (IP) avec I'anticorps anti-Flag est effectaidigie d’analyses avec

des anticorps spécifiques anti-FlagHlag) et anti-HAT1 ¢ HAT1). 125
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lll. Implication des régions terminales des histons
H3 et H4 dans I'assemblage en chromatine couplé a |

réplication

Nous avons étudié jusqu’alors le role des régienmihales des histones H3 et
H4 dans le transport des histones au cours dedaep8 et montré que ces régions non
structurées des histones présentaient des fondétiggmtantes mais non équivalentes entre
la queue de H3 et celle de H4. De fait, nos résultévelent que la queue de H4 est
prépondérante dans le transport des histones H84f4 le noyau, alors que la région
terminale de H3 aurait plutét une fonction répnesssur le transport. Nous avons
eégalement été en mesure de montrer que le trandperhistones impliquait I'histone
acetyltransférase Hatl et que les acétylationslysé® par I'enzyme ne sont pas
directement engagées ou, ne sont pas suffisantssleldaransport des complexes H3/H4
dans le noyau. La démonstration de l'intérét desugs des histones H3 et H4 dans
I'import nucléaire de ces histones nous a amenake®gnt a interroger leur réle dans les
mécanismes nucléaires qui conduisent a la formatlenla chromatine pendant la

réplication.

Pour répondre a ce questionnement, nous avonstwfedes expériences
d’incorporation d’histones exogénes comme dansatedyses précédentes, nous avons
fractionné les cellules pour récupérer la fractimeléaire pour en préparer la chromatine.
Enfin, nous avons déterminé si les histones exay@oeivaient étre détectées dans la
chromatine lavée des protéines qui pourraient s§peier de facon non spécifique ou avec
une faible affinité. Par cette approche, nous sosnememesure d’évaluer I'assemblage en
chromatine des histones exogenes lors de la réplicalors qu’on pourrait intuitivement
penser que, si des histones sont capables d’étrepiortées dans le noyau, le fait de n’agir
que sur les régions terminales ne devrait pas tafféd@assemblage en nucléosome. Les
travaux antérieurs de Thiriet et Hayes ont montré ¢g raisonnement intuitif était erroné
pour les histones H2A et H2B (Thiriet and Hayes1J0&n effet, alors que les diméres

sont capables d’étre transportés dans le noyau lessen présence qu’en I'absence des
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queues terminales, la déposition des histonesldafsomatine est dissemblable puisqu’il
faut au moins une région terminale pour observeassemblage de H2A/H2B dans la

chromatine.

Dans une premiére série d’expériences, nous aveasieé I'assemblage en
chromatine des histones H3/H4 privées de 'uneuefautre des régions terminales du
complexe. La chromatine préparée des différentgnfemts de macroplasmodes de
Physaruma été analysée en PAGE-SDS et en Western(fidotre 14). 1l ressort de ces
analyses que les histones présentant les deuxngéggaminales et une étiquette Flag sont
tres efficacement assemblées en chromatine comrateste le signal détecté en Western
blot en dépit de la faible quantité de chromatigpatée dans le gel. Par contre, les
analyses de chromatine issues des différents fratgngle macroplasmodes traités avec les
complexes d’histones privés de I'une et/ou I'adkes régions terminales ne permettent pas
de détecter d’histones exogenes dans la chrom&méacon remarquable, la chromatine
préparée a partir de fragments de celluleRligsarumdans lesquels le complexe H3n-/F-
H4 a été incorporé ne révéle aucun signal danianatine méme lorsque la quantité
déposée dans le gel semble suffisante pour enteétiec présence. Ceci montre non
seulement que la queue de H3 est nécessaire anibkEye en chromatine couplé a la
réplication, mais aussi que les complexes incogogsont pas déstabilisés. En effet, si
une déstabilisation des complexes était a noterdenmait pouvoir retrouver I'histone
exogeéne portant I'étiquette Flag (F-H4) associam dartenaire endogene (H3) et ainsi
former un complexe possédant les deux régions maites. Ce dernier complexe est,
contrairement a celui incorporé ddpisysarumgcapable d’étre assemblée, et méme en faible

quantité il est possible de le détecter en Wediiatn

Ces résultats montrent donc que, contrairementgpdrt nucléaire des histones
H3/H4, ou la région terminale de H4 joue un rolépandérant, 'assemblage nécessite la
région terminale de H3, et que la région termirddeH4 ne peut pas compenser son

absence.
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Figure 14 : La région N-terminale de H3 est nécessaire dans I'assemblaga
chromatine.

Le tableau résume les résultats du transport des histones H3/F-H4 (WiTyuenes
différents mutants de délétion des régions N-terminales de H3 et de H4. La
chromatine est préparée a partir de la fraction nucléaire des measmupdes traités
avec les différents complexes. Des analyses en PAGE-SDS et eteriVeont

pOUrsuivis.
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Nous avons également voulu examiner si la postiies régions terminales des
histones H3 et H4 par rapport a leurs régions déokas respectives affectait la déposition
des histones dans la chromatine en réplicationtefais, les résultats ne permettent pas de
conclure de facon définitive quant a 'assemblagelomatine des différents mutants et
nécessite des confirmations. Néanmoins, on peetqlie le complexe ou les deux queues
de H3 et de H4 sont échangées est efficacemenhbsen chromatine avec une intensité
comparable a celle du complexe sauvage. Ce réssli@n accord avec ceux obtenus chez

la levure dont les souches sont viables et I'astagelen chromatine semble efficace.

Outre l'intérét des régions terminales dans lesjpant des histones H3 et H4 ainsi
gue dans leur déposition dans la chromatine, neoissaété en mesure de montrer que les
acétylations des résidus lysine de H4 avaient lend@ns le devenir des complexes H3/H4
au sein de la cellule. Dans le méme ordre d’idéang@rieurement, nous avons donc voulu
déterminer si ces modifications pouvaient affedessi I'assemblage en chromatine.
Comme dans les expériences préalables, des fragmennacroplasmodes &aysarum
ont été traités avec les histones exogenes petdaen début de phase S, les cellules ont
été fractionnées et la chromatine préparée avattedanalysée en PAGE-SDS et en
Western bloffigure 15). La coloration du gel d’électrophorese révele lpgorésence des
histones endogénes une efficacité comparable dgmations de chromatine. Par contre
les analyses en Western blot montrent que les i@suathistones exogénes assemblées en
chromatine different entre les complexes H3/H4 iétdAinsi on détecte une faible
quantité de I'histone H4 portant les mimes d’acétgine, alors que le mime de I'absence
d’acétylation n’est pas révélé. Toutefois, il estportant de regarder ces résultats
simultanément avec ceux des expériences du transpoléaire des complexes pour en
tirer des conclusions. En effet, alors que leslt@sude I'import nucléaire démontraient
que la présence de 4 mimes d’acétylation diminsiatitstantiellement 'import nucléaire,
on voit que l'histone est néanmoins assemblée eonwtine. Au contraire, alors que
I'absence de résidus acétylables n’affectait pasdesport des histones dans le noyau,
'assemblage en chromatine du complexe est inddilect Ces résultats suggerent que
I'acétylation de la région terminale de H4 intentielans la déposition des histones sur
I’ADN. Plusieurs hypothéses peuvent étre émises pendre compte de la fonction de
I'acétylation. La présence d’acétyl-lysine pourratoriser la réaction de déposition des
histones sur I'ADN, ou inversement, I'absence demadification pourrait inhiber

129



------------------------------------------------------------------------------------------------- Résitats

'assemblage en chromatine, ou encore, les positgur lesquelles les marques sont

présentes ou absentes pourraient affecter |'effic@tassemblage.
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Figure 15 : L'acétylation de la région N-terminale de H4 peut intewvenir dans
'assemblage en chromatine

Tableau résumant les résultats du transport dans le noyau des complekd34H3/
(wt) et ceux qui miment I'acétylation (H3/F-H4-4Q) ou son absence (H3/ER)

sur les quatre lysines (5,8,12 et 16) de la région N-terminale de H4. La
chromatine est préparée a partir de la fraction nucléaire des fragments d
macroplasmode dehysaruntraités avec les différents complexes et analysée en
PAGE-SDS et Western blot.
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Afin d’examiner cette derniere hypothése, nous avexaminé I'assemblage en
chromatine des complexes dans lesquels les lysinegté mutées en positions 5 et 12.
Une fois encore les substitutions effectuées mimalaceétyl-lysine ou la lysine non
acétylée par l'introduction dans la séquence dedd4résidus glutamine ou arginine.
Comme pour les analyses de I'assemblage en chroendgis autres complexes d’histones,
la chromatine issue de macroplasmodes dans lesiggetomplexes étaient incorporés, a
éte préparée. Les analyses en PAGE-SDS montrentlagebromatine des différents
fragments dePhysarumest préparée avec des efficacités similaiffegure 16). Par
ailleurs, les analyses en Western blot révélengdastités d’histones exogenes différentes
dans la chromatine des différents fragments célkdaOn remarque que I'histone H4 qui
présente les mimes d’acétylation sur les résides 52 est nettement plus intense que
I'histone H4 dans laquelle les lysines des pos#tibret 12 sont substituées avec des résidus
arginine. Ces résultats affichent une parfaite maiee avec les expériences de transport
nucléaire lors desquelles nous avons montré ddsaetBs des différents mutants
similaires a celles observées pour I'assemblagersAdue les résultats ne permettent pas
de dessiner de conclusion irréfutable sur le roée la diacétylation de H4 dans
I'assemblage en chromatine couplé a la réplicatloest néanmoins indiscutable que ces
modifications n’affectent pas de fagon négativedposition des histones sur ’ADN.
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Figure 16 : I'acétylation des résidus 5 et 12 sur la région N-termina de H4
favorise 'assemblage en chromatine

Tableau résumant les résultats du transport dans le noyau des complekeld4H3/
(wt) et ceux qui miment I'acétylation ou son absence sur les lysinesi2 ele la
partie N-terminale de H4. La chromatine est préparée a parta ffaction nucléaire
des fragments de macroplasmodes traités avec les différents comptexmlysée en

PAGE- SDS et Western blot.
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L'absence d'un rble évident de la diacétylation ldé dans la déposition des
histones H3/H4 sur 'ADN pendant la réplication rodore les résultaté vitro obtenus
par le groupe de Stillman (Shibahara, Verreaudl.€2000). Lors de cette étude, les auteurs
ont montré que le complexe d’assemblage en chrom&@AF-1 était capable d’assembler
in vitro des nucléosomes sur de I'’ADN en réplication méntesshistones étaient privées
de leur région terminale. Ce résultat implique gu& diacétylation de H4, ni méme une
modification de la queue de H3, n'agissent direeteimsur l'activité d’assemblage en
chromatine du complexe CAF-1. Toutefois, la puafion par le méme groupe du
complexe CAC composé de CAF-1 et des histones H@/Hbartir de lysats cellulaires
montre que I'histone H4 présente la diacétylatiaractéristique de la réplication dans le
complexe cellulaire (Verreault, Kaufman et al. 1p9Bes observations laissent présager
que la diacétylation de H4 pourrait avoir une famtiors d’'une étape antérieure a celle ou

le complexe CAC est formé.

La conjonction des résultats de nos analyses detyation de H4 lors de
'assemblage en chromatine couplé a la réplicatéwele que ni la présence du mime
d’acétyl-lysine sur les positions 5, 8, 12 et 1@&galle sur les positions 5 et 12 ne montrent
un effet flagrant sur la déposition des histongs’8lDN. Par contre la substitution de la
lysine en arginine en positions 5, 8, 12 et 16 leégans ambiguité un effet négatif sur
I'assemblage. Il nous semble raisonnable de proppse des altérations des résidus 8 et
16 pourraient étre responsables des observationssiffement, ces altérations
intéresseraient préférentiellement la charge dadusg utilisés dans les mimes plutét que la

modification gu’ils sont sensés simuler.
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Notre travail a porté sur I'analyse de la foncta®s régions terminales des histones
H3 et H4 pendant la réplication de la chromatineurfhotre étude, nous avons fait le choix
d’utiliser le myxomycéetePhysarumpolycephalumqui est justifié par la possibilité pour cet
organisme de former des cellules géantes contghasieurs centaines de million de noyaux
tous parfaitement synchrones tout au long du cgeldulaire (Guttes and Guttes 1964;
Kubbies and Pierron 1983). La synchronie natui@lime grande population de noyaux dans
une cellule présente des avantages indéniablesffet) il n'est pas utile d’effectuer de
synchronisation de facon artificielle qui n'est pamivent maintenue sur toute la durée du
cycle cellulaire. De plus, l'induction de la synchisation implique de maniere générale
I'utilisation de drogues qui peuvent affecter legessus cellulaire étudié, ou au mieux induire
une réponse cellulaire. Ainsi, il a été montré dadevure que la synchronisation des cellules
par le facteur alpha, qui induit un arrét des ¢efliten phase G1, affecte non seulement le
positionnement des nucléosomes, mais aussi lenfoiter dans la région codante du géne
FUS1(Dion, Kaplan et al. 2007).

Par ailleurs, le model®hysarumoffre I'unique possibilité d’intégrer du milieu
extracellulaire au milieu intracellulaire des malkss de nature protéique sans en altérer les
propriétés biologiques (Oppenheim and Katzir 19Bfadbury, Inglis et al. 1974; Prior,
Cantor et al. 1980; Prior, Cantor et al. 1983; i€hiand Hayes 1999; Thiriet 2004). Cette
spécificité du modele présente de grands intérésfait de pouvoir examiner des complexes
composés de plusieurs sous-unités en étant ceuaites résultats ne sont pas générés par un
mauvais assemblage des sous-unités, ou encoresibititc de maitriser parfaitement la
guantité de protéines internalisées. La maitriséadguantité de protéines n’est pas anodine
dans I'étude des histones. En effet, il a été néoatrez la levure que la quantité d’histones
produites par la cellule est étroitement controdéeque le fait d’affecter I'équilibre est
délétere (Gunjan and Verreault 2003; Singh, Kakbaj. 2009; Singh, Liang et al. 2011). La
maitrise de la quantité des histones est sans owtedplus difficile a obtenir par des
approches génétiques ou la protéine d’intérét t@sié la transcription d’'un gene dont le
contrle est souvent différent de celui utilisé pmrcellule, et de la traduction des ARN
messagers. Du fait que ni la transcription, nrdatction, ne présentent une parfaite maitrise
guant aux quantités produites, il semble que lipocation de protéines exogenes soit une

solution pertinente.
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Lors de nos expériences d’incorporation des hist@egenes, nous avons utilisé
des quantités de traces des protéines exogénestiniagion de la quantité est ~1/200 la
guantité des histones endogenes. Par une valesirfaide, nous pouvons supposer que les
histones exogénes ne vont pas perturber de fagmifisative le métabolisme cellulaire.
Dailleurs tout au long de nos expériences, nouss\examing les profils électrophorétiques
des fractions cellulaires et & aucun moment nows/oms observé de variations qui
laisseraient présager d’'un quelconque effet deermtpérimentation. Ce point est loin d’étre
futile, car les histones sont des protéines vitptas la cellule et il est raisonnable de penser
gue les mécanismes impliqués dans leur métabolsmemt redondants. La multiplicité des
mécanismes de transport et d'assemblage en chremaiuplé a la réplication des histones
n'a pas encore été pleinement élucidée. Néanmaimestelle diversité des voies métaboliques
a été mise en évidence pour le variant H3.3, paquidl plusieurs chaperonnes ont été isolées
de lignées cellulaires semblables (Tagami, RayeBa&t al. 2004; Drane, Ouararhni et al.
2010; Goldberg, Banaszynski et al. 2010). Récemmené étude a permis d'isoler 4
complexes distincts de facteurs associés aux leistbi3/H4 cytoplasmiques dans les cellules
humaines (Campos, Fillingham et al. 2010). Leswastent rationnalisé la coexistence des
différents complexes en proposant qu’ils pourraiediquer les différentes étapes entre la
synthése des histones et leur passage dans le.Aay#efois, il n'a pas été déterminé que les
différents complexes sont présents dans une mémhdeceu alors que des complexes

différents soient isolés de cellules distinctes.

De plus, on peut facilement concevoir que les mlais voies métaboliques, ne sont
pas toutes équivalentes et certaines sont utilipééferentiellement a d’autres. Ainsi, la
redondance permettrait de pallier un dysfonctiorer@ndes voies principales. Lors de nos
expeériences, I'incorporation dans la cellule d'welgonque complexe d’histones en quantité
de traces ne révele aucune perturbation du mésabelde la cellule. Par conséquent, méme si
un complexe ne présente aucune fonctionnalitégllale ne voit jamais ses critéres vitaux
engages puisque les protéines endogenes sont t®yjoksentes et sous le contréle de la
cellule. Cet aspect des expériences effectuées Bhgsarum difféere radicalement des
approches génétiques. En effet, hormis quelquesptinns, la plus grande partie des résultats
issus de la génétique révele la réaction cellulorsque I'histone mutée est la source
principale de protéine. Il est probable que lesesainétaboliques redondantes n’aient pas
exactement les mémes contraintes que les voiesajpeisn Par conséquent en altérant

I'histone, il est possible que I'engagement degi@s vitaux induise la sollicitation de voies
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meétaboliques alternatives plutét que les voies aines. Dans ce cas, les conclusions des
expeériences génétiques ou la protéine endogensupptimée doivent étre tirées en termes
d’aptitude pour la cellule a utiliser la protéinautée dans I'ensemble de toutes les voies
meétaboliques primaires et alternatives. De faigstl difficile par ces expériences de pouvoir

discriminer ce qui est réellement nécessaire dapblysiologie normale de la cellule.

Lors de notre analyse, nous avons montré que fen@s exogenes H3/H4 sont
transportées dans le noyau de maniere concertée laveéplication de I'ADN. Cette
observation contraste avec les résultats des exm&s utilisant H2A/H2B, ou I'inhibition de
la réplication n’affectait pas le transport nuatéales histones (Thiriet and Hayes 2001). Il est
clair de ces expériences que les mécanismes gégatations du transport des histones dans
le noyau sont distincts entre H3/H4 et H2A/H2B. fEdais, il est parfaitement Iégitime de
s’interroger sur la valeur physiologique de tell@dsservations qui utilisent des histones
exogenes. Par I'utilisation des méthodes de radiogoages en conjonction a l'utilisation de
drogues, le groupe de Loidl a examiné le métabelisies histones chd2zhysarumtout au
long du cycle cellulaire (Loidl and Grobner 198Zgs analyses montrent que les synthéses
des histones ne sont pas toutes sous le méme leoptridque les histones H3 et H4 sont
synthétisées pendant la phase S, alors que laesmties histones H2A et H2B se poursuit
pendant la phase G2. Outre la différence de réguldes expressions des histones H3, H4 et
H2A, H2B au cours du cycle, cette différence a @gaint été démontrée pendant la phase S.
En effet, par I'inhibition de la réplication, lesitaurs ont observé la perte de précurseurs
radioactifs dans les histones H3 et H4 alors gsidistones H2A et H2B sont toujours radio-
marquées. Ces derniers résultats sont parfaitemenaccord avec les observations du
transport dans le noyau des histones exogenednqoit nucléaire des histones H3/H4 est
affecté par I'inhibition de la réplication contraiment aux histones H2A/H2B. La parfaite
cohérence entre les analyses des histones endogiehesamen du transport nucléaire des
histones incorporées daRflysarumlaisse fortement présager que les histones exe g
soumises aux régulations physiologiques. Tantdssltats de Loidl et Grobner que les nbtres
montrent qu’en bloquant la réplication, les his®ht8/H4 ne sont plus transportées dans le
noyau. Ceci implique une communication entre Ié&dints compartiments de la cellule qui
signifierait les besoins en histones pendant laaadmpn de la chromatine. A ce jour, nous ne
connaissons pas la nature et les mécanismes dasgéshentre les compartiments cellulaires,

mais il est clair que ceux-ci sont déterminantsest précisément contrélés.
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Si tous les rouages qui gouvernent l'import nuckail’une quantité précise
d’histones H3/H4 pendant la réplication sont tougosous investigations, nos travaux
dévoilent toutefois quelques pistes. Nous avonstraaans nos expériences de déplétion des
régions terminales des histones H3 et H4 que leg deeues de ces histones ne sont pas
équivalentes. En effet, alors que la queue de H#édessaire a 'accumulation efficace des
histones dans le noyau, I'absence de la queue de'dffécte pas négativement le transport
des complexes H3/H4. Ces résultats sont non sentettiféérents de ceux issus des analyses
des complexes H2A/H2B cheRhysarum ou I'absence des queues n’influe pas sur le
transport des histones dans le noyau (Thiriet aagebl 2001), mais aussi des résultats
obtenus chez la levure (Lenfant, Mann et al. 199%g, Harkness et al. 1996; Ma, Wu et al.
1998; Mosammaparast, Jackson et al. 2001; Mosamasp&uo et al. 2002; Blackwell,
Wilkinson et al. 2007). Dans de ce dernier modelgerte d’'une des régions terminales des
histones H3/H4 affecte de facon notable le tempdoddlement des cultures, mais non pas la
viabilité cellulaire (Ling, Harkness et al. 199@)est possible que les différences entre les
modeles biologiques résultent des spécificitésdades approches expérimentales, ou dans le
cas dePhysarum seules les voies métaboliques primaires sont éa®s alors que dans le
cas de la levure, toutes les voies métaboliquéasapes et alternatives, sont superposeées. Par
conséquent, les expériences clidgsarummontrent que dans le métabolisme primaire, la
gueue de H4 joue un rdle prépondérant dans lepoansucléaire des histones H3/H4.
Néanmoins, les expériences d’échanges des quesdsstiienes montrent que si la queue de
H4 présente bien une fonction prépondérante, celtéest pas remplie exclusivement par la
gueue de I'histone. En effet, lorsqu’on examinecomplexe ou la seule queue de H4 est
placée sur la région globulaire de H3, on obsenve diminution notable de I'import du
complexe dans le noyau. Il semblerait donc gu’uamraunication existe entre la région
globulaire et la queue de I'histone. On peut peser cette communication puisse se faire
par des interactions entre les facteurs associésrégion terminale et ceux associés a la

région globulaire.

Nous avons été en mesure de montrer que I'assmtiatitre H4 et I'histone acétyl-
transférase HAT1 était nécessaire au transporthdgsnes dans le noyau. L’holoenzyme
HAT1 est composée de deux sous-unités, une sotss-catialytigue Hatl et une sous-unité
dite régulatrice p46. Par des expériences de copiation, il a été démontré que la sous-
unité p46 (Rbap46) s’associe avec la premiére dnélicl’histone H4 (Verreault, Kaufman et
al. 1998). Il est possible que la communicatiorreetd région terminale de H4 et sa région
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globulaire intéresse les deux sous-unités de ldmatgme HAT1. Ce modéle est en accord
avec les résultats ou la queue de H4 est en pogtitopique sur la région globulaire de H3.

Dans ce complexe, les régions qui s'associent agsous-unités catalytique et régulatrice
de HAT1 ont été dissociees, ne permettant pluspaséquent la formation d’un complexe

HAT1/histones. Toutefois, les résultats ou les detgions terminales ont été échangées
montrent que le complexe est transporté au noyaudaden efficace. Ceci suggere la

coexistence d’'un second mécanisme de transporthidésnes dans le noyau ou alors la

possibilité pour HAT1 de s’accommoder avec la queiéi3. Cette derniere possibilité n’est

pas a exclure, car il existe dans la région tertaida H3 des résidus chargés positivement qui
pourraient permettre la stabilisation de la soustucatalytique de HAT1 en interagissant

avec les patches acides de I'enzyme (Dutnall, Vadtal. 1998).

Lors de notre étude, nous avons été en mesure agrenaine fonction de la
diacétylation de H4 dans le transport des histbéi®sl4 pendant la phase S. Alors que cette
signature a été mise en évidence au travers de regraryote (Sobel, Cook et al. 1995), sa
fonction n’avait toujours pas été élucidée. De mBmigénérale, on peut concevoir les
modifications des histones comme des marques qairient le recrutement d’autres facteurs
impliqués dans les activités de la chromatine. Aiflsa été montré que des protéines
possédant des bromo-domaines sont capables dea&saux histones aceétylées (Deng,
Chen et al. 2003), ou encore des protéines possddarchromo-domaines reconnaissent les
histones méthylées (Lachner, O'Carroll et al. 2081y la base de ces reconnaissances, il a
été proposé que les modifications des histonesrgient constituer un code épigénétique
(Strahl and Allis 2000; Jenuwein and Allis 2001)ari3 le cas de la diacétylation de H4
associée a la réplication, nos analyses utilisastndimes de la modification suggerent que ce
n'est pas tant la modificatiger sequi est importante, mais plut6t les altérationsadeharge
des résidus lysine qui en résultent. Des travaugrdupe de Annunziato (Benson, Gu et al.
2006; Benson, Phillips et al. 2007) et les notos peut penser que I'acétylation de H4 en
position 12 favoriserait le glissement de I'enzyR®T1 le long de I'histone et I'acétylation
de la lysine 5 pourrait permettre a I'enzyme de dégsocier de I'histone. De facon
intéressante, on a remarqué que dans le compattioygoplasmique, I'histone H4 n’est
acétylée qu’en position 12. Cette marque uniqugateénent été observée chez la levure, ou il
a eté montré que I'holoenzyme cytoplasmique HATdshtcapable d’acétyler H4 qu’a cette
seule position (Parthun, Widom et al. 1996). Parséquent, de I'ensemble de nos résultats

intéressant I'acétylation et HAT1, nous proposons tholoenzyme s’associe au complexe
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H3/H4 dans le cytoplasme et acétyle H4 en posifidn De fagcon concomitante a cette
acétylation le complexe HAT1/(H3/H4) est délocalisis le noyau ou I'histone H4 va subir
une seconde acétylation en position 5 ce qui peteatissociation de I'holoenzyme du

complexe H3/H4 figurel).
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Figure 1 : Modele résumant I'implication de la région terminale de H4 et de HAT1

dans le transport nucléaire des complexes H3/H4Les complexes H3/H4 synthétisés
dans le cytoplasme sont pris en charge par I'holoenzyme HAT1 ou ils subissent une
premiere acétylation sur la lysine 12. Les histones associées a Hé&itl ensuite
délocalisées dans le noyau pour se retrouver aux fourches de réplication. Oresypgdtes
seconde acétylation de H4 par HAT1 en position 5 pourrait faciliter desfiert de la
chaperonne de transport vers la chaperonne d’assemblage. Il est possible sqo@pre
transfert, 'noloenzyme HAT1 soit relocalisée dans le cytoplasme pamdpe en charge

de nouveaux complexes d’histones.
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Si nos travaux révelent une fonction prédominaetéadégion terminale de H4 dans
le transport nucléaire des histones H3/H4, il &6t que dans ce processus hautement régulé
la région N-terminale de I'histone H3 est égalematéressante. Toutefois, les conclusions
gue nous sommes en mesure de tirer de nos analyggent significativement du modele
proposeé a partir des expériences de génétique,(Hadkness et al. 1996). Dans ces dernieres
expériences effectuées chez la levure, il a éténdgpie la perte de la région terminale de H3
ou I'échange des deux queues H3/H4 ne compromptaita viabilité cellulaire. Par contre,
la présence d’'une seule queue terminale en posititmpique conduisait a la Iétalité. Il a donc
de ces expériences été proposé que les régiongades étaient redondantes et qu’elles
remplissaient leur fonction indépendamment de pamgition dans le complexe H3/H4. Pour
notre part, nous avons vu chBhysarumque l'absence de la queue de H3 permettait un
transport dans le noyau plus efficace que le coxephaturel. Par contre dans le noyau, un tel
complexe voyait sa stabilité diminuer. Il est pbksique ce défaut de stabilité dans le noyau
du complexe privé de la queue terminale de H3isgititable a un mécanisme de dégradation
des histones dans la cellule. En effet, I'existedeel’histone H3 dans laquelle la région
terminale est absente a été mise en évidence eamstbzoaird etrahymenan I'absence de
toute manipulation génétique (Allis, Bowen et &8Q@). L’existence de cette histone tronquée
a également été montrée dans les cellules souchkes/@nnaires, dans lesquelles il a été
démontré que la protéolyse résultait de I'actide la Cathepsine L (Duncan, Muratore-
Schroeder et al. 2008). De ces analyses, il a &tgopé que la protéolyse de H3 par la
Cathepsine L pourrait étre un mécanisme cellulamgliqué dans le développement et la
différenciation cellulaire. Plusieurs hypothesesivemt étre posées pour rendre compte du
meilleur transport des complexes H3/H4 privés dguaue de H3. La perte de la région
terminale de H3 induit une diminution de la taila complexe qui lui permet d’étre plus
facilement transporté. Bien que plausible cetteoltygse est peu satisfaisante, car cette seule
gueue ne représente qu’'un peu plus de 20 résiduplu3, si une vingtaine d’'acides aminés
sont en mesure de faire une telle différence danpdrt nucléaire, on ne peut pas expliquer
une augmentation de l'efficacité de transport densoyau d’'un complexe présentant un
doublon de la queue de H4. De fait, on peut pemsen’effet de I'absence de la queue de H3
soit associé a un autre phénomene. Nous proposense] effet pourrait étre la levée d’'une
inhibition du transport des histones dans le ndfigure 2). Dans un tel modéle, la queue de
I'histone H3 aurait une fonction répressive sumport nucléaire des histones H3/H4. Cette
hypothése est effectivement validée par les rdsulteas expériences d’échanges des queues

des histones ou la présence de la région termaelel3 sur sa partie globulaire révele un
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moindre transport des histones dans le noyau. 8mdtats de la fonction de la queue de H3
dans le transport des histones dans le noyau d@iffe&tes conclusions tirées des expériences
de construction des chiméres GFP-queue de H3 (Mosgarast, Guo et al. 2002; Blackwell,
Wilkinson et al. 2007). En effet, alors que nosé@ignces montrent une inhibition de I'import
nucléaire par la queue de H3, les expériencesartiiles proteines chiméres avec la méme

queue de H3 révelent un transport des protéines ldaroyau.
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Figure 2 : Le transport nucléaire des histones H3/H4 pendant la phas8 résulte d’'une
homéostasie de deux mécanismes opposés s'appuyant sur les régionmiteales des
histones H3 et H4.L'association de la région terminale de H4 avec HAT1 favorise le
transport des histones dans le noyau. Au contraire, nos résultats montrent cggola
terminale de H3 possiblement via des facteurs protéiques modétengibit nucléaire des
histones H3/H4. C’est par I'équilibre de l'activation du transport et sa madérgue les
guantités d’histones pourraient étre contr6lées pendant la réplication et paremttune
réactivité de la cellule aux contraintes extérieures et métabolidNass proposons que les
sous-unités de I'holoenzyme HAT1 pourraient en avoir un double réle avec la région
terminale de H4 et sa région globulaire. A ce jour nous ne connaissons toujoursspas le
facteurs impliqués avec I'histone H3.
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Notre étude de la fonction des régions terminakes histones H3 et H4 dans le
transport nucléaire des histones montre que cepsos est la résultante de deux phénomeénes
antagonistes. Un phénoméne qui tend a favorisgratesport des histones et un phénomeéne
qui au contraire retiendrait ces mémes histones tanytoplasme. Dans la cellule en phase
S, les histones sont transportées dans le noysugulentités de complexe qui passent d’'un
compartiment a l'autre sont constamment controlééssi, le contréle de la quantité des
histones H3/H4 délivrées aux fourches de réplicasie ferait a deux niveaux, un niveau qui
implique I'histone H4 et qui favorise I'import nédire via I'association a histone acétyl-
transférase HAT1 et un second niveau qui lui irsgeela région terminale de H3 et qui
réprime la délocalisation des histones dans le moMaus proposons que par 'lhoméostasie
de ces meécanismes antagonistes les quantités amiegst pourraient étre parfaitement
contrlées et répondre rapidement a des pressixigsieeires comme I'inhibition de la
réplication par une drogue, voire des dommages alénmel génétique. Il est possible que ce
modéle ne soit pas utilisé par I'ensemble des gotes. En effet, il a été montré qu’en
réponse a un exces d’histones, la leviireerevisaelégradait I'excédent en faisant intervenir
une voie métabolique qui utilise Rad53 (Gunjan &edreault 2003; Singh, Kabbaj et al.
2009). Néanmoins, a ce jour ce meécanisme n'a pasmés en évidence dans d’autres
organismes en dépit de I'existence d’homologuekgeotéine Rad53 chez d’autre espéces.
Si les régions terminales des histones jouent Um irbportant dans les mécanismes de
régulation du transport des histones dans le noyaast clair qu’il existe également une
coopération entre les régions terminales et lemmégglobulaires du complexe H3/H4. Il est
possible que dans cette coopérativité, les historesoient que des intermédiaires qui
favoriseraient I'association d’autres facteurs cardas chaperonnes. Si nos travaux pointent
’holoenzyme HAT1 dans ce type d’interaction, cest’sans doute pas le seul acteur. A ce
jour, nous n'avons toujours pas de candidats darésseraient les interactions avec la région
terminale de H3. Pour ce qui est des chaperonnesagsocient aux régions globulaires de
H3/H4, la récente analyse du groupe de Reinbesgdantrevoir plusieurs pistes qui pourront
étre examinées (Campos, Fillingham et al. 2010).p@tera une attention particuliere au
facteur ASF1 dont la résolution de la structureelgvdes interactions avec la région
globulaire de I'histone H3 de I'hétérocomplexe H8/HEnglish, Maluf et al. 2005; English,
Adkins et al. 2006)

Outre le réle des régions terminales des historgestHH4 dans le transport nucléaire
pendant la phase S, nous avons également exammé®le dans I'assemblage en chromatine
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couplé a la réplication. Si les expériences révedams ambiguité la présence ou non des
histones exogenes dans la chromatine, il est évilences observations se placent en aval du
transport nucléaire des histones. De fait, deslasions de I'aptitude des complexes a étre
assemblés en chromatine ne pourront étre tiréegpiement lorsque les complexes seront en
mesure d’étre transportés dans le noyau. Cetteatotd inhérente au systeme cellulaire ne
nous permettra donc pas d’évaluer d’'un point deméeanistique I'ensemble des complexes
de H3/H4 que nous avons préparé. Les analyses adselnhblage en chromatine des
complexes privés de I'une et/ou I'autre des régiensinales de H3/H4 révélent que la queue
de H3 est indispensable pour déposer les histaanes ld chromatine. A ce jour, le réle exact
de la région terminale de H3 dans I'assemblageherntatine n’est pas élucidé. En effet, les
analysesn vitro de 'assemblage en chromatine couplé a la rémitat utilisant CAF-1 ont
clairement démontré que le complexe d’assemblagendeessite aucune des régions
terminales des histones H3 et H4 pour déposer is®nes sur TADN en réplication
(Shibahara, Verreault et al. 2000).

Alors que nous n'avons pas été en mesure de faid&monstration que la région
terminale de H4 est importante dans I'assemblagectenmatine, nos expériences ont
néanmoins permis d’examiner de facon détailléepbnance de la diacétylation de H4 dans
ce processus. Il a été largement montré que léstdd présente une diacétylation spécifique
de la réplication (Sobel, Cook et al. 1995; Annatziand Hansen 2000; Benson, Gu et al.
2006; Benson, Phillips et al. 2007; Annunziato 20Llintervention de la diacétylation dans
'assemblage en chromatine n’était toujours pabliétaCe défaut d’information tenait sans
doute a I'absence d’un phénotype flagrant dansd#sles privées de I'enzyme HAT1 (Kleff,
Andrulis et al. 1995; Kelly, Qin et al. 2000; Ai érParthun 2004; Barman, Takami et al.
2006; Qin and Parthun 2006; Mersfelder and Parth@®8). Par une élégante approche
génétique ou des histones présentant des mutadiemisites d’acétylation et les histones
sauvages étaient co-exprimées dans les cellulggpige de Berman a montré que la perte
des sites d’acétylation de H4 conduisait a uneuskzh de la protéine mutée de la chromatine
en affectant les interactions entre le complexeH43ét une sous-unité de CAF-1 (Caclp
chez la levure) (Glowczewski, Waterborg et al. 200ibs résultats cheRhysarummontrent
€galement une absence de l'assemblage en chronthtim®mplexe dans lequel les sites
acétylables de H4 sont substitués a I'arginine.d@atre des mimes d’acétylation révélent un
assemblage en chromatine. Nous avons égalementénguien restreignant les mutations
aux seuls sites de la diacetylation par HAT1, lemmexes H3/H4 sont efficacement
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assemblés en chromatine. Nos précédentes analysedagdement mis en évidence une
fonction de HAT1 dans l'import nucléaire. Des expaces complémentaires de co-
immunoprécipitation ont également montré que I'eneyétait retrouvée au voisinage des
fourches de réplication (Ejlassi-Lassallette, Maguet al. 2011). De facon intéressante, on
peut noter que I'holoenzyme HAT1 et le complexesdéamblage CAF-1 présentent des sous-
unités semblables mais pas identiques. Nous permomd’exclusivité de ces sous-unités
Rbap46 pour HAT1 et Rbap48 pour CAF-1 pourrait avoie fonction dans le transfert des
histones de la chaperonne de transport (HAT1)chdgeronne d’assemblage (CAF-1). Dans
ce modele qui demande toutefois des arguments iexgr@aux supplémentaires, les histones
H3/H4 pourraient passer d’'une chaperonne a I'gpdirela simultanéité de I'acétylation des
résidus lysine par la sous-unité catalytique de HAY®ur affaiblir les interactions H4/HAT1
et la compétition entre Rbap46 (HAT1) et Rbap48 FClA pour s’associer a la premiére

hélice de I'histone H4.

Nos travaux nous ont permis de démontrer queéigi®ms terminales des histones
H3 et H4 ont des fonctions importantes dans lesprart des complexes d’histones dans le
noyau et leur assemblage en chromatine. Alors gseanalyses ont été effectuées dans des
conditions trés similaires a celles qui visaiemtéderminer le réle des régions terminales des
histones H2A/H2B dans l'assemblage en chromatingléoa la réplication (Thiriet and
Hayes 2001), nous voyons que les régions terminddss histones H2A/H2B et H3/H4
présentent des fonctions distinctes pendant lagpBagu cycle cellulaire (Ejlassi-Lassallette
and Thiriet in press). Il est généralement admisJa& base des expériences de reconstitution
de nucléosoman vitro, que la formation des nucléosomes se fait parsuneession d’étapes
ou les histones H3/H4 sont associées a 'ADN puiigjaut des histones H2A/H2B sur le
tétramere. A ce jour, nous ne connaissons toujpass avec exactitude les mécanismes
cellulaires responsables de la déposition sucaestie complexes d’histones sur I’ADN. I
pourrait étre intéressant d’examiner si les régiensinales ont une fonction dans le décours
séquentiel des étapes qui conduisent a la formadionnucléosome. Pour étayer cette
hypothése, nous pourrions construire des histomeseces ou les régions terminales des deux
complexes H2A/H2B et H3/H4 seraient échangées.nEarporant ces complexes chimeres
dansPhysarumet en analysant leur transport nucléaire et legemblage en chromatine,
nous devrions étre en mesure de déterminer sidaesée des étapes d’assemblage des
histones dans la chromatine est contrélée paélgsns terminales des complexes d’histones
ou alors par les régions globulaires.
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