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Avant-propos

La structure de la "molécule de la vie" est résolue depuis 1953, mais la compréhension
du traitement de 'information génétique par la cellule passe aussi par une compréhension
globale de 'organisation et de la dynamique de la chromatine. C’est a I’heure actuelle un
théme de recherche trés actif.

Le génome des organismes eucaryotes est beaucoup plus grand que celui des proca-
ryotes; il est rangé dans un organite cellulaire : le noyau. L’ADN y est compacté avec un
ensemble de protéines, la plupart étant de petites protéines basiques appellées histones.
L’assemblage de 'ADN et de ces protéines est appelé chromatine. La brique élémentaire
est le nucléosome : association d’environ 166 paire de base avec 9 de ces histones : 8
histones de coeur et une histone de liaison.

La chromatine est globalement divisée en deux régions : I’hétérochromatine, qui est trés
compactée et 'euchromatine moins dense (Fig. L’assemblage de la chromatine apparait
non seulement comme un moyen de compacter ’ADN mais aussi comme un régulateur
de I'expression génétique : les zones les plus denses sont inaccessibles & la machinerie de
transcription, 'ADN y est donc peu transcrit.

Ainsi, selon le tissu auquel elle appartient, une cellule exprime temporairement cer-
tains génes et réprime de nouveau leur expression. Les génes qui ne sont pas transcrits
sont compactés dans ’hétérochromatine. Loin d’étre une entité statique, la chromatine est
animée d’une dynamique complexe encore mal comprise. La régulation des états de com-
paction met en jeu les interactions entre ADN et protéines. En particulier, les interactions
ADN-histones semblent jouer un role de premier plan dans cette régulation, notamment
en permettant le bon repliement de la chromatine via I'histone de liaison. L’activité de
transcription est aussi contrélée par les modifications chimiques des histones ou méme le
remplacement de ces derniers par un de leurs variants.

Néanmoins, il n’a été observé jusqu’alors que des corrélations entre ces modifications
et les variations d’activité de transcription sans jamais pouvoir vraiment trancher qui est
la cause ou la conséquence. Dans ce contexte, je me suis attaché, au cours de ma thése, a la
compréhension des interactions ADN-histones et a I’élasticité du nucléofilament, premiére
étape de la compaction.

Ces modifications ont lieu & 1’échelle du nucléosome et c’est a cette échelle que nous
nous intéressons aux variations des propriétés mécaniques méme si il peut y avoir des
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FiG. 1 — Image en microscopie électronique du noyau d’une cellule eucaryote.
L’hétérochromatine apparait en noir, alors que l’euchromatine, moins dense, apparait en
clair (colorant). Le nucléole est le siége de la synthése des ARN ribosomauz [95)]. D’aprés
http//academics.hamilton.edu/biology/kbart/image /nucleus.jpg



répercussions sur la structure globale. Les voies d’investigation sont nombreuses et com-
plémentaires ; expériences de biologie, diffraction de rayons X donnant une information
structurale, microscopie électronique et, plus récemment arrivée dans les laboratoires,
expérience sur molécule unique.

Avec les méthodes de manipulation (traction ou torsion) de molécule unique, de nou-
velles quantités physique deviennent accessibles aux mesures. Ce nouveau type d’expé-
riences donne une information non plus d’ensemble, moyennée, mais une information sur
un objet unique. L’étude renseigne sur les caractéristiques mécaniques de la molécule,
la position, la vitesse, la processivité de moteurs moléculaires. Elle permet parfois de
trancher entre différents scenarii de mécanismes moléculaires.

Les expériences sur molécule unique permettent d’aller tester directement les proprié-
tés élastiques de fibres de chromatine ainsi que leurs éventuelles variations en rapport avec
une modification chimique. L’acétylation des histones est corrélée avec un regain d’acti-
vité de transcription ; une des explications proposée invoque la diminution des interactions
ADN-histones. En microscopie électronique, il n’apparait aucune différence entre les fibres
de 10 nm de chromatine non acétylée et hyper-acétylée. Aussi, plutét qu'un changement
de structure, nous pensons que cette modification chimique peut plutot se manifester par
une variation des propriétés élastiques de la fibre de chromatine.

C’est pour tester ce type d’hypothése que nous avons réalisé une expérience de ma-
nipulation de molécule unique avec une pince optique. Nous avons choisi de réaliser une
série de tests d’élasticité sur les fibres de chromatine. Ces fibres de chromatine ont di-
verses origines, sont reconstituées ou non, et en recoupant les informations nous avons
tenté d’y voir plus clair dans la dynamique de cette fibre. Nous avons pu étudier la sta-
bilité mécanique de nucléosomes reconstitués avec des variants des histones. Cette étude
a été réalisée en collaboration avec des biologistes : Stefan Dimitrov, de I'Institut Albert
Bonniot, de I'autre coté de 'lIsére ; et Dimitar Angelov, de I’Ecole Normale Supérieure de
Lyon.

Dans un premier chapitre d’introduction je présenterai briévement les connaissances
actuelles sur 'ADN, la chromatine et ses transformations ; ainsi que les méthodes a notre
disposition pour sonder leurs propriétés mécaniques, en particulier les pinces optiques.

Puis je développerai plus en détail les choix faits et les techniques expérimentales que
nous avons mises en ceuvre au cours de cette thése : des pinces optiques aux préparations
biochimiques de ’ADN et de la chromatine, en passant par la construction d’un dispositif
magnétique visant a appliquer un couple aux molécules en étirement.

Je poursuivrai avec les résultats obtenus sur ’ADN nu, notre molécule de test, dont le
comportement mécanique désormais bien établi n’est pas encore totalement compris. A la
lumiére de nos résultats, et d’autres déja disponibles, nous proposerons une interprétation
de la transition B-S dans nos conditions d’étirement.

Suivra une partie ot nous exposerons l’ensemble des résultats issus de nos expériences
portant sur la fibre de chromatine, reconstituée ou non. Nous exposerons aussi un modéle
simple de nucléosome sous tension, qui est élargi a deux tours par rapport a [77].
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Finalement, nous discuterons de ces résultats dans un cadre un peu plus large. Nous
montrerons que les conditions dans lesquelles sont effectuées les expériences sur molécule
unique sont loin d’étre celles du noyau cellulaire. Cet apparent détail est en réalité d’une
importance cruciale pour la stabilité d’un tel complexe ADN-protéines en constant équi-
libre, lorsqu’il est fortement dilué. Nous replacerons aussi ces résultats dans le contexte
plus général de la régulation de ’expression génétique.



Table des matiéres

1 __Introductionl 1
(1.1 ~ADN, structure & biologie| . . . . . . . .. . ... oL 1
(1.1.1  Structure primaire| . . . . . . . . . . . . .. 1
[L1.2  Structure secondaire usuellel . . . . . ... ... ... ... ..... 1
[LI.3  Autres structures secondaires . . . ... .. ... ... ... .... 5

(L2 T”ADN dans son milieu naturell . . .. ... ... ... ... .. 5
(1.2.1 La chromatine, de 'ADN au chromosome|. . . . . . . . ... .. .. )
[1.2.2  Variants d’histones de cceur et modifications chimiques| . . . . . . . 20

(1.3 Expérience de mécanique sur molécule unique| . . . . . . . ... ... ... 24
(1.3.1 FEnergie, force et temps| . . . . . . . . . ..o 25
[1.3.2  Quelques dispositits|. . . . . . . .. ... ... ... 31
[1.3.3 Comportement élastique de 'ADN : modeles| . . . . .. ... .. .. 42
(1.3.4  Comportement en torsion| . . . . . . . ... .. ... .. ...... 46

(1.4 FEtirement d’une fibre de chromatinel. . . . . . . . . . .. .. ... ... .. 46
(1.4.1  Divers types de chromatine étudiés| . . . . . .. ... ... ... .. 47
(.42 Ftirements sur les substrats chromatinienl. . . . . . ... ... ... 49
2__Mateériels et méthodes 53
[2.1 ~Dispositit expérimental| . . . . . .. .. ... oo 0oL 24
[2.1.1 Piege optique| . . . . . . .. ... 54
[2.1.2  Cellule d’expérimentation| . . . . . .. ... ... ... ....... 59
2.1.3  Détection et sensibilitél . . . . . . . ... ... oL 61
R.1.4  Calibration] . . . . . . . . . . 63
2.1.5 Forcede Stokesl . . . . . .. .. 64
[2.1.6  Analyse des fluctuations| . . . . . . . .. .. ... L. 64
[2.1.7  Vers la pince magnéto-optique| . . . . . . .. .. ... L. 68
[2.1.8 Choix et préparation des billes|. . . . . . .. .. ... ... .. ... 71

[2.2  Préparations biochimiques| . . . . . .. .. .. ... o000 74
[2.2.1 Préparation de 'ADN| . .. .. .. ... ... ... ... 74
2.2.2  Chromatine reconstituéel . . . . . . .. ... ... 76
2.2.3  Chromatine nativel . . . .. . . .. ... . Lo 80

vii



viii TABLE DES MATIERES

[2.3  Déroulement d'une expérience type] . . . . . . . . .. ..., 83
2.3.1 Incubationl. . . . . . . .. ... 83
[2.3.2  Accrochage proprement dit|. . . . . . . ... ... 0L 85
2.3.3 FEtirementl . . . . .. ... 85

3__Etirements d’ADN : Résultats et discussion| 87

B.1 Résultatsl. . . . . . . . 87
[B.1.1 F<60pN. ... 87
B.1.2 Plateau B-SI . . . ... .. ... 88
[3.1.3  Profils particuliers des plateaux de transitions| . . . . . . ... ... 89

3.2 Discussionl . . . . ... 98
3.2.1 Modeélede Cluzel & coll . . . . . . ... ... ... ... 99
3.2.2 Modéle de Willlams & colll. . . . . . . . .. . ... ... ... ... 99
[3.2.3 Interprétations| . . . ... ... ... 99

[3.3  Commentaire sur la méthode : effet de la protéine MEN'T|. . . . . . . . .. 104
[3.3.1 Expériences| . . . . . . ... 104
[3.3.2 Discussionl . . . . . ... e 104

4__Reésultats sur la chromatinel 107

[4.1  ADN et nucléoplasmine|. . . . . . .. ... oo 107

[4.2  Extraits d’ceuts de Xenopus Laews| . . . . . . . . .. .. ..., 110
[4.2.1  Contournement des problémes dus aux impuretés de l'extrait|. . . . 110
[4.2.2  Distributionsl . . . . . . . ..o 111
[4.2.3  Cinétique de formation| . . . . . . . . .. ... ... ... 113
[4.2.4  Effet du tampon| . . . . . ... Lo 114
[4.2.5 Déplétion de [a protéme B4 . . . . . ... ... 0oL 117

1.3 chromatine native et reconstituée sur o5 . . . . . .. .. ... 117
[4.3.1 Chromatine reconstituée sur une séquence répétée de o5 ADN-r |

| dloursinl . . . ... e e e 119
[4.3.2  Chromatine nativel . . . . . ... ... ... ... ... ... . ... 123

4.4 Conditions stabilisantes|. . . . . . . . .. ... o oo 125
[4.4.1 Chromatine reconstituée sur une séquence 55 d’ADN-r|. . . . . .. 125
M.42 Chromatine nafivel . . . . .. . . ... ..o 127

[4.5 Expériences de dilutions successives et analyse sur gell . . . . . . . . .. .. 128
4.5.1  Dilution de NCPl . . . .. . .. ..o 130
[4.5.2  Dilution de nucléosomes| . . . . . ... ... 132

16 Modele de déroulement du nucléosomel . . . . . . ..o 0L L 134
[4.6.1 Bréve description du modele| . . . . . .. ... 0000 L 134
[4.6.2 1 tour puis NV tours| . . . . . . . . . .. ... 135




TABLE DES MATIERES ix

b Chromatine : Discussion| 137
[5.1  Extrait d’ceufs de Xenopus Laevis et dilutions| . . . . . .. ... ... ... 137
[5.1.1  Cinétique de formation a partir de I'extrait d’ocuts de Xenopus Laevis[l37

b.1.2  Qualité de Pextrait| . . . . . . . . . . .. .. ... .. ... 138

5.2 Chromatine native et reconstituée : effet de la dilutionl . ... ... .. .. 139
[5.2.1 Comment interpréter la longueur déroulée de 24 nm ™ . . . . . . .. 139

[Hh.2.2 PBtude de la dilutionl . . .. .. .. ..o oo 141

[5.3  Dynamique et stabilité du nucléosome|. . . . . . .. .. ..o 145
[5.3.1 Force nécessaire a la rupture d’un nucléosome.| . . . . . . . . . . .. 145

h.3.2 Acces a 'ADN nucléosomall . . . . ... ... ... ... .. .... 150

6 Conclusion| 159
6.1 Résumél . . . . . . . . 159

[6.2  Perspectives| . . . . . . ... 161




TABLE DES MATIERES



TABLE DES MATIERES xi

Notations et abréviations

— aa : acide aminé

— ADN : Acide Desoxyribonucléique

— ARN : Acide Ribonucléique

— ATP : Adénosine Tri-Phosphate

— bp : paire de base

— kbp : 1000 bp

— CAF : Chromatin Assembly Factor

— HAT : Histone Acetyl Transferase

— HDac : Histone Deacetylase

— HMG protein : High mobility Group protein
— Mnase : Nucléase Microccocale

— NCP : Particule de Cceeur du Nucléosome

— dNTP : Nucléotide Tri-Phosphate

— SMC : Structural Maintenance of Chromosome

— AEBSF : 4-(2-Aminoethyl)benzenesulphonyl fluoride

— BSA : Bovine Serum Albulmin

— EDTA : Ethylen Diamine Tetra-acetic Acid

— u : Unité, quantité d’enzyme pour "digérer" 1 ug d’ADN en 1 h a 37°C dans un
volume de 50 ul.

— PAGE : Poly-Acrylamide Gel Electrophoresis

— TE : Tris-EDTA buffer

— PBS : Phosphate Sodium Buffer

— v/v : volume /volume

— w/v : weigth /volume (poids/volume)

— AFM : Microscope a Force Atomique

— CEM : Cryo-Electron Microscopy

— DIC : Differentiel Interference Contraste

— EMSA : Electrophoretic Mobility Shift Assay

— FRET : Fluorescence Resonnance Energy Transfer



xii

TABLE DES MATIERES

FRAP : Fluorescence Recovery After Photo-bleaching
NA : Numerical Aperture (ouverture numérique)

OD : Densité optique

PSD : Photo Sensitive Diode (diode photosensible)

B =1/(kgT)

deg : degré (geométrique)

DF'S : Dynamic Force Spectroscopy
ALy : Différence d’indice de liage ou différence du nombre de croisements topolo-
giques

¢ : diamétre

EF* : Force la plus probable

FJC model : Freely jointed chain model
fN : Femtonewton (107 N)

nN : Nanonewton (107° N)

pN : Piconewton (107'% N)

G : Gauss (10 *tesla)

g : accélération de la pesanteur

B : Module de courbure

kg : Constante de Boltzmann

Lg : Longueur curvilinéaire

Lp : Longueur de Debye

Lk : Longueur de Kuhn

L, : Longueur de persistance

71 : Viscosité dynamique

Re : Nombre de Reynolds

r : taux de charge

S : Section

SE : Standard Error

SD : Standard Deviation

T : température

G : extension relative

v @ vitesse

WLC model : Worm Like Chain model
Y : Module d"Young



Chapitre 1

Introduction

1.1 ADN, structure & biologie

1.1.1 Structure primaire

Les nucléotides sont les briques élémentaires qui constituent une molécule d’ADN.
Elles ne sont au nombre que de quatre et sont constituées d’un sucre, le désoxyribose (le
sucre ribose étant réservé a I’ARN), d’une base parmi quatre (Fig et d’un groupement
phosphate. Ces bases appartiennent & la famille des purines (adénine et guanine) ou a la
famille des pyrimidines (thymine et cytosine). Ce sont des molécules quasiment planes qui
peuvent s’apparier spécifiquement deux a deux, (Fig : la guanine avec la cytosine et
la thymine avec ’adénine. La premiére paire est maintenue par trois liaisons hydrogéne
et la seconde, plus fragile, par deux liaisons hydrogéne.

Les nucléotides se succédent linéairement ; une liaison covalente entre le groupement
phosphate de I'un et le ribose du suivant assure la cohésion du brin ainsi formé. Ce brin de
nucléotides est donc orienté. En se référant aux carbones du cycle du ribose concernés par
les liaisons avec des groupements phosphates, une extrémité est annotée 5’ et 'autre 3’ :
C5’ pour le carbone lié au phosphate appartenant au méme nucléotide et C3’ pour celui lié
au phosphate du nucléotide suivant, (Fig. Cette chiralité de la molécule d’ADN permet
par exemple & des complexes de protéines de travailler efficacement sur 'ADN. Ainsi Les
ARN-polymérases se déplacent de 5 vers 3’ [95] ; Certaines topoisomérases (Topo II chez
les procaryotes) sont capables de reconnaitre la topologie locale d’un croisement de deux
molécules A’ADN et de dénouer ainsi les noeuds constitués lors de la réplication [33][95].

1.1.2 Structure secondaire usuelle

De cet appariement spécifique découle la structure en deux brins anti-paralléles de
la molécule d’ADN. Un brin de séquence donnée s’apparie, base & base, avec un brin de
séquence complémentaire orienté dans l'autre sens (Fig [1.3). Dans une telle structure,
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<w /L Cymsme
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F1G. 1.1 — Les quatre bases. Celles-ci s’apparient spécifiquement deuz o deuz. Les purines
sont les bases constituées de deuz cycles de carbone (A et C), les pyrimidines n’en ont qu’un seul
(T et G). Les liaisons établies entre ces bases sont des liaisons hydrogéne (en pointillés), deux

pour le couple A-T et trois pour C-G.

Q désoxyribose

F1G. 1.2 — Structure primaire de PADN : Succession linéaire et orientée 5'—3’ de nucléo-
tides. Chaque nucléotide est composé d’un sucre, le désoxyribose ; d’un groupement phosphate,

porteur de deuz charges négatives ; et d’une base.
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les bases sont orientées vers l'intérieur de la molécule du fait de leur hydrophobicité.
Quant aux groupements phosphates, chargés négativement dans les conditions physiolo-
giques, ils font face au solvant et conférent a la molécule d’ADN son caractére soluble. Les
bases semblent ainsi protégées en partie des altérations chimiques les plus courantes dans
un milieu physiologique. Cet édifice moléculaire posséde ainsi une stabilité suffisament
importante pour pouvoir stocker durablement 'information tout en étant suffisamment
modulable au regard de I’évolution biologique. La structure élucidée par Watson et Crick
est la forme B de ’ADN [I58]. C’est la forme la plus courante ; la double hélice de la mo-
lécule d’ADN a un diamétre d’environ 2 nm et un pas d’hélice de 34 A, (Fig centre).
Les paires de bases sont espacées de 3.24 A. On compte donc en moyenne 10.5 paires de
bases par tour d’hélice, (Fig . Ce nombre peut varier sensiblement avec la séquence
d’ADN, mais aussi avec le pH, la salinité etc... de la solution ([153]).

Sguelette phosphate-sucre

, Bases azotees
‘#3 At A;f

T

5 Liaisons hydrogéne T

Groupement phosphate Sucre

F1G. 1.3 — Schéma de la structure de PADN. A gauche, vue de cété de la structure B
de I’ADN. La double hélice a un pas a droite de 3.4 nm qui comporte 10.5 paires de bases en
moyenne. Le squelette de sucre-phosphate de chaque brin est identifié par une couleur, bleue
ou rouge. Les bases appariées entre les brins sont figurées en gris. A droite, détail : Les deux
brins de séquence complémentaire s’apparient base & base : A-T (deux liaisons hydrogéne) et
C-G (trois liaisons hydrogéne). Les brins sont orientés a contre-sens l'un de l'autre. Adapté de
http ://evolution.berkeley.edu/evosite/history/images/dna structure.gif
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Fi1G. 1.4 — Différentes structures secondaires. En haut, vues de coté de ces structures. En bas
vues correspondantes selon l’aze de la molécule. Au centre la forme de I’ADN la plus courante :
ADN-B. La molécule présente ainsi deuz sillons ; le sillon majeur et le sillon mineur, tout deux,
points de reconnaissance et d’ancrage pour diverses protéines. A droite la forme ADN-A avec
un petit sillon trés écrasé et donc inaccessible; A gauche la forme ADN-Z ou forme zig-zag,
caractérisée par un pas a gauche.
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1.1.3 Autres structures secondaires

Soumis & un stress d’origine chimique (salinité, pH) PADN peut adopter des conforma-
tions différentes de la forme B. Une contrainte mécanique exercée par un expérimentateur
extérieur peut aussi provoquer un changement de conformation; et méme les moteurs
moléculaires sont capables d’opérer de telles transformations par un travail mécanique.

Meéme si ce ne sont pas les conformations les plus courantes au sein de la cellule,
certaines ont tout de méme pu étre cristallisées et résolues par diffraction aux rayons X.
C’est le cas de la forme A, (Fi gauche), adoptée lorsque I'hydratation de la molécule
est faible [153][88] ; dans cette conformation, ’ADN est peu flexible. La forme Z (Fig
droite) est rencontrée in vitro a haute concentration saline ou en présence d’alcool [153];
les régions de la molécule ayant une forte proportion de bases C-G présentent elles aussi
une conformation en ADN-Z [I53].

1.2 L’ADN dans son milieu naturel

Dans ce qui va suivre, nous nous attacherons & donner un apercu des connaissances
actuelles sur I'arrangement de 'ADN dans le noyau cellulaire en détaillant les premiéres
étapes de la compaction : En partant de la molécule d’ADN nue nous verrons comment
celle-ci s’agence avec huit protéines histones pour former une NCP puis un nucléosome
et une succession de nucléosome appelée nucléofilament. Ce nucléofilament se replie sur
lui méme pour former une fibre de chromatine dite "fibre de 30 nm", fibre qui est elle-
méme compactée dans des structures plus vastes sur lesquelles nous avons encore peu
d’informations.

Nous en profiterons pour discuter quelque peu des modifications chimiques et des
variants des histones dans le contexte de la régulation de 'expression génétique et nous
expliquerons comment nos expériences peuvent compléter les études purement biologiques.

1.2.1 La chromatine, de ’ADN au chromosome

Avant méme Darticle de Watson et Crick sur la structure de ’ADN, plusieurs codes
expliquant comment il était possible de traduire une séquence définie de nucléotides en une
séquence correspondante d’acide aminées avaient été suggérés, mais c’est celui proposée
in fine par Matthaei et Nirenberg confirmé au début des années 60 qui c’est révélé juste
[108]|83].

Mais pour saisir comment ce flux d’information est géré dans le noyau cellulaire, il ne
suffit pas connaitre la correspondance entre une séquence de nucléotides et une séquence
d’aa. Il faut aussi comprendre I'organisation de la molécule d’ADN au sein du noyau
cellulaire et les interactions entre ADN et protéines. Ce n’est qu’avec la maitrise des
techniques de gel en électrophoreése et séparation par chromatographie, développées plus
tard qu’il a été possible d’isoler des complexes ADN-protéines. L’analyse sur gel des
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Chromatine en
“collier de perles”

Fibra da
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Saclion da
chromosome s0Us T
una forme étendus Eﬂninm
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chromosome s0Us
une forme condenséa

Chromasomea

1400
mitatique complet ik

curvilinéaire de la molécule d’ADN elle-méme. Adapté de [2]

: structure hiérarchique La premiére étape consiste
en l'enroulement de ’ADN autour d’une succession de cylindres protéiques (en jaune) appelés
octameéres d’histones. Cette fibre dite "de 10 nm" s’arrange ensuite en une fibre de 30 nm dont
la structure fait l’objet de controverses. Les miveauxr d’organisations supérieurs, des boucles de
chromatine jusqu’au chromosome métaphasique, ne sont compris que trés partiellement. Chaque
molécule d’ADN est compactée en un chromosome mitotique 50000 X plus court que la longueur
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fragments d’ADN issus de la digestion de la chromatine par une enzyme nucléase, la
nucléase micrococcale, révéla que des segments de 145 bp d’ADN étaient protégés de la

digestion par 'enzyme, (Fig[L.6), [153].

Fi1G. 1.6 — Gel d’electrophorése d’ADN chromatinien auparavant digérée par la
Mnase. Ce gel révéle les longueurs des fragments d’ADN qui n’ont pas été digérés par la Mnase :
Dans ces gels, les fragments les plus courts migrent plus loin que les fragments plus longs. Les
bandes sombres montrent bien que les longueurs de ces fragments ne sont pas distribuées conti-
nuement. Elles sont toutes des multiples entiers (chiffre de gauche) d’une longueur d’environ 145
bp correspondant a un nucléosome.

Une association d’ADN avec un complexe de protéines pouvait expliquer ces résultats.
Deés 1974 Kornberg proposait un complexe composé de quatre histones, chacune en double
exemplaire [73]. L’ADN n’est pas couvert sur toute sa longueur par ces histones. L’associa-
tion en complexe est plus ou moins périodique et dans chaque motif, appelé nucléosome,
environ 145 bp d’ADN sont au contact avec les histones, (Fig . Cette structure a été
ensuite visualisée par Olins & Olins [I11] en microscopie électronique : elle a la forme
désormais bien connue d’un collier de perles (Fig [1.8)).

Structure des histones

Il existe cinq types majeurs d’histones : H2A, H2B, H3, H4 et I'histone de liaison H1
(H5 aussi chez les volatiles). Ces quatre premiers types d’histones, dits histones de cceur,
sont parmi les protéines les plus conservées au cours de I’évolution des cellules eucaryotes,
(Fig [153]. Cela suggére que la chromatine des eucaryotes a évoluée a partir d’un
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ADN de
liaison

Histone de
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Chromatosome; NCP+H1
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F'1G. 1.7 — Terminologie : la particule de ceur deu nucléosome (NCP) est constituée de huit
histones de ceeur autour desquels s’enroulent 147 bp d’ADN. On appelle chromatosome ’ensemble
composé de la NCP, de 'ADN (~ 166 bp) au contact de l'histone de liaison et de U’histone de
liaison, se situant a la sortie de la NCP, fermant celle ci en rapprochant les ADN de ligisons
entrant et sortant. Le nucléosome est ’ensemble du chromatosome et de I’ADN de liaison, reliant
deur NCP consécutives. Montage d’aprés [23] [96]
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F1G. 1.8 — Fibre de chromatine. Image de chromatine issue de noyau d’érythrocyte de poulet
obtenue avec un AFM-cryo. Aspect dit "en collier de perles" obtenu pour des concentrations
salines faibles, autour de 10 mM. Chaque point blanc est un nucléosome. Ils sont liés entre eux
par ’ADN de liaison. Image tirée de hitp ://www.people.virginia.edu/~zs9q/zsfig/chromatin. html

ancétre commun. Par exemple, entre les histones H4 du pois et du veau, sur 102 résidus
au total, il n’y en a que deux de différents. Les histones H2A et H2B varient plus que les
histones H3 et H4. Mais ces protéines histones sont bien plus conservées que la majorité
des autres protéines.

La structure tridimensionnelle varie peu entre les histones : ce sont de petites protéines,
de poids moléculaire moyen 14 kDa, constituées : d'une partie globulaire; d’une queue
N- terminale relativement longue, variant entre 12 aa et 37 aa (H2A et H3 du poulet);
et d’'une extrémité C-terminale plus courte, voire inexistante dans le cas de H3 ou H4.
Seule la partie globulaire est structurée. Elle est composée essentiellement de trois hélices
« reliées entre elles par deux boucles (Fig . Les histones sont, de loin, les protéines
les plus présentes dans le noyau des cellules eucaryotes [153].

Certains résidus des queues N- et C-terminale des histones subissent des modifica-
tions chimiques en corrélation avec des événements tels la transcription ou la duplication
d’ADN. La maniére dont est affectée la chromatine par ces modifications chimiques n’est
pas encore bien déterminée. Les connaissances actuelles ressemblent plutot a un cata-
logue de corrélations faites entre modifications des histones et le recrutement de certains
complexes protéiques. De toute évidence les histones, ne sont pas de simples protéines de
compaction, elles jouent un role déterminant dans la régulation de 'expression génétique
[55].

Ces modifications, dont nous traiterons par la suite (cf7 sont aussi supposées
altérer la stabilité des NCP ; Ainsi elles pourraient par exemple jouer sur le temps d’acces-
sibilité de ’ADN nucléosomal & des facteurs de transcription. Pouvoir tester ces variations
de stabilité en fonction de I’état chimique des histones est aussi une de nos motivations ini-
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Fi1G. 1.9 — Comparaison des séquences nucléotidiques des quatre histones de coeur :
H2A (jaune), H2B (rouge), H3 (bleu) et Hj (vert). Pour zenopus Laevis, érythrocyte de poulet
et enfin saccharomyces cerevisiae (levure), respectivement aux lignes 1, 2et 3. Les nucléotides
neutres sont en noir alors qu’ils sont en rouge s’ils sont chargés positivement et en bleu s’ils sont
chargés négativement. Les histones suivent le méme code de couleur que celui proposé dans la Fig
[I.1]] Les parties non structurées sont en pointillés. Les positions des hélices o sont elles aussi
représentées.

tiales pour conduire nos expériences. Mais avant, allons voir d’un peu plus prés comment
ces histones sont associées avec ’ADN.

La particule de cceur, résolution atomique

La résolution de la microscopie électronique classique n’offre pas une résolution qui
permette de saisir les détails de I'association ADN-histones a 1’échelle atomique : Elle n’est
pas limitée par la longueur d’onde associée aux électrons (exemple : & 200 keV, A\ ~ 6
107'2 m), mais par 'ouverture du faisceau d’électrons qui ne dépasse pas 1° (e verticaux)
(contre 65° parfois en microscopie classique) et surtout par le fait qu’il faile travailler avec
un échantillon biologique avec un faible contraste : la résolution dans ces conditions est
de l'ordre du nm.

Il faut donc envisager I'utilisation de la diffraction de rayons X, possible a condition
d’avoir aussi pu réaliser un cristal de NCP suffisamment régulié. Les premiers cristaux
ont été réalisés a la fin des années 70 [57]. Malgré leurs imperfections (variants d’his-
tones présents, acétylation non controlée, séquences d’ADN mal définies) ils ont permis
de déterminer I'arrangement globale de ’ADN par rapport aux histones. Pour améliorer
la qualité des mesures de diffraction, il faut améliorer la qualité du cristal de nucléosomes.
Pour cela, une séquence bien définie d’ADN a été sélectionnée et synthétisée : une sé-
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IF'1G. 1.10 — Structure tertiaire des histones. Hj (en vert )Jet H2A (en jaune). Les par-
ties structurées, composées principalement de trois hélices «, sont wvisibles. Les queues N- et
C-terminales sont partiellement définies; et les extrémités, sujettes a fluctuations, n’ont pas pu
étre résolues. D’aprés Protein Data Bank, "X-Ray Structure Of The Nucleosome Core Particle
At 2.8 AResolution”, http ://www.rcsb.org/pdb/cqi/explore.cgi 2job=graphics&pdbld=1A0I

Dyad axis

FIG. 1.11 — Structure cristallographique de la NCP. Résolution a 2.8 Ad’aprés [96]. Vues
de dessus (A) et de profil (B). Les histones sont représentés selon le méme code de couleurs que
la Fig[1.9 Les brins de U’hélice d’ADN apparaissent en jaune et vert. Les extrémités N-terminale
n’étant pas structurées et ne sont donc pas résolues par diffraction. Cependant les reconstructions
montrent que les queues N-terminale de HS et H2B, passent entre les deux boucles d’ADN.
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quence palindromique d’ADN humain de 146 paires de bases, présentant une forte affinité
pour 'octamére d’histones. Les histones, quant a eux, sont issues du génie génétique. Les
derniéres mesures de diffraction [118] résolues a 1,9 A, révelent des détails aussi précis que
les liaisons entre ADN et histones, ou encore les variations d’hélicité de '’ADN le long de
son axe lorsqu’il se trouve au contact des histones.

Le nucléosome est constitué d’une particule dite "de coeur", et de ’ADN, libre, entre
deux particules de cceur consécutives, dit "ADN de liaison", et de I’histone de liaison (Fig
. Les particules de coeur ressemblent & de petits cylindres, aux arétes aplaties, de 6 nm
de haut et de 11 nm de diamétre. Elles sont constituées de 146 bp s’enroulant en 1,65 tour
d’une hélice & pas gauche autour d’'un complexe de huit histones : 'octamére d’histones
(Fig . Cet enroulement a presque une symétrie axiale : le pseudo axe de symétrie de
loctameére est appelé "axe de la dyade".

L’octamére d’histones est composé de deux copies de chaque histone H3, H4, H2A,
H2B. Sa structure est tripartite : un tétrameére central constitué de quatre histones (deux
H3 et deux H4) est flanqué de part et d’autre de deux diméres H2A-H2B. Le pas moyen
de I’hélice décrite par la molécule d’ADN autour de 'octamére est de 2.8 nm. Les diméres
H2A-H2B sont remarquablement placés dans la continuité de I’hélice décrite.

Les queues des histones, non structurées, ne sont pas résolues par cette technique.
Elles jouent pourtant un role essentiel dans la stabilité du nucléosomes et méme a une
échelle au dessus, dans la stabilité de la fibre de 30 nm. Présentons maintenant la stabilité
du nucléosome, seul en solution.

NCP en solution, stabilité

Les interactions électrostatiques ont un réle prépondérant dans la complexation de
I’ADN avec I'octameére d’histone (cf. Alinsi, en faisant varier les conditions salines,
et donc les conditions d’écrantage, nous nous attendons a trouver des variations dans la
configuration de cette association, (Fig[L.12)). La cellule pourrait ainsi modifier la structure
locale de la chromatine. In wvivo, I'existence de gradient de concentration saline au sein
du noyau n’est encore qu’'une hypothése. En revanche, in vitro, I’é¢tude de la stabilité du
nucléosome en fonction de ces concentrations nous permet de récolter une information sur
la dynamique de celui-ci.

La stabilité de la NCP en solution dépend aussi d’autres paramétres : pH, température
[16], et méme de la concentration en chromatine elle-méme [I74][71]. Yager & al. ont fait
la synthése de nombreuses expériences sur le sujet [I74] et ont tracé un diagramme de
stabilité du NCP a 20°C, en fonction de la concentration saline et de la quantité en NCP.
Plus récemment, avec le méme jeu de paramétres, Khrapunov & al. [71], ont exploré
la stabilité des NCP par des techniques de fluorescence. Les résultats sont cohérents et
résumés dans la Fig (1.12).

La région 1 est la zone de stabilité des NCP complétes. Mais méme dans cette zone
loctameére d’histone seul, sans ADN, n’est pas stable en solution : Il se décompose en
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F1G. 1.12 — Diagramme de stabilité de la particule de coeur du nucléosome En abs-
cisse, Log de la concentration en sels monovalents. En ordonnée, Log de la concentration en ADN
contenu dans les NCP. Cette concentration est évaluée en mesurant la quantité d’ADN en solu-
tion par absorption de lumiere UV, a 260 nm. (1) Etat natif du nucléosome. (1E) A trés faible
concentration saline, en dessous de 1 mM en sels monovalents, le nucléosome est ouvert, les
dimeres H2A-H2B sont temporairement attachés au tétramere H3-HJ. (2)et(3) Dissociation par-
tielle du nucléosome : ’ADN et le tétramére H3-H) restent associés mais les diméres H2A-H2B
sont libérés dans la solution. (4) Vers 750mM et au-dela, le nucléosome est totalement dissocié,
en ADN d’une part, et tétrameére H3-H) et diméres H2A-H2B d’autre part. Adapté de [17])]
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un tétramere (deux H3 + deux H4) et deux diméres (H2A-H2B), stables séparement.
Outre les interactions entre les résidus des diméres et ceux des tétrameéres, c’est PTADN
lui méme qui stabilise la structure en NCP : octamére complet + ADN. Et ce n’est qu’a
plus haute concentration saline (& partir de 750 mM en sel monovalent) que 'octamére
complet d’histones est stabilisé, méme en 'absence d’ADN.

Et puis, a plus haute concentration saline encore, a 2M en sels monovalent, les histones
ne se voient plus, ils sont tous indépendants.

Revenons maintenant a la stabilité de la NCP. Un accroissement de la concentration
saline la déstabilise considérablement. Ce sont tout d’abord les diméres qui quittent la
NCP, laissant I’ADN associé avec les tétrameéres. Dans cette zone (2 et 3) il existe aussi
des octameéres complets qui ne sont pas associés avec les molécules d’ADN. A concen-
tration saline encore plus élevée, au dessus de 750 mM en sels monovalents, les seules
particules stables sont 'ADN, les diméres et les tétraméres et éventuellement des octa-
méres. 'écrantage est tellement important, la longueur de Debye si petite (Lp < 1 nm),
que ces particules ne se voient méme pas.

Cette dissociation des NCP avec une concentration saline croissante est d’ailleurs
largement mise & profit pour reconstituer des NCP artificiellement, a partir d’ADN et
d’histones. Ces techniques de dialyse sont répandues et c¢’est ainsi que nous reconstituons
certaines fibres de chromatine que nous utilisons ensuite dans nos expériences d’étirement
(cf222)

A concentration saline trés faibles (<1 mM), les NCP adoptent une conformation
ouverte, dite "relachée", par opposition a ’état compact de la zone 1.

A concentration saline fixée, la variation de concentration en NCP peut elle aussi faire
varier la stabilité des NCP : a une concentration saline physiologique en sels monovalents
autour de 150 mM, il est possible de passer de la zone 1, ot la NCP est stable, a la zone
2, ou la NCP est partiellement décomposée. Pour cela, il suffit de diluer ’échantillon ;
cet effet peut poser quelques problémes d’interprétations des résultats d’expériences en
molécules uniques sur la chromatine.

Histone de liaison, nucléofilament

Un autre acteur important pour la stabilité du nucléosome et la régulation génétique
pourrait étre I’histone de liaison.

Histone de liaison La cinquiéme histone est I’histone dite "de liaison". Cette histone
participe au premier niveau de compaction de 'ADN au sein de la chromatine. La sé-
quence de cette histone est beaucoup moins conservée que celle des histones de cceur.
Plusieurs variants de cette histone, en proportions comparables, peuvent co-exister au
sein d’'un méme organisme [I53]. Certains de ces variants, si ils ont une séquence légére-
ment différente de la séquence originale, sont toutefois difficiles a séparer par les méthodes
classiques d’électrophorése. Ceux-ci sont nommés variants somatiques.



1.2. L’ADN DANS SON MILIEU NATUREL 15

Pour ’espéce humaine, I’histone de liaison principale porte le sigle H1. Il existe plu-
sieurs variants somatiques de H1 : par exemple H1%, Hla, b, c... Ces variants différent
peu les uns des autres, et peuvent souvent se substituer mutuellement [I5]. Néanmoins
I’hétérogénéité de leur distribution en fonction du type cellulaire considéré est source
d’interrogations.

Il existe des variants dont les différences de séquence nucléotidiques sont plus impor-
tantes. Ces variants portent un autre sigle. Par exemple chez les volatiles comme le poulet,
dont nous avons étudié la chromatine, le variant de type H5 est trés présent, en quantité
deux fois plus importante que ’histone H1.

Dans les ceufs de Xenopus Laevis, batracien, la protéine B4 semble remplacer les
histones de liaison. Nous avons aussi travaillé avec des fibres de chromatine.

H1 : Structure, positionnement Les histones de liaison, méme si elles ont une sé-
quence d’aa variable, ont structure commune : une partie globulaire [117] encadrée par
deux queues, N- et C-terminales, riches en résidus lysine et arginine, donc chargées po-
sitivement en solution. L’extrémité C-terminale est environ trois fois plus longue que
la partie N-terminale : une centaine d’aa contre une trentaine d’aa (92 contre 30, chez
la truite par exemple [I53]). On trouve aussi sur la queue C-terminale quelques résidus
thréonine susceptibles d’étre phosphorylés (Fig[1.13)).

\ 0
kinase +
+ ATP T + ADP + H
Résidus serine, @]
threonine, \/

ou tyrosine

F1G. 1.13 — Schéma de la réaction de phosphorylation. Cette réaction est catalysée par
une enzyme appartenant & la classe des kinases.

Il est communément admis que la partie globulaire se place au site d’entrée/sortie de
I’ADN du nucléosome. En revanche, nous ne savons pas encore exactement comment se
positionne cette histone vis-a-vis de la NCP [116][167]|[23] : son orientation exacte ainsi
que ses sites de fixation ne sont pas encore bien définis. En effet, contrairement a la
particule de cceur, personne n’a encore pu cristalliser un tel complexe et donc obtenir des
informations structurales trés précises.

La queue C-terminale riche en résidus chargés positivement semble stabiliser une struc-
ture en forme de doigt a la sortie du nucléosome [20)] : elle maintient & proximité les brins
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d’ADN entrant et sortant du nucléosome, (Fig qui sans cela, auraient tendance a
s’écarter 'un de l'autre par répulsion électrostatique. D’autre part, cette extrémité C-
terminale de H1, en association dans un autre complexe, n’apparait pas structurée dans
les clichés de diffraction aux rayons X [I17], ce n’est peut-étre pas complétement le cas une
fois qu’elle entre en interaction avec ’ADN & la sortie de la NCP. C’est ce que suggérent
les expériences de substitution de résidus, suivies d’une étude cinétique de l’affinité de
’histone de liaison pour la NCP : la simple substitution d’un aa en particulier (Thr 152),
si elle ne modifie pas la charge globale portée par la queue C-terminale, réduit malgré
tout considérablement ’affinité de 1’histone H1.1 pour la NCP. Malgré une relativement
grande variabilité, la séquence nucléotidique de la queue C-terminale lui permet peut-étre,
de s’ajuster au mieux avec ’ADN, ou ses sillons [65].

Role Du fait de sa grande variabilité (comparée a celle des histones de coeur [153]),
I’hypothése selon laquelle cette histone puisse ne pas étre indispensable a la survie d’un
organisme semblait raisonnable [I4][167], et dans ce cas son role paraissait mineur. Pour-
tant, en-decd d’un certain seuil, la faible expression des divers variants de I’histones de
liaisons sont léthales; C’est ce qu’ont montré récemment des expériences menées sur des
organismes "knock-out" [53], c’est & dire des organismes dont on a retiré le(s) géne(s)
codant pour la protéine qui nous intéresse.

Cette histone semble avoir un role dans la régulation de I'expression génétique. Une
hypothése plausible serait que H1, en se positionnant a la sortie de la NCP, fige un temps
la structure du nucléosome. En stabilisant ainsi I’édifice, il contribue a diminuer consi-
dérablement le temps d’accés de ’ADN nucléosomal a la RNA polymérase par exemple.
D’autre part, aucun lien entre ce role régulateur et les propriétés structurantes de I’histone
de liaison (cf n’est encore clairement établit [161].

La structure réguliére en fibre de 30 nm (favorisée par la présence de ’histone de liaison,
cf le prochain paragraphe) adoptée par la fibre de chromatine pourrait n’étre en fait qu’un
effet secondaire sans importance cruciale pour la survie de la cellule : Le role essentiel de
I’histone de liaison étant d’inhiber ou tout du moins de réduire, la transcription. Cette
idée est née de 'observation d’une corrélation entre regain d’activité de transcription et
pauvreté en histone de liaison de la chromatine transcrite [168][145].

De plus, I'histone H1 est beaucoup plus mobile que les histones de cceur [105][87],
constatation qui tend & confirmer I'hypothése que H1 n’est pas une colle qui ferme le
nucléosome mais plutot un agent qui déplacerait 1’équilibre entre nucléosome ouvert et
nucléosome fermé, régulant ’accessibilité de ’ADN nucléosomal a la machinerie de trans-
cription par exemple.

Fibre de 30 nm

A faible concentration saline, autour de 10 mM NaCl, et en ’absence de I'histone de
liaison, la chromatine ressemble & un collier de perles. Avec I'histone de liaison, cette der-
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niére adopte une structure tri-dimensionnelle en forme de zig-zag (Fig[L.14p)), [144][171][20],
(£ [LZD).

En augmentant la concentration saline (diminution de la longueur de Debye), le col-
lier de perles se replie sur lui-méme. Autour de 80 mM NaCl, il prend I'aspect d’un
cylindre, large d’environ 30 nm, constitué de nucléosomes (Fig [L.14[1)). Ces fibres de 30
nm, obtenues in wvitro, n’ont pas été clairement identifiées in vivo. Elles sont cependant
fort semblables aux boucles de chromatine observées dans le noyau cellulaire. C’est aussi
parce que la chromatine se trouve sous cette forme dans les conditions salines physiolo-
giques in vitro, autour de 150 mM sels monovalents, que la compréhension de sa structure
fait 'objet de nombreuses études.

Les histones, aussi bien de coeur que de liaison, jouent un role important dans le
repliement de la fibre sur elle-méme. En ’absence de I’histone de liaison, cette fibre est
trés peu ordonnée [I53|[144]. Par contre, avec ’histone de liaison, elle apparait beaucoup
plus réguliére.

Pour les histones de cceur, ce sont principalement leurs queues non structurées qui
semblent indispensables pour un bon repliement [99][22][48]. A faible concentration io-
nique (10mM NaCl), les queues sont adsorbées sur ’ADN nucléosomal mais en solution
saline physiologique, la longueur de Debye est suffisamment faible (~ 1 nm) pour que
les queues s’étendent dans le milieu. Elles pourraient ainsi favoriser une interaction entre
nucléosomes, importante pour maintenir I'architecture de I’édifice.

Quelques modéles ont proposé un agencement des nucléosomes dans une telle fibre (Fig
. La plupart des études concluent a une structure en hélice avec 6 a 8 nucléosomes
par tour [56][166], mais 'arrangement final des nucléosomes est trés variable selon les
modéles.

Le premier modéle a été proposé en 1976 par Finch J. & coll. [56] (voir aussi [144]
[162]) 11 s’agit du modéle solénoidal (Fig[L.15]A) : continuant avec 'idée d’hélice, ce modéle
propose un enroulement hélicoidal des nucléosomes en une fibre de 30 nm. Chaque tour
serait constitué de six nucléosomes. Dans ce modéle, les nucléosomes successifs sont voisins
directs. L’ADN de liaison est donc courbé, dans la continuation du trajet imposé & ’ADN
nucléosomal [56][103].

Le cotit énergétique, lié a cette courbure de I’ ADN de liaison, est prohibitif. Méme
si ¢’est I'histone de liaison qui est recruté pour courber ’ADN, les données portant sur
Porientation de ’ADN 4 la sortie du nucléosome, et sur la formation d’'une structure en
forme de doigt ne vont pas dans le sens de modéles solénoidaux [20]. Suite & ces considé-
rations énergétiques et a I'interprétation de nombreux clichés de microscopie électronique,
d’autres modeles ont été proposés : modeéle & deux hélices (Fig B) [171] ou encore
le modéle croisé plus connu sous son acronyme anglais de "cross linked model" (Fig
C), [166] [66] [85][20][I70]. La structure 3D en zig-zag a faible concentration saline semble
étre précurseur de la structure de la fibre de 30 nm [19]. En augmentant la concentration
saline, la structure en zig-zag se replie sur elle-méme, alors que la structure en forme de
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F1G. 1.14 — Repliement de la fibre de chromatine avec la concentration en sels mo-
novalents. Clichés de cryo-microscopie électronique : pour a, b, c et d, respectivement, 5, 10,

20 et 45 mM. Adapté de [20)].
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doigt en sortie de nucléosome est conservée. Ainsi, deux nucléosomes successifs ne sont
plus voisins directs dans la fibre de 30 nm.

Si c’est le modéle "cross linked" qui avait plus les faveurs de la littérature derniérement,
le débat a encore été relancé tout récemment. Des clichés de microscopie électronique
portant sur deux types de chromatine différentes ont été interprétés en faveur soit du
modéle solenoidal [69] soit du modeéle "cross linked" [49].

F1G. 1.15 — Modéles de la structure de la fibre de 30 nm. En haut, vue de coté de la fibre,
en bas, vue selon 'axe. L’ADN de liaison est en jaune et I’ADN entourant les octaméres en rose.
On repére par n le ni®™° nucléosome et n+1 le suiwant (pas nécessairement voisin direct dans

lespace). A Modéle solénoidal [56/[162]. B Modéle o deuz hélices enroulées [171]. C Modéle a
hélices croisées [166]]. Selon les modéles I’ADN de liaison est courbé (A) ou conserve sa rigidité
B et C, ce qui est plus favorable énergétiquement. D’aprés [48].

Au-dela du collier de perles

Les niveaux d’organisation supérieurs au-dela de la fibre de 30 nm sont encore moins
connus. La densité en matériel dans le noyau est trés importante, il est couramment
admis que la concentration moyenne d’ADN varie entre 50 et 250 mg/ml selon I’endroit
du noyau. Si les petites structures comme le nucléosome ont pu étre résolues au nm avec
des techniques classiques de microscopie électronique, il en va autrement pour les niveaux
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d’organisation supérieurs, sensibles aux traitements infligés qui sont trés corrosifs pouvant
ainsi conduire & des erreurs d’interprétations.

Pour sa part, la microscopie optique ne posséde pas la résolution suffisante pour ré-
soudre ces structures, et la densité en matériel y est telle qu’il n’est possible d’en visualiser
seulement ’enveloppe. Mais elle a tout de méme mis en évidence que la chromatine in-
terphasique est organisée en territoires chromosomiques [41][134], modifiables selon les
besoins de la cellule : il a méme été montré trés récemment que deux génes qui doivent
étre co-exprimés alors qu’il sont portés par deux chromosomes différents et se trouvent
initialement dans deux zones différentes du noyau, peuvent étre amenés au voisinage I'un
de T'autre en vue de cette co-expression [I35]. C’est I'une des premiéres preuves expéri-
mentales d’une sorte de communication inter-chromosomal dans le cadre de la régulation
de I'expression génétique.

1.2.2 Variants d’histones de cceur et modifications chimiques

Ainsi, la chromatine apparait comme un milieu dense, ol les histones auraient essen-
tiellement un role de compaction de 'ADN. Pourtant, c’est dans ce milieu, a partir de
la lecture de ’ADN, que sont produites toutes les protéines nécessaires a la survie de la
cellule. C’est dans le noyau que se trouve 'information génétique qui, pour étre utile, doit
étre sans cesse partiellement lue. C’est donc un milieu trés actif.

On distingue essentiellement deux zones ou deux types de chromatine dans le noyau :
L’hétérochromatine, dense et compactée ; et '’euchromatine moins dense. La corrélation
entre la densité de la chromatine dans le noyau et I'activité de transcription a été établie
et les histones n’ont plus été considérées comme de simples agents de compaction : L’idée
que celles-ci pouvaient aussi participer a la régulation de ’expression des génes émergeait.

Les génes se situant dans les zones les plus compactes (hétérochromatine), inaccessibles
a I’ ARN polymérase entre autre, sont peu ou pas exprimés; alors que les autres ont
une activité de transcription plus développée. D’autres particularités soulignent I'aspect
régulateur de la chromatine. C’est le cas de modifications chimiques qui affectent le plus
souvent des résidus des queues N-terminale non structurées des histones; ou encore du
remplacement d’un type d’histone par I'un de ses variants. Dans la plupart de ces cas, ces
changements sont corrélés avec un événement ayant rapport avec une activation ou une
répression de I'expression génétique.

Nous présentons dans la suite quelques-unes de ces modifications. Elles pourraient étre
impliquées dans la stabilité de la chromatine : Nous avons donc voulu le tester avec notre
dispositif. En effet un des buts principaux de nos expériences est de sonder directement,
mécaniquement, la stabilité d’un nucléosome : qu’il soit modifié chimiquement ou constitué
avec des variants d’histones. Nous détaillerons ces différents nucléosomes et expliquerons
dans quelle mesure la réponse d’un nucléosome & un stress mécanique peut varier, et quels
en sont les intéréts dans le cadre de la régulation génétique.
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Variants d’histones ce coeur

Comme pour 'histone de liaison, il peut coexister plusieurs variants d’une histone de
ceeur donnée. La plupart de ces variants ont une séquence proche de I’histone (variants
dites homomorphes’). Méme si ces petites modifications peuvent elles aussi jouer un role
dans la régulation de 'expression génétique (cela semble étre le cas pour la variante H3.3
de Phistone H3 [72], par exemple). Nous n’y porterons pas attention.

Il existe d’autres variants d’histones, (variants hétéromorphes), reconnaissables par
leur différence de migration en électrophorése sur gel de poly-acrylamide. Parce que la
séquence de ces variants différe fortement de celle de I'histone correspondant, on les soup-
conne d’avoir un role structural et fonctionnel prononcé et spécifique. Le nombre et la
nature des variants dépend de l'organisme, mais aussi du tissu et méme de la zone du
noyau considéré.

Une intense activité de recherche, a montré I'implication de ces variants dans divers
processus cellulaire. De bonnes lectures concernant ce champ d’activité sont entre autre
[153][I5][72]. Nous exposons briévement dans ce qui suit le role attribué aux variants
H2ABbd et MacroH2A avec lesquels nous avons travaillé, dans le but de sonder les diffé-
rences de propriétés élastiques des fibres reconstituées avec ces variants.

H2ABbd & MacroH2A H2ABbd est le dernier des variants identifié de I’histone
H2A. "Bbd" sont les initiales du terme anglais "Barr body deficient", en référence a
sa faible présence dans le chromosome X inactif des femelles de vertébrés. Des études
de colocalisation par fluorescence révélent sa présence dans des zones ou ’histone H4
est acétylée [15]. Ce dernier événement est aussi corrélé avec un regain d’activité de
transcription. Le fait que les parties N- et C-terminales de H2ABbd soient tronquées tend
a confirmer ’hypothése d’une diminution de la stabilité du nucléosome, favorisant aussi
le passage de ’ARN polymérase et donc la transcription. Des mesures de mobilité in-vivo
avec des techniques de fluorescence (FRAP) confirme que le nucléosome composé avec
H2ABbd est moins stable [60].

Comme son nom l'indique, MacroH2A est une variante volumineuse de ’histone H2A.
Son poids moléculaire est beaucoup plus grand : 42 kD, contre 13.9 kD pour H2A. L’es-
sentiel de ce surplus est contenu dans la partie C-terminale, la queue N-terminale étant
peu modifiée. Contrairement a la variante H2ABbd, cette histone est trés présente dans le
chromosome X silencieux des femelles de vertébrés : on le soupconne donc de contribuer
a cette mise sous silence [40).

Modifications chimiques

Parmi les nombreuses modifications chimiques, qui affectent essentiellement les ex-
trémités N-terminale non structurées des histones Fig nous allons présenter plus
particuliéerement 'acétylation de la chromatine et ses conséquences supposées.
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Avec le microscope électronique, il ne semble pas y avoir de grandes différences structu-
rales entre la chromatine non acétylée et la chromatine hyperacétylée. Les clichés donnent
une image statique des fibres de chromatine ; la différence réside trés certainement dans
les propriétés mécaniques de ces fibres. Cette hypothése est une des motivation de notre
étude des propriétés élastiques de la chromatine hyperacétylée. Pour des problémes liés
a la préparation de cette chromatine, nous n’avons hélas pas encore réussi a l'isoler dans
notre cellule d’expérimentation.

i = acetylation
=== ubiquitilation
==m= methylation

» ==== phosphorylation

120
Ub
P
Ac H2A
,r\c/E / 1

p

Fi1G. 1.16 — Principales modifications chimiques affectant les queues des histones. I
existe quatre principales modifications, acétylation (jaune), phosphorylation (bleu clair), ubiqui-
tination (vert) et méthylation (bleu foncé). Les acides aminés affectés et connus a ce jour sont
repérés par leur nom et leur position le long de la queue. Adapté de [55)]

Acétylation L’acétylation consiste a substituer un groupement -NH7 (forme acide de
-NHs, en solution physiologique) par un groupement neutre en solution : -NH-CO-CHs,
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(Fig [L.17). Cette transformation chimique affecte les résidus lysines des extrémités N-
terminales des histones (Fig . Selon I’endroit ou elle se produit, 'acétylation peut
étre réversible ou non. Deux grandes classes de protéines régulent cette réaction sur les
résidus lysines : les "histones acétylases" et les "histones désacétylases" [34].

CHs

Lysine 1o

|

il v

':l:H2 acetylation ':l:H2

cl:H2 HAT cl:H2

CH2 h CH2

cl:H2 Deacétylation cl:H2

L HDac Ly,
\E/ﬁ\%/ \E/ﬁ\gf

F1G. 1.17 — Equilibre acétylation/désacétylation. L acétylation d’un résidu lysine est réa-
lisée par une classe de protéines appelées "histone acétyl-tranférase” (HAT). Les protéines effec-
tuant la réaction inverse sont les "histones désacétylase” (HDac)

[’acétylation ou la desacétylation ont lieu en permanence dans le noyau des cellules en
activité : méme si son role exacte n’est pas encore bien compris, I’acétylation est impliquée
dans la régulation de I'expression génétique : ainsi, elle est entre autre corrélée avec un
regain de Pactivité de transcription [I5I] [169]. Elle semblerait aussi jouer un role dans la
spermatogénése, lorsque les histones sont remplacées par les protamines, a la suite d’une
acétylation de grande ampleur des histones (cf [153]).

Le remplacement d’un groupe chargé positivement par un autre, neutre, réduit proba-
blement les interactions stabilisantes entre PADN et les histones. La configuration de la
chromatine est alors plus ouverte [I5], un peu plus souple [I50]. Le temps d’accés a ’ADN
nucléosomal pour la machinerie de transcription est accru i.e. la probabilité de reconnais-
sance d’un site promoteur, par exemple, est ainsi augmenté. Cette hypothése cadre bien
avec la corrélation entre acétylation et regain de ’activité de transcription mais elle est
encore sujette a controverse.

Une autre hypothése serait que ces acétylations spécifiques (ne touchant que quelques
résidus précis) sont des signaux pour recruter d’autres protéines, ou complexes de pro-
téines comme des facteurs de remodelage de la chromatine. Les modifications structurales
des queues des histones (début d’hélice o), engendrées par 'acétylation, augmenteraient
I’affinité entre cette partie de la queue modifiée et une autre protéine, par exemple un
facteur de remodelage de la chromatine. Le temps de résidence de celui-ci prés du nucléo-
some augmente, comme la probabilité de remodelage du nucléosome par ce complexe. Ces
deux effets jouent certainement de concert in vivo.
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Méthylation, ubiquitilation : vers un "code histone" ? La méthylation, la phos-
phorylation (Fig[L.13)), I'ubiquitilation et ’ADP-rybosylation sont d’autres transforma-
tions chimiques portant sur les résidus des queues N-terminales des histones. A chacune de
ces transformations est associé un jeu d’enzymes spécifiques qui régulent selon le contexte
(type cellulaire, phase du cycle cellulaire, transcription, duplication...) 'ampleur de ces
modifications. Celles-ci sont pour la plupart réversibles. Néanmoins, concernant la mé-
thylation, des protéines "méthylases" (catalysant la méthylation) ont été identifiées, mais
une seule enzyme de type "déméthylase" (spécifique a la lysine) a été rencontrée jusqu’a
ce jour, et ce, trés récemment [130)].

Pour chacune de ces transformations, de multiples corrélations avec d’autres para-
métres biologiques ont été clairement établies. Ces modifications chimiques s’affectent
aussi 'une 'autre, de telle sorte que nous ne disposons pour l'instant que d’une vision
trés partielle de ’ensemble de la dynamique de la chromatine : Ces influences entre modifi-
cations peuvent avoir lieu dans le voisinage I'une de I'autre. (La phosphorylation d’un site
peut promouvoir I'acétylation d’un site voisin [I37]). Mais ces interférences peuvent aussi
s’établir entre modifications portant sur des extrémités N-terminales de deux histones
différentes [50)].

Dés la premiére découverte de ces modifications chimiques des histones, au début des
années soixante (voir [I53]), est née I'idée d’un "code histone". Un jeu de transformations
pourrait coder pour le recrutement de telle ou telle protéine, ou facteur de remodelage,
enclenchant toute une cascade controlée d’événements.

Néanmoins les aspects purement physiques ne sont pas a écarter. En plus du recrute-
ment de telle ou telle protéine, une modification chimique ou une histone variant peut de
fagon concomittante (dé)stabiliser la structure du nucléosome, facilitant d’autant les ré-
actions. Toute la régulation génétique semble s’établir sur ces modifications relativement
simples, peu cotiteuse en énergie, et capable de déplacer considérablement un équilibre
chimique en conjuguant deux effets : un effet chimique (signaux de recrutement) et un
effet plus mécanique jouant sur le temps d’accessibilité de ’ADN nucléosomal.

En tenant compte de 'ensemble de ces paramétres, la chromatine apparait comme une
structure définie et trés dynamique, dont I’évolution ne doit rien au hasard, une mécanique
bien huilée par des millions d’années d’évolution. L’étude de ces modifications chimiques
est d’autant plus passionnante qu’elles semblent étre impliquées dans la transmission de
caractéres par des processus épigénétiques.

1.3 Expérience de mécanique sur molécule unique

Les expériences de type "molécule unique", courantes aujourd’hui, permettent d’aller
sonder directement les propriétés d'un assemblage moléculaire individuel. Il est désormais
possible d’aller mesurer les forces exercées par un moteur moléculaire (myosine, kinésine,
ARN polymérase...) en déplacement sur son substrat, le frottement entre une topoiso-
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mérase et 'ADN, ou méme de suivre le fonctionnement du moteur pas a pas qu’est la
F1-ATPase [109][121].

Ce type d’expérience apporte une information nouvelle : plutét qu’une information
d’ensemble, moyennée, nous recueillons une information sur un systéme individuel. Dans
le contexte de la chromatine, ce type d’expérience rend envisageable de quantifier I’énergie
mise en jeu pour associer ADN et octamére d’histones, ainsi que les variations de cette
énergie avec les modifications rencontrées dans le noyau cellulaire. C’est aussi avec de tel
outil qu’il est possible de sonder les propriétés dynamiques du nucléosome.

1.3.1 Energie, force et temps

Dans ce qui suit, il est question de donner un ordre de grandeur des forces et énergies
mises en jeu a I’échelle de la molécule unique, ordre de grandeur qu’il faut avoir a 'esprit
pour concevoir des expériences ayant une sensibilité suffisante. Puis nous expliquerons
briévement comment il est possible d’extraire des informations sur le paysage énergétique
a I’équilibre d’une association de molécules, a partir des données issues des étirements qui,
le plus généralement, poussent cette association hors de I’équilibre thermodynamique.

Energies et forces mises en jeu

Entropie En imposant la position des extrémités d’'un polymére modéle, méme si il est
infiniment souple, il faut exercer une force pour éloigner ces extrémités, car il faut réduire
I’entropie de la chaine. C’est contre ce terme entropique dominant, qu’il faut lutter lorsque
nous tirons sur une molécule d’ADN. Nous pouvons avoir un ordre de grandeur de la force
en considérant un modéle trés simple de la molécule d’ADN qui ne tient pas compte de
sa structure atomique. La molécule est assimilée & une corde flexible de section S et de
module d’Young Y. Dans ce cas le module de courbure, B, est :

B=YS (1.3.1)

Sous 'effet des fluctuations thermiques, 'ADN tend a se courber, et ce, sur une lon-
gueur caractéristique L, appelée longueur de persistance. Cette longueur met en rapport
Ientropie et le module de courbure de 'ADN qui caractérise sa résistance a la courbure :

B

L,=—
P %y T

(1.3.2)

Dans des conditions salines physiologiques, la longueur de persistance de I’ADN est de
50 nm. Effectivement, en tirant sur les extrémités de ce polymere nous réduisons ses degrés
de liberté et donc son entropie. Cela a un coiit : la force qu’il faut exercer. L’amplitude
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de la force d’origine entropique contre laquelle il faut lutter pour étirer notablement la
molécule est de :

kyT
Fontropique = —— o< 0.1 pN (1.3.3)
Lp
Ainsi, plus un polymeére est rigide (L, grande, donc B grand) moins il faut lutter
contre ’entropie pour I'étirer.

Liaisons Nous donnons ici quelques ordres de grandeurs des énergies d’interactions
rencontrées en biologie et nous les recadrons avec notre centre d’intérét : le nucléosome.
Ce ne sont que des ordres de grandeur d’énergie et non d’énergie libre : ils ne tiennent pas
compte des fluctuations thermiques, qui favorisent le passage des barriéres de potentiel.

Ce qui marque le plus le physicien en considérant le nucléosome, c’est de constater
a quel point PADN, enroulé autour de 'octamére d’histones, peut étre courbé : 'ADN
nucléosomal fait presque deux tours complet, soit 47 radians sur une longueur de 50 nm qui
est sa longueur de persistance moyenne en solution physiologique. La compréhension de
ces interactions ADN-histones dans le contexte de la transcription permettrait d’expliquer
comment la lecture de ’ADN nucléosomal par la machinerie de transcription est possible
et si efficace. Nous y reviendrons a plusieurs reprises.

Liaisons covalentes Une liaison covalente est typiquement d’une longueur de 1 A.
L’ordre de grandeur de ’énergie stockée dans une liaison de ce type est 50 kgT ~ 200 pN
nm (1 kgT ~ 4 pNnm). Ainsi, une borne supérieure de la force a fournir pour casser une
liaison covalente est de 200 pN

Pour les fibres de chromatine nous ne rencontrons pas de liaisons aussi solides entre
I’ADN et les histones. Une telle solidité n’est pas envisageable pour des édifices molécu-
laires sans cesse remodelés. A accessibilité égale de 'ADN, le cotit énergétique de rupture
d’une telle liaison est prohibitif. Ce sont les interactions électrostatiques et de types Van
der Waals, moins fortes individuellement qu’une liaison covalente, qui controlent la com-
plexation de ’ADN par les octaméres d’histones.

Electrostatique Outre 'ajustement structural entre 'ADN et 'octamére d’histone
(cf , I’électrostatique régule la plupart des interactions non spécifiques entre ’ADN
et les histones, et plus généralement entre ADN et les protéines qui interagissent avec
lui [138].

La complexation de 'ADN par des macro-ions est pilotée par un phénoméne intri-
guant : la libération de contre-ions [102][28][129]. En solution saline, un nuage de petits
contre-ions cationiques est condensé sur ADN chargé négativement. Lorsque la com-
plexation avec un macro-ion intervient, I’énergie libre du systéme est alors essentiellement
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dominée par un terme entropique croissant lié au relargage dans la solution de ces contre-
ions. Ce phénomeéne peut expliquer la stabilité du nucléosome conjuguée avec 1’accessibi-
lité de PADN nucléosomal. Nous ferons appel a cet effet pour interpréter certaines de nos

données (cf[5.3.1).
N
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F1G. 1.18 — Interactions ADN-histones. Les interactions du squelette phosphaté de I’ADN
avec les histones (méme code de couleur que pour la figure sont représentées selon le code
suwant : les carrés et les cercles représentent les liaisons hydrogénes, les triangles figurent les
liaisons de type hydrophobes. En haut, le "facteur B" des phosphates du squelette de I’ADN
nucléosomal. Le facteur B décrit combien [’agitation thermique d’un groupe d’atomes perturbe le
signal de diffraction. Plus ce facteur est grand moins le groupe d’atome participe au signal de
diffraction. Ceci permet de discerner les zones de liaisons entre I’ADN et [’'octameére : ce sont les
zones ot le facteur B est le plus petit. La position le long de ’ADN nucléosoma est repérée soit
par le numéro de la bp soit par le SHL (Super heliz location) c’est a dire la topologie de la double
hélice d’ADN nucléosomal. La position zéro est prise au niveau de l'aze de la dyade. D’aprés [96]

Interactions type Van der Waals La résolution de la NCP aux rayons X permet
d’avoir un meilleur apercu de la nature des interactions spécifiques ADN-histones de type
Van der Waals, ainsi que de leurs positions. Les résultats évoqués dans [96] sont propres a
une séquence particuliére d’ADN qui se préte bien aux techniques de cristallisation, mais
ils se généralisent a la plupart des séquences d’ADN.

Ces interactions entre résidus (histones) et squelette de phosphodiester (ADN) s’éta-
blissent toutes les dix paires de bases environ, pour la majeure partie au niveau du petit
sillon de ’ADN, lorsque le squelette de phosphodiester fait directement face aux histones.
On peut dénombrer au total 14 sites d’ancrage le long du chemin décrit par ’ADN autour
de l'octameére [96][44].

Pour permettre un meilleur ajustement aux sites de liaisons, le pas de la double hélice
est sensiblement modifié au sein du nucléosome : Pas de 10.2 tours dans le nucléosome
contre 10.5 tours en moyenne en solution. Ceci confirme les résultats de biologie molécu-
laire obtenu par digestion de ’ADN exposé (ADN qui n’est pas en contact direct avec les
histones) avec 1’enzyme DNase 1 [153].
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Notion de taux de charge

Les liaisons non covalentes jouent un role majeur en biologie, autorisant toutes sortes
de liaisons réversibles, comme celle d'une enzyme avec son ligand par exemple. La "colle
moléculaire", biotine-streptavidine, que nous utilisons pour attacher les fragments d’ADN
a nos billes est un exemple remarquable d’assemblage par liaisons non-covalentes multiples.
Il faut exercer une force d’environ 160 pN pour pouvoir séparer les deux molécules [58].
A Popposé, prés de I’équilibre thermodynamique, il ne faudrait qu’une force d’environ 2-3
pN pour pouvoir libérer ’ADN nucléosomal de 'octamére d’histones|[113]. Cependant ce
ne sont que des estimations & partir de résultats d’expériences de calorimétrie, dont les
limites ont été montré par la suite.

Au sein méme du nucléosome, qui doit étre a la fois stable mais facilement modulable,
nous ne rencontrons que des liaisons non covalentes entre ’ADN et 'octamére d’histones.
L’énergie d’adhésion qui est mise en jeu au niveau de chaque point d’ancrage est de
quelques kT (~ 2 kgT). Sachant que 1 kgT < 4 pN nm, la gamme d’énergie pour
casser de multiples liaisons de cette nature s’étend de quelques pN a une centaine de
pN. A I’équilibre thermodynamique, ces liaisons s’établissent et se cassent au gré des
fluctuations thermiques. Un équilibre entre état lié et état partiellement dissocié s’établit.
La compréhension de la rupture de telles liaisons lors d’expériences sur molécule unique
n’est envisageable qu’en maitrisant les relations entre force, temps de vie et chimie &
I’échelle moléculaire.

Kramers a développé dans les années quarante une théorie des processus stochastiques
reliant le temps de vie et la force extérieure pour décrire ’activation cinétique de réactions
chimiques [76]. Pour passer d’un état lié (dans un puits de potentiel) a un état non lié,
le systéme explore aléatoirement le paysage énergétique, préférant franchir les barriéres
énergétique (ou les cols, s’il y a plusieurs dimensions) les moins élevées. Le taux de passage,
k, d'une barriére énergétique d’amplitude Eg séparant I'état lié de I'état dissocié est décrit
par :

By (F)

k= koe 5T = el BoE), (1.3.4)

Ou ko dépend des caractéristiques du paysage énergétique, notamment les courbures
au niveau des puits et des cols, et la distance entre ces derniers; et 3 = ks+T En appliquant
une force externe a ce systéme, nous modifions le paysage énergétique initial en abaissant
les barriéres de potentiel a franchir (Fig[1.19). Ceci semble donc favoriser les transitions
entres états. Mais ceci n’est valable qu’a I’équilibre thermodynamique, donc si le systéme, a
le temps de percevoir ce changement dans le paysage énergétique et donc si les fluctuations
ont le temps d’explorer le paysage.

Sinon il faut décrire la dynamique de ’ensemble et prendre en compte le paramétre
temps. Celui-ci intervient a travers la vitesse avec laquelle la force est appliquée, dF /dt
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autrement dit le taux de charge imposé au systéme. Si la force est appliquée trop rapide-
ment, c’est & dire dans un temps plus court que le temps typique de relaxation de I’édifice
moléculaire contraint (79 = 1/kg) alors la liaison résiste. Comme (dF/dt)™! n’a pas la
dimension d’un temps, la comparaison avec 7y n’est pas triviale.

Etat i Etat libre

o) V"

F faible

E (n.a.)

gl ! ) ” AN 1 F forte
EO0(x)-F(t4): ]

20 L]

Coordonnée de réaction, x (u.a.)

F1G. 1.19 — Modification d’une barriére énergétique en appliquant une force F(t)
croissante. Hypothéses simplificatrices, pour aboutir a l’expression de la force de rupture la plus
probable F* : (i) les positions des minimas et maximas de l’énergie ne varient pas avec F; (ii)
la distance z, reste constante; (iii) dans le cas de minimas énergélique intermédiaires, ’état
fondamental est supposé infiniment plus profond.

Dans les expériences en molécule unique, la notion de force de dépliement ou de rupture
ne prend ainsi de sens qu’au regard du taux de charge appliqué au systéme. Ce dernier peut
pourtant étre un atout pour étudier, justement, des barriéres énergétiques, a I’équilibre,
entre deux états.

En multipliant les expériences, en faisant varier le taux de charge, il est possible de
reporter sur un graphique la force de rupture la plus probable F*, en fonction du taux
de charge. Une barriére énergétique FEj, distante de x; est décalée par 'application d’une
force F (Fig[1.19). Elle est franchie avec un taux Kyuppure :

krupture(F) = kO(F)eﬂ(Eb_Fxb(F)) (135)
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En supposant que ni les positions relatives des extrémas du paysage énergétique (hy-
pothése de barriére abrupte), ni la courbure locale du potentiel autour de ces extrémas,
(hypothése de puits raide) ne varient avec F, alors 'équation précédente peut se réécrire :

krupture (F) = ke~ Fm) (1.3.6)

Dans nos expériences ou 'extension est imposée, la force varie avec le temps et la
probabilité de survivre (Pk,.,) dans I’état initial est donnée par :

dPsurv
dt

= _k’r‘upture(t)Psurv<t> (137)

soit en intégrant :

P = eld brupture(Flu)du (1.3.8)

Nous pouvons alors déterminer la force de rupture la plus probable, maximum de la
densité de probabilité n(t) = d(1 — Ps,(t))/dt. Cette force est différente de la force
moyenne pour laquelle il faudrait connaitre explicitement cette densité de probabilité.

On calcule F™* en écrivant :

dn(t) d*(1—P(t))
= =0, (1.3.9)

soit en reprenant l'expression de P(t) et en posant :

kyo = koe PFE, (1.3.10)

alors

d2e—Fop(®)

—— =0. (1.3.11)

ou encore en notant :

plt) = o du T =, (1.3.12)

soit :



1.3. EXPERIENCE DE MECANIQUE SUR MOLECULE UNIQUE 31

) g (1.3.13)

p/2 -

Dans les expériences, la relation entre la force appliquée et le temps est linéaire :
F =rt (ou r est le taux de charge c’est a dire la vitesse a laquelle la force est imposée au
systéme). En ce cas,

p= ef Jo du uxrxay 1/(Bayr) x (ePmrH=L, (1.3.14)
et F* dépend de
1 ﬁxbr) Eb
F*(ry=—1In + —, 1.3.15
1= 5t (T )+ 2 (1.3.15)

ou encore :

Fr) = ——in (1) PRI (ﬁm”ro) o (1.3.16)

ko T

Le facteur d’échelle est pris en général égal a vy — 1 pN s™1. Cette relation 1.3.14 est
basée sur des hypothéses simples (Fig. Elle est utile car elle relie linéairement la force
la plus probable de passage d’une barriére énergétique et le logarithme du taux de charge.
En estimant kg, il est possible de remonter a un ordre de grandeur sur la coordonnée
et surtout sur la hauteur de la barriére a I’équilibre thermodynamique FEj, avec un simple
ajustement linéaire dans le graphe expérimental de F* en fonction de In(r) (Fig[1.20).

Pour les cas simples avec une unique barriére énergétique & franchir, ou des barriéres
énergétiques bien distinctes, ce modéle est exploitable. C’est par exemple ce qu’ont pro-
posé Evans & al. lors de leur étude des affinités entre la biotine et la streptavidine [104]
(Fig . Pour les cas plus compliqués, il faut des théories plus élaborées (existence de
plusieurs minimas intermédiaires, ou une topologie du paysage énergétique offrant plu-
sieurs chemins possibles) [52][45][18][140].

Le passage d’un état libre & un état étiré ne peut pas se réduire au simple franchisse-
ment d’une unique barriére énergétique, mais cette dépendance de la force critique avec
le taux de charge donne un ordre de grandeur des barriéres a franchir : Cela porte le sigle
de DFS ou "Dynamic Force Spectroscopy".

1.3.2 Quelques dispositifs

Nous présentons ici quelques dispositifs experimentaux qui ont été utilisés pour son-
der les propriétés mécaniques d’une molécule unique d’ADN (Fig[1.21). Nous n’entrerons
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FiG. 1.20 — Mise en évidence expérimentale de plusieurs régime possible lors de
I’étirement puis de la rupture des liaisons biotine-streptavidine ou biotine avidine.
a Dans ces coordonnées, une droite est interprétée comme la présence d’une barriére énergétique
séparant deux états. Les ajustements linéaires par morceaux sur les données expérimentales sont
interprétés comme la signature de plusieurs barriéres énergétiques : chacune de ces barriéres ne
se révéle pas pour le méme taux de charge (b). Reproduit de [107)]

pas dans les détails de ces expériences sauf pour les pinces optiques, que nous utilisons,
indiquant simplement I'intérét de chaque montage ainsi que quelques ordres de grandeurs
des constantes de raideur ou de la gamme de forces accessibles. Nous mentionnons aussi
quelques solutions permettant d’appliquer un couple a une molécule ’ADN et éventuel-
lement une fibre de chromatine.

Principes communs

Pour les expériences sur molécule unique, que ce soit 'extension ou la force qui est
imposée, le capteur de force est assimilé & un petit solide en mouvement dans un fluide,
contraint par un ressort de raideur k, fixée. Dans 'approximation de ce puits de potentiel
harmonique, les petits déplacements, Ax, autour de la position d’équilibre sont simplement
reliés a la force subie par la relation F' = kAx. Ainsi dans ces expériences, des capteurs
de positions sensibles suffisent pour mesurer la force s’exercant sur la molécule. Cela
requiert au préalable (sauf pour les pinces magnétiques) une calibration du dispositif pour
connaitre k (en fonction de la puissance laser utilisée, dans le cas des pinces optiques).
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F1G. 1.21 — Quelques dispositifs utilisés en expérience de type molécule unique. Ils sont
employés pour appliquer une force et/ou un couple a une seule molécule ou complexe moléculaire.
a Microscope a force atomique b Dispositif a fibre, la détection est assurée par la déflexion d’une

fibre optique. ¢ Pince optique d Pince magnétique
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Dispositifs d’étirement

AFM (Fig (a)) Initialement congu pour faire de 'imagerie de surface avec une ré-
solution nanométrique, il s’applique aussi & la manipulation de molécule unique [120][119],
grace au développement de leviers trés souples et de techniques de travail en milieu aqueux.
L’ADN est attaché entre la pointe de ’AFM et la surface de verre ; on peut étirer la mo-
lécule mais pas la tourner. La force est estimée en mesurant la déflexion du levier avec
un faisceau laser se réfléchissant dessus et aboutissant sur une diode photosensible. La
résolution est de l'ordre du nm et les forces maximales appliquées peuvent facilement
atteindre plusieurs nN. Comme pour les dispositifs a fibres, le bruit thermique important
da a la taille du levier limite la résolution en force & quelques pN.

Dispositif a fibre (Fig (b)) L’ADN est attaché d’un coté a une fibre optique et
de lautre a une bille maintenue par une micro-pipette [38|[89] qui peut étre translatée
ou tournée pour appliquer un couple. La force exercée sur la molécule est mesurée en
observant la déflexion de la fibre optique dont les caractéristiques mécaniques ont été
préalablement établies. L’ordre de grandeur de la constante de raideur est de 107° N/m.
La résolution spatiale est de 10 nm mais le bruit sur la force limite la résolution a quelques
pN. Le couple n’est pas directement mesurable, sauf astuce expérimentale [29].

Dans le cas de la chromatine, Paffinité de celle-ci avec les surfaces (interactions non
spécifiques) limite 1'utilisation de I’AFM en tant que détecteur de force [I77]. Il est essen-
tiellement utilisé pour faire de la topographie de surface [85][179].

Pince optique

Historique (Fig (c)) L'utilisation d’un gradient de champ électrique a permis
de capturer et manipuler des atomes neutres ou des molécules dans le vide. Arthur Ashkin,
aux Bell Laboratories, a étendue cette technique a la capture de particules diélectriques de
taille micrométrique. Les premiers objets ainsi manipulés furent des micro-billes de plas-
tique plongées dans I'eau [IT][13]. Dans ce premier article, d’éventuelles applications en
biologie, notamment la manipulation de cellule individuelle, étaient déja envisagées. L’an-
née suivante, A. Ashkin & A. Dziedzic réalisérent la premiére expérience de manipulation
d’un objet biologique : de simples bactéries dans leur tampon [12].

Les pinces optiques sont désormais devenues un instrument courant, en biophysique ou
matiére molle : elles sont employées en tant que capteur de force, stimulateur mécanique,
piége ou transporteur par exemple. Puisqu’il s’agit de notre outil de travail, nous avons
un peu plus détaillé cette partie. Nous exposons ici le principe des pinces optiques. La
geométrie de la configuration la plus générale des pinces optiques est décrite dans la figure

.22
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F1G. 1.22 — Piégeage optique. La configuration la plus frequemment rencontrée met en ecuvre
un faisceau laser gaussien focalisé par un objectif 4 grande NA (NA>1.2); le plus souvent un
objectif a immersion huile ou eau. Au point focal, il est possible de piéger un objet diélectrique
de dimension micrométrique.

Laser

Régime de Rayleigh Le régime de Rayleigh décrit le piégeage d’un objet de taille
inférieure a la longueur d’onde du laser. Un objet diélectrique transparent plongée dans
un champ électromagnétique se polarise et subit une force proportionnelle au gradient
de E?; en approxnnatlon linéaire, son dipole électrique d est proportionnelle au champ
electrlque E:d= aE ol « est la polarisabilité de 'objet. L’énergie de ce systéme est :
e=—d.FE.

La force dérivée de cette énergie potentielle est :

—

Fradiont = (d.V)E = %V(EQ). (1.3.17)

Cette force tend a attirer 'objet vers les zones ou le champ ¢électrique est le plus grand,
donc au point ou est focalisé le faisceau laser.

Au contraire la force de pression de radiation pousse la micro-bille le long de I'axe
optique et passer le point focal, a tendance a 1’éjecter du piége. Cette force est due & la
réflexion partielle du faisceau sur la bille. Elle est proportionnelle & I'intensité du faisceau
laser donc & E? :

Ces deux forces, toutes deux quadratiques en E, sont en compétition. Pour amélio-
rer la qualité du piége selon l'axe du faisceau, il faut accroitre le gradient d’intensité
donc diminuer la taille du foyer wy = en augmentant 'ouverture numérique (NA)
N sin 6.

2n0 sin 6

Régime de Mie Pour des objets de taille supérieure a la longueur d’onde A em-
ployée, c’est la description de la lumiére en terme de rayons lumineux qui est la plus
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appropriée pour comprendre le piégeage. C’est dans ce régime que se déroulent nos expé-
riences. Un transfert de quantité de mouvement entre les rayons lumineux et ’objet est &
lorigine du confinement de ce dernier au niveau du point focal du faisceau laser focalisé,
(Fig[L.23).

Considérons donc un rayon lumineux traversant notre objet, ici une sphére trans-
parente. L’indice de réfraction de cette derniére étant plus grand que celui du milieu
environnant (eau), le rayon est réfracté aux deux interfaces milieu-bille qu’il rencontre
Fig[I.23] La quantité de mouvement de ce rayon varie donc a la traversée de la sphére :

—

Aﬁ: h(kavant - Eaprés)' (1318)

a) Intensité
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Lentillejde I'objectif

IForce de réfraction
lForoe de réflection

Force de réfraction

|

Ap faisceau réfracté
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Fi1G. 1.23 — Régime de Mies, schéma du principe de piégeage 3D d’une bille di-
électrique avec un faisceau laser focalisé. a), piégeage transversal dans le profil d’intensité
gaussien du faisceau laser. b), piégeage azwial, en focalisant le faisceau laser avec un objectif de
grande ouverture numérique.

Par conservation de la quantité de mouvement, la différence est communiquée a la
sphére (Fig . Le bilan de ces réfractions ameéne la bille vers le point ou est focalisé le
faisceau. La réflexion des rayons incidents a I'interface eau-bille, quant-a elle, est I'origine
de la pression de radiation qui tend a faire avancer la bille le long de 'axe optique. Si la
bille se trouve initialement en amont du foyer, alors elle finira par étre piégée. En revanche
si elle se trouve en aval, alors elle s’éloignera de la zone de piégeage.

A ce point, on peut intuitivement comprendre le role de 'ouverture numérique ; plus
elle est importante, moins le transfert axial de quantité de mouvement entre lumiére et
bille est grand. Ce dernier est convertit en transfert latéral. Ainsi, la pression de radiation
contre laquelle il faut lutter est diminuée et le piégeage devient possible.
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Objectif & immersion huile Afin de crée un gradient d’intensité important selon
I’axe optique, il est important d’avoir la plus grande ouverture possible. La plupart des
premiers dispositifs utilisent des objectifs & immersion huile (NA ~ 1.4). Du fait de cette
grande ouverture numérique, ces montages possédent aussi une meilleure résolution de
I'échantillon observé, ~ 1.22 \/(2 NA).

N . _Huile, n0=1.45 y

NIy A

Eau, n2=1.2

Points focaux ', f
effectifs ¥ '/

¥
% Point focal
ideal
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polystyréne

F1G. 1.24 — Aberration du dioptre plan Cette aberration se manifeste dans le cas d’un
objectif a immersion huile utilisé pour focaliser un faisceau laser dans un milieu aqueuz. La
qualité de piégeage azial se dégrade avec la profondeur du piége. Ces problémes n’apparaissent
pas en utilisant un objectif a immersion eauw & grande ouverture numérique (NA ~ 1.2).

Par contre, en raison d’une aberration du dioptre plan induite & la traversée de l'in-
terface verre-eau, il est difficile d’employer ce type d’objectif en pince optique loin de
la surface inférieure de la cellule d’expérimentation. Avec cette aberration, la qualité de
piégeage selon 'axe du faisceau laser se détériore & mesure que 1’'on tente de piéger plus
en profondeur dans la cellule (Fig : plus on piége profond, moins le gradient du
champ électrique est précis selon ’axe optique et plus le piége est faible, jusqu’a ne plus
pouvoir contrer les forces de pression de radiation. Autrement dit, la constante de raideur
du piége optique est fonction de hauteur de travail.

La chromatine est un polyélectrolyte trés fragile. Pour éviter tous artefacts dus a
I’adhésion non spécifique des fibres aux parois de verre de la chambre, nous avons décider
de travailler loin de celles-ci. Pour cela il faut étre capable de générer un piége efficace
dans la profondeur de la cellule expérimentale i.e. selon I'axe optique.

Contournements En fixant 'une des extrémité de la molécule sur le support de
verre et 'autre sur la bille piégée a proximité de la surface, puis en translatant la surface
disposée sur une platine piézo-électrique, nous pouvons déterminer les propriétés élastiques
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A B C

Translation

Translation

e ——

F1G. 1.25 — Schémas de configurations expérimentales pour tirer sur des molécules fi-
lamenteuses : ADN, complexze moléculaire, polymére du cytosquelette (actine [1]9], microtubule
[743][32]). Fléches noires : force exercée par la molécule étirée sur la bille. Fléches rouges : force
de rappel exercée par la pince optique sur la bille. A Configuration d’étirement prés des surfaces
avec un objectif a immersion huile : la molécule est accrochée d’une part sur la surface de verre et
sur la bille a son autre extrémité. De multiples problémes d’adhésion non spécifiques peuvent se
poser entre la bille et la surface, ou entre la molécule et la surface. Inconvénient, cf texte[1.3.4B
Utilisation de deuz piéges optiques. Ce dispositif contourne les problémes d’adhésion aux parois,
mais est plus coiteur (achat de deux sources laser) ou plus complexe (utilisation d’un modulateur
acousto-optique et nécessité de calibrer les deuz pieges). C Configuration que nous avons choisie,
entre pince et micro-pipette.

d’une molécule comme "ADN (Fig A). Dans une telle configuration, la difficulté
principale est de bien mesurer et bien corriger la force exercée sur la molécule, car elle
n’est pas contenue dans un plan orthogonal & I'axe optique. Hors c’est dans un de ces
plan que sont détectés les déplacements de la bille et non pas dans la troisiéme dimension,
[157]. En outre I'adhésion non spécifique de la bille ou de la molécule sur les parois de la
chambre peut empécher de travailler sur des molécules trop courtes.

Pour contourner ces inconvénients de mesure et d’adhésion, il faut s’éloigner des parois
de la cellule d’expérimentation. Comme nous ’avons mentionné, ceci n’est pas évident en
utilisant un objectif & immersion huile (aberration du dioptre). La distance de travail entre
le piége et la surface inférieure de le cellule d’expérimentation n’excéde pas 10 pm. Mais
il existe un alternative, sans avoir a trop s’éloigner des parois,tout en s’affranchissant des
problémes de projections de forces :

Deux piéges optiques sont créés a partir de deux faisceaux lasers différents ou a partir
du méme faisceau laser traversant un modulateur acousto-optique (Fig B). L’un des
deux piéges doit étre beaucoup plus souple que l'autre, c¢’est celui 14 qui joue alors le role
de sonde de position et donc de sonde de force, a condition que sa raideur soit comparable
a celle de I'objet étudié.

Avec un seul objectif sans immersion d’ouverture numérique classique (NA ~ 0.7), il
n’est pas possible de créer un piége optique, les forces de pression de radiation sont plus
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importantes que les forces de gradient de champ électrique. Mais 1a encore il existe une
alternative :

On utilise deux faisceaux laser contre-propagatifs de méme puissance, afin que les forces
de pression de radiation se compensent. Ainsi, méme avec des objectifs sans immersion,
de faible NA| le piégeage optique dans les trois dimensions est envisageable (Fig .

Laser Light

Polystyrene Bead
Objective

Polystyrene Bead @

DNA molecule

Laser Light

|| Glass Micropipette

F1G. 1.26 — Autre schéma de dispositif de pinces optiques. Il permet de contourner les
probleémes dus a la pression de radiation et auz aberrations des objectifs & immersion huile. Ainsi,
il est possible de travailler loin des parois de la chambre méme avec des objectifs sans immersion
d’ouverture numérique classique (NA ~ 0.85).(Adapté de [{2)])

Nous avons choisis d’utiliser un objectif de grande NA & immersion eau (NA = 1.2)
qui permet le piégeage tout comme avec les objectifs & immersion huile mais sans induire
de problémes avec la distance entre le piége et la surface de verre : nous pouvons piéger
dans toute la profondeur de la cellule (200um) sans altération des qualités du piége.
Nous pouvons alors utiliser une micro-pipette asujettie a une platine piézo-électrique
pour tirer sur les fibres de chromatine par exemple, le dispositif dans son ensemble restant
relativement simple & mettre en ceuvre (Fig O).

Dispositifs pour la torsion

Un autre degré de liberté de ces molécules (ADN en particulier) est souvent invoqué
dans les transformations qui les affectent : La rotation de la molécule filamenteuse autour
de son axe. Avec le controle simultané de la torsion et de la tension, il est aussi possible
de comprendre par exemple comment travaille une enzyme appartenant a la famille des
topoisomérases sur son substrat qu’est 'ADN [33][75], comment cette enzyme dénoue les
neeuds de 'ADN. Dans le contexte de la chromatine, nous pouvons envisager une étude
en torsion sur les fibres de chromatine. En effet, nous pouvons imaginer que selon le sens
dans lequel un couple est appliqué a la fibre, le nucléosome est stabilisé ou non. Dans
ce but nous avons recensé les dispositifs existants permettant ce type d’expérience en
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molécule unique et que nous désirions adapter a notre dispositif. C’est le principe de
fonctionnement de quelques-uns de ces dispositifs que je décris dans ce qui suit.

Pince magnétique (Fig (d)) En attachant une molécule d’ADN par une de ses
extrémités a une surface de verre et 'autre extrémité a une bille magnétique, il est possible
de tendre ou de tordre cette molécule avec un champ magnétique. Le plus souvent les
billes utilisées dans ces expériences sont constituées d’un noyau super-paramagnétique
(grains de ferrite orientés en tous sens), solubilisé en les enveloppant dans une coque en
polymére qui permet aussi de greffer un ligand (anti-géne, digoxigénine, biotine) en vue
de manipulations ultérieures.

Le champ est le plus souvent engendré par une paire d’aimants permanents avec une
forte aimantation (alliage de type NeFeB) [139] ou par de petits électroaimants [62]. La
force de tension est causée par le gradient de champ magnétique. Le controéle de la torsion
est assuré par la rotation du champ, sur lequel s’aligne le dipéle magnétique contenu dans
la bille.

Dans ces expériences, ce n’est pas 'extension qui est imposée au systéme, mais la
force. Du fait de la taille réduite de la zone de travail (quelques um?), le gradient de
champ magnétique est considéré comme constant; la force exercée est donc elle aussi
constante au cours d’'une expérience. Il est néanmoins possible de faire varier la force
appliquée entre deux expériences, en modifiant I’'un des parameétres suivants :

— distance entre les aimants et ’échantillon ;

— courant traversant les électroaimants ;

— taille de la bille.

La résolution spatiale est de quelques nm et la gamme de force potentiellement me-
surable s’échelonne de la dizaine de femtonewtons (107!N) 4 la centaine de piconewtons
(107'°N), [133][175]. La résolution temporelle est limitée a la vitesse d’acquisition de la
caméra, soit ~ 50 Hz.

Autres solutions pour appliquer un couple Ces pinces magnétiques nécessitent
de travailler prés des surfaces (quelques pum) : une des extrémités de la molécule étant
attachée a cette surface. Autre inconvénient, la fréquence de détection est limitée par la
vitesse d’acquisition de la caméra qui enregistre les mouvements de la bille magnétique
alors qu’avec une PSD comme détecteur de position, la fréquence d’acquisition atteint
plusieurs kHz. Ceci nous permet de résoudre confortablement des processus individuels
de rupture de nucléosomes.

D’autres méthodes ont été développées pour faire tourner des particules micromé-
triques de fagon controlée. Le dispositif & fibre décrit auparavant (Fig (b)), permet
la rotation de la micro-pipette autour de son axe. Cette derniére, doit étre la plus droite
possible afin de minimiser la précession de Pextrémité [89]. C’est avec ce type de montage
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que la transition B-S de '’ADN a été étudiée en détail, a la fois en fonction de la force de
traction mais aussi du couple [90] [29], (cf[3.1.2).

Meéme avec des piéges optiques il est envisageable d’appliquer un couple en jouant
sur les propriétés du faisceau laser ou sur la géométrie et la composition des particules
piégées. Ainsi Paterson & al. créent avec un faisceau de type Laguerre-Gaussien (LG), un
front de phase hélicoidal [I12] : le front de phase hélicoidal du faisceau LG est converti en
variation d’intensité dans ’espace par interférence avec une onde plane. Il est alors possible
de faire tourner des objets asymétriques piégés par un tel faisceau. La vitesse de rotation
est controlée en changeant le mode du faisceau Laguerre-Gaussien. L’inconvénient de
cette méthode est qu’elle ne permet pas d’appliquer un couple constant dans une position
arrétée.

Une autre solution optique pour appliquer un couple consiste a utiliser des cristaux
biréfringents dont la susceptibilité électrique n’est pas isotrope (Fig[L.27) [59][79]. C’est le
pendant électrique de la technique des pinces magnétiques, (Fig : le cristal s’aligne
sur le champ électrique E du faisceau laser qu’on fait tourner avec un polariseur. Avec
cette technique il est aussi envisageable de mesurer directement le couple appliqué a une
molécule attachée entre le support et le cristal. Pour cela il suffit d’utiliser un cristal de
forme non sphérique ou un cristal présentant une impuretés repérable.

Cette configuration ne convient pas si nous désirons I'adapter a notre dispositif pour
I’étude de la stabilité du nucléosome en fonction de la torsion. En effet, le plan de rotation
est perpendiculaire a ’axe de propagation du faisceau (Fig B). Or nous avons besoin
d’un plan de rotation contenant 1’axe optique.

F1G. 1.27 — Schéma du principe de rotation d’une particule de calcite avec un faisceau
laser polarisé. A, un couple T est engendré lorsque le vecteur polarisation P résultant et le
champ électrique E ne sont pas alignés. B, alignement de la particule piégée avec le champ
électrique E et rotation de cette derniére avec E tournant avec un polariseur . Adapté de [T9]
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1.3.3 Comportement élastique de ’ADN : modéles

Sous la forme B et en solution physiologique, 'ADN est un polymére semi-flexible. Sa
longueur de persistance L, est de 50 nm, a comparer au 0.34 nm occupé par un monomere
(paire de base). Du fait de cette rigidité, les modéles qui le décrivent en solution (modéle
WLC ou FJC, voir ci-dessous) n’ont pas besoin d’incorporer de terme de volume exclus,
tant que sa longueur est < 10x L,

A contrario, ' ADN simple brin, méme si il est ponctuellement structuré, est beaucoup
plus flexible : L, ~ 0.7 nm, est de I'ordre de la taille d’'un monomeére. Comme il est aussi
chargé, ’ADN simple brin se comporte en solution comme un polyélectrolyte qui se voit
lui méme [46] (quand Lp < L,).

Aspects théoriques

Roéle de ’entropie : le modéle de la "chaine librement jointe" Le modéle de
la chaine librement jointe, ou encore Freely Jointed Chain model. Ce modéle est le plus
simple pour décrire le comportement d’un polymére idéal en solution. Sans énergie interne,
donc dominé par I'entropie, il décrit bien & faible force et sous certaines conditions le
comportement sous tension de ’ADN simple brin [132]. C’est I'analogue de la description
du paramagnétisme dans le cadre du modéle de Langevin.

=)

F1G. 1.28 - Modéle de polymére sous tension. En l’absence de tension, on peut supposer des
corrélations d’orientation entre deur segments consécutifs t; et t;v1 (modéle de Kratky-Porod),
ou non (modéle FJC) < 00,11 >= 0.

Le polymeére est modélisé par un enchainement de segments rigides de longueur iden-
riéme

tique b. L’orientation du i segment est repérée par le vecteur unitaire t;. En ’absence
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de tension appliquée, on suppose qu’il n’y a aucune corrélation d’orientation entre deux
segments consécutifs (Fig [1.28).

Considérons une chaine composée de N segments, de longueur L = Nb et notons
R le vecteur entre les deux extrémités de la chaine; I’extension moyenne de la chaine
correspond au chemin moyen parcouru au cours d’une marche aléatoire :

<R? >= Np*. (1.3.19)

La rigidité d’un polymére peut étre décrite par la longueur de Kuhn L qui vaut ici :

Ly=—"2 R’ > modite 10, (1.3.20)
L
L’application d’une force aux extrémités de cette chaine tend & aligner les t;. C’est
I’analogue a I’application d’un champ magnétique qui tend a aligner des moments ma-
gnétiques. Ainsi, la relation force-extension est déductible immédiatement de la relation
champ magnétique-moments magnétiques déja établie par Langevin dans un systéme pa-
ramagnétique modéle :

<[> Fb Fb
=— " =coth| — | - — 1.3.21
o L 0 (kBT> kT’ (1.3.21)

Ot <> est I'extension moyenne calculée avec la fonction de partition et ¢ est 'exten-
sion relative.

Pour de faibles forces, ¢ ~ Fb/3kgT; pour de grande forces, ¢ ~ 1 — kgT/Fb. Ce
modéle souligne le role de I'entropie. Il est cependant trop simple pour décrire le compor-
tement de I’ADN sous tension : notamment, la divergence en 1/F a haute force n’est pas
observée expérimentalement.

Le modéle qui décrit ainsi la molécule d’ADN n’est pas le modéle FJC mais le modéle
du ver (ou selon I'acronyme anglais : Worm Like Chain model) que nous explicitons ci-
apres.

Modéle de Kratky-Porod La molécule d’ADN n’est pas le polymére totalement
flexible décrit dans le modéle FJC. Comme d’autres polyméres d’origine biologique : ac-
tine, microtubule, c’est un polymére semi-flexible. La rigidité de ces polyméres puise son
origine dans leur stucture interne : il faut tenir compte de I’énergie d’empilement entre les
bases successives ainsi que celle d’appariement entre bases appariées. Cette énergie d’em-
pilement réduit la flexibilité de la molécule d’ADN. Il existe des corrélations d’orientation
entre les paires de base successives et il faut alors prendre L, > b (3.4 A). La description
magnétique analogue est celle d’une chaine a une dimension de spins couplés entre eux.
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L’énergie de la chaine libre est la somme des énergies de couplages entre chaque paire
de segments consécutifs, dans la configuration adoptée :

BN
Exp=—— Z titis = — Z (1.3.22)

ol B est la constante de couplage imposant la rigidité de la molécule, ou module de
courbure, et 6; Pangle entre le segment i et le segment i+1 (Fig [1.28). Les corrélations
d’orientation décroissent exponentiellement :

li=jl

<tit; >oce U (1.3.23)

et on en tire :

R>>=10 <Z tz-) . (1.3.24)

SiL>>1L,

<R*> =~ 2L,L. (1.3.25)

Dans ce modéle, on a Ly = 2L,,.

Une force appliquée aux extrémités de cette chaine tend a aligner chaque segment.
L’énergie de cette chaine inclut alors une contribution, b), Ft;, due au travail de cette
force :

2

-1

EKPiension -

% cos(0;) — FbZCOS(SOi); (1.3.26)

=1

ol ; est 'angle entre la force et t;. A partir de cet hamiltonien, il n’est malheureu-
sement, possible de dériver une expression analytique entre la force et 'extension de la
molécule que dans un régime de faibles forces.

Modéle du ver Le modéle du ver (Worm Like Chain model) est la limite continue du
modéle de Kratky-Porod, obtenu en faisant tendre b vers zéro. Ce modéle est bien adapté
au cas de polymeére peu flexible. Un analogue magnétique & ce modéle est moins simple
que pour les deux précédents modéles : c’est la phase géométrique d’un systéme de spins
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1/2 [125]. Notons s I’abscisse curviligne et t(s) le vecteur tangent. L’énergie de la chaine
soumise & une force s’écrit alors :

B [F |dt(s)]” L
Ewre = —/ ds (5) —F/ ds cos(0(s)); (1.3.27)
2 Jo ds 0
éne7'giezastique énergie d"rétirement

ou cos(f(s)) est angle entre F et t(s). Comme pour le modéle de Kratky-Porod dont il
est issu, il n’existe aucune relation analytique entre force, F' et extension z. En interpolant
les comportements asymptotiques a basse et haute force, Marko et Siggia ont proposé une
formule analytique approchée pour décrire la courbe force-extension du modéle WLC :

kBT 1 1 T
F~ I 1.3.2
L {4(1—33/@2 4+L} (1.3.28)

Par construction, 'ajustement de [1.3.28 avec les données expérimentales est bon aux
basses forces (F < 1pN) et aux forces les plus importantes F' > 15pN, lorsque soit 1'en-
tropie, soit ’enthalpie dominent. Dans le régime intermédiaire, z/L ~ 0.5, les ajustements
ne sont plus si bons, I’erreur par rapport aux expériences est de 10%. Cela reste tout de
méme meilleur que les précédents modéles.

Plusieurs corrections ont été suggérées. Wang & al. (inspiré par un modéle plus ancien
de Odjik [110]) ont incorporé un terme tenant compte de I’énergie d’étirement :

kgT 1 1
F = ——+1;; 1.3.29
L {4(1-02 ril } (1:3.29)
oul=7%— g avec S, le module d’étirement.

Le modéle a une solution numérique exacte. Bouchiat & al. ont proposé de I'ajuster
par un développement polynémial jusqu’a lordre 7 [25] :

1 <7
k?BT 1 1 — .
F= S aib 1.3.30
L, {4(1—1)2 i +;“ } (1.3.30)

avec les valeurs suivantes pour les a; : as = -0.5164228, a3=-2.737418, a,=16.7497,
a5—38.87607, ag—39.49944, a;—-14.17718. Cette solution est plus proche que
de la solution numérique et de P’expérience.

Cette relation force-extension dérivée du modéle WLC nous est utile pour juger, sur
nos courbes expérimentales, si nous avons bien une seule molécule d’ADN accrochée entre
nos deux billes.
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Au dela de 60 pIN, la transition B-S

Il n’est naturellement pas possible d’augmenter indéfiniment la force sans que la mo-
lécule ne se casse. Toutefois avant cette triste fin, la molécule double brin d’ADN affiche
un comportement singulier. Allonger la molécule d’ADN requiert d’autant plus d’énergie
que l'extension est proche de la longueur curvilinéaire. En 1996, deux équipes Cluzel &
al. [38] et Bustamante & al. [I32] ont mentionné un comportement étonnant : lorsque
Iextension dépasse cette longueur curvilinéaire, brusquement, pour une force d’environ
60 pN, la molécule s’étire de 70% par rapport a sa forme classique ADN-B. Cela ressemble
a une transition entre une forme B classique et une forme étirée S (Stretched DNA) de
I’ADN.

1.3.4 Comportement en torsion

Une molécule d’ADN développe aussi des comportements inattendus lorsqu’elle est
contrainte en torsion. Cette torsion peut se révéler fondamentale pour la chromatine
sur laquelle plusieurs protéines (comme ’ARN polymérase) sont capables d’appliquer
un couple. En s’insérant entre les deux brins d’ADN et en progressant le long de la
molécule d’ADN, PARN polymérase produit un sur-enroulement en amont du site de
réplication ; C’est un autre type de protéine, une topoisomérase, qui est chargée de relaxer
cette contrainte. Ce simple phénoméne pourrait déstabiliser le nucléosome en s’ajoutant
a l'intervention d’autres facteurs de remodelage, et faciliterait la transcription de ’ADN
nucléosomal. Récemment I'importance des propriétés mécaniques de ’ADN lors de son
interaction avec des protéines a encore été soulignée dans [75] et [17].

1.4 Etirement d’une fibre de chromatine

Avant de présenter briévement ’état de I’art des expériences d’étirement sur la chro-
matine, nous rappellerons les quelques techniques de reconstitution de la chromatine. Le
terme "chromatine" désigne un complexe presque propre a chaque expérience, selon la
maniére adoptée pour la reconstituer ou la configuration expérimentale. Néanmoins des
caractéres communs dans la réponse élastique se dégagent nettement (chapitre 5). Dans ce
type d’expérience, le terme de chromatine désigne en réalité un large panel de substrats,
d’associations plus ou moins artificielles entre ’ADN et les histones. L’originalité de nos
expériences réside d’ailleurs en partie dans le fait que nous avons travailler avec la plupart
de ces chromatines, acquérant ainsi une bonne connaissance des propriétés de chacune et
des écueils a éviter lors de I'interprétation.
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1.4.1 Divers types de chromatine étudiés

Chromatine native A priori les expériences d’élasticité les plus complétes sont celles
effectuées sur la chromatine native, chromatine assemblée in-vivo, par la cellule. Il existe
des protocoles pour l'isoler et ce pour bon nombre de types cellulaires différents. Cepen-
dant ces derniers sont adaptés a des expériences de nature purement biologiques, ou a la
visualisation avec des outils comme le microscope électronique ou ’AFM.

Pour des expériences de biophysique, et qui plus est pour arriver enfin a étirer une seule,
véritable, fibre de chromatine, les obstacles a franchir sont encore nombreux. D’abord, la
longueur des fragments doit étre controlée, ceux ci sont bien plus longs que ceux consacrés
aux expériences de biologie plus classiques. Ensuite, I'étape de marquage des extrémités
de ces fragments par des anti-corps est une difficulté supplémentaire. Enfin, arrimage
sur des billes pose encore parfois probléme. En effet, la chromatine est un objet trés
"collant" qui doit étre manipulé dans des conditions précises de salinité et de pH. C’est
pour ces raisons que bon nombre d’expériences de biophysique se sont tournés vers des
échantillons de chromatine reconstituée mieux définie et donc, dont 'information est plus
facile a extraire.

Chromatine reconstituée Il existe trois grandes catégories de chromatine reconsti-
tuée : la chromatine reconstituée a partir d’extraits d’ceufs d’amphibien ou d’embryon
de drosophile, la chromatine reconstituée sur une séquence répétée positionnant les nu-
cléosomes par dialyse, ou la chromatine reconstituée a ’aide de protéines chaperons des
histones de cceur. Pour chaque type, les protocoles de reconstitution peuvent différer; un
bon résumé des méthodes existantes est fait dans [152] et [98].

Avec extrait d’ceufs de Xenopus Laevis Pour constituer des fibres de chroma-
tine, il suffit de mélanger ’ADN et Iextrait. Xenopus Laevis est un amphibien originaire
d’Afrique du sud. Ses ceufs, relativement gros (1.2 mm de diamétre en moyenne), pos-
sédent la particularité de pouvoir donner naissance a plus de quatre mille cellules filles
sans apport extérieur. Cela signifie qu’ils sont trés riches en protéines, nucléotides, et
autres facteurs de transcription en tout genre. C’est un matériel trés recherché par les
biologistes : les grenouilles sont alors élevées en captivité et il est possible de provoquer
la ponte de ces ceufs pour en disposer toute ’année.

L’extrait ne contient pas d’ADN, mais toute la machinerie utile pour constituer de la
chromatine & partir d’un substrat d’ADN. Ainsi, 'extrait est aussi employé entre autre
pour constituer des chromosomes métaphasiques a partir de noyaux de sperme de Xenopus
Laevis.

D’autre part, cette technique de reconstitution d’une fibre de chromatine a déja été
employée pour étudier la cinétique de formation de la chromatine par fluorescence et avec
flux hydrodynamique [155][80]. Le nombre de nucléosomes formés ne peut étre qu’estimé
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a partir de la longueur de ’ADN fixée et de la longueur moyenne d’ADN contenue dans
la structure du nucléosome.

Ces fibres de chromatine ne contiennent pas de véritable histone de liaison (absentes
de I'extrait) ; Mais elles sont formées avec une protéine B4 supposée jouer un role similaire
a I’histone de liaison. On pense aussi que des protéines comme les HMG protéines peuvent
venir se fixer entre les deux brins d’ADN 4 la sortie de la NCP, comme I’histone de liaison.

Avec des protéines chaperons d’histones de cceur Pour travailler sur un sys-
téme mieux défini, on peut limiter le nombre d’intervenants dans la phase de reconstitu-
tion. Une possibilité serait de n’utiliser que ’ADN et les histones, mais comme nous le
verrons par la suite, il ne suffit naturellement pas de mélanger ceux-ci dans les conditions
physiologiques pour qu’apparaissent immeédiatement une structure ordonnée en "collier
de perles". Créer une structure si définie nécessite une dépense d’énergie : Les chaperons
d’histones comme Nap-1, N1+nucléoplasmine, permettent de former une fibre de 10 nm
dans laquelle les nucléosomes sont disposés aléatoirement, de facon désordonnée. Il est
possible d’espacer réguliérement les nucléosomes en ajoutant des facteurs de remodelage
de la chromatine (ACF) qui, eux, sont ATP-dépendants.

Sur une séquence répétée d’ADN positionnant le nucléosome Enfin, il est
aussi envisageable de reconstituer une fibre de chromatine réguliére sans avoir recours aux
chaperons d’histones. Il suffit d’utiliser des séquences d’ADN pour lesquelles 1'octamére
d’histones a une grande affinité.

Des séquences d’ADN possédent une courbure spontanée (énergie d’interaction entre
paire de bases successives), qui diminue 1’énergie de courbure contre laquelle il faut lutter
pour pouvoir enrouler '’ADN autour de 'octamére d’histones. Le nucléosome se constitue
préférentiellement sur ce type de séquence. Il faudrait ensuite prendre aussi en compte le
pas de I'hélice un peu distordu pour que 'ADN s’ajuste le mieux possible avec les sites
de liaisons de 'octamére [96][118].

Une séquence répétée de 55 ADN-r ("r" pour ribosomal) issue d’oursins [131] permet
ainsi de constituer par dialyse des fibres ordonnées [35][26][27]. Une autre séquence, la
séquence 601, plus récemment isolée [I60], posséde une plus grande affinité encore vis a
vis de 'octameére d’histones.

Que ce soit & I'aide de chaperons d’histones de coeur ou a I’aide d’une séquence parti-
culiére d’ADN, les fibres de chromatine ainsi reconstituées n’ont pas d’histone de liaison.
Il est trés difficile de reconstituer une fibre avec cette histone car c¢’est un macro-cation,
donc il s’associe avec ’ADN de maniére non spécifique. Mais une récente étude de micro-
scopie ¢électronique a relevé le challenge en utilisant 1’histone de liaison H5 qui a une plus
grande affinité pour la NCP [69].
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1.4.2 Etirements sur les substrats chromatinien

La rigidité des fibres de chromatine, ’énergie avec laquelle 'ADN est enroulé autour
des nucléosomes, les variations de cette énergie avec les modifications chimiques des his-
tones, sont des quantités physiques mesurables. Elles nous renseignent sur la structure
a grande échelle du chromosome, sur sa dynamique ou sa régulation a une échelle plus
petite. Les expériences d’étirements de la chromatine sont de bons outils pour explorer
ces paramétres et nous rapportons succinctement dans ce qui suit la majeure partie des
études d’extension de la chromatine menées jusqu’alors. Il s’agit juste de donner au lecteur
une idée des performances de ces techniques et des connaissance acquises grace a celles-ci
ces derniéres années.

Le chromosome mitotique

Les premiéres expériences d’étirement de la chromatine ont été réalisée sur des chro-
mosomes entiers de Salamandre ou de Xenopus Laevis [68]. Ces études réalisées sur une
chromatine fortement condensée, impliquant d’autres protéines que les histones, ont sondé
I'organisation du chromosome métaphasique, (Fig .

Soft envelope of chromatin

T L T A

Rigid axis / Chromatin

F1G. 1.29 — Schéma d’un chromosome mitotique.Le chromosome est constitué par quelques
azxes semi-rigides enveloppés dans une gangue de chromatine. La chromatine est attachées a
ces azes. Ce modéle a été proposé par Houchmandzadeh et Dimitrov [67] pour expliquer leurs
résultats de mesures de module d’Young et de module de flexion sur des chromosomes mitotiques
de Xenopus Laevis. S. Almagro a étudié les composants de ce squelette semi-rigide, composé
d’ADN et de protéines structurantes SMC (Structurale Maintenance of the Chromosome) [J].
Adapté de [67]

A une échelle inférieure, il est envisageable d’utiliser des techniques similaires. Cepen-
dant, la chromatine reste complexe et délicate & manipuler. Ainsi les fibres se collent de
fagon non spécifiques aux parois de verre [I77], en particulier dans les expériences avec
AFM [86][179).

Les pinces optiques permettent de s’éloigner des parois. Elles ont permis des expé-
riences sur trois types de chromatine différentes : native [I73], reconstituée avec un extrait
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d’ceufs de Xenopus Laevis [21] [115], et reconstituée sur une séquence particuliére, répétée,
d’ADN [27] [26].

Sur des fibres de 10 et 30 nm.

Sur la fibre de chromatine de 10 ou 30 nm, deux grandes classes d’expériences de type
molécule unique ont jusqu’alors été réalisées : expériences avec une des extrémités de la
fibre libre et expériences d’étirements, d’élasticité. Dans ce premier type d’expérience, la
fibre & été reconstituée a partir d’extraits [80] ou avec seulement les histones et un de leurs
chaperons, NAP-1 [84][155]. Ces études montrent entre autre que la vitesse de reconsti-
tution dépend de la force exercée (respectivement par flux hydrodynamique et traction
magnétique) sur la fibre en formation : cela renseigne sur la dynamique d’assemblage du
nucléosome [80][155]. Au-deld d’une tension de 10 pN, la chromatine ne s’assemble plus.
Les temps caractéristique d’assemblage de la fibre de chromatine [80], quelques dizaines
de secondes, est beaucoup plus court que celui déja trouvé dans des expériences en volume
de biologie moléculaire [I36][43], de 'ordre de I’heure. Nous discuterons de cette différence
a la section .11

Des expériences plus directes d’étirement de la fibre déja (re)constituée ont aussi été
¢élaborées : Sur la fibre de chromatine native tout d’abord [42], sur la fibre reconstituée
a partir d’ceufs de Xenopus Laevis [21][115] et sur la fibre reconstituée sur une séquence
répétée de 5S ADN-r [27][26]. D’autre expériences d’étirements et d’imagerie sur les fibres
de chromatine ont été élaborées [86] mais des artefacts dus a ’adhésion des fibres sur la
surface furent rencontrés [I78§].

Tout d’abord, les premiéres courbes force-extension ont été réalisé sur des fibres de
chromatine native (issues de noyaux d’érythrocytes de poulet). Elles présentent un plateau
autour de 5 pN, pour des concentrations saline comprises entre 40 et 150 mM [42]. Ce
plateau a été interprété comme la signature d’une interaction entre nucléosomes. De plus,
le caractére irréversible des étirements au-dela de 20 pN est une signature (indirecte) de
la rupture individuelle de nucléosomes.

Ensuite, sur la chromatine reconstituée a partir d’extraits d’ceufs de Xenopus Laevis,
Bennink & al. ont obtenus des courbes force-extension en dents de scie (Fig[1.30). Chaque
dent est interprétée comme la signature de la rupture individuelle d’un nucléosomes ou
plusieurs. Lorsqu’un nucléosome est se dissocie, ’ADN correspondant se libére. La Fig
détermine une longueur Ax dominante de 65 nm, longueur difficile a concilier avec
les connaissance de la structure du nucléosome. Sur ce méme type de chromatine, les
auteurs ont récemment mis en évidence deux populations d’ADN libéré : Autour de 30 et
de 59 nm [I15]. Ces longueurs sont interpretées comme la libération d’ADN associé a des
nucléosomes plus ou moins complets. La force correspondante qui dépend de la vitesse de
I’étirement, se situe entre 20 et 40 pN environ.

Enfin, des fibres de chromatine reconstituées sur une séquence répétées (17x) de 5S
ADN-r présentent aussi ce profil en dents de scie [27]. La gammes de forces est comparable
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F1G. 1.30 — Courbe d’étirement, force-extension d’une fibre de chromatine. la fibre a
été reconstituée a partir d’extrait d’eeufs de Xenopus Laevis. a Profil complet (noir extension, gris
relazation) et comparaison avec celui d’une molécule d’ADN de méme longueur (insert). b Détail
montrant la possibilité de mesurer la longueur libérée Az, lors de la rupture d’un ou plusieurs
nucléosomes. Image tirée de [21).

a celle obtenue par Bennink & al., méme si ces chromatines sont trés différentes. Les lon-
gueurs d’ADN relachées, plus courtes, ont une distribution centrée autour de 25 nm. Plus
récemment [26], cette équipe semble avoir réussi a dégager une influence de 'acétylation
des histones et de leur extrémités N-terminale dans la stabilisation de la NCP.

Trés récemment [61], Uétirement de fibres de chromatine reconstituées sur un ADN de
séquence aléatoire avec NAP-1 et ACF (facteur de remodelage) trouve une distribution
en force plus étalée et un Ax aussi de 25 nm.
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Chapitre 2

Matériels et méthodes

Nous allons ici décrire notre dispositif expérimental et expliquer nos choix concernant
la partie optique et la réalisation de la chambre d’expérimentation, schéma Fig.[2.1]. Puis
nous indiquerons les méthodes de calibrations que nous avons utilisées. Nous détaillerons
ensuite la modification que nous avons apportée a la configuration de base, afin de pouvoir
appliquer un couple aux molécules d’ADN, et a plus long terme, aux fibres de chroma-
tine. Enfin nous présenterons les préparations biochimiques des billes, de ’ADN et des
différentes fibres de chromatine, réalisées en majeure partie au laboratoire.

Bille-streptavidine,

Bille-antidig.,
Déplacement z, ADN-dig.
focalisation

motorisée

micro-pipette

Succion
el

Déplééement X-Y,
platine piézo-électrique

F1G. 2.1 — Schéma d’une expérience : I’ADN, marqué a ses extrémités par biotine et digoxi-
génine, est accroché entre deuz billes. La premiére est maintenue par succion & [’embouchure de
la micro-pipette, l'autre se trouve dans le piége optique. Celui-ci est fixe, et c’est la micro-pipette
solidaire du support qui est translatée de facon controlée en utilisant une platine piézo-électrique

XY.
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2.1 Dispositif expérimental

Dans cette partie nous nous attachons a décrire la pince optique en détail et nous
expliquerons nos choix sur 'objectif employé ou les billes utilisées.

2.1.1 Piége optique

Le laser que nous utilisons pour réaliser le piége optique (Fig est de type Nd :YAG
(Spectra-Physics), de longueur d’onde 1064 nm et 2.5 W de puissance continue en sortie.
Nous utilisons un laser infra-rouge parce que le matériel biologique absorbe peu dans
cette longueur d’onde. Nous limitons ainsi ’échauffement de ’échantillon et nous ne le
détériorons pas.

Le laser Nd :YAG étant invisible a I'oeil nu, il est nécessaire d’utiliser un autre laser,
dans le visible cette fois, pour 'aligner jusqu’a I'objectif. Par I'intermédiaire d’un miroir
dichroique et a I'aide d’une carte recouverte de cristaux photosensibles (ré-émettant dans
le rouge lorsqu’ils sont éclairés par I'infra-rouge), nous alignons les deux lasers (YAG et
He-Ne) sur une cible, située a environ 4 m de la sortie du laser YAG. Nous intercalons un
miroir a 45 ° pour le diriger vers un téléscope constitué de deux lentilles de focales 5 et
25 cm. En sortie de télescope, le faisceau est étendu & un diamétre d’environ 8 mm pour
couvrir 'ouverture arriére de I'objectif (Fig : cela permet d’avoir une NA maximum,
et donc un piége optique d’autant plus rigide a puissance donnée (Fig (2.3)), cf[1.3.2).

A la sortie de ce téléscope, le faisceau est dirigé jusqu’a 'ouverture arriére de I'objectif
avec un jeu de deux miroirs et un miroir dichroique. La plupart des réglages fins concer-
nant la position du piége optique dans la cellule d’expérimentation se font en jouant sur
I'inclinaison de 1'un de ces miroirs avec des vis micrométriques.

Le méme miroir dichroique sert, selon I'incidence contraire, a laisser passer la lumiére
visible de la lampe du microscope qui illumine notre cellule d’expérimentation, (Fig .
Pour introduire ce miroir dichroique sous le carrousel des objectifs, nous avons enlevé
I'option DIC du microscope. Par contre nous conservons toujours libre 'ouverture arriére
pour illuminer I’échantillon avec une lampe a arc pour 'utilisation de la fluorescence.

L’alignement parfait du faisceau avec I'axe optique est important. En effet si le piége
n’est pas complétement symétrique, suite & un mauvais alignement du faisceau, cela
conduit & sur- ou sous-évaluer la constante de raideur du piége, et donc a sur- ou sous-
évaluer les force (Fig[2.4). Le faisceau élargi est focalisé grace a I'objectif, dans la cellule
expérimentale.

Nous enregistrons des pertes d’intensité le long du trajet optique (Fig . Ces pertes
sont essentiellement des pertes par réflexion, et elles sont encore accrues a la traversée de
I’objectif dont la transmission n’est pas optimale pour cette gamme de longueur d’onde.
Elles sont proportionnelles & la puissance en sortie de laser, donc nous n’avons pas de
corrections supplémentaires a faire lorsque nous établissons la relation entre constante de
raideur du piége et puissance affichée du laser lors de la phase de calibration.
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Detection Q.D.

F1G. 2.2 — Configuration de base de notre dispositif expérimental. Le picge optique
est obtenu en focalisant un faisceau laser de type Nd :YAG, X = 1064 nm (Spectra Physics)
avec un objectif a immersion eau de grande ouverture numérique (N.A. = 1.2) dans une cellule
d’expérimentation profonde de 200 pm environ. Le faisceau est préalablement élargi avec un
téléscope (BE I, "beam expander") pour couwvrir la lentille arriére de l'objectif. La détection de
position est réalisée en projetant l'image de la microbille piégée sur une diode photo-sensible
quatre-quadrants Hamamatsu S4349 (QD, "quadrant diode"). Nous utilisons un télescope (B.E.
II) pour adapter la taille de I’image de la bille par rapport a la surface de la QD, adaptant ainsi la
sensibilité. Le piége peut étre translaté par pas de 250 nm selon l'aze de propagation du faisceau
laser (OZ) par Uintermédiaire d’un moteur pas a pas, piloté depuis l’ordinateur. Dans le plan
(OXY), le piége est fize et c’est l’échantillon qui est mobile. Nous mesurons les déplacements
de la bille piégée dans le plan perpendiculaire o l'aze optique (OXY). Une platine motorisée
pour les déplacements grossiers supporte une platine piézoélectrique/porte-échantillon pour les
déplacements plus fins (résolution au nm avec un bruit d’amplitude 5 nm.)
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Bmax
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Fic. 2.3 - Owuverture numérique. FEn couvrant la lentille arriere de [’objec-
tif, on accroit ouverture numérique; NA = nsin(Onee) ot n est lindice du

milieu & la sortie de [objectif; et donc la raideur du piége optique. D’apres
http ://www.olympusmicro.com/primer/anatomy/numaperture. html

F1G. 2.4 — Alignement du faisceau laser L’alignement correct du faisceau laser est crucial
pour avoir un picge optique symétrique ; Quelques cas de figures :a) Cas idéal, le laser est centré
sur le miroir dichroique et arrive perpendiculaire a la lentille arriére de l'objectif; Le piége est
centré et symétrique. b) Faisceau perpendiculaire mais hors de l'axe ; Le piége est assymétrique. c)
Faisceau ni perpendiculaire ni dans l'aze ; Le piége est asymétrique et désaxé. d) Cas particulier
ou le piege peut malgré tout étre symétrique mais hors de l’axe, avec un faisceau ni perpendiculaire
ni dans l'aze e) Faisceau centré sur le miroir dichroique mais pas perpendiculaire ; le piége est
asymétrique et hors de l’aze.
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F1G. 2.5 — Puissance utilisable du laser. Mesures de puissance du faisceau laser entre sa
sortie de la fibre et lorsqu’il arrive a la lentille arriére de ’objectif.

Nous disposions pour commencer d’un objectif & immersion huile & grande ouverture
numérique (Olympus x100, AN=1.45). Nous l'avons vite abandonné pour les raisons
énoncées en [[.3.2] pour un nouvel objectif & immersion eau, lui aussi & grande ouverture
numérique, Zeiss planapoC 63x, A.N. . ~ 1.2).

Avec cet objectif, les propriétés du piége sont indépendantes de la profondeur a laquelle
nous travaillons, Fig Cette indépendance est fort utile pour nos expériences : nous
n’avons alors pas a nous soucier de la profondeur & laquelle nous nous trouvons dans la
cellule, étant stirs de pouvoir capturer une bille sans avoir a répéter la phase de calibration
pour chaque profondeur. Ainsi nous pouvons envisager d’éloigner la zone de travail des
parois de la chambre, travailler avec une micro-pipette et éviter les multiples problémes
inhérents d’adhésion non spécifique, surtout avec la chromatine.

Le piége ainsi généré (cf se trouve un peu au-dessus du plan focal. En effet,
I'image de la bille sur notre caméra n’est pas nette, et ce pour deux raisons. La pression
de radiation sur la bille, en compétition avec la force de gradient de champ électrique
contribue au rehaussement de la position d’équilibre. D’autre part, méme si 'objectif est
corrigé pour cet effet dans le visible, la position du plan focal est généralement dépendante
de la longueur d’onde : Ce dernier ne se trouve pas a la méme distance de 'objectif selon
que 'on piége avec une longueur d’onde dans l'infra-rouge ou que I'on observe avec une
caméra CCD, dans le visible.
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F1G. 2.6 — Qualité de piégeage a différentes profondeurs Déviation d’une bille (p = 2.7
um, Estapor) par rapport au centre du piége en appliquant un flux hydrodynamique, en fonction
de la profondeur de piégeage dans la cellule d’expérimentation, et pour différentes puissance du
laser. Les propriétés du piége sont invariantes avec la profondeur, sauf prés des parois semble-t-il.
Plutét qu’a un changement de la qualité de piégeage, cette déviation est certainement due a des
effets d’écoulement hydrodynamique confiné entre la bille et la paroi.
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2.1.2 Cellule d’expérimentation

La cellule dans laquelle se déroulent nos expériences posséde de nombreux intéréts pour
les études sur molécule unique (Fig . Elle est fermée de facon étanche, évitant ainsi
toute évaporation du matériel biologique précieux. Le volume est trés faible, de 'ordre
de 3 ul (toutes les cellules n’étant pas identiques). Ce qui permet encore d’économiser les
solutions biologiques précieuses en temps de travail.

Un autre intérét est la possibilité de changer les solutions simplement et de fagon
controlée en pleine expérience. Pour cela nous utilisons un pousse-seringue maison com-
mandé par un moteur a courant continu. Enfin, relativement facile a réaliser, cette cellule
d’expérimentation est réutilisable a souhait.

Micro-pipette

Ce sont les micro-pipettes qui sont les plus délicates a fabriquer. Elles doivent avoir
un diamétre d’ouverture inférieur au micron pour assurer une bonne étanchéité lors de
I’aspiration d’'une microbille, et ainsi éviter que d’autres billes parasites ne viennent se fixer
prés de 'embouchure. I’épaisseur de I'espaceur employé (200 pm) lors de la fabrication
de la cellule impose aussi une limite haute au diamétre de la micropipette, qui ne doit pas
excéder de beaucoup 140 pm.

Nous réalisons nos micropipettes en deux étapes. Un premier fil capillaire est obtenu
a partir de capillaires commerciaux. Le capillaire, suspendu verticalement avec un poids
(45 g), est chauffé avec un chalumeau. La température de fusion du verre atteinte, le
capillaire s’étire sous son poids, et la premiére ébauche d’un tube de verre fin est réalisée.
Son diamétre n’excéde pas 100 a 200 um. Ce tube capillaire est ensuite étiré et cassé
localement & aide d’une étireuse a laser COs, pour pipette biologique (Sutter Instrument,
P-2000). La cassure est propre et nette. C’est indispensable pour une bonne étanchéité.

Cellule d’expérimentation proprement dite

Nous disposons ensuite de plaques de verre d’épaisseur 4 mm, percées de deux trous de
1 mm que nous avons réalisé en utilisant la perceuse a ultra-sons de 'atelier. En forcant
un peu, nous faisons déboucher dans ces trous, des tubes de téflons de diamétre un peu
plus grands (1.2 mm). Ainsi nous nous assurons une bonne étanchéité autour de ces tubes
qui sont destinés a permettre le changement des solutions dans la cellule expérimentale.

Du coté de la surface de verre sans tube nous collons un espaceur de 200 pm (Sigma
Aldrich) ; il est découpée pour créer une cavité dans laquelle débouchent les deux trous
(Fig . Cette cavité n’est pas complétement fermée ; elle autorise le positionnement de
la micro-pipette qui doit pointer & peu prés au milieu de la cavité.

Nous déposons sur le verre de la colle araldite, tout autour de I'espaceur et puis
sur I'ensemble une lame couvre-objet de microscope. En se solidifiant, 1'araldite assure
I’étanchéité de notre cellule (Figb et ¢). Il ne reste plus qu’a raccorder I'autre extrémité
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FiGg. 2.7 — Notre dispositif expérimental a, vue d’ensemble de notre pince optique. En
rouge le trajet du faisceau laser. b, agrandissement de notre chambre d’expérimentation. (1)
tube de sortie lié au pousse-seringue. (2) tube court d’injection des milieuz, connecté avec un
réservoir. (3), tube connectant la micro-pipette & une seringue pour contréler la fization d’'une
bille a Uextrémité de la micropipette. ¢, schéma de principe de la chambre d’expérimentation.
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de notre micro-pipette & une seringue pour régler la pression : aspirer ou souffler une bille a
Iextrémité fine. Pour cela nous emmanchons la micro-pipette avec une aiguille de seringue,
elle méme reliée & la seringue par un autre tube de téflon. L’arrimage de la seringue sur
la plaque de verre et 1’étanchéité de I’ensemble est a nouveau assuré avec de l'araldite.

2.1.3 Détection et sensibilité

Meéme si un microscope n’est pas indispensable pour construire une pince optique, c¢’est
un outil fort appréciable pour visualiser I'expérience, mais aussi pour monter facilement
notre dispositif de détection de position de la bille piégée. Nous utilisons pour cela un
microscope inversé de type IX70 Olympus.

Pour les expériences de type molécule unique, la position de la sonde, ici de la bille
micro-métrique, doit étre mesurée avec un précision nanométrique. Méme en utilisant
la lumiére visible, il est possible d’avoir cette précision avec un objectif de microscope
classique, une simple caméra ou une PSD. Afin de visualiser I’expérience, nous utilisons
I'illumination du condenseur qui éclaire notre chambre a flux. Le flux lumineux est recueilli
par I'objectif que nous utilisons d’autre part pour focaliser le faisceau laser. La lumiére
recueillie traverse le miroir dichroique (Fig , 20 % sont dirigés vers une caméra CCD
type Basler A113P. Les 80 % restant sont orientés vers une diode quatre-quadrants photo-
sensible avec laquelle nous effectuons la détection en position proprement dite. La caméra
ne nous sert ici qu’a visualiser nos manipulations dans la cellule d’expérimentation.

a)

ez (HM)
ES

AX
pi
IS

T

| L
+ +
00 05
Signal de diode (u.a.)

F1G. 2.8 — Signal recueilli aprés la PSD. a), il eziste deux configurations ombre de la
bille/PSD ou la conversion signal de diode-déplacement est linéaire. Dans l'une, 'ombre de la
bille est centrée avec la PSD ; dans ce cas nous sommes sensibles aux mouvements dans tout le
plan perpendiculaire au faisceau laser. Dans 'autre, seulement une moitié de la PSD est ombra-
gée. Nous ne sommes alors sensibles auz déplacements que selon une seule direction, en général
la direction d’étirement. b), cette derniére configuration est utilisée lorsque nous travaillons avec
des fibres courtes (<5 um). Nous évitons ainsi d’introduire [’'ombre parasite de la bille maintenue
par la micro-pipette dans le champ de la PSD.
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Comme décrit par la figure , nous projetons 'ombre de la bille piégée sur la surface
de la PSD. Les courants en sortie des quadrants sont convertis en tension et amplifiés
directement apreés la photo-diode pour réduire le plus possible les bruits électroniques. Le
traitement du signal est réalisé directement avec 'ordinateur sur les tensions amplifiées.
Ce sont ces tensions, déja traitées, que nous reportons sur un des axes de divers graphiques
suivants, en unité arbitraire (u.a.). Pour la détection de position dans le plan focal, les
quadrants photo-sensibles sont couplés deux par deux.

Si les centres de 'ombre de la bille et de la diode sont alignés, les quadrants sont
tous éclairés de la méme maniére. Les courants en sortie des quadrants sont égaux. Aprés
traitement, nous avons ici la position zéro du dispositif. En cas d’écart a cette position, les
surfaces couvertes par 'ombre de la bille sur les différents quadrants ne sont plus égales.
A partir des différences de tension ainsi générées, il est alors possible de remonter au
déplacement de la bille.

N WV = (B4 VD) (V4 V) = (V) o)

a, et a, sont des constantes que nous déterminons lors de la phase de calibration de la
facon suivante. Nous utilisons une bille fixée sur la surface de notre chambre. En faisant
défiler la bille devant la diode tout en enregistrant la position de la platine piézo-¢électrique,
nous tracons un graphe du signal de diode en fonction du déplacement.

Nous distinguons deux types de zones ou la relation entre signal et déplacement est
linéaire. Ces zones correspondent aux positionnement relatifs bille/photodiode décrits
dans la Fig (2.8). C’est dans ces zones que nous alignons la diode avec le centre du piége
en translatant la diode photo-sensible montée sur un support de translation XY muni de
vis micrométriques.

Nous devons ensuite utiliser des billes qui, une fois piégées, offrent le meilleur rap-
port signal/bruit & la détection. Pour pouvoir distinguer nos trois régimes linéaires si-
gnal /déplacement et pour avoir la plus grande sensibilité (liée a la pente dans le graphe
signal-déplacement, proportionnelle au rayon de la bille), le diamétre de 'ombre proje-
tée de la bille doit étre au plus égal au demi coté de la photodiode (la photodiode est
constituée de quatre quadrants carrés).

En outre, il faut aussi prendre en compte les limites de détection optique, qui nous
interdisent de prendre des billes de tailles inférieure au micron, le rapport signal/bruit
serait trop faible. L’utilisation de billes de diamétre autour de 10 um et plus est elle aussi
a proscrire : la taille de la sonde est trop importante, et 1a encore le rapport signal/bruit
trop faible. Lors de nos expériences nous avons utilisé des billes de diamétre compris entre
2 et 4 pm.
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2.1.4 Calibration

Autour de la position d’équilibre, le piége optique se comporte comme un potentiel
harmonique. Pour tout déplacement autour de la position d’équilibre, la force de rappel
est proportionnelle au déplacement. Les diverses méthodes de calibration, effectuées dans
le cadre de cette hypothése, cherchent a mesurer une constante de raideur équivalente du
piége. Celle-ci varie avec la taille et la composition de la particule piégée [54][172] mais
aussi avec la puissance du laser, sa longueur d’onde ou encore I'indice du milieu [I0] [142].
Il n’est donc pas envisageable prédire analytiquement la constante de raideur.

Nous présentons ici trois procédures pour caractériser la raideur d’une pince optique :
par flux hydrodynamique, par analyse des fluctuations dans le temps (théoréme d’équi-
partition) ou dans l'espace des fréquences. Il en existe d’autres (voir [154]), par exemple :
en enregistrant la réponse de la bille & un déplacement quasi-instantané du piége ; ou en
mesurant directement, quand c’est possible, le transfert de quantité de mouvement entre
la lumiére et la bille [132]. Notons que les fluctuations de la bille selon 1'axe de propaga-
tion du faisceau ne sont pas détectables avec la caméra et ont une amplitude inférieure
a 100 nm dans les conditions standard d’utilisation. Elles n’influencent donc pas notre

calibration (Fig[2.9).
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F'IG. 2.9 — Variation de notre facteur de conversion déplacement (nm)/signal de diode
(u.a.) avec la hauteur. Ce facteur de conversion a été mesuré sur une bille fize, a différentes
hauteurs de focalisation. La position 0 indique une focalisation identique & celle du piége. Les
barres d’erreurs a 1 % sont reportées a titre indicatif.
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2.1.5 Force de Stokes

Une premiére solution pour connaitre la constante de raideur de notre piége optique est
d’appliquer une force connue sur la bille et de mesurer ’écart entre les positions d’équilibre
avec et sans force extérieure appliquée.

La force la plus simple & générer expérimentalement est celle d’un flux hydrodynamique
laminaire sur la bille : la force de Stokes, Fsires = 6mnrv, ou r, est le rayon de la
bille, n la viscosité dynamique du milieu et v la vitesse de ’écoulement. La bille est de
dimension micrométrique, la vitesse de I'écoulement généré de ordre de 100 pm s~1, le
tout dans un milieu aqueux. Nous pouvons donc déterminer un ordre de grandeur du
nombre de Reynolds afin de vérifier que notre hypothése d’écoulement laminaire et donc
notre calibration est bien valide.

_ pdv
n

Re 1074 << 1 (2.1.2)

Nous appliquons donc un flux hydrodynamique controlé a la vitesse v, autour de la bille
piégée, de diamétre d, a I'aide de la platine motorisée et commandée via un générateur de
fonctions. Pour notre calibration nous utilisons des fonctions créneaux. La bille est alors
déviée de sa position d’équilibre sans flux (Fig [2.10).

La vitesse de I’écoulement est déterminée en faisant défiler une bille fixée sur le support
de verre devant la diode. Nous pouvons alors déterminer la constante de raideur du piége
selon la direction du flux appliqué, pour différentes puissances du laser. Par exemple pour
la Fig , la relation entre la raideur du piége kp;eqe €t la puissance laser affichée P,
est :

Kpicge = —2.3 + 0.067 Plgser (2.1.3)

2.1.6 Analyse des fluctuations

Une autre possibilité pour caractériser le piége opique est d’analyser les fluctuations de
la bille dans le piége. En effet, la bille piégée décrit encore un mouvement brownien, mais
restreint. L’amplitude des fluctations de la bille est d’autant moins importante, que la
constante de raideur associée au piége est grande. En analysant ces fluctuations, en temps
(équipartition de I’ énergie) ou en fréquence, il est possible de remonter & une constante
de raideur du piége kpege, toujours dans I’hypothése harmonique.

Analyse de Fourier

Le spectre de puissance de la bille, |Ax(f)?| suit une Lorentzienne (Fig ; 11 est
identique a celui d’un oscillateur amorti pour lequel on a négligé le terme inertiel :
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FiGg. 2.10 — Calibration par flux hydrodynamique. a, conversion signal de diode-
déplacement, obtenue en faisant défiler une micro-bille (p=3.36 um) devant la PSD. Nous en-
registrons en paralléle le signal de la PSD et le déplacement réel de la bille, qui correspond au
déplacement de la platine piézo-électrique. Deux zones ot la relation signal de diode-déplacement
de la bille est linéaire sont exploitables (en rouge). b, signal (en noir) recueilli lors du déplacement
d’une bille piégée soumise a un flux hydrodynamique alternatif. Ce flux est généré par déplace-
ment de la platine motorisée (en rouge) dont les mouvements sont contrélés par un générateur
de fonction. ¢, mesure de la vitesse du flur appliqué en faisant défiler, a cette méme vitesse, une
bille fizée sur le support devant la PSD. Aprés conversion signal de diode-déplacement (cf a), la
pente nous renseigne sur la vitesse de la platine motorisée et donc sur la vitesse du flux hydro-
dynamique rencontré lors de b. d, connaissant v et Ax nous pouvons en déduire la constante de
raideur du piege (dans I'hypothése harmonique). La relation Pyyser-constante de raideur du piége
est linéaire.
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4’ykaT f2
‘Ax(f)Q‘ = < .
kgiége ch + f2

la fréquence de coupure, f., nous renseigne sur la constante de raideur du piége, en
effet :

(2.1.4)

72 =t (2.1.5)
v

avec 7 = 6mnrv pour une sphére dans un fluide.
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Fi1G. 2.11 — Calibration par analyse spectrale. Analyse spectrale du signal recueilli enre-
gistré avec la diode quatre quadrants. (insert : fluctuations selon une direction du plan XY d’une
bille piégée, 3.36pm, Spherotech, en fonction du temps). Les courbes S(f) sont ajustées par des
lorentziennes (deux paramétres ajustables). Nous pouvons alors déterminer la raideur de notre
piége & partir de la fréquence de coupure de cette lorentzienne, pour une puissance laser donnée.

Théoréme d’équipartition

En intégrant le résultat précédent sur 'ensemble des fréquence (théoréme de Parseval),
on retrouve le théoréme d’équipartition de ’énergie, qui permet lui aussi de connaitre la
constante de raideur du piége optique :



2.1. DISPOSITIF EXPERIMENTAL 67

/OOO |Ax(f)?| df = kel (2.1.6)

kpiége

En enregistrant le mouvement brownien restreint puis en projetant ces positions ob-
tenues sur ’axe selon lequel on désire connaitre la constante de raideur du piége, nous
obtenons un histogramme avec une enveloppe gaussienne (dans la limite ou N est grand,
théoréme central limite) (Fig [2.12). La largeur & mi-hauteur de cette gaussienne nous
permet de remonter & ky;eq. selon 'axe de projection.

Y {nm)

Fia. 2.12 — Calibration par équipartition. Echantillonnage des positions occupées successi-
vement par la bille dans le plan XY, perpendiculaire o l'aze optique. Acquisition a 10 kHz pendant
4.6 s pour une puissance en sortie de fibre du laser de 400 mW. En haut et & droite, histogrammes
de la distribution de ces positions projetées respectivement selon les azes X et Y, et ajustement
avec une gaussienne dont la largeur & mi-hauteur nous renseigne sur 'amplitude des fluctuations
et, en utilisant le théoréeme d’équipartition, sur la raideur du piége : 1/2kp;eqe < Az? >=1/2kpT.
Le piege n’est pas isotrope, nous n’avons pas o, = oy

Cependant, il est plus difficile de s’affranchir des problémes de dérives mécaniques lors
de T"acquisition des données en travaillant dans I’espace temporel. Ces dérives lentes (de
I'ordre de 100 nm/mn) ont tendance & élargir les distributions et conduisent & une sous
estimation de la constante de raideur. Dans I'espace des fréquences, on s’affranchit de ces
effets en imposant un filtre passe-haut avec une fréquence de coupure autour de 5 - 10
Hz.
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De ces techniques de calibration, c¢’est celle par flux hydrodynamique que nous avons
le plus utilisée. Nous obtenons une relation linéaire entre la constante de raideur du piége
et la puissance laser. Par analyse de Fourier, nous rencontrons des problémes d’échan-
tillonnage et de bruit ¢lectronique pour les puissances du laser au-dessus de 700 mW.

2.1.7 Vers la pince magnéto-optique
Motivation, concept et difficultés expérimentales

Si les moteurs moléculaires comme I’ARN-polymérase sont capables d’exercer une force
importante (15-30 pN) lors de leurs déplacements sur la molécule d’ADN [I76][156], elles
exercent aussi un couple en amont du site de réplication. Cette contrainte, méme si elle
relachée par des protéines appartenant a la classe des topoisomérases [75], pourraient tout
de méme avoir un role dans la déstabilisation du nucléosome. Dans le but d’étudier entre
autre, la stabilité du nucléosome en fonction de la torsion de la molécule d’ADN, nous
avons mis au point une pince magnéto-optique nous permettant d’exercer a la fois un
couple et une tension sur PADN [36]. C’est ce dispositif que nous allons décrire ; il pourra
aussi s’appliquer a une la fibre de chromatine.

Réalisation

Nous avons repris 1'idée de pinces magnétiques et ’avons adaptée a notre pince optique.
La solution proposée par Sacconi & al. [124] est élégante et permet une rotation de la
bille selon quasiment n’importe quel axe, moyennant un pilotage du courant traversant
les électro-aimants.

Mais les contraintes d’espace sont restrictives : encombrement de I'objectif, relative-
ment large (¢=3.6 cm), de la cellule d’expérimentation et de la platine piézo. En consé-
quence, notre dispositif devait étre de conception simple, facile et rapide a mettre en place
a partir de la configuration initiale, ne pas trop interférer avec I’éclairage du microscope,
et s’adapter au mieux avec notre systéme de chambre a flux. Dans notre cas, seule la
rotation dans I’axe de la molécule (axe X) nous préoccupe. Notre dispositif final de pince
magnéto-optique se présente comme suit, :

Un support en plastique, fabriqué par nos soins, entoure I'objectif. On trouve sur ce
support une bobine créant un champ vertical (V1) et deux bobines horizontales (H1,
H2). L’autre bobine verticale est maintenue par un autre support en plastique autour du
tube du condenseur du microscope (V2) (Fig[2.13)). Les bobines horizontales sont fixées
au support avec des vis en acier qui jouent en méme temps le role de noyau magnétique,
permettant d’atteindre, dans cette direction, des valeurs de champs plus élevées au niveau
de I’échantillon : autour de 40 G (4mT). Pour réduire les effets de gradient de champ nous
avons arrondi 'extrémité de ces vis. L’objectif du microscope est composé de matériaux
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sans propriétés magnétiques, tout comme le tube du condenseur, donc le jeu de bobines
verticales ne contient pas de noyau magnétique.

Les contraintes d’espace nous ont imposé la taille des bobines. Nous les avons concues
en utilisant du fil de cuivre de 0.4 mm de diamétre pour supporter des intensités autour
de 1 A. Les bobines horizontales sont longues de 1 cm, ont un diamétre de 1.8 cm et
contiennent 90 tours. Les bobines verticales contiennent environ 130 tours, sont longues
de 1.55 cm, et ont un diamétre de 4.5 cm et 3.9 cm respectivement pour la bobine de
I'objectif et celle du tube de condenseur. Les résistances de ces bobines sont de 1.1 Q
et 3.7 Q (respectivement bobines horizontales et verticales). L'intérét de ce dispositif est
qu’il assure un alignement optimal du champ magnétique avec la zone de piégeage.

Ensuite un champ tournant est appliqué en controlant le courant traversant le jeu de
bobine. A cette fin nous utilisons la carte de contrdle (Visual kit Comstep+) du moteur
pas a pas pilotant en paralléle la focalisation de notre objectif. Cette solution simple et
peu honéreuse limite a huit le nombre de positions discrétes que le champ magnétique
adopte pour effectuer un tour complet, ce que nous estimons étre largement suffisant
pour appliquer un couple a une molécule d’ADN ou une fibre de chromatine. La vitesse
maximale de rotation, les aspects d’écoulement et de frottements mis a part, est limitée
par la vitesse de la carte de pilotage, soit 30 Hz.

Nous faisons varier 'intensité du champ magnétique en jouant sur le courant traver-
sant les bobines. Ce controle est assuré en utilisant une alimentation en tension continue
(Selectronics) et un rhéostat circulaire (Radiospares) branché juste avant les bobines.

F1G. 2.13 — dispositif magnétique A, schéma et B photo de notre dispositif magnéto-optique.
Bobines H1/H2 horizontales et V1/V2 verticales. S, chambre a flur. O, objectif, SH, support
monté sur la platine piézo-électrique.

Divers tests

Billes employées Les billes magnétiques sont le plus souvent constituées d'un cceur
paramagnétique et d’'une coque en polymeére qui les rend solubles. Ce coeur paramagné-
tique n’est pas transparent au faisceau laser et la plupart des micro-billes magnétiques ne
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conviennent pas a ce genre d’expérience : lorsqu’on tente d’attraper une telle bille, elle est
dégradée par un échauffement important di a ’absorption par sa partie magnétique. Ou
alors, c’est la pression de radiation qui 'emporte et qui éjecte la bille du piége optique.

Nous avons testé plusieurs fournisseurs de billes magnétiques avant de nous fournir
chez Micromod : billes 3 et 4 um micromer ®-M. La plupart des billes ont un rapport
entre la taille du ccoeur magnétique et la taille de la coque en polymeére suffisamment
petit pour autoriser la capture avec les pinces optiques, sans pour autant compromettre
la possibilité d’orientation sous champ magnétique.

Champ magnétique généré Nous avons mesuré 'amplitude du champ magnétique
créé par les bobines au niveau de ’échantillon avec une sonde de Hall. Pour un courant
traversant les bobines de 1.5 A, le champ est de 'ordre de 4 mT. Nous avons obtenu
un résultat semblable par simulation par éléments finis. Les gradients des champs ma-
gnétiques générés par les paires de bobines sont faibles : de 'ordre de 10 G/m dans un
rayon de 1 mm autour du centre de I’échantillon. Ces valeurs sont des ordres de grandeur,
obtenus avec un maillage trés fin dans la zone de piégeage. D’autre part nos expériences se
déroulent sur une petite zone (une centaine de um?) et le champ peut alors étre considéré
comme homogeéne a cette échelle.

Une premiére étape fut de contréler si notre dispositif générait des champs suffisam-
ment intenses dans toutes les orientations du plan défini par les bobines pour faire tourner
des micro-billes magnétiques en solution.

Les billes super-paramagnétiques conservent, du fait de leur hystérésis, une aimanta-
tion rémanente en champ extérieur nul. En suspension, ces billes tendent a s’agglomérer.
En appliquant un champ magnétique, ces agrégats s’ordonnent selon la direction définie
par ce champ, et on obtient ainsi des alignements de billes. Maintenant, si on fait tourner
le champ magnétique dans un plan perpendiculaire & la surface de verre, alors ces rangées
de billes suivent le champ et tournent avec lui (Fig [2.14]).

FiG. 2.14 — Visualisation de la rotation d’une association de deux billes super-
paramagnétiques avec le champ magnétique. Les billes sont libres dans la solution, vi-
sualisées dans le plan OXY (séquence du dessus) et tournent en suivant le champ magnétique
tournant dans un plan vertical OYZ (séquence du dessous).
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Enroulement de deux molécules d’ADN Pour tester notre montage, nous devions
appliquer un couple & une molécule simple comme ’ADN et en mesurer les effets désormais
connus [139] [4] : réduction de longueur apparente de la molécule, diie a la création d’une
forme plectonémique dans le cas d’une faible force de tension. Néanmoins, pour appliquer
un couple & un ADN, il faut que celui-ci soit attaché par ses deux extrémités et sur les
deux brins a la fois. Si un seul des brins est attaché, ou s’il existe une cassure dans le
squelette de la molécule, alors la molécule est libre de tourner sur elle méme, et il est
impossible de lui appliquer un quelconque couple.

Nous avons donc accroché deux molécules d’ADN entre les billes, puis imposé une
rotation a la bille piégée. La position du piége est restée fixe tout le long de I'expérience.
L’entrelacement des deux molécules est accompagné d’une diminution de la distance entre
les deux billes (Fig[2.15). Notre dispositif est opérationnel.

w w v

A9

5 é
Fi1G. 2.15 — Expérience test d’enroulement de deux molécules ’ADN A Schéma de
Uezpérience : les deux molécules d’ADN ont été préalablement enroulées de 50 tours. Nous dérou-
lons ces 50 tours en faisant tourner la bille dans le sens contraire et en poursuivant la rotation
de la bille, nous enroulons les deux molécules de 100 tours. Le piege est fize au cours de l’expé-
rience et nous pouvons donc suivre ’évolution de la longueur apparente des molécules d’ADN en
fonction de leur enlacement. B Visualisation avec la caméra CCD. C : Signal recueilli. Du fait

de la présence d’une impureté sur la bille chaque tour peut étre identifié : on compte deux pics
par tour.
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2.1.8 Choix et préparation des billes

Dans ces expériences de traction de molécules d’ADN, I'accrochage efficace (solide,
rapide et unique) et la détection précise (quelques nm) sont deux exigences qui passent
par le controle de la qualité des billes que nous utilisons. Nous exposons dans ce qui suit
les contraintes et les problémes que nous avons rencontrés dans la préparation des billes,
ainsi que les choix que nous avons faits pour les résoudre.
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Taille et composition

Pour des raisons liées a la détection (cf[2.1.3), nous utilisons des billes différentes selon
qu’elles sont dans la pince optique ou maintenues par la pipette.

Ensuite il faut tenir compte de la composition de la surface des billes et du tampon
utilisé. Effectivement, certains couples billes du piége/bille de la pipette ont tendance a se
coller littéralement I'une a 'autre, alors que d’autres peuvent étre maintenues en contact
indéfiniment sans pour autant se coller.

Il est aussi parfois impossible de greffer des molécules d’ADN 4 la surface de certaines
billes, méme ci elles ont eté marquées efficacement avec le bon anti-corps. Cet effet est
trés certainement dii & la présence de charges négatives résiduelles & la surface des billes
dans les conditions physiologiques (coque en polymére contenant des résidus charges),
interdisant & 'ADN de s’approcher suffisamment pour pouvoir se lier par ses extrémités.

La monodispersité des échantillons achetés est aussi un critére important. Puisque la
constante de raideur du piége est fonction du rayon de la bille capturée, dans le cas d'une
suspension de billes monodisperse nous n’avons qu’a calibrer le piége une seule fois, et non
pas a répéter cette opération pour chaque bille comme ce serait le cas avec une suspension
de billes trop polydisperse.

Ainsi, aprés une longue période de test croisés (composition, taille, marquage), les
billes que nous utilisons le plus couramment sont les suivantes : 3.36 pm Spherotec initia-
lement acide carboxylique (-COOH), en surface, et modifiées avec streptavidine selon le
protocole ci-aprés. Et 1.5 ym Sicastar ® Micromod, initialement amine (-NH,), en surface,
et modifiées avec anti-digoxigénine ou streptavidine.

Marquage des billes

Pour éviter I'accrochage des deux extrémités de ’ADN sur une méme bille, nous avons
modifié les deux bouts de la molécule avec deux anti-génes différents. De ce fait, nous
utilisons des billes marquées différemment en surface selon qu’elles sont destinées a la
pince optique ou a la micro-pipette.

Afin de controler le plus possible la qualité de marquage des billes, nous avons décidé
de les marquer nous-méme avec l'anti-corps adapté. Les protocoles pour lier de fagon
covalente des protéines a la surface de ces billes sont bien établis. Pour notre part nous
nous inspirons de celui mentionné dans [I73| pour les surfaces -COOH, et celui proposé par
Polysciences pour les surfaces -NHy (http ://www.polysciences.com /shop/datasheet.asp
# Microspheres % 20 & % 20Particles).

Tout le long des préparations et lors de la conservation, nous utilisons des tubes de
verre pour minimiser les pertes de billes par adhésion aux parois. Effectivement, lors des
centrifugations, nous avons constaté une agrégation d’une grande partie des billes sur les
parois des tubes en plastique. Lorsque nous retirons ensuite le surnageant par aspiration,
méme douce, les billes se décollent de la surface du tube au passage du ménisque et sont
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aspirées involontairement. Avec les tubes de verre, le culot est bien défini et 'adhésion de
billes aux parois est nettement réduite.

Ces tubes sont réalisés a partir de pipettes Pasteur préalablement découpées avec un
stylo & diamant. Ces tubes de verres aux extrémités ouvertes sont ensuite partiellement
fondus a I'un de leurs bouts avec un chalumeau, pour aboutir & un tube de verre au
volume avoisinant 700 pl.

Surface -COOH Nous utilisons des billes en polystyréne de 3.36 pum, marquées a
leur surface par des groupements acide carboxylique (Spherotech, 3.36 pum carboxyl-
polystyrene particles, 5% w/v).

— 25 ul de billes & 5% w/v dans un tube en verre, trois lavages successifs ; ajouter 500
pl d’eau microfiltrée, centrifugation a 4000 g pendant 5 mn. Le surnageant est jeté
et le culot est resuspendu.

— Apreés la derniére centrifugation, le culot est resuspendu dans une solution préala-
blement préparée de 50 pl, 5 mM acétate de sodium, 3 ug/ml streptavidine (Sigma),
5 mg/ml EDAC (Sigma). Incubation pendant 1/2 journée a température ambiante
sous agitation douce et rotative pour éviter toute sédimentation.

— Trois lavages successifs des billes avec une solution de PBS 1x. Le culot final est
repris dans 50 pul PBS 1x (concentration finale 5% w/v), 0.1 mM azid (pour éviter
toute prolifération bactérienne).

— Conservation a 4°C

Surface -NH, Nous disposons initialement de billes 1.5 um a 5% w/v (Micromod,
Sicastar ®(NH2), 1.5 um), d’anti-digoxygénine (Roche), d’une solution aqueuse de gluta-
raldéhyde a 8% (Sigma), d’une solution pure d’éthanolamine (Sigma, 98%) et de tampon
PBS1x (solution diluée de PBS 10x, Gibco)

— 50 pl de billes dans un tube en verre, trois lavages successifs : ajouter 500 ul de
PBS 1x, centrifugation a 4000 g pendant 5 mn. Le surnageant est jeté et le culot
est resuspendu.

— Aprés le troisiéme lavage, reprendre le culot dans 50 ul glutaraldéhyde 8% (Sigma).
Incubation 5 h & température ambiante avec agitation ou sur banc tournant pour
éviter toute sédimentation.

— A nouveau trois lavages au PBS 1x

— le culot est repris dans 100 pl anti-digoxigénine (Roche), concentration finale ~ 200
pg/ml, dans PBS 1x ; incubation pendant la nuit toujours sous agitation douce et
rotative.

— Centrifugation 5 mn a 5000 g. Récupération du surnageant qui peut-étre récupéré et
conservé a -20°C : il contient encore une grande quantité d’anti-digoxygénine, trés
précieuse.
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— Le culot est repris dans 100 pl éthanolamine 0.2 M, incubation 1 h sous agitation
douce et rotative a température ambiante.

— Deux lavages avec PBS 1x

— Le culot est repris dans 50 ul PBS 1x, 0.1 mM azid. Conservation du tube & 4°C

2.2 Préparations biochimiques

2.2.1 Préparation de ’ADN

Le principe pour accrocher une fibre de chromatine ou une molécule d’ADN entre
les deux billes est identique. Pour cela il est nécessaire de modifier les extrémités de la
molécule d’ADN, de fagon a ce que celles-ci présentent des nucléotides marqués par des
anti-génes comme la digoxigénine, ou par de la biotine. Les techniques requises sont bien
établies et nous allons les détailler en partie.

Le plus souvent nous disposons initialement de plasmide, c’est a dire d’une molécule
d’ADN circulaire. Dans ce cas, la premiére étape consiste a couper ce plasmide en un
seul endroit avec une enzyme de restriction adaptée pour aboutir & une molécule d’ADN
linéaire dont les deux extrémités sont simples brins. Il est préférable pour I'utilisation de
’ADN polymeérase par la suite, d’avoir des extrémités simples brins de type 5’—3’ (Fig
2.16|).

L’étape suivante consiste a compléter les extrémités simples brins avec des nucléotides
marqués par un anti-géne. [’enzyme qui produit ce travail est ’ADN polymérase, ou
juste une de ces sous unités qu’il est possible d’isoler : Klenow exo~. Les deux extrémi-
tés de la molécule d’ADN sont désormais marquées avec le méme antigéne. Pour éviter
tout probléme de bouclage de PADN sur la méme bille il est préférable de marquer avec
deux antigénes différents les extrémités de ’ADN. Pour cela nous répétons le processus
découpage (avec un autre enzyme de restriction)-marquage une seconde fois. Cependant
pour le second marquage nous introduisons des nucléotides marqués avec un autre anti-
géne. Partant d’'un plasmide d’ADN, nous aboutissons ainsi a deux molécules d’ADN de
longueurs connues et dont les extrémités sont marquées différemment.

Nous avons procédé de maniére sensiblement différente quand nous avons utilisé ’ADN
de phage A\ (Takara), cette molécule de 48 kbp ayant des extrémités simples brins initia-
lement. Pour marquer la chromatine native issue d’érythrocyte de poulet, la méthode
employée est elle aussi un peu différente et détaillée dans [2.2.3

Le choix des enzymes de restrictions a utiliser est propre a chaque expérience. Voici
un exemple typique de préparation d’une molécule d’ADN, ici de type M13mp18 :

Découpage de PADN avec une enzyme de restriction Nous avons choisi pour le
plasmide M13mp18 (Fermentas puis New England Biolabs) les enzymes Bamh1 (Fermen-
tas) et EcoR1 (Fermentas) qui coupent chacun la molécule d’ADN en un seul site. Nous
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F1G. 2.16 — Schéma de la procédure de découpage et marquage d’une molécule
d’ADN. Le choix de l’enzyme de restriction (ici EcoR1) dépend de la séquence d’ADN ainsi
que de lendroit choisi pour couper et marquer une molécule d’ADN, ici supposée circulaire au
départ (plasmide). Nous complétons ensuite les extrémités simple brins en utilisant ’ADN poly-
mérase II (Fermentas) (5'—3°) avec des nucléotides marqués par des anti-génes correspondant
auz anti-corps de la surface des billes, typiquement dATP-biotine (Gibco) ou dUTP-digozygénine
(Roche). En repétant ces étape par deuz fois, il est possible de marquer avec deux anti-génes
différents les extrémités des fragments issus du plasmide initial.



76 CHAPITRE 2. MATERIELS ET METHODES

décrivons la premiére étape du marquage (ici avec biotine), la procédure pour le marquage
avec la digoxigénine étant similaire.
— 5 pg I’ADN dans 50 pul de tampon pour Bamhl 1x + 25 u. de I'enzyme Bamhl.
Incubation 1 h & 35°C
— Arrét de la réaction par précipitation de PADN avec 25 pl acétate de sodium (3M)
et 150 ul éthanol 95%.
— Centrifugation 17000 g, 10 mn
— Enlever le surnageant et rincer 'ADN précipité (en blanc au fond du tube) avec 100
ul éthanol 95%.
— Nouvelle centrifugation.
— Enlever le surnageant et laisser sécher
— Resuspendre dans 50 pl du tampon de la DNA polymeérase (NaP 25 mM, MgCl, 0.5
mM, pH = 7.7)

Marquage
— Ajouter les ANTP pour atteindre une concentration finale de ~ 0.1 mM pour chacun.
Utiliser des dATP-biotine et dCTP-biotine (Fermentas)
— Ajouter 25 u. d’ADN polymérase T4, incubation 30 mn & 37°C
— Arréter la réaction avec ajout ’EDTA, concentration finale : 10 mM
— Reprendre le cycle précipitation-centrifugation.
— Resuspendre dans le tampon de ’enzyme EcoR1.

Répétition Recommencer le protocole précédent en changeant les ANTP marqués ; uti-
liser des dUTP digoxigenin (Roche).

Resuspendre & la fin dans un tampon physiologique comme PBS 1x, et 0.1 mM azid
pour éviter tout développement de colonies bactériennes.

2.2.2 Chromatine reconstituée

Nous allons maintenant expliquer comment nous avons préparé les diverses chroma-
tines reconstituées. Nous poursuivrons dans la partie qui suit avec la chomatine native puis
avec nos protocoles permettant de fixer les fibres a la surface des billes pour finalement
tirer dessus.

A partir d’extrait d’ceufs de Xenopus Laevis

Au cours de cette thése nous avons utilisé, entre autre, pour reconstituer la chromatine,
des extraits d’ceufs de Xenopus Laevis et dans une moindre mesure, de drosophile. La
procédure la plus courante que nous avons utilisée est la suivante;

Nous utilisons pour ce type de reconstitution les fragments des molécules d’ADN issue
de phage A, qui ont été préalablement coupés par I’enzyme de restriction EcoR1 puis
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marqués. Ces fragments sont longs de 10 et 38 kbp. Nous avons choisi de tels fragments
essentiellement pour leur longueur car ils nous permettent de ne pas avoir a trop approcher
les deux billes : en effet, lorsqu’elles entrent en contact alors qu’elles baignent dans un
extrait d’ceufs de Xenopus Laevis, elles ont tendance & se coller définitivement.

La premiére étape consiste donc a suspendre une unique molécule d’ADN entre les
deux billes. Cette opération est effectuée dans un tampon physiologique type PBS 1 x.
En étirant cette molécule isolée une premiére fois, nous enregistrons son profil d’étirement ;
en le comparant a celui prédit par le modéle WLC, nous nous assurons que nous avons
bien une unique molécule d’ADN suspendue. Avant d’introduire ’extrait, nous éloignons
les deux billes pour éviter qu’une autre molécule d’ADN ne viennent ponter les billes. La
distance minimale entre nos billes est de I'ordre de 2 pm. Nous remplagons délicatement
le tampon (PBS 1 x) par Pextrait. Le débit ne dépasse pas quelques pl/mn et la cellule
d’expérimentation a été concue de telle facon que le flux hydrodynamique étire les mo-
lécules d’ADN greffées sur la bille, dans le sens opposé a la micropipette; encore pour
éviter le plus possible tout pontage multiple.

Hormis I'obtention d’extrait de bonne qualité, cette méthode de reconstitution est
simple. L’arrivée de 'extrait dans la cellule est visible, car méme bien purifié, ce dernier
contient encore de nombreuses impuretés. Afin de s’assurer que l'extrait remplit bien
tout le volume de la chambre, nous continuons pendant encore 3 mn environ a appliquer
un flux, avec un débit deux a trois fois moins important toutefois, ceci pour éviter de
contraindre la fibre de chromatine déja en formation. Nous assistons alors en direct a la
formation d’une fibre de chromatine.

Ensuite, la procédure est spécifique & 'expérience. Le temps d’incubation, aprés arrét
du flux, est le plus souvent de 5 mn minimum, méme si avant la fibre de chromatine semble
déja bien constituée comme nous le verrons par la suite (cf section . Mais cette
technique présente un inconvénient majeur : le contenu de 'extrait n’est pas parfaitement
controlé ; nous y reviendrons par la suite.

Sur une séquence positionnante de la NCP

L’ADN Comme nous ’avons mentionner dans le premier chapitre, quelques séquences
d’ADN sont réputées pour leur grande affinité vis a vis de 'octamére d’histones. Nous
utilisons la séquence 5S ADN-r d’oursin répétée [47] pour la reconstitution de collier
de perles artificiel, et la séquence 601 [160] pour la reconstitution de NCP individuelles
destinée a nos études de dilutions.

Le plasmid p2085S-G5E4 est découpé avec 1’enzyme de restriction Aec651 (Asp718),
Cail (AlwNI), Sspl, Clal (Fermentas). Les fragments ainsi obtenus sont séparés sur 4%
PAGE native et électrodilution. Les concentrations sont mesurées au spectro-photométre
a la longueur d’onde de 260 nm. Les fragments longs de 2539 bp sont ainsi composés :
une séquence longue d’environ 400 bp, correspondant au promoteur E4, est encadrée par
deux séquences d’ADN contenant chacune une succession de cing séquences de 5S DNA-
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r de Ioursin, longues de 208 bp [107]. Ces fragments sont marqués avec des nucléotides
dCTP-biotine au niveau du site libéré par Clal, en présence de 100 uM dGTP, en utilisant
Ienzyme Klenow exo~. Une fraction de ces fragments marqués avec dCTP-biotine sont
aussi marqués & leur autre extrémité par dUTP-digoxigénine (Roche), au niveau du site
libéré par ’enzyme de restriction Acc651.

Reconstitution Des histones recombinantes issuent de Xenopus Laevis sont exprimées
et amplifiées & I’aide des bactéries, et sont purifiées selon le protocole décrit dans [97].

Disposant de '’ADN et des histones séparement, nous pouvons alors reconstituer les
NCP. Nous utilisons une technique de dialyse pour mener & bien cette opération. Les
fragments d’ADN sont mélangés dans une solution a 2 M NaCl avec les histones recombi-
nantes, dans un rapport de concentration de 1/0.8 [§], afin d’éviter toute agrégation par la
suite. Pour ces reconstitutions, nous utilisons environ 1 ug d’ADN marqué par la biotine,
et parmi ces framents, 10-16% sont doublement marqués avec biotine et digoxigénine. La
concentration saline est ensuite diminuée pas a pas.

Nous vérifions ensuite que nos NCP ont été correctement reconstituées en utilisant la
Mnase et des reconstitutions ot ’ADN a été marqué par des nucléotides radioactifs 32P.
100 ng d’ADN libre marqué radioactivement et autant d’ADN impliqué dans une fibre de
chromatine reconstituée sont digérés pendant 2 mn dans une solution 4 1 mM Ca?*t et
respectivement 0.03 et 0.1 unité de Mnase.

La digestion est arrétée par Paddition de 100 ul de solution a 0.2% SDS et 1 ug de
protéinase K.

[’ADN est extrait en utilisant la séparation de phase par phénol-chloroforme suivi
d’une précipitation avec de I’éthanol. Les fragments résultants sont analysés sur gel d’aga-
rose a 1.5%.

L’échelle type EcoR1 est obtenue en digérant partiellement ’ADN avec 2 U de EcoR1

pendant 1 mn (ligne 1, Fig[2.17)).

Avec la nucléoplasmine

S’il est impossible de reconstituer un fibre de chromatine en mélangeant ’ADN et
les histones directement dans un tampon physiologique, une telle reconstitution est par
contre envisageable en utilisant des protéines chaperons des histones comme NAP1 ou
nucléoplasmine et N1 [98|[152][70].

Les histones recombinantes sont conservées dans une solution a 1.8 M NaCL, 15%
glycerol & une concentration de 0.4 pg/pl. Nous disposions aussi de variants d’histones
H2A : H2A Bbd et H2AZ. La nucléoplasmine est conservé dans un tampon de TE 1x,
20% glycerol, 150 mM NaCl.

La nucléoplasmine est une protéine connue pour chaperonner un dimére H2A-H2B.
Nous avons tenté de reconstituer une fibre de chromatine sur un fragment d’ADN préa-
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F1G. 2.17 — Analyse de la chromatine reconstituée a partir d’une séquence répétée 5S
d’ADN-r. A Analyse sur gel SDS-PAGE des histones recombinantes utilisées pour nos reconsti-
tution. B Gel d’analyse des fragments d’ADN obtenus aprés digestion par la Mnase de I’ADN nu
utilisé pour la reconstitution (ligne 2) et de I’ADN faisant déja partie de la fibre de chromatine
reconstituée (ligne 3). La position des nucléosomes est indiquée sur la partie droite de la figure.
Ligne 1 : Echelle de longueur en bp



80 CHAPITRE 2. MATERIELS ET METHODES

lablement introduit dans notre dispositif expérimental, en suivant un protocole similaire
a celui employé pour la reconstitution avec Pextrait de Xenopus Laevis (cf [2.2.2)).

Avant de mélanger les histones et ’ADN pour former une hypothétique fibre de chro-
matine, nous incubons les histones seules avec la nucléoplasmine pendant 30 mn dans un
tampon final de TE 1x, 150 mM NaCl. La concentration finale de I’ensemble des histones
varie autour de 30 ng/ul et celle de nucléoplasmine autour de 60 ng/ul. C’est ce mélange
que nous introduisons dans notre cellule d’expérimentation qui contient déja une molécule
d’ADN entre les deux micro-billes.

2.2.3 Chromatine native

Pour obtenir une chromatine fonctionnelle & partir de noyaux d’érythrocytes de poulet,
nous procédons en quatre étapes :

— Extraction des noyaux des érythrocytes.

— Découpage en fragment de plusieurs kbp.

— Extraction de la chromatine des noyaux.

— Marquage avec biotine et antidigoxigénine.

Extraction des noyaux d’érythrocytes de poulet

Nous disposons initialement du sang de poulet complet (Charles River Laboratories).
La composition du tampon de rincage est : 5mM PIPES, 150 mMNaCl, 0.5mM AEBSF.
— la premiére étape consiste en une centrifugation (dilution 1/1 v/v avec le tampon
de ringage, 800 g, 10 mn) visant & laver le sang et & ne récupérer que les globules
rouges. Le surnageant est jeté et on ne récupére que le culot. Les globules déja
coagulés apparaissent en noir au fond du culot. Ce phénoméne doit étre limité et

nous devons avoir un maximum de globules bien rouges pour pouvoir poursuivre.

— Deuxiéme (voire troisiéme) cycle centrifugation-resuspension dans le tampon de la-
vage.

— Verser dans un bécher, avec agitateur magnétique.

— ajouter au goutte a goutte du NP40 10x pour faire éclater les cellules. Arréter dés
que la couleur de la solution change du rouge au violet, signe que I’hémoglobine est
libérée dans la solution et est oxydée.

— Nouvelle centrifugation (800 g, 10 mn). Les noyaux apparaissent en blanc au fond
du culot.

— Enlever le surnageant de couleur rouge et recommencer le cycle centrifugation-
rincage avec le tampon de lavage jusqu’a ce que le surnageant soit complétement
incolore.
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Découpage

Cette étape est délicate lorsqu’il faut changer de tampon pour celui de la Mnase. Les
noyaux risquent & tout moment de s’agréger et de ne plus étre fonctionnels pour la suite
de 'extraction. Il est possible de détruire les plus petits agrégats en s’aidant d’une pipette.

— Apreés la derniére centrifugation de rincage, les noyaux sont resuspendus délicate-
ment dans le tampon de digestion de la Mnase (60 mM KCI, 15 mM NaCl, 15 mM
PIPES a pH 7.5, 0.5 mM CacCly, 0.25 mM MgCl,, 0.1 mM AEBSF).

— Un rincage avec le tampon de Mnase si possible.

— Pré-incuber les noyaux pendant trois minutes a 37°C.

— Ajout de la Mnase a la solution de noyaux, ajustée & une concentration finale de
1U/1 ODggp. Selon la longueur moyenne voulue des fragments de chromatine, on
arréte la réction de digestion a des temps plus ou moins long (Fig [2.18). Ayant
besoin de fragments long de quelques kbp, nous arrétons la digestion aprés une
minute d’incubation en ajoutant de 'EDTA & une concentration finale de 5 mM.

Extraction de la chromatine

— Les noyaux sont ensuite centrifugés a 400 g, a 4°C, pendant 10 mn.

— Eliminer le surnageant et resuspendre le culot avec précaution, en évitant le plus
possible toute agrégation, dans une solution de 1 mM EDTA. Cette solution est lais-
sée 45 mn dans la glace pour laisser les noyaux libérer la chromatine : les membranes
nucléaires éclatent par pression osmotique, et la chromatine digérée est libérée.

— Pour se débarrasser des fragments de membranes nucléaires, I’ensemble est centrifugé
a 10000 g, a 4°C pendant 5 mn.

— Récupérer le surnageant et le placer dans de nouveaux tubes.

Cette procédure nous permet d’obtenir des fragments de chromatine de grande taille

i.e. compris entre 2 kb et 15 kb, avec une majorité de fragments autour de 7 kbp, Fig

2.18

Marquage

Reste alors encore a marquer ces fragments de chromatine avec de la biotine a leurs

extrémités.

— La chromatine est lavé deux fois dans le tampon minimum pour le fonctionnement
de la DNA polymérase : 25 mM phosphate de sodium, 0.5 Mm MgCl,, pH 7.5, en
utilisant des micro-filtres : Microcon YM100. Aprés une douce centrifugation a 400
g, & 4°C et durant environ 25 minutes, 'opération est reprise avec ce qui reste dans
le réservoir des microfiltres (contenant la chromatine qui n’est pas passée).

— Pour récupérer la chromatine, les microfiltres sont retournés sur de nouveaux tubes,
vides, puis centrifugés a 18000 g, a 4°C pendant 10 mn. Environ 200 pl doivent étre
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F1G. 2.18 — Gel par électrophorése de I’ADN recueilli aprés digestion de la chromatine
de noyaux d’érythrocytes de poulet par Mnase. 1, Echelle d’ADN. 2,3,4,5,6, fragments
d’ADN aprés des temps de digestion par la Mnase de la chromatine, respectivement de 30 s,
1, 2, 4 et 10 mn. On distingue un accroissement du nombre de fragments courts (mono et di-
nucléosomes) avec le temps de digestion.

récupéré pour espérer ne pas avoir perdu trop de chromatine par adsorption sur le
filtre.

Une autre solution pour changer de tampon, est la dialyse des solutions de chroma-
tine. Le principe est le suivant : la solution & 1 mM EDTA contenant la chromatine
est placée dans un réservoir fermé par un membrane de dialyse (Spectro/Por®).
Aucune bulle d’air importante ne doit se trouver dans ce réservoir. Celui ci est placé
dans un bécher contenant une grande quantité de solution tampon pour 'ADN
polymérase. La membrane sépare donc la solution initiale et le tampon de 'ADN
polymérase. Par simple diffusion & travers celle ci et par dilution, le tampon est
remplacé. Le rapport entre les deux volumes est d’au moins mille, et nous attendons
au moins deux heures sous agitation douce avant de récupérer la chromatine en
suspension dans son nouveau tampon. Cette méthode limite les pertes par rapport
I'utilisation des micro-filtres.

La concentration en chromatine est mesurée, plus exactement la concentration en
ADN, et nous procédons alors a I'étape de marquage proprement dite.

Les extrémités de I’ADN sont rognées avec la T4-ADN polymérase (Fermentas) puis
complétées avec des nucléotides marqués, toujours grace a la méme enzyme : une
unité de T4-ADN polymérase par pug de DNA est ajoutée a la solution et incubée
10 minutes a 37°C pour former des extrémités 3’ de type simple brin.
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— Ensuite, nous ajoutons en excés, a une concentration finale de 100 yM chacun, les
nucléotides suivants : biotine 14-dATP, biotine 14-dCTP, dGTP et dTTP (Fermen-
tas). La réaction se poursuit durant 15 mn a température ambiante et elle est arrétée
par 'ajout d’'EDTA (5 mM concentration finale).

— Le tampon est a nouveau remplacé par une solution de TE 1x (10 mM Tris, 1 mM
EDTA), par dialyse ou utilisation des microfiltres.

2.3 Déroulement d’une expérience type

Je ne rapporte dans ce paragraphe que les grandes lignes de notre protocole d’accro-
chage et d’étirement. Les expériences plus particuliéres seront décrites au cas par cas le
moment venu, dans la partie suivante. L’esprit commun & ces manips est de soumettre
une molécule (ADN) ou un complexe moléculaire (chromatine) a une force d’étirement
afin d’en tirer une information sur la stabilité des nucléosomes, par exemple, et sur les
conséquences mécaniques des modifications diverses qui peuvent 'affecter.

2.3.1 Incubation
Conditions concernant PADN et en partie la chromatine

Une fois les préparations biochimiques achevées, pour tester les propriétés élastique
de ces molécules il faut les accrocher entre deux billes. Pour cela nous incubons les billes
avec ’ADN ou la chromatine a 4°C sous agitation rotative douce, afin que les billes
ne sédimentent pas. La durée minimale d’incubation est de 'ordre de I’heure, avec les
concentrations que nous utilisons : 0.005% w/v de microbilles et 0.5 ug/ml d’ADN envi-
ron. Cependant nous prolongeons ce temps d’incubation pendant une nuit lorsque nous
travaillons avec des fibres de chromatine (sauf avec la chromatine reconstituée avec I'ex-
trait d’ceufs de Xenopus Laevis).

Dans la majorité des expériences nous choisissons de fixer ’ADN sur les billes destinées
a étre maintenues dans le piége, marquées avec streptavidine (¢=3.36 pm, Spherotech).
Lors de cette étape il est important de mélanger dans un bon rapport la quantité de
fragments d’ADN et la quantité de billes. Si ce rapport est trop grand, on risque de
fixer systématiquement plusieurs molécules entre nos deux billes, si il est trop petit, le
temps d’attente avant d’avoir une molécule d’ADN a étirer risque d’étre trés (trop!) long :
plusieurs minutes et au-dela. Bien entendu le nombre de molécules qui se fixent sur les
billes est une fonction croissante avec le temps, et cet effet se manifeste trés clairement
expérimentalement : quelques difficultés a accrocher les billes aprés 1 h d’incubation,
mais en revanche une grande facilité d’accrochage aprés quelques jours, voire méme un
multi-pontage trop fréquent.
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Procédure particuliére d’augmentation de la concentration en chromatine exo-
géne.

Afin d’étudier l'effet que peut avoir la forte dilution des fibres de chromatine dans les
expériences de type molécule unique, nous avons augmenté la concentration en chroma-
tine exogeéne (qui n’est pas susceptible d’étre étirée, car non marquée), en suivant deux
protocoles détaillés ci-aprés. L’idée étant que les fibres de chromatine destinées a étre
étirées soient diluées le moins de temps possible avant leur étirement.

Les solutions stock de chromatine sont concentrées avec une ODggg >2. Le probléme
de la dilution se pose donc dans les phases de préparation suivantes : I’accrochage de ces
fibres aux billes, et 'injection dans la cellule d’expérimentation.

Augmentation globale de la concentration en chromatine Ce qui peut sembler le
plus simple pour augmenter la concentration en chromatine exogéne est d’ajouter celle-ci
au mélange de billes et de chromatine marquée. C’est ainsi que nous avons procédé dans
le cas de la chromatine native issue d’érythrocyte de poulet : nous réalisons une solution
billes + chromatine marquée dans les conditions classiques (cf tout en ayant aug-
menté auparavant la concentration en chromatine exogéne a ’ODygy voulue. Cependant
il est difficile d’aller au-dela d’une ODog égale & 2 & cause des problémes d’adhésion non
spécifique de ces fibres de chromatine exogéne sur les billes : nous rencontrons alors des
difficultés pour 'accrochage des fibres marquées.

Pour la chromatine reconstituée sur une séquence répétée 5S d’ADN-r d’oursin, nous
avons procédé un peu différemment. Ne disposant pas toujours de fibres reconstituées
non marquées, nous mélangeons les billes (marquées avec streptavidine) a4 une concentra-
tion finale de 0.05%w /v (soit 100 fois plus élevée que de coutume) dans la solution stock,
concentrée en fibres de chromatine. Avec une solution a 1 M NaCl nous ajustons la concen-
tration saline de cette solution a 100 mM NaCl. Ceci favorise I'accrochage streptavidine
(bille)- biotine (chromatine) et réduit la dilution de la solution, nécéssaire pour ajuster la
concentration saline. Le rapport concentration de billes/concentration de chromatine est
donc conservé, et la concentration en chromatine reste autour d’'une ODyg=2 pendant la
durée d’incubation (~ une nuit).

Ce n’est qu'une fois préts a injecter ces fibres pour les étirer que nous diluons une
partie de ce mélange et que nous I'introduisons immédiatement dans notre cellule d’expé-
rimentation.

Augmentation locale de la concentration en chromatine Augmenter la concen-
tration en chromatine exogéne pose des problémes d’adhésion non spécifique de ces fibres
sur les billes. D’autre part, lorsque nous étudiions la chromatine reconstituée sur une sé-
quence répétée 55, nous ne disposions pas dans un premier temps de fibres non marquées.
Ceci était un probléme si nous voulions accroitre la concentration en chromatine dans le
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milieu selon une procédure analogue a celle suivie pour les fibres issues de noyaux d’ery-
thocytes de poulet : nous nous retrouvions avec des billes saturées en fibre de chromatine,
et il est alors quasi-impossible d’éviter les pontages multiples lors de la phase d’étirement.

Nous avons alors utilisé des solutions composées de 1/20%™¢ de fibres reconstituées dou-
blement marquées, les autres 19/201™¢ étant des fibres reconstituées marquées seulement
a I'une de leur extrémité par de la biotine. En utilisant ce mélange avec nos billes, nous
réduisons les chances de pontages multiples, mais nous accroissons aussi la concentration
locale en chromatine prés de la bille.

2.3.2 Accrochage proprement dit

La premiére étape consiste 4 amener une bille sans ADN et marquée avec anti-
digoxigenine & ’embouchure de la micropipette. Nous utilisons pour cela la pince optique
comme simple convoyeur de bille. La bille est ensuite maintenue fixe par succion avec
une seringue reliée & la micropipette. Nous changeons alors de réservoir de billes et nous
injectons les microbilles sur lesquelles TADN ou la chromatine a été préalablement fixée.
Nous piégeons I'une de ces billes et I’amenons quasiment au contact de la bille tenue par la
micropipette. Si les concentrations et les temps d’incubations ont été bien ajustés, en at-
tendant quelques secondes avec les deux billes a quelques centaines de nm 1'une de 'autre,
puis en les éloignant, il est possible de vérifier qu'une seule molécule a été suspendue entre
elles.

Lorsque nous travaillons avec ’ADN, la solution réservoir peut contenir une grande
concentration de billes sans que cela ne soit génant pour nos expériences. Une fois que
nous avons piégée une de ces billes, les autres (qui pourraient étre elles aussi capturées et
parasiter notre expérience), sont emportées en appliquant un flux hydrodynamique d’une
solution ne contenant qu’'un simple tampon.

Avec la chromatine par contre, nous essayons d’appliquer le moins de contraintes pos-
sible. Nous travaillons avec des solutions de billes trés diluées : ainsi, nous n’avons pas
a appliquer de flux hydrodynamique une fois que nous avons piégé une bille couverte de
chromatine. La contre-partie est parfois une recherche plus longue (~ mn) de cette bille
a piéger.

2.3.3 Etirement

Lorsque nous tirons sur la chromatine, nous tirons par pas discrets. Ceci nous per-
met de réaliser des acquisitions a plus haute fréquence, autour de 1 kHz en moyenne.
En effet, pour opérer des étirements en continu, nous utilisons une technique de type
PI (proportionnelle-intégrale). Néanmoins cela suppose une discussion en continu entre
Iordinateur qui fixe les consignes et la carte de pilotage de la platine piézo-électrique qui
doit donner en continu la position de la platine (en fait la tension appliquée a la platine).



86 CHAPITRE 2. MATERIELS ET METHODES

Cette communication est faite par le port série donc avec un faible débit : La fréquence
d’acquisition tombe & quelques Hz.

Nous avons vérifié que les profils d’étirements de ’ADN ou de la chromatine ne dif-
féraient pas selon le mode d’étirement. Si la réponse a la consigne de la platine piézo
est rapide; de 'ordre de la ms, les contraintes subies par la molécule étirée avec un tel
taux de charge sont négligeables tant que 'amplitude du pas n’excéde pas 'amplitude
des oscillations browniennes de la bille. La plupart du temps nous avons travaillé avec
des pas d’amplitude 5 nm, allant parfois jusqu’a 10 nm, ou dans 'autre sens 1 nm. Mais
Iamplitude des pas doit rester nettement inférieure & une longueur de ’ADN nucléosomal
pour pouvoir détecter le signal qui nous intéresse : celui de la rupture de nucléosomes
individuels.
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Chapitre 3

Etirements dA’ADN : Résultats et
discussion

Dans cette section, nous exposons nos résultats obtenus en étirant diverses molécules
d’ADN. Ce furent les premiéres molécules dont nous avons sondé les propriétés élas-
tiques, d’une part parce que c¢’était un moyen de tester notre montage, leur réponse a une
contrainte mécanique étant bien établie. D’autre part, car c’est finalement sur ce substrat,
en association avec des histones, que nous allions étre amenés a tirer : la bonne connais-
sance de la réponse du substrat seul est donc aussi primordiale et permet d’éviter de
confondre des signaux propres a la molécule I’ADN (Typiquement 'hystéresis su plateau
B-S) avec d’autres propres a 'association ADN-histones.

Les résultats que nous mentionnons a propos de la transition B-S de PADN ont été
établis en tirant les molécules par les extrémités 3’ dans des tampons physiologiques :
PBS 1x ou TE 1x, 100 mM NaCl.

3.1 Reésultats

3.1.1 F < 60 pN

Pour une gamme de force inférieure a 60 pN, le comportement sous étirement de la
molécule double brin ’ADN est bien décrite par le modeéle dit "du ver" (cf[1.3.3)). Pour vé-
rifier la validité de notre montage expérimental, puis pour vérifier qu’une unique molécule
d’ADN est bien attachée entre nos billes, nous avons comparé les courbes expérimen-
tales force-extension au modéle théorique WLC approché [100], et extrait les paramétres :
longueur de persistance, L, et module de courbure B (Fig . Mais la procédure d’ajus-
tement est trés sensible, et pour une partie de nos étirements c’est plutot le décrochage
en un seul coup de la molécule qui nous assurait que nous avions bel et bien une seule
molécule.
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Avec de I'entrainement, nous pouvons aussi discerner les cas ou une seule et plusieurs
molécules d’ADN pontent les billes : I'allure du profil d’extension est trés différent, et
la longueur curvilinéaire apparente de la molécule peut différer (voir aussi [38]). Nous
pouvons estimer cette longueur curvilinéaire en mesurant la distance séparant les centres
des deux billes et en retranchant la somme des rayons des billes.

3.1.2 Plateau B-S

80 — forme S
C plateau B-S

70f é;jf

60 | f% [l G

50 g
‘

Force (pN)

Extension (um)

F1G. 3.1 — Profil d’étirement d’une molécule d’ADN fragment de phage \ de ~ 10
kbp. Courbe rouge, ajustement du modéle WLC modifié proposé dans [I57] & nos données (cf
eq. . L, = 45nm,S = 2050pN. A partir de 60 pN, un faible accroissement de la force
engendre une extension importante de la molécule : Jusqu’a 70% de sa longueur curvilinéaire de
sa forme B. L’état qui suit ce plateau est communément appelé forme S de ’ADN

Le plateau de transition B-S de ’ADN apparait bien dans la gamme de force attendue
(Fig [3.1), entre 60 et 70 pN [I32][38], ce qui confirme notre procédure de mesure de
force. Nous ne pouvons pas étirer toutes les molécules d’ADN jusqu’a cette gamme de
force, une partie d’entre elles se détachant avant. Cette fragilité peut avoir de multiples
origines : marquage non spécifique de la streptavidine ou de l'antidigoxigénine sur la
surface des billes (liaison non covalente), mauvaise qualité des extrémités marquées de
IP’ADN, présence de cassures plus ou moins nombreuses le long du squelette phosphaté
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de 'ADN, ou faible nombre de liens entre ’ADN et les billes. Nous pouvons atteindre ce
plateau B-S pour 1 molécule sur 10 environ, selon les multiples paramétres expérimentaux,
ce qui est suffisant.

Si la molécule est correctement arrimée, nous pouvons exercer des forces supérieures
a 100 pN, avec 1.4 W en sortie de laser mais 300 mW au maximum au niveau de la bille,
compte tenu des pertes sur le chemin optique (Fig et aussi a la traversée de 'objectif.
Nous pouvons donc dépasser le plateau de transition B-S complétement et comparer
son amplitude avec la longueur curvilinéaire de ’ADN sous sa forme B, classique. Nous
retrouvons un allongement compris entre 60 et 70% entre la forme B et la forme étirée,

S, en fin de plateau (Fig3.1)).

3.1.3 Profils particuliers des plateaux de transitions

La premiére molécule d’ADN que nous avons étirée est de type M13mpl8, consti-
tuée de 7252 bp, de longueur curvilinéaire 2465 nm, dans sa forme B. Le plateau B-S de
cette molécule est trés irrégulié, en dents de scie. Ces variations de force sur le plateau
se détachent nettement du bruit, et leur amplitude peut dépasser 5 pN dans le cas de la
molécule M13mpl8. Ce signal particulier, peu mentionné jusqu’alors [119][122][163], nous
a intrigué et nous avons continuer a ’étudier en paralléle avec nos expériences portant

sur la chromatine. Nous avons enregistré ces profils d’étirements sur des molécules d’ADN
trés diverses (Tab [3.1)) :

Désignation | bp longueur (pm)
MI13mpl8 | 7252 2.466
Phage A tronqué | 10086 3.424
pBR322 | 4361 1.483
pcDNA3.1/MisA,B,C | 5515 1.875
Plasmid p2085S-G5E4 | 2539 0.863

TAB. 3.1 - Noms et tailles des molécules d’ADN étudiées.

Profil des plateaux

Sur 'ensemble de ces molécules d’ADN, I'extension des plateaux de transitions est
comprises entre 60% et 70% de la longueur curvilinéaire de la méme molécule sous sa
forme ADN-B. Dans nos conditions (cf p., ces profils ont un autre caractére commun :
ils présentent tous un net hystérésis entre I’'étirement et la relaxation. Dans le diagramme
force-extension, le plateau de relaxation est toujours sous le plateau d’étirement.

En revanche allure du plateau varie d’un type de molécule a Pautre (Fig .
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Fi1G. 3.2 — Plateaux B-S des profils d’étirements de molécules d’ADN de différentes
origines. En insert, les profils complets.

Influence du taux de charge

Nous avons étudié 'influence du taux de charge sur la position de ce plateau, en le
faisant varier entre 5 et 40 pN s™!. Conformément a [37], sur cette gamme, certes un
peu restreinte, le taux de charge ne modifie pas la force critique a laquelle commence le
plateau, soit ~ 65 pN. Seuls les détails du plateau deviennent nettement moins visibles
quand on tire rapidement sur la molécule.

De la méme facon, selon que I'étirement est fait pas a pas ou en continu, le plateau
apparait toujours pour la méme force (Fig .

Reproductibilité des profils et séquence d’ADN

En tirant successivement sur une méme molécule d’ADN, le profil du plateau est
reproductible. Cette reproductibilité est illustrée avec la figure (3.4), et concerne tant
I’étirement que la relaxation.

Devant une telle reproductibilité nous avons commencé a nous intéresser a 'effet de la
séquence de PADN sur ces profils [I19]. En effet, nous avons aussi remarqué par la suite
que, si un profil d’étirement était propre a une molécule, une autre molécule du méme
type (i.e. avec la méme séquence) possédait un profil d’étirement trés similaire (si ce n’est
identique (Fig[3.5)).

Pour mettre clairement en évidence le lien entre profil et séquence, l'idée était la
suivante : synthétiser des multiméres des molécules pBR322 ou M13mpl8 (ce que nous
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Fi1G. 3.3 — Etirement par pas discret et en continu, comparaison. En noir, étirement par
pas de 20 nm. Vitesse d’étirement moyenne : 120 nm s~'. Nous pouvons distinguer quasiment
chaque pas lorsque les pentes Force/temps sont importantes. En rouge, étirement sur la méme
molécule, mais de facon continue cette fois et avec la méme vitesse d’étirement : 120 nm s~ 1.
Les détails essentiels apparaissant sur le plateau de transition B-S sont conservés entre les deuz
modes d’étirements. Cette derniére courbe a été décalée pour une meilleure lisibilité.
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Etirement Relaxation
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F1G. 3.4 — Profil de plateau de transition B-S obtenus aprés étirement successifs sur
un méme fragment molécule d’ADN de phage \. La molécule a été coupée avec l'enzyme

de restriction Bsp1201. Noter la grande reproductibilité du profil du plateau de transition, tant
lors de l'extension que lors de la relazation de la molécule.
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FiG. 3.5 — Etirement continu sur deux molécules d’ADN type pc : a 60 nm s~! (A) et
120 nm s~ (B). Ces étirements, enregistrés a deuz jours différents, illustrent bien les caractéres
communs (fleches) des plateauz de transition, pour un type de molécule d’ADN. Ce n’est pas
le cas pour toutes les molécules d’ADN d’un méme type, certainement a cause des défauts, des
brisures dans le squelette phosphaté parfois rencontrés sur ces molécules (Fig @)



94 CHAPITRE 3. ETIREMENTS D’ADN : RESULTATS ET DISCUSSION

appelons "multiméres de pBR322" (ou M13mpl8), par exemple, est une molécule d’ADN
linéaire composé d’une succession de séquences de pBR322; de tels multiméres sont obte-
nus en ajoutant une ADN ligase dans une solution d’ADN pBR322 coupé par une enzyme
de restriction.) et analyser le dessin du plateau de transition. Nous espérions alors dis-
tinguer une structure répétée sur le profil de plateau B-S qui correspondrait a celles
enregistrée pour les monomeéres de ce type de molécule, mais nous n’avons pas encore de
résultats concluants. Nous pensons que la trop grande taille de la molécule d’ADN de
base (7252 bp et 4361 bp pour M13mpl8 et pBR322 respectivement) et aussi du multi-
méres final nous empéche de voir une régularité dans la structure du plateau : celle-ci est
gommeée par le bruit thermique sur une molécule aussi longue.

Cependant, c’est lors d’un simple test, en tirant jusqu’au plateau B-S sur un ADN
destiné & une reconstitution de chromatine qu’a resurgi 'idée d’étudier une séquence
d’ADN répétée. En effet, cette molécule (plasmid p2085S et cf section [2.2.2)) comporte une
méme séquence répétée dix fois, beaucoup plus courte : la séquence 5S d’ADN-r d’oursin,
positionnant 'octamére d’histone et longue de 208 bp. Dans ce cas le profil du plateau
B-S est encore accidenté(Fig mais plus réguliérement que pour les multimeéres de
longues molécules dont la séquence est, au total, nettement moins répétée ; les multimeéres
sur lesquels nous avons le plus de données sont des di-, tri- ou quadru-meéres.
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F1G. 3.6 — Profil d’étirement d’une séquence répétée de 5s ADN-r d’oursin.

Sur trois molécules différentes de plasmid p2085S, nous avons mesuré un allongement
moyen de 60%+2% de la phase S (fin de plateau) par rapport a la phase B. D’autre part
nous avons mesuré 'extension obtenue pour chaque pic principal que 'on distingue sur le
plateau B-S. Aprés ajustement avec une gaussienne, nous obtenons une valeur moyenne de
ces extensions de 41 nm + 2 nm (SD). Cet allongement correspond a celui d’une séquence
de longueur 41/0.6 nm dans la phase B, soit une séquence contenant 41/(0.6x0.34)= 201
+ 10 bp. Ce résultat est compatible avec le nombre de paires de base qui compose la
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séquence d’ADN-r 5S : 208 bp. Cette approche préliminaire suggére qu’on peut détecter
la contribution au passage de la phase B a la phase S de chaque séquence élémentaire 5S,
et que ces pics sont bien des signatures de la séquence de nucléotides.

Hystérésis et retour a la forme ADN-B

Nous avons aussi porté un intérét particulier a la phase de relaxation, qui peut nous
fournir des informations sur la nature du passage de la forme B a la forme S de ’ADN.
D’une part, pour observer cet hystérésis, il n’est pas nécessaire de tirer au-dela du plateau
B-S. Méme si nous arrétons I’étirement dans une position intermédiaire sur le plateau, la
relaxation qui suit présente un net hystérésis (Fig .

Nous avons aussi observé que le plateau B-S de certains types de molécules n’était
pas complétement hystérétique (Fig . Deux phases se détachent nettement : I'une
sans hystérésis au retour, qui arrive en premiére lors de la relaxation, suivie d’une partie
hystérétique, avant de rejoindre la courbe d’étirement de ’ADN-B.
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F1G. 3.7 — Profil d’étirement d’un ADN type pBR322 (a) et pc-DNA His-A,B,C (b).
Nous distinguons sur ces deuzx plateaur B-S deux partie distincte : ['une sans hystérésis (ellipses
bleues) et l'autre avec.

Il arrive parfois que la molécule présente des cassures dans son squelette sucre-phosphate.

En ce cas les courbes d’étirement sont modifiées, mais ne sont pas dénuées d’intérét pour
I’étude de ce changement de forme B-S. La Fig illustre un de ces cas que nous avons
rencontré sur une molécule type pc-DNA. Au premier étirement, le plateau B-S se déroule
normalement mais déja nous ne retrouvons complétement la forme B que pour une force
avoisinant 10 pN lors de la relaxation, ce qui est inhabituel dans nos conditions. D’autre
part I’hystérésis entre étirement et relaxation est présent tout le long du plateau B-S alors
que ce n’est pas le cas avec la plupart des autres molécule de ce type (Fig b)).
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Les profils des deux étirements suivants sont singuliers et trouvent une explication
dans la perte d’'une partie d’'un des brins. Dés le deuxiéme retour nous constatons que
la relaxation ne se superpose pas a la courbe d’étirement, méme pour des forces de 10
pN. Ces cycles extension-relaxation s’accompagnent au bout du troisiéme étirement d’une
nette réduction de la longueur du plateau B-S qui n’atteint plus que 38% de la longueur
curvilinéaire de la molécule au troisiéme étirement, (Fig[3.8] c)).
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Fi1G. 3.8 — Succession de profil d’étirement. Ces séquences étirements-relazation ont été
produits successivement & partir de la méme molécule d’ADN (type pc) endommagée. Voir la Fig

pour linterprétation.

Mais nous avons continué a tirer sur cette molécule d’ADN incompléte. Nous en avons
profité pour étudier cet hystérésis, et plus particuliérement les délais nécessaires au retour
vers la forme B lors de la relaxation (Fig[3.9).

La transition B—S semble toujours suivre un chemin identique, mais il arrive parfois
que le passage S—B se fasse selon des chemins différents (Fig[3.5) : plutot que de transiter
plus ou moins réguliérement de S—B en suivant un simili plateau pour une force moyenne
inférieure au plateau B—S, la transition est parfois brutale, et la molécule retrouve sa
forme B en une seule fois (Fig[3.9] ellipses bleues).
détendue pour étre soumise a une force inférieure & 60 pN (et parfois méme inférieure a la
valeur moyenne du plateau S—B), nous pouvons attendre plus de 10 s sans pour autant
détecter le moindre début de transition (Fig[3.9] b)). Pensant a un probléme de nucléation
de forme B, nous avons effectué le méme type d’expérience en fixant I’extension alors que
le plateau de S—B avait commencé. Mais & nouveau, une fois 'extension entre les billes
fixée, ’ADN se fige dans un état intermédiaire entre la phase S et la phase B sans évoluer
pour autant, et ce, sur des temps de plusieurs secondes (Fig d)).
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F1G. 3.9 — Différentes voies de retour du plateau B-S. Succession de cycles étirement-
relazation effectués sur une molécule d’ADN pc dans un tampon physiologique de PBS1x. Cette
molécule n’est pas intacte (cf Fz'g mais nous avons remarqué ainst que la relaxation pouvait
sutvre diverses voies : une voie "classique”, ot nous pouvons distinguer deuz pics majeurs dans
le profil d’extension (ellipses vertes) ; et une autre voie ot [’ensemble de la molécule transite d’un
seul coup de la phase S vers la phase B (ellipses bleues). D’autre part, nous pouvons noter que
le passage de la phase S a la phase B se fait pour une force inférieure a celle nécessitée pour la
transition dans l'autre sens, et peut étre suspendue pendant un temps de 'ordre de la dizaine de
secondes a des forces inférieures a celle du plateau B—S (ellipses rouges).
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3.2 Discussion

Comme nous 'avons évoqué dans la partie introductive (cf , les expériences de
micromanipulation de molécule unique et la découverte de nouvelles structures de ’ADN
lorsqu’il est soumis a des contraintes en tension [38|[I32] et/ou en torsion [4][90] ont
suscité un fort engouement : en faisant varier les conditions de sels et de pH [164][159],
en jouant sur la maniére dont est attachée PADN aux billes [126], en faisant varier la
séquence [37], ainsi qu’en jouant a la fois sur la tension et la torsion de ’ADN [90][29] ; et
pour interpréter les résultats de ces expériences [1][126][82][8T][123]|39]. Deux catégories
principales de modéles ont été proposées (Fig pour décrire la transition B-S. Nous
nous proposons d’interpréter nos résultats dans le cadre de ces modéles.
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F1G. 3.10 — Interprétations du plateau B-S. Pour ezpliquer ce plateau B-S dans les profils
force-extension des molécules d’ADN, les modéles de types WLC ne sont plus suffisant, il faut
faire appel a la structure de la molécule d’ADN. A Modéle proposé par Williams & coll. [163]
permettant d’interpréter l’ensemble de leurs données collectées aprés une étude approfondie de
cette transition en fonction des conditions salines [159], de pH [167)] et de température [165)]. Les
paire de bases sont bien dissociées dans la phase S et dans ce modéle thermodynamique, c¢’est la
force qui pilote la transition. B Premiéres simulations numériques tentant d’interpréter le passage
de la phase B a la phase S par un changement de structure [82]. Selon que la molécule est étirée
par ses extrémités 3’ ou b, la structure varie globalement peu. C’est en fail essentiellement
le pas de U’hélice qui changerait, les bases des deux brins restant appariées par leurs liaisons
hydrogéne et l’essentiel du travail & fournir pour passer d’une forme a Uautre serait dépensé dans
la modification de l’énergie d’empilement entre les bases consécutives (voir aussi [132]). Dans ce
cas nous n’avons plus affaire a une transition de phase proprement dite.
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Un caractére important a maitriser pour comprendre ce qui se passe lors de cette
transition pilotée par la force est la libre rotation ou non de la molécule d’ADN sur elle-
méme ou non. En effet, si la molécule est attachée & au moins une de ses extrémités
par un seul brin, ou si il existe une cassure dans son squelette sucre-phosphate, alors le
plateau B-S se produit autour de 65 pN. Par contre, le profil d’étirement d’une molécule
sans défaut et attachée par les deux brins a ses deux extrémités montre un plateau lui
aussi, mais pour une force autour de 110 pN [90] [37] ; dans ce cas, il n’y pas d’hystérésis
entre les phases d’extension et de relaxation de la molécule contrainte en torsion. Nous
discuterons par la suite essentiellement des expériences menées sur des molécules d’ADN
libres en torsion, ce qui est le cas de nos expériences.

3.2.1 Modéle de Cluzel & coll.

Ce modéle est I'un des premiers proposés pour expliquer le plateau B-S : par un chan-
gement de structure de ’ADN. Dans ce modéle, les deux brins restent appariés par leur
bases complémentaires. Puis, selon que I'on tire sur les extrémités 3’ ou 5’, les simulations
de dynamique moléculaire montrent, respectivement, une structure en forme d’échelle ou

d’hélice dont le pas a été modifié (Fig B) [82].

3.2.2 Modéle de Williams & coll.

Dans ce modéle, c’est la force qui pilote la transition entre un ADN double brin de
forme B et deux brins d’ADN au voisinage I'un de I'autre, localement encore appariées,
notamment dans des régions riches en C-G.

Les auteurs distinguent deux étapes dans leur modéle; La premiére consiste en une
transition a 1’équilibre lors de laquelle des domaines d’ADN-S sont nucléés puis étendus
pour une force de 65 pN. Au-dela du plateau B-S, nous avons affaire a un processus hors-
équilibre lors duquel les régions d’ADN encore appariées sont détruites et les deux brins
sont séparés, a partir de 68 pN et jusqu’a plus de 150 pN, selon le taux de charge.

3.2.3 Interprétations
Plateau B-S, étirement

En conditions de sels et de pH données, et quelle que soit la vitesse de ’étirement,
le plateau B-S se manifeste toujours pour la méme force. C’est donc un processus a
I’équilibre, la molécule répond immédiatement & la contrainte imposée. Les deux modéles
proposés précédemment satisfont cette condition.
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Plateau B-S, relaxation

L’hystéresis constaté lors de la relaxation est par contre plus difficile a interpréter dans
le cadre d’un modéle ou seul I'agencement interne de la molécule est affecté par I'étire-
ment alors que les bases restent appariées [163]. La nature des processus de changement
de structure étant la méme pendant 'extension que pendant la relaxation, la molécule
devrait encore répondre immédiatement (& 1’échelle des temps du laboratoire) et qua-
siment aussi rapidement que pendant l'extension. Nous ne devrions donc pas observer
d’hystérésis. C’est effectivement le cas dans les expériences d’étirements ot la molécule
est contrainte en torsion. Dans ce cas un plateau est observé a 110 pN mais aucun a 65
pN. Les résultats [90][37][29] ainsi que des considérations théoriques [90][126] suggérent
d’ailleurs un diagramme des structures de ’ADN en fonction des paramétres couple et
torsion, mais valable pour un ADN ayant ses deux extrémité fixées par les deux brins.

Si nous avons affaire & une transition impliquant un désappariement partiel, les do-
maines désappariés lors de la phase d’extension doivent ensuite se réapparier de facon
correcte lors de la phase de relaxation : la molécule ne répond pas a la méme vitesse que
pour le processus de désappariement : il lui faut plus de temps pour explorer et trouver
la conformation la plus stable en ADN B. C’est pour cette raison que le passage S—B se
fait & une force plus faible qu’a I’étirement.

Plateau B-S et séquence d’ADN

La séquence joue elle aussi un role important, comme 1’ont montré les expériences
d’étirements de molécule avec un AFM [I19][37]. Tout d’abord le plateau B-S se manifeste
a des forces seuil différentes selon que l'on tire sur un ADN poly(dA-dT) ou un ADN
poly(dC-dG) : 35 pN pour le poly(dA-dT) contre 65 pN pour le poly(dC-dG).

Pour un poly(dA-dT) la deuxiéme phase (aprés le plateau B-S), interprétée comme une
phase d’éloignement des simples brins dans le modéle de Williams & al., n’apparait pas.
Celle-ci existe en revanche pour un poly(dC-dG) [37] et est sensible au taux de charge, ce
qui fait penser & un phénomeéne hors-équilibre. D’autres expériences indiquent qu’au dela
du plateau B-S, les simples brins ont tendance & se séparer [119]. Avec des constructions
d’ADN particuliéres de poly(dC-dG) ou de poly(dA-dT), Rief & al. ont mis en évidence
la formation de structures en épingle & cheveux dues a I'appariement d’un brin d’ADN
avec lui méme [119] (Fig [3.11)).

Ceci se produit lorsque la molécule est étirée une premiére fois au-dela du plateau
B-S : les brins commencent & se désapparier. En relaxant la molécule, les deux brins ne
s’apparient pas immédiatement complétement et sont piégés dans un état intermédiaire
constitué par des appariements des brins avec eux mémes, (Fig . Avec I'étirement
suivant, ce sont ces structures qui sont détruites. Trés semblables a des expériences de
dégrafage d’ADN [51] ou d’ARN [94][64], les forces ainsi déterminées pour dégrafer un
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F1G. 3.11 — Schéma résumant la formation de structures en épingle a cheveux d’un
méme brin dA’ADN. C’est ainsi qu’est interprétée Uapparition d’un nouveau plateau entre 9 pN
et 20 pN selon la séquence et aprés un premier étirement jusqu’a la phase S. Extrait de [119].

assemblage poly(dA-dT) ou poly(dC-dG) sont aussi cohérentes avec les résultats connus
(respectivement ~ 9 pN et 20 pN).

Synthése

A Tétirement, 'amplitude des fluctuations du plateau B-S ne dépasse pas quelques
pN, sauf cas particuliers (Fig . C’est 1a la signature d’un changement coopératif que
s’attachent a expliquer les modéles voulant décrire la transition B-S. Cet effet coopératif
implique une extension par leurs extrémités des régions déja dénaturées. Il est plus facile
d’étendre une région S déja existante plutot que d’en nucléer une nouvelle.

Nous avons vu que pour les zones riches en A-T), le plateau B-S apparaissait en-deca des
65 pN, ce qui suggére que ce sont ces régions plus fragiles qui vont transiter les premiéres
vers un état désapparié. La transition de ces zones s’effectue toujours aux alentours de
65 pN, car il faut encore tenir compte de la présence des paires C-G : méme si elles sont
minoritaires, elles maintiennent la structure B en place jusqu’a ce qu’elles soient elles aussi
fragilisées.

Les régions riches en C-G maintiennent les deux brins au contact et adoptent tres
certainement une structure S bien définie dont 'hélicité serait celle déterminée dans [90].

Au-dela de la transition, la plupart des paires de bases, y compris C-G, se désapparient,
menant a une configuration de deux polyélectrolytes chargés en interaction complexe [39)] :
répulsion des squelettes phosphatés chargés négativement (1 e~ par bp), et attraction entre
les bases sur les brins différents ou sur le méme brin. Ce passage d’une structure S définie
vers un état désapparié au-dela de 65 pN doit s’accompagner d’un hystérésis; et doit étre
dépendant du taux de charge. C’est ce qui est observé dans [119].

Le profil irrégulié du plateau peut s’expliquer par les variations dans la distribution
des paires A-T le long de la molécule. L’hystérésis lors de la relaxation s’explique par des



102 CHAPITRE 3. ETIREMENTS D’ADN : RESULTATS ET DISCUSSION

raisons liés au désappariement des zones riches en A-T qui a eu lieu lors de ’extension.
Tant que ’on ne dépasse pas le plateau B-S, le changement de structure des zones riches en
C-G, sans désappariement des paires de bases, n’est pas source d’hystérésis a la relaxation.

Ainsi, avec un tel modéle, nous devrions observer des zones sans hysterésis si nous
ne dépassons pas le plateau B-S. Ces zones riches en C-G (dont il reste a évaluer la
coopérativité et le pourcentage en paire de bases C-G) doivent produire une signature
visible : ¢’est effectivement le cas pour la molécule pBR322 ou pc-DNA his A B,C (Fig
57).

Ainsi, lorsque le squelette sucre-phosphate de la molécule d’ADN présente une cas-
sure, il est possible par simple étirement, au-dela du plateau B-S, qu'une partie simple
brin se détache complétement du reste de la molécule (Fig [3.12)). La molécule est alors
partiellement simple brin, ce qui se voit clairement sur le profil d’étirement (Fig .

Les temps parfois longs pour retrouver la forme B de ’ADN rappellent ceux rencontrés
dans les expériences d’ouverture de boucles d’ARN, ou il faut aussi attendre plusieurs
secondes pour que la structure se replie correctement aprés étirement [64]. Ces temps
longs sont probablement dus ici, aux problémes de réappariement entre paires de bases
justement.
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F1G. 3.12 — Interprétation de I’étirement de la Fig[3.8|a, le squelette de phosphodiester de
la molécule d’ADN est initialement cassé en un endroit. b, sur le plateau B-S les zones riches en
A-T se désapparient, les riches en C-G changent de structure. ¢, au-deld du plateau, méme les
zones riches en C-G se désapparient, si les interactions entre les deuz brins ne sont plus assez
nombreuses pour retenir & proximité la partie du brin cassé qui n’est liée o aucune des billes.
Celui-ci est alors libéré dans la solution. d, en retournant & des forces inférieures a 65 pN, la
molécule d’ADN est mixte : une partie est simple brin, l'autre est restée double brin. Les profils
d’étirements suivants ne se superposent plus a celui d’une molécule d’ADN compléte.
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3.3 Commentaire sur la méthode : effet de la protéine
MENT

3.3.1 Expériences

Nous avons aussi tenter de déterminer I'effet d’'une protéine, MENT, sur une molé-
cule ’ADN tendue entre nos deux billes. Cette protéine est connue pour promouvoir la
condensation de la chromatine [63] : nous avons supposé qu’elle pouvait étre capable de
ponter deux molécules d’ADN. Nous espérions donc qu’en laissant & notre ADN suffisam-
ment de liberté, MENT allait le ponter en différents endroits, formant ainsi des boucles
d’ADN fermées par une ou plusieurs protéines. En tirant sur ce systéme, nous pensions
dégrafer ces boucles d’ADN. Ceci nous aurait renseigné entre autre sur ’espace moyen
entre chaque protéine et la force nécessaire pour les décrocher de PADN.

Nous avons été confrontés & de multiples problémes de dilutions des protéines et de
tampon de fonctionnalisation. Pourtant, de temps en temps, le diagramme force-extension
présentait un plateau en dents de scie pour une force d’environ 15 pN (Fig, trés repro-
ductible, qui ne présente quasiment pas d’hystérésis. Nous I'avons tout d’abord interprété
comme la signature de MENT accroché sur PADN.

Mais nous avons ensuite effectué une série de controles négatifs, c’est-a-dire une série
d’étirements avec le méme type d’ADN, dans le méme tampon, mais cette fois ci, sans
protéines. A notre grande surprise, nous observions & nouveau parfois (1 étirement sur 30
environ) ce plateau a 15 pN. Notre protéine n’était donc pas impliquée dans ce plateau
autour de 15 pN.

3.3.2 Discussion

Cette (més-) aventure souligne bien le caractére important des controles & faire en
sciences et en biologie en particulier. Sans ceux-ci il est quasiment impossible de conclure
quoique ce soit d’une simple expérience d’étirement, et cela conduit souvent a des erreurs
d’interprétations. Ceci peut méme arriver a des équipes confirmées et reconnues [30][31].

Cette étude portait sur les interactions entre la condensine et 'ADN. Briévement, le
terme condensine désigne une classe de protéines qui contiennent une partie SMC et qui
organisent et compactent le chromosome selon un processus encore inconnu.

Avec la méme approche que nous avons eue avec MENT, les auteurs en mélangeant
ADN et condensine, espéraient enregistrer un signal propre au complexe ADN-condensine
en tirant sur la molécule d’ADN. Cette étude fait mention d’un plateau a 17 pN dans le
profil d’étirement de ’ADN [30]. Les étirements successifs sont hautement reproductibles,
d’énergie. Les auteurs ont alors proposé un nouveau modéle pour expliquer comment la
condensine organise le chromosome in vivo.
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Fi1G. 3.13 — Exemple de plateau a 15 pN. Nous avons parfois observé ce type de profil en
étirant un fragment d’ADN X long de 38 kbp (~12.9 um). La presque parfaite reproductibilité
du profil entre la phase d’étirement et celle de relazation suggére un mécanisme bien défini,
certatnement l’appariement entre bases.

Ce plateau autour de 17 pN ressemblait fortement a celui que nous avions obtenu
lors de nos expériences avec MENT. Et comme pour nous, cette équipe a eue le méme
probléme avec ’ADN qu’elle utilisait : le plateau existait aussi parfois en I'absence de
condensine. Seulement les controles négatifs ont été faits aprés publication et 'erreur a
été mentionnée dans [31].

L’origine de cet artefact est un défaut dans ’ADN utilisé. Lors de la fonctionnalisation
de PADN avec la biotine ou 'antidigoxigénine, un des brins peut étre marqué aussi en
son milieu. Par la suite, au moins une des deux billes se trouve fixée au milieu du brin
d’ADN, et en tirant sur cette bille, 'ADN est dégrafé. Cela se traduit par une phase
d’étirement ou la force croit rapidement avce ’extension imposée, puis, une fois une force
seuille atteinte (entre 10 et 20 pN), les brins de la molécule d’ADN sont séparés, toujours
autour de cette force seuille; ce qui ce traduit par un pseudo plateau dans le diagramme
force-extension. Il a été montré que les irrégularités de ce plateu sont essentiellement dues
aux variations de la quantité de paire de base C-G ou A-T [24].

Nous nous trouvons bien dans la gamme de forces mentionnée par les équipes qui
¢tudient le dégrafage de PADN [51] ou de 'ARN [94]. Lors de telles expériences de dégra-
fage, avec un dispositif permettant d’exercer une force constante (pinces magnétiques), la
grande reproductibilité du signal recueilli permettrait d’envisager d’analyser des séquences
d’ADN [24]. C’est cette spécificité d’appariement des paires de bases qui se manifeste
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lorsque nous utilisons des ADN de piétre qualité, et qui explique une telle reproductibilité
des détails du plateau.
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Chapitre 4

Résultats sur la chromatine

Bien que différent de celui d’'une molécule d’ADN nu, le profil d’étirement de la chro-
matine conserve quelques similitudes : La courbe de relaxation est fort semblable & celle
de la molécule d’ADN nu, et le plateau de transition B-S autour de 60 pN est conservé.

Conformément aux résultats obtenus lors d’autres expériences d’étirement de la chro-
matine, nous nous attendons & observer une courbe d’étirement, force-extension, présen-
tant un profil en dents de scie pour une gamme de forces autour de 20 pN. Chaque pic est
interprété comme le signal de décrochage ou de rupture d’'un ou plusieurs nucléosomes.
A partir de ces profils, il est possible d’extraire la longueur moyenne d’ADN libérée au
cours de ces ruptures. Celle-ci est évaluée en mesurant la base du pic de rupture.

Le processus qui méne du nucléosome plus ou moins complet & un ADN + huit histones
n’est pas déterministe. Méme si c¢’est parfois le cas, le plus souvent nous n’observons pas
de réel plateau sur les courbes d’étirements, ot tous les nucléosomes seraient rompus a
une méme force.

Nous exposons dans cette partie les résultats obtenus sur chaque type de chromatine
avec lesquel nous avons travaillé, en soulignant les particularités de chacun. Nous les
comparerons entre eux, et aussi avec ceux d’autres équipes, essentiellement dans le chapitre
qui suivra.

4.1 Sur la chromatine reconstituée avec des histones
recombinants et la nucléoplasmine

Les conditions de travail avec la nucléoplasmine et les histones recombinantes sont
décrite en section 2.2.2

Les profils d’étirements, s’ils sont nettement différents de ceux obtenus pour des mo-
lécules d’ADN nu, ne présentent que rarement des pics. Nous présentons une des courbes
d’étirement sur laquelle, comme pour d’autres types de chromatine, des pics sont visibles,
faisant penser a des ruptures de nucléosomes (Fig . Cependant les analysant de plus
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Fi1G. 4.1 - Exemple d’étirement sur une molécule d’ADN dans une solution d’histones
et de nucléoplasmine. Le plus souvent les profils d’étirements ne présentent pas de pics mais
different quand méme nettement des profils force-extension d’une molécule d’ADN nu (insert).
On voit (sous le microscope et sur la courbe) l'existence d’une force autour de 5 pN qui tend a
rapprocher les deuz billes avant méme la phase d’étirement. La courbe de relaxation ressemble
plus a celle d’une molécule d’ADN nu.
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prés, les longueurs d’ADN libérées sont bien trop importantes et trop dispersées pour
étre interprétées ainsi. Néanmoins ces pics signent bien la rupture d’une association entre
ADN et histones : en présence de nucléoplasmine seule, le profil d’extension de PADN est
celui d'une molécule nue.

Le profil de la phase de relaxation est trés semblable a celui d’une molécule d’ADN
nue.

D’autre part, aprés incubation, la force de début d’étirement n’est pas nulle comme
c’est le cas (hors entropie) avec une molécule d’ADN seule, non étirée initialement. Nous
avons enregistré le signal en continu pendant la phase d’association ADN-histone et nu-
cléoplasmine, pour pouvoir récolter des informations sur les complexes ainsi constitués
(Fig [£.2). Dans nos conditions expérimentales (cf section [2.2.2)), la force seuil au-dela de
laquelle 'ADN ne peut plus étre associé avec les histones et la nucléoplasmine est de
Iordre de 5 pN. La vitesse a laquelle est réalisée la complexation est dépendante de la
force appliquée sur PADN et semble ici (Fig s’arréter a 4.5 pN environ.
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F1G. 4.2 — Enregistrement de la diminution de longueur entre les billes pontées par
une molécule dA’ADN. Cette molécule est un fragment de phage A dans une solution diluée
d’histones recombinant et de nucléoplasmine. Le piege est maintenu fixe et I’ADN est initialement
tendu avec une force de quelques pN. Les fleches indiquent la longueur dont nous rapprochons les
billes et donc la longueur d’ADN libre pour s’associer avec les histones. Nous pouvons nettement

détecter une force qui rapproche les deux billes. La vitesse de condensation varie avec la tension
de ADN.

Nous avons aussi regardé les effets d’'un mélange ADN-histone, sans nucléoplasmine :
dés que la solution contenant les histones seules est introduite dans la chambre, la distance
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entre nos deux billes décroit rapidement. La molécule d’ADN se condense avec les histones
libres en solution, sans aucun ordre. Il est ensuite pratiquement impossible d’étirer cet
agrégat ADN-histones, méme avec une force de 'ordre de 140 pN. Cette agrégation rapide
et solide semble appartenir & ces phénoménes de condensation de ’ADN avec des ions
multivalents comme la spermidine par exemple. Dans le vocabulaire de la physique des
polyélectrolytes; on passe de 'état de "bobine aléatoire" a I’état de "globule".

4.2 Reésultats obtenus sur la chromatine reconstituée a
partir d’extraits d’oeufs de Xenopus Laevis

4.2.1 Contournement des problémes dus aux impuretés de ’ex-
trait

Trés souvent les extraits contiennent encore de nombreuses impuretés, débris mem-
branaires, agrégats d’actine etc... Elles sont elles aussi capturées dans le piége optique, et
viennent s’agréger sur notre bille. Le bruit sur notre signal augmente rapidement, mais
en plus, la relation reliant constante de raideur du piége et la puissance du laser utilisée
devient vite inutilisable ; selon la qualité de I'extrait, le temps d’une expérience peut varier
entre 20 s. et 20 mn.

% y
' Extrait de xénope
b ! " ;
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FiG. 4.3 — Schéma de notre cellule expérimentale avant et aprés modification pour
travailler avec ’extrait d’ceufs de Xenopus Laevis. Pour réduire la pollution de notre bille
piégée par les impuretés présentes dans lextrait d’eeufs de Xenopus Laevis, nous rapprochons
la micro-pipette de la paroi inférieure de la chambre en la courbant avec un micro-levier (un
morceau d’une autre micro-pipette).

Pour augmenter ce temps exploitable, il ne faut utiliser une puissance laser importante
(~ 800 mW) que pendant la phase d’étirement ; nous réduisons a 200 mW (puissance laser
en sortie de téte) la puissance pendant l'incubation ADN + extrait.

Les particules susceptibles d’étre piégées sont celles qui se trouvent en amont du point
focal du faisceau laser, celles se trouvant en aval sont éjectées par la pression de radiation
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qui 'emporte sur la force de piégeage. Pour ces expériences avec l'extrait, nous avons
réduit la distance entre 'extrémité de la micropipette, et la surface de verre amont afin
de diminuer la quantité d’impuretés pouvant s’adsorber sur notre bille. Comme notre
conception des chambres expérimentales ne nous permet pas de régler la hauteur de la
micro-pipette nous avons rapproché l'extrémité de la surface de verre en insérant une
petite tige de verre en travers, faisant ainsi levier et incurvant la micropipette (Fig .
Nous réduisons ainsi la distance d’un facteur 5 environ, passant de 150 pm a 30 pym en
moyenne. Le temps disponible pour I'expérience est accru, jusqu’a 45 mn - 1 h.

4.2.2 Distributions

Un profil d’étirement typique de la fibre de chromatine reconstituée avec 'extrait
d’ceufs de Xenopus Laevis est représenté sur la Fig (4.4)).
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F1G. 4.4 — Diagramme d’étirement d’une fibre chromatine reconstituée avec de ’ex-
trait d’ceufs de Xenopus Laevis. En dents de scie, ce profil est trés différent du profil d’ex-
tension d’une molécule d’ADN nue. Chaque dent est attribuée a la libération brusque de I’ADN
impliqué dans un ou plusieurs nucléosomes ou méme,éventuellement, dans d’autre structures de
type boucle d’ADN. Avec l'extrait, il est également probable que certain pics correspondent aussi a

la libération d’ADN engagé dans des structures autres qu’un nucléosome. Ici, en fin, d’étirement
I’ADN se détache de l'une des billes.

Les distributions en forces de rupture et en longueurs d’ADN libérées sont relativement
larges. Soucieux de ne pas biaiser nos résultats nous avons tenu compte de tous les pics
observés, méme si certaines longueurs pourraient plutdt correspondre a de grandes boucles
d’ADN ou a des structures plus étendues qu'un simple nucléosome.
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Nous avons procédé a un grand nombre d’étirements, collectant ainsi un échantillon
de pics pertinents pour procéder a son analyse : plus de 420 pics pour les expériences de
références, avec la protéine B4 présente.
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Fi1G. 4.5 — Histogramme des longueurs libérées lors des phénoménes de rupture.
Etirements sur des fibres de chromatines reconstituées avec un extrait d’ceufs de Xenopus Laevis
contenant la protéine B/. Lignes continues : Ajustement de deux gaussiennes, en rouge avec les
longueurs moyennes libres et en bleu avec pour contrainte la deuxiéme longueur qui est le double
de la premiére. Une longueur de 68 nm se dégage nettement de la distribution. La longueur double,
supposée correspondre 4 la rupture simultanée de deuz nucléosomes, est noyée dans la queue de
la distribution. Insert, histogramme de la distribution des forces de rupture lors de l’étirement de
cette fibre de chromatine et ajustement avec une gaussienne (courbe en bleu)

L’histogramme (Fig révéle une longueur autour de 68 nm + 1.7 nm (SE) et une
autre, plus étalée, autour de 114 nm + 4.7 nm (SE). La distribution en forces de type
gaussienne, est centrée autour de 21 pN + 0.6 pN (SE).

Dans la plupart des expériences sur 'extrait d’ceufs de Xenopus Laevis ou de droso-
phile, ’ADN n’est pas initialement tendu. Pourtant nous remarquons une diminution trés
nette de la distance entre les deux billes & mesure que la fibre de chromatine se constitue.
Le piége restant fixe, une force de résistance a la formation de la fibre apparait, et peut
atteindre 8-10 pN avant que la distance entre les billes ne se stabilise. Ensuite, le profil
d’étirement n’est pas modifié et reste en dents de scie.



4.2. EXTRAITS D’(EUFS DE XENOPUS LAEVIS 113

4.2.3 Cinétique de formation

Reconstitution sur une molécule d’ADN isolé
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F1G. 4.6 — Autre exemple typique d’étirement d’une fibre de chromatine reconstituée
avec Dextrait de Xenopus Laevis. Cette fois la relazation est bien visible et semblable a celle
d’un ADN nu. Les nucléosomes ne se reconstituent pas au fur et & mesure que la force décroit.
Par contre, comme nous pouvons le constater sur ce profil d’étirement, la fibre de chromatine
peut se former sur une molécule d’ADN jusqu’a ce que la force de tension soit comprise entre J
et 10 pN; fleche noire sur cette figure et sur Fig (4-5)).

Dans ce type d’expérience, nous ne disposons que de trés peu de molécules d’ADN,
quasiment seulement celles qui sont attachées a la bille, les autres étant rincées avant
I’arrivée de I'extrait. La qualité de 'extrait est trés variable, et il n’est pas rare d’observer
des fragments de membranes ou autres petits "aérolithes" en suspension, susceptibles de se
faire happer par le piége, venant ainsi polluer notre signal. La durée d’incubation, limitée
donc par la contamination de notre bille, pourrait étre insuffisante pour reconstituer une
fibre de chromatine compléte, si ’on s’en tient au temps caractéristique de 1 h [136][43]
évoqué dans la communauté des biologistes. Pourtant une autre étude détermine un temps
de formation bien différent, plutot de 'ordre de la minute [80], plus proche de nos premiers
résultats. Nous avons donc procédé a I'expérience suivante pour avoir un ordre de grandeur
de la cinétique de formation de la chromatine dans nos conditions expérimentales et pour
savoir si les fibres reconstituées en si peu de temps étaient bien formées :

Avant I'introduction de 'extrait, nous étirons une molécule d’ADN longue de 10 kbp
jusqu’a sa longueur curvilinéaire (force ~ 3 pN), puis nous réduisons de 300 nm la distance
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entre les billes. La longueur disponible d’ADN autorise, en théorie, la formation de 4-
5 nucléosomes complets (~ 200 bp soit 68 nm par nucléosome) avant que PADN ne
soit sous tension, empéchant ainsi l'addition de tout nucléosome en plus. L’extrait est
ensuite introduit. Aprés une incubation de 3 mn nous étirons une premiére fois la molécule
puis nous ajoutons 900 nm d’ADN libre de plus. Pour ce deuxiéme étirement, ce sont
alors 1200 nm d’ADN qui sont diponibles pour former des nucléosomes. Aprés le méme
temps d’incubation, soit 3 mn, nous procédons au deuxiéme étirement. Les résultats sont
représentés Fig . Les longueurs libérées au cours de ces deux phases correspondent
bien a 300 et 1200 nm, et les nombres de pics attendus sont eux aussi conformes a ce
que nous attendions : conformes au nombre de nucléosomes susceptibles de se former sur
I’ADN non étiré. Dans ces conditions, la fibre de chromatine est rapidement formée, en
comparaison avec les temps de référence employés en biologie moléculaire.

De plus un autre série d’expériences vient confirmer les résultats de cette premiére
approche, et nous indique elle aussi clairement un temps d’incubation court pour aboutir
a la formation d’une fibre de chromatine (Fig [4.8).

Reconstitution en présence d’ADN compétiteur

Toujours pour étudier ce probléme de cinétique de formation de la chromatine & partir
d’extrait, et comprendre les quelques discordances concernant celle-ci, nous avons re-
gardé l'influence de I'addition d’ADN compétiteur. En effet, la différence majeure entre
ces expériences sur molécule unique et celles opérées classiquement dans les laboratoires
de biologie est le rapport (quantité d’ADN)/(quantité de protéines), trés faible dans le
premier cas, et proche des conditions physiologiques dans le deuxiéme.

Avant d’injecter 'extrait dans notre chambre nous lui avons ajouté une quantité d’ADN
telle que la concentration finale en ADN soit de 50 ng/ul, ce qui correspond & des condi-
tions caractéristiques employées en biologie moléculaire. Les étirements sur la molécule
d’ADN exposée a cet, extrait contenant de ’ADN compétiteur sont ensuite effectués. Méme
en accroissant le temps d’incubation entre chaque phase d’étirement (10 mn, 20 mn, 35
mn), il n’apparait aucune structure évoquant la rupture d’un nucléosome complet dans
le diagramme force-extension. Néanmoins, la réponse a I’étirement est suffisamment diffé-
rente de celle d’une molécule d’ADN nue pour supposer la fixation de protéines de fagon
non spécifique sur 'PADN (Fig [4.9).

4.2.4 Effet du tampon

Ainsi une incubation dans l'extrait de quelques minutes suffit pour constituer des
nucléosomes sur notre molécule d’ADN. Ceux-ci sont a priori brisés lors de ’étirement.
En effet, en étirant successivement la méme molécule d’ADN en des temps rapprochés, le
premier étirement souligne clairement la présence de nucléosomes, mais le second, si il a
la méme amplitude (en force) que le premier, ne présente quasiment aucun pic dans son
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F1G. 4.7 — Profils d’étirements successifs : étude du nombre de nucléosomes constitués
avec la longueur d’ADN laissée libre. Dans une premiére étape nous réglons l’extension de
la molécule d’ADN entre nos deuz billes de fagon que seulement Lpna — Lpiiie—pitte = Lo = 300
nm soient disponibles pour former une fibre avec larrivée de l'extrait. Le premier cycle extension-
relazation est effectué dans ['extrait et est suivi d’une deuziéme phase d’incubation de 3 mn lors
de laquelle nous avons réduit la distance entre les deux billes par rapport au premier étirement,
Lo = 1200 nm. Le profil du deuziéme étirement est ponctué de plus de pics que le premier, quatre
fois plus environ, conformément & ce que nous attendons si ces pics sont bien la signature de la
rupture de nucléosomes. a), déroulement de l’expérience, signal recueilli non traité. b), isolation
du signal des deux étirements. ¢), conversion en force et en ertension.
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F1G. 4.8 — Profils d’étirement successif d’une fibre reconstituée dans ’extrait : étude
de la vitesse de formation de la fibre. Entre deux étirements successifs, les nucléosomes
n’ont pas le temps de se reconstituer : nous n'observons pas ou peu de ruptures sur les étirements
immédiatement suivants. Mais en attendant quelques minutes, la fibre est reconstituée.
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Fi1G. 4.9 — Profil d’étirement d’ADN dans ’extrait de Xenopus Laevis, avec ADN
compétiteur. [ADNompétiteur[=50 ng/l. En pointillé, courbe d’étirement d’une molécule d’ADN

nu semblable.
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profil. A nouveau, si on laisse assez de temps a la fibre pour se reconstituer, le troisiéme
étirement aura lui aussi un profil en dent de scie.

De méme, si lors du premier étirement tous les nucléosomes n’ont pas été détruits, si
I’amplitude du second étirement est plus grande, les nucléosomes restants sont & leur tour
dégradés, ce qui est visible sur le diagramme force-extension.

Afin d’étudier les étapes suivant la rupture du nucléosome, nous avons reconstitué
la fibre de chromatine dans 'extrait avec un temps d’incubation moyen de 10 mn. Puis
la chambre est rincée, I’extrait est remplacé par un tampon physiologique. Nous étirons
ensuite une premiére fois la fibre, détectant la présence de nucléosomes. Les profils d’éti-
rement suivants ne présentent pas de pics en général.

Nous devons cependant mentionner une exception pour laquelle des pics sont appa-
rus de nouveau aprés un délai de 5 mn entre les deux étirements. Le tampon employé
était alors de 10 mM PIPES, 0.4M NaCl. Pour expliquer ce phénomeéne, nous supposons
que nous avons, dans ces conditions, cassé les liaisons histontes histone, en particulier
diméres-tétrameéres, mais que les liaisons histones-ADN sont conservées. les constituants
de I'octamére ne sont alors pas libérés dans la solution et peuvent reconstituer un nu-
cléosome plus ou moins complet aprés une attente suffisamment longue (de I'ordre de 5
mn).

4.2.5 Déplétion de la protéine B4

Une autre étude mentionne une longueur caractéristique de rupture du nucléosome
reconstitué avec l'extrait d’environ 64 nm [2I]. Cette longueur est trop importante pour
correspondre & ’ADN enroulé autour d’un seul octamére. La présence a la sortie de la NCP
du substitut de I’histone de liaison dans 'extrait, la protéine B4, est une des explications
envisagées. Pour tester cette hypothése, nous avons conduit le méme type d’expériences
avec un extrait sans B4. Nous n’avons pas observé de différence majeure entre les deux
distributions, avec ou sans B4 (Fig[£.10)), méme si les ruptures de petites longueurs d’ADN
semblent plus nombreuses pour les fibres reconstituées avec ’extrait sans B4. Nous devons
encore confirmer ce résultat, car nous rencontrons avec I'extrait des problémes inhérents
aux expériences sur molécules uniques (cf pJ153).

4.3 Reésultats obtenus avec la chromatine native et la
chromatine reconstituée sur 5S

Reconstituer la chromatine avec 'extrait est facile & mettre en oeuvre mais comporte
un inconvénient majeur : la fibre ainsi générée n’est pas bien définie. Du fait de la présence
d’une seule molécule d’ADN, de nombreuses autres protéines ont tendance & s’associer
avec elle et & perturber ’édifice. D’autre part, nous ne savons pas encore trés bien quel role
vont jouer les protéines HMG dans ce contexte. Nous avons donc décidé de nous tourner



118 CHAPITRE 4. RESULTATS SUR LA CHROMATINE

36nm

16 i 68nm

83nm [ ]Extrait-B4

4 1 [ Extrait+B4

12 [

10
- 115nm

8 127nm
149nm

(%)

[ 4
e

ol.Wﬂ I [h M

1 1 T
0 50 100 150 200 250 300

Longueur (nm)

Fi1G. 4.10 — Comparaison des distributions des longueurs d’ADN libérées lorsque
les expériences ont été faite sur des fibres reconstituées avec des extraits déplétés
ou non de la protéine B4. On semble voir une réduction de la longueur moyenne principale
d’ADN libéré ; néanmoins, un test T de Student sur ces distributions (montre que la distinction
n’est pas significative.
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vers des systémes mieux définis, quoique plus complexes a construire et a manipuler : un
nucléofilament reconstitué sur une séquence répétée positionnant ’octamére d’histones,
et la chromatine native issue de noyaux d’érythocytes de poulet.

4.3.1 Chromatine reconstituée sur une séquence répétée de 5S
ADN-r d’oursin

NCP complétes
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FiG. 4.11 — Profil d’étirement obtenu avec des NCP reconstituées sur une séquence
répétée de 5S ADN-r. Profil complet en insert. Comme pour l'extrait de Xenopus Laeuvis,
chaque saut est la signature de la libération de ’ADN nucléosomal. Cet échantillon est mieux
défini que ne l’est la fibre reconstituée avec l’extrait et le signal récupéré est plus propre.

Dans des conditions salines autour de 100 mM NaCl, la longueur de rupture est dis-
tribuée autour de 24 + 3.3 nm (SD) et la force autour de 17.6 & 3.5 pN (SD) (Fig[4.12).
[’addition d’ions divalents en concentration raisonnable (< 2 mM) dans la solution per-
turbe peu ces distributions. Tant en longueur qu’en force, elles restent statistiquement
indiscernables, aprés I'ajout de 1 mM Mg** dans la solution (Tab . Nos résultats sont
semblables & ceux obtenus dans [27] sur un systéme analogue.

Cependant, la distribution en longueur présente un épaulement vers les longueurs
supérieures & 24 nm, ce qui n’est pas mentionné dans 1’étude précédente [27].
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F1G. 4.12 — Distributions des longueurs d’ADN libérées lors des étirements sur les
NCP reconstituées sur une séquence répétée 5S ADN-r positionnant 1’octameére.
La majeure partie de la population est centrée autour de 24 nm. On notera [’existence d’un
épaulement non négligeable a cette distribution, pour des longueurs plus importantes.
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Une autre observation que nous pouvons faire porte sur le nombre de pics observés sur
les profils d’extension. Lors d’un étirement le nombre de pics que nous attendons est au
maximum de 10, si nous ne considérons que les séquences 5S, ou 12 si nous considérons la
longueur totale du fragment d’ADN. Bien souvent, parce que la reconstitution impose un
rapport (nombre d’octaméres)/(nombre de site d’ADN) < 1 pour éviter toute agrégation,
le nombre de pics que nous comptons lors d’un étirement est < 10. Pourtant, nous avons
enregistré plusieurs étirements avec plus de 12 pics, allant méme jusqu’a 17 pics (Fig
4.13)).
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F1G. 4.13 — Exemple de profil d’étirement particulier Ce profil présente plus de pics que
de sites accessibles a la formation d’un nucléosome : nombre de pics >14, au lieu des 10 attendus
au mazimum. Certains de ces pics semblent aller par paire (fléches bleues) alors que les autres
sont clairement isolés (fleches noires). La fleche noire en gras désigne un pic libérant environ 50
nm d’ADN, les fleches noires plus fines désignent des pics libérant autour de 25 nm d’ADN.

Certains de ces pics sont particuliers : ils semblent aller par paire, et, chose étonnante,
la force de rupture du second pic est légérement inférieure a celle du premier. Bien qu’ils
soient présents en quantité non négligeable (> 20%), nous n’avons pas pris en compte
ce type de double pics dans notre analyse, ne sachant pas comment les considérer. La
longueur libérée par le premier pic est de 24 nm, et si nous mesurons la longueur totale
libérée par le pic total, constitué des deux petits pics, elle est de ~ 50 nm. S’agit-il d’un
seul nucléosome, et nous voyons alors les deux tours dérouler I'un aprés 'autre (25 nm
puis 25 nm) 7 Ou deux nucléosomes différents qui ne libérent qu’un seul tour chacun, mais
quasiment en meéme temps ?
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Fibre reconstituée uniquement avec des tétraméres H3-H4

La longueur caractéristique de 25 nm qui est libérée & chaque rupture correspond &
la longueur d’ADN impliquée dans un seul tour de l'octameére d’histone. Si, comme le
supposent certains modéles [27], cet ADN libéré correspond a ~ 80 bp en contact avec le
tétramere H3-H4, nous devrions observer le méme type de profil d’étirement en effectuant
nos expériences sur une reconstitution avec seulement des tétraméres H3-H4.

Le protocole de préparation de telles fibres ne différe pas beaucoup de celui de la
reconstitution par dialyse de NCP complétes (cf . Néanmoins, pour éviter autant que
possible toute dimérisation des tétraméres H3-H4, le rapport ADN /protéine est augmenté
jusqu’a 2.5.

Nous avons effectué les expériences d’étirement dans un tampon de PBS 1x, comme
pour une grande partie des fibres de NCP reconstituées ou la chromatine native.

Les courbes d’extensions obtenues sont similaires aux courbes obtenues avec des NCP
complétes. Le nombre moyen de ruptures observées par étirement est cependant inférieur a
son analogue avec des NCP, approximativement d’un facteur 3. Ceci est certainement dii &
la plus grande difficulté a reconstituer des particules ne comportant qu’un seul tétrameére ;
L’ensemble ADN + tétraméres est moins stable et en plus le rapport ADN /histones est
plus grand dans le cas de cette derniére reconstitution que dans celui des NCP complétes.
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Fi1G. 4.14 — Histogramme de la distribution des longueurs d’ADN libérées lors de
I’étirement de fibre reconstituées uniquement avec des tétraméres (H3-H4). Cette
distribution est centrée autour de 25.1 £ 4.8 nm.

Les étirements effectués sur les fibres ne contenant que de ’ADN enroulé autour des
tétraméres mettent en évidence une longueur de 25.1 + 1.2 nm (SE) alors que la force
de rupture est distribuée autour de 14.7 + 0.4 pN (SE). Cependant cette apparente
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décroissance de la force de dissociation entre les expériences sur les particules de cceurs
complétes et sur ’ADN enroulé autour des tétraméres n’est peut-étre pas significative
(test T de Student).

4.3.2 Chromatine native

Les fibres de chromatine native ont jusqu’alors fait I’objet d’une seule étude sous
étirement [42]. Cette étude c’est surtout intéressée aux propriétés élastiques de la fibre
de 30 nm, dans un régime de force faible, n’excédant pas 20 pN. Les profils d’étirements
force-extension recueillis n’ont pas un aspect en dents de scie, signature de la rupture de
nucléosome individuel. Ils présentent en revanche un hystérésis entre les phases d’extension
et de relaxation, sui est interpréter comme la signature indirect de la dissociation des
nucléosomes.

Nous avons effectuer une étude sur la chromatine native issue de noyau d’érythrocytes
de poulet, dans une gamme de force plus large (jusqu’a 40 pN en moyenne), et avec une
résolution plus fine qui nous permet d’enregistrer la rupture de nucléosomes individuels.
Notre premiére série d’expériences avec la chromatine native a été réalisée dans des condi-
tions physiologiques classiques : TE 1 x, 50-100 mM NaCl (parfois PBS 1 x, mais sans
différence dans les résultats avec TE 1 x, 100 mM NaCl) et sans chromatine exogéne. Les
courbes d’étirements ont, cette fois, un aspect en dents de scie.

La distribution des forces de rupture est centrée autour de 19.4 + 6 pN (SD) tandis que
la distribution en longueur de rupture fait apparaitre une nette majorité de pics autour
de 24 nm. Notons tout de méme une contribution non négligeable de pics libérant bien
plus de 24 nm. Un ajustement bimodal gaussien met en évidence des longueurs de 23.4
+ 5 nm et 38.8 &+ 15 nm (SD), méme si cette derniére valeur est a relativiser car noyée
dans la queue (Fig [4.15).

En comparant les résultats obtenus sur la chromatine native ou la chromatine recons-
tituée sur une séquence répétée 5S ADN-r avec ceux obtenus sur une fibre de tétramére,
nous n’entrevoyons pas d’effet net de la part des diméres H2A-H2B sur la stabilité du
nucléosome. Et ce qui peut paraitre encore plus troublant, nous ne voyons pas l'effet de
I'histone de liaison (H1 ou H5) sur les étirements de la chromatine native alors que les
gels réalisés par ailleurs soulignent clairement sa présence.

Des études ultérieures portant sur la stabilité du nucléosome (synthétisé essentielle-
ment dans [174], cf peuvent nous apporter des éléments d’explication. Non seulement
la concentration en ions monovalent est un facteur de stabilité, mais aussi, la concentration
en NCP elles mémes. Nous décrivons dans la section suivante nos résultats d’expériences
portant sur I'influence de ces deux paramétres.
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F1G. 4.15 — Distribution des longueurs d’ADN libérées lors des étirements sur les
fibres de chromatine native issues de noyaux d’érythrocytes de poulet. Une longueur
d’environ 23.5 nm se détache clairement et la queue de la distribution n’est pas négligeable.
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4.4 Reésultats dans des conditions avec chromatine exo-
géne ou salinité plus faible

4.4.1 Chromatine reconstituée sur une séquence 5S d’ADN-r

NCP reconstituée avec des histones non-variants et en présence de chromatine
exogeéne

Les expériences sur la chromatine reconstituée sur une séquence répétée 5S d’ADN-r
ont été répétées en présence de chromatine exogéne (non marquée par biotine et anti-
digoxigénine, donc complétement passive vis-a-vis du processus d’étirement) & une concen-
tration ODggp = 2 et dans un tampon physiologique de PBS 1x (cf 2.3.1). 1l apparait
alors clairement dans la distribution un accroissement de la quantité de ruptures libérant
environ 50 nm d’ADN (Fig [£.16). Nous avons tenter sans succés d’accroitre encore la
concentration en chromatine exogéne car nous rencontrons alors de nombreux problémes
pour accrocher une fibre entre les billes. Dans ce cas, nous soupc¢onnons la chromatine
exogéne, complexe fortement chargé, de s’adsorber non spécifiquement sur la surface des
billes (méme aprés ajout préalable de BSA & 1 mg/ml). En couvrant ainsi la surface de
la bille, elle réduit considérablement la probabilité d’accrochage d’une fibre marquée.
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F1G. 4.16 — Histogramme des longueurs d’ADN libérées lors de I’étirement de fibre de
chromatine reconstituée sur une séquence répétée 5S ADN-r avec de la chromatine
exogéne dans le milieu. La concentration de la chromatine exogéne est de 0Dago=2, Le milieu
est du PBS 1x. La distribution est bimodale autour de 25.2 £ 3.9 nm (70%) et 50.5 + 3.8 nm
(30%) d’aprés Uajustement avec deux gaussiennes (courbe rouge).
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NCP reconstituées avec H2ABbd et avec une concentration locale accrue de
chromatine

Nous avons exploré une autre voie pour accroitre la concentration en matériel. Plutot
que d’augmenter la concentration en chromatine dans toute la solution, nous 1’avons
augmentée localement, sur les billes (cf[2.3.1)).

Nous avons conduit une série d’expériences de ce type avec des NCP reconstituées
avec un variant de I’histone H2A : H2ABbd. Le tampon employé est du TE 1 x, 100 mM
NaCl.

La distribution en longueur d’ADN libérée est nettement bimodale (Fig [4.17), autour
de 23.7 £ 3.3 nm et 49.8 £+ 4.4 nm (SD)

Ici, le rapport (fibre non marquées)/(fibres marquées) est de 20 (cf 2.3.1), mais nous
n’avons pas pu 'augmenter davantage, les temps d’attente pour fixer une fibre entre nos
deux billes devenant bien trop important (de l'ordre de 20 mn).
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F1G. 4.17 — Distribution des longueurs libérées lors des étirements sur des fibres
reconstituées avec la variante H2ABbd de 1’histone H2A, dans des conditions lo-
calement stabilisantes. Cette distribution est clairement bimodale. Les ajustements ont été
réalisés avec deux gaussiennes centrées autour de 23.7 + 3.8 nm (76%) et 49.8 + 4.4 nm (24 %)



4.4. CONDITIONS STABILISANTES 127

4.4.2 Chromatine native
Concentration en sel monovalent : 50 mM

Nous avons repris le méme type d’expérience avec la chromatine native, mais dans une
solution a 50 mM NaCl. La comparaison avec les expériences dans 100 mM sels monova-
lents fait apparaitre un accroissement de la population des pics libérant une longueur de
50 nm. Cette population se détache alors nettement de la queue de la distribution centrée

autour de 24 nm (Fig [4.18).
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F1G. 4.18 — Comparaison des distributions obtenues aprés étirement de fibre de chro-
matine native dans des conditions de dilutions identiques mais a des concentrations
salines différentes. A 50 mM en sels monovalent, nous pouvons distinguer deux populations
centrées autour de 23.3 £ 5 nm (84 %) et 50.1 £ 4.5 nm (16 %).

En présence de chromatine exogéne

Nous avons procédé a des étirements sur des fibres de chromatine native en présence
de chromatine exogéne dans la solution. Nous nous sommes placés dans une solution de
TE 1x, 100 mM NaCl et pour éviter a tout instant la dilution importante des fibres de
chromatine marquées (sauf au moment méme de I'étirement), nous avons suivi le protocole
décrit dans La concentration en chromatine exogéne est de 'ordre de : ODggo=2.

Encore pour des problémes d’adhésion non spécifique de cette chromatine sur nos
billes, nous ne somimes pas allés au-dela de cette concentration.



128 CHAPITRE 4. RESULTATS SUR LA CHROMATINE

35

—— Stretch
— Relax

30

25 |

Foree (BN

15

10

0.0 0.2 04 0.6 0.8 10 1,2 1,4
Extension relative {pm)

FiG. 4.19 — Exemple de profil d’étirement de fibre de chromatine native en conditions
stabilisantes. Nous distinguons deuz sortes de pics, petits (25 nm, petites fleches) et plus grand
(50 nm, fléches larges)

La force nécessaire a la rupture ne varie pas, comparé a ce que nous avons déterminé
pour les étirements de fibre native en ’absence de chromatine exogéne ; diagramme ty-
pique, Fig . La distribution est centrée autour de, 20.8 4= 5 pN, Fig insert. Par
contre la distribution des longueurs d’ADN libérées est nettement bimodale. Les longueurs
sont distribuées autour de 23.8 nm et 51.7 nm ( Fig [£.20).

L’ensemble des résultats précédents est résumé dans le tableau qui suit (Tab .
Dans les expériences qui mettent en évidence deux populations majoritaires de longueurs
d’ADN libérées, nous n’avons pas noté de corrélation entre la longueur et la force de
rupture moyenne : les distributions de force sont les mémes pour les deux populations.

4.5 Expériences de dilutions successives et analyse sur
gel

Nous avons tenté de confirmer nos résultats avec une expérience relevant du domaine
de la biochimie. L’idée est d’étudier la stabilité de nucléosome (chromatine native) ou
de NCP (chromatine reconstituée sur une séquence positionnante) au cours de dilutions
successives, 'analyse des résultats se faisant par migration électrophorétique sur gel. Cette
série d’expériences a ét¢é menée en collaboration avec Dimitri Angelov (LR6, ENS Lyon)
et Stefan Dimitrov (IAB, Grenoble).
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Type de chromatine Concentration | Longueur de Force de rup-
saline rupture = SD ture + SD

(nm) (pN)
1" pic 21 hic

reconstituée a partir d’ex- | n/a 68+11 114450 | 21.446

trait d’ceufs de Xenopus

Laevis

native 100mM NaCl 23.4+5 | 38.8+15 | 19.4+6

native 50 mM NaCl 23.3+5 | 50.1£4.5 | 20+7.5

native, conditions stabili- | 100 mM NaCl 23.84+7.5 | 51.748.4 | 20.8+5

santes

reconstituée sur une sé- | 100 mM NaCl 24+3.3 | 47.5+5.4 | 17.6+£3.5

quence répétée 5S

reconstituée sur une sé- | 100 mM NaCl, | 23.3+£3.4 | 49.2+4.2 | 19.1+4.5

quence répétée 5S ImM MgCl,

reconstituée sur une sé- | 100 mM NaCl 25.243.9 | 50.54+3.8 | 17.8£5.5

quence répétée 5S, avec

chromatine  exogéne  a

ODggo = 2

Tétrameéres H3-H4 seule- | 100mM NaCl 25.1+4.8 n/a 14.7£1.8

ment reconstitués sur une

séquence répétée 5S

TAB. 4.1 — Résumé des résultats obtenus sur tous les types de chromatine que

nous avons tester
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F1G. 4.20 — Distribution des longueurs d’ADN libérées, pour les expériences sur fibre
de chromatine native et avec de la chomatine exogéne dans le milieu. Deuz populations
se répartissent autour de 23.8 + 7.5 nm (55 %) et 51.7 + 8.4 nm (45 %)

4.5.1 Dilution de NCP

Pour étudier la stabilité de 'octameére d’histones avec la dilution, nous avons employé
des histones marquées radioactivement afin de pouvoir en détecter de trés faibles concen-
trations (< 1 nM). Nous avons reconstitué¢ des NCP sur des séquences 601 avec soit des
histones H2B radioactives, soit des histones H3 radioactives. Puis nous avons étudié la
stabilité de ces particules avec leur dilution dans des solutions de TE 1x, 10 mM NaCl
et PBS 1x (= 160 mM Na'). Bien entendu les volumes analysés sur le gel sont tous
identiques, quel que soit ’échantillon. Ainsi chaque échantillon dilué deux fois est deux
fois moins radioactif qu’avant dilution (ramené au méme volume).

Si le dimére n’est plus associé aux NCP contenant I’histone H3 radioactive, alors une
seconde bande avec un mobilité plus faible apparait. Cette bande correspond au tétrameére
H3-H4 seul. Aucune bande de cette sorte ne peut étre détectée sur les NCP reconstituées
avec I’histone H2B radioactif, n’ayant aucun marquage sur le tétramére résiduel : dans ce
dernier cas, seule une décroissance en intensité peut-étre détectée, causée a la fois par la
dilution et par I’éventuel détachement des diméres H2A-H2B. En accord avec ce qui est
établi pour la stabilité des NCP [174] [71], I'effet de la dilution sur la stabilité de ces NCP
est beaucoup plus prononcé pour les expériences faites a concentration ioniques modérées
(PBS1x) qu’a faible concentration en sel monovalent (10 mM NaCl).
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Déja a 40 nM, dans PBS 1x, une bande correspondant aux tétrameéres se détache
nettement (Fig[1.21] PBS1x, ligne 1’). A mesure que la dilution augmente, le nombre de
NCP intactes décroit, jusqu’a quasiment disparaitre et ne laisser que des tétraméres pour
une dilution, dans PBS 1x, de 5 nM (Fig PBS 1x, ligne 4°).

D’autre part nous avons constaté que 1’addition dans la solution de dilution de déter-
geant non ionique (NP40) & une concentration finale de 0.03% (v/v) accroit la stabilité
des NCP au cours des dilutions (Fig gels du bas). Cet effet disparait pour la di-
lution la plus importante & 5 nM, en particulier pour les expériences en solution saline
physiologique autour de 100 mM sel monovalent.

TE. 10 mM NaCl PBS
CM 40 20 10 5 40 20 10 5
g [ [ [y T g [ | = |
] * m * om * om * o * ] * ] * ] *
™ Lk ] ™ ™ ™ L] ™ ™ ™ [k ] ™ ™ ™ L] ™ [k ]
iy oor i i e W G S b B o T

tetra-
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F1G. 4.21 - EMSA de nucléosomes reconstitués dans deux tampons différents, étude
de l'effet de la dilution. Les nucléosomes sont marqués radioactivement par un isotope du
phosphore : 32 P, soit sur l’histone H3 (HS*) soit sur l’histone H2B (H2B*). Les tétraméres isolés
sont marqués radioactivement par l’'intermédiaire de H3*. A gauche de la figure, les positions des
NCP complétes et des tétrameres sont indiquées. A une concentration saline (sel monovalent) de
130 mM (PBS1x), les NCP sont plus sensibles a la dilution qu’a une concentration saline plus
basse, 10 mM : les dimeéres H2A-H2B se dissociant du tétramére H3-HJ. Par contre 'addition
d’un détergeant non ionique, NP40 a 0.03% (v/v) (gels du bas) a un effet stabilisateur sur les
NCP.
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4.5.2 Dilution de nucléosomes

Nous avons conduit le méme type d’expérience avec la chromatine native. Une fois les
solutions diluées obtenues, nous précipitons les résidus de chromatine, et analysons leur
contenu en histones avec une électrophorése sur gel de SDS. Dans ce cas, nous avons aussi
une information sur la présence des histones de liaison H1 et H5. L’intensité correspondant
a ces histones décroit avec la dilution, et il est quasiment impossible de détecter quoi
que ce soit aux dilutions les plus importantes (2.5 et 1.25 nM). Par contre, les bandes
correspondant aux histones H2A et H2B ont une intensité constante jusqu’a 5 nM, et
seulement alors 'intensité décroit avec la dilution, reflétant un détachement des diméres

du nucléosome (Fig |4.22)).
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F1G. 4.22 — Effet de la dilution sur des fragments de chromatine native issus d’éry-
throcyte de poulet. A, échantillon contenant 4 jg (ligne 1-6) et 2ug (ligne 7-8) de chromatine,
dilués dans un tampon de PBSIX auz concentrations finales indiquées. Les positions de migra-
tions des histones de ceeur ainst que des histones de liaisons sont indiquées a gauche. B, analyse
du gel (A). La quantité de matériel dans les lignes 7 et 8 est deux fois plus petites que celle des
lignes précédentes, et une normalisation de l'intensité est nécessaire pour pouvoir comparer les
résultats. Les histones de liaisons sont libérés les premiers avec la dilution, suivis des dimeéres

H2A-H2B.
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4.6 Modéle de déroulement du nucléosome

Dans cette section, j'introduis le modéle quel j’ai développé en collaboration avec
H. Schiessel, au Lorentz Centrum de Leiden. Initialement écrit par Kulic¢ 1. et Schiessel
H. [78], nous avons regardé plus en détail si nous pouvions décrire le comportement d’un
nucléosome complet (deux tours d’ADN) sous étirement, ainsi que les problémes d’énergie
d’adsorption de I’ADN nucléosomal sur 'octamére d’histone. Nous ’avons alors confronter
a nos résultats expérimentaux. Nous y reviendrons dans le chapitre "Discussion".

4.6.1 Bréve description du modéle

Dans ce modéle, ’ADN est adsorbé sur un cylindre, selon un chemin hélicoidal pré-
défini par la structure chimique de ce cylindre. On note R le rayon du cylindre, H sa
hauteur, h le pas de I'hélice et €,45 I'énergie nette d’adsorption par unité de longueur :
€aqs tient compte de la différence entre le cotit de courbure de 'ADN et I’énergie d’ad-
sorption "brute".

Fi1G. 4.23 — Schéma du nucléosome modéle considéré. Pour les détails sur les paramétres
a, B et n, voir le texte. D’apres [78]

Le degré de déroulement de ’ADN est décrit par 'angle o : @ = 0 pour une NCP avec
un tour complet, et a > 0 pour une NCP avec 'ADN partiellement déroulé. Lorsqu’une
force est exercée sur ce systéme, le déroulement de la bobine n’est pas plan, et on introduit
I’angle § pour décrire la rotation de la bobine par rapport a sa configuration complétement
enroulée. Du fait de la symétrie du probléme, le vecteur normal n appartient au plan
(0OY Z), tandis que 'axe de la dyade coincide toujours avec l'axe (OX). La force est
exercée selon Paxe (OY)([.23).

La réponse & une force d’étirement selon 'axe (OY) se traduit par :

— Une déformation de ’ADN.

— Une rotation de la bobine.

— Une désorption de 'ADN en contact avec le cylindre.
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Les extrémités de PADN sont supposées libres en rotation. La désorption de PADN
est symétrique dans ce modéle. L’énergie de ’ensemble peut s’écrire comme la somme de
trois termes :

Etotale = 2R5adsck + 2Ecourbure - QFAy (461)

Ensuite en déterminant la forme optimale pour les brins d’ADN (brins liant la bobine
au dispositif d’étirement), et en passant dans le repére tournant avec la bobine :

Eiotare(a, ) = 2Reqqs00 + 2F R (Sina cos 3 — #(ﬂ' —a))sinff — a) (4.6.2)

+8(AF)Y/2 (1 — \/<1 + Frooshoosa T 2ep Si0 ﬁ) /2) . (4.6.3)

Dans ces trois termes, le premier décrit le cott énergétique de désorption de PADN.
Le second décrit le cout en énergie potentielle, suite aux diverses rotations (« et ). Et
enfin, dans le dernier terme, deux effets ont un poids égal : la courbure des brins d’ADN
libres, et la perte en énergie potentielle suite a cette courbure. L’ADN étant incurvé a
la sortie de la bobine, ce n’est pas directement une énergie proportionnelle a la longueur
d’ADN libérée que 'on gagne, mais une énergie un peu plus faible, tenant compte de la
projection de ’ADN libéré sur 'axe d’étirement.

4.6.2 1 tour puis N tours

Nous avons considéré le cas d’une bobine a deux tours d’ADN. Le pas, h, de ’hélice ne
change pas, mais la hauteur totale H dont nous tenons compte est doublée. Dans le modéle
a un tour H = h, ici, H = 2h. Avec des considérations simples nous pouvons déterminer
une nouvelle expression pour I’énergie globale de ce systéme sous tension. Tenant compte
du fait que la hauteur varie de h, entre le premier et le deuxiéme tour d’ADN libéré, mais
que la tangente au brin, en sortie de bobine, est imposée par le pas de I’hélice qui ne
change pas, une modification est a apporter seulement dans le second terme de I’énergie
globale. Nous introduisons une fonction de type tangente hyperbolique, 6 :si 0 < a <7
alors H = 2h, si m < a < 2w alors H = h.

Eiotare(a, B) = 2Reqqsa0 + 2FR (sina cos 3 — #(W —a))sinf — a) (4.6.4)

+8(AF)Y/? (1 - \/<1 + ﬁgcm + 2% sin ﬁ) /2) : (4.6.5)

Nous disposons ainsi du paysage énergétique du systéme a deux tours, dans les coor-
données o, [ (Figl4.24). Nous pouvons alors étudier I'influence de la force et /ou de 'éner-
gie d’adhésion de ’'ADN sur les barriéres énergétique, toujours dans le but d’interpréter
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F1G. 4.24 — Représentation du paysage énergétique généré par le modéle exposé ci
dessus : Dans les coordonnées « et B et pour les valeurs de parameétres suivantes : €445 = 0.7
kg T pour les deux tours, A — 50 nm, h — 2.8 nm, R — /.5 nm, F — J pN.

certains de nos étirements ; en particulier ceux concernant la chromatine reconstituée sur
une séquence répétée 5S, ADN-r (cf section |4.3.1)).
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Chapitre 5

Chromatine : Discussion

Dans cette partie nous nous proposons d’interpréter les résultats, parfois trés différents,
obtenus sur ces diverses sortes de chromatine. Nous montrerons comment ils peuvent nous
aider & comprendre un peu mieux la dynamique qui anime le nucléosome, cruciale pour
la régulation de ’expression génétique.

Mais nous commencerons par évoquer les problémes de vitesse de reconstitution de la
chromatine avec I'extrait d’ceufs de Xenopus Laevis.

5.1 Extrait d’ceufs de Xenopus Laevis et dilutions

5.1.1 Cinétique de formation & partir de ’extrait d’ceufs de Xe-
nopus Laevis

Il est communément admis en biologie que le temps de formation de la chromatine a
partir d’extrait d’ceufs de Xenopus Laevis est long, de l'ordre de I'heure [136][43]. Pour-
tant, des expériences de biologie "en tubes", font état de temps beaucoup plus courts
[80][155], de 'ordre de la minute. Nous aussi, aprés 3 mn d’incubation de ’ADN dans
I’extrait, nous avons constaté la présence de pics sur les courbes d’étirements qui suivent,
révélant des nucléosomes. Les expériences dans lesquelles nous controlons la longueur
d’ADN disponible pour former des nucléosomes (Fig ainsi que celles portant sur des
étirements successifs ,(Fig , évoquent clairement un temps court pour la constitution
de nucléosomes et a terme de la fibre de chromatine. Nous avons effectué le méme type
d’expérience sur la chromatine reconstituée a partir d’extraits de drosophile (plus propre),
avec des résultats similaires.

Nous avons supposé que ces données apparemment contradictoires n’étaient que la
manifestation d’un probléme de rapport de concentrations. En effet, la différence majeure
entre les expériences de biologie, concernant de grande quantité et d’ADN et d’extrait, et
celles de type molécule unique, est dans le rapport (quantité d’ADN disponible) /(volume
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d’extrait). Ce rapport est trés faible dans les expériences de molécule unique : quelques nM
d’ADN (quelques mM dans les expériences plus classiques de biologie) contre un nombre
de facteurs protéiques disponibles pour former la fibre de chromatine trés important.
Avec un tel déséquilibre stoechiométrique, le temps nécessaire & la formation d’une fibre
de chromatine est a priori réduit.

En effet, 'expérience consistant a regarder 'effet I’ADN compétiteur vient confirmer
cette hypothése (Fig : En ajoutant de 'ADN compétiteur dans 'extrait dans des
proportions quasi stoechiométriques, la plupart des protéines sont mobilisées pour former
la chromatine. Le temps moyen de formation d'une fibre de chromatine dans notre cellule
d’expérimentation est accru. Méme aprés 35 mn d’incubation, nous n’avons pas encore de
nucléosome normalement constitué. Mais ce n’est pas pour autant que nous avons affaire a
une molécule d’ADN nue : De multiples protéines s’adsorbent certainement plus ou moins
spécifiquement sur la double hélice, modifiant le profil d’étirement par rapport a ce qui
est attendu pour une molécule d’ADN nue (Fig [1.9] pointillés).

5.1.2 Qualité de I’extrait

Si la solution d’assembler la chromatine directement dans la cellule d’expérimentation
peut sembler élégante, il ne faut pas perdre de vue que U'extrait issu de Xenopus Laevis
est un systéme qui n’est pas complétement maitrisé et qui est sensible aux variations de
son environement, et notamment a la dilution. D’autre part, nous ne connaissons pas les
concentrations relatives des différentes protéines nécessaires a l'assemblage de la fibre,
d’autant plus qu’elles peuvent varier de facon significante d’un extrait a 'autre. Du fait
de ces incertitudes, les résultats obtenus & partir de ce type de chromatine sont parfois
difficiles a interpréter.

Nos résultats portant sur la chromatine ainsi reconstituée corroborent ceux obtenus
dans [21] : une distribution principale de longueur d’ADN libérée centrée autour de 65-67
nm avec un prolongement vers les longueurs plus élevées ; une distribution en force étalée
entre 15 et 40 pN, pour des taux de charges comparables. Mais, avec le méme protocole
de reconstitution que dans [2I] et toujours avec une collection de données étendue, les
auteurs de [I15] trouvent des longueurs différentes, dont une distribution centrée autour
de 30 nm. La longueur de 59 nm trouvée dans cette deuxiéme étude est, quant a elle,
assimilée a celle de 65 nm.

Ces quelques discordances peuvent avoir plusieurs origines : 'extrait employé dans [2T]]
et [115] est dilué 80 fois, alors que nous utilisons pour notre part un extrait non dilué (cf
2.2.2)).

Contrairement a I’ADN qui est une molécule stable vis a vis des petites variations du milieu
physiologiques, nous verrons que la chromatine y est quant-a elle beaucoup plus sensible.
Si les concentrations salines jouent un réle important dans la stabilité de I'édifice, c’est
aussi le cas des concentrations relatives des différents composants (ADN; histones, CAF)
comme nous l'avons vu avec l'extrait de Xenopus Laevis (cf p.1.1]). Plus généralement,
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la concentration en chromatine elle-méme est un paramétre a ne pas négliger, comme
nous l'avons constaté lors de nos expériences sur la chromatine reconstituée ou sur la

chromatine native (cf [4.4).

5.2 Chromatine native et reconstituée : effet de la di-
lution

5.2.1 Comment interpréter la longueur déroulée de 24 nm ?

Une étude précédente portant sur le méme type de chromatine, reconstituée sur une
séquence répétée de 5S ADN-r, propose un modéle intéressant pour expliquer le profil des
courbes d’étirements [27]. Les auteurs distinguent trois phases (Fig[5.1). Pour une gamme
de forces dite faible, autour de 10 pN, 76 bp sont pelées au total, de part et d’autre de
I'octamére d’histones. Cette rupture serait graduelle, sans que le profil d’étirement ne
soit ponctué de pics. Ils ne restent alors plus que ~80 bp associées a 'octameére, formant
un tour complet autour de celui-ci. La deuxiéme étape consiste a libérer lors d’un seul
éveénement et de facon discontinue ces paires de bases encore en contact avec 'octamére. Le
mécanisme permettant de passer de 'octamére avec un tour ’ADN autour, a 'octamére
simplement lié & un ADN tendu n’est pas explicité par les auteurs. Enfin pour une tension
de la molécule d’ADN suffisament importante, au dela de 50 pN, l'octamére et 'ADN
sont complétement dissociés : les étirements suivants ne présentent plus alors ce type de
discontinuités.

Nos premiéres études portant sur la fibre de chromatine reconstituée sur une séquence
répétée de 5S ADN-r cadrent bien avec ces résultats. Nous observons aussi que la majorité
des longueurs d’ADN libérées le sont autour de 24 nm, correspondant a environ 70 bp
libérées en une seule fois. Les forces mises en jeu sont comparables, a taux de charge
comparables (vitesse d’étirement comprise entre 20 et 100 nm s™!).

Si les 24 nm d’ADN libérés correspondent a PADN enroulé de facon symétrique par
rapport a I'axe de la dyade, alors il s’agit de PADN en contact quasi-exclusif avec le
tétramére de H3-H4. Ainsi, si nous tirons sur des fibres reconstituées avec seulement les
tétrameéres, nous nous attendons & obtenir des résultats similaires, ce qui est le cas : la
distribution des longueurs est elle aussi centrée autour de 25 nm. Ces pics sont la signature
de la libération de ’ADN essentiellement en contact avec le tétramére H3-H4.

Notons une différence entre ces deux études. Dans [27], il n’est pas fait mention d’une
queue dans la distribution pour des longueurs nettement plus importantes que 24 nm .
Ces longueurs excessives peuvent certes étre liées a la rupture simultanée de nucléosomes ;
mais dans ce cas pourquoi n’observons-nous pas le méme phénoméne, la méme extension
de la distribution, avec les étirements sur les fibres ne contenant que des tétrameéres?

Une des explications possibles pourrait étre une interaction inter-nucléosomale via les
diméres H2A-H2B ou les queues N-terminale de ces histones. En effet, autour de 200 mM
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Fi1G. 5.1 — Modéle en trois étapes de déroulement de la particule de coeur, proposé
dans [27]. Pour une gamme de force autour de 10 pN, PADN est pelé¢ symétriquement de la
surface de I'octameére jusqu’a ce qu’il ne subsiste plus qu’un tour d’ADN enroulé. Ensuite, pour
des taux de charges de l'ordre de 5 pN s7!, le dernier tour est déroulé d’un seul coup, pour
une force centrée autour de 20 pN, libérant 25 nm d’ADN. Ensuite selon la tension atteinte, les
histones se détachent plus ou moins de ’ADN. Reproduit de [27]
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en sels monovalents, les queues des histones ne sont pas condensées sur la NCP mais ont
tendance a s’étendre dans le milieu et, c’est encore une hypothése, pourraient étre la source
d’une interaction inter-nucléosomale [99][22]. Dans le méme esprit, il a aussi été montré
que les queues des histones (en particulier I'extrémité -N de H4) sont indispensables au
repliement correct de la chromatine en une fibre de 30 nm [3][4§].

Si nous comparons ces résultats avec ceux obtenus sur les fibres reconstituées avec I'ex-
trait de Xenopus Laevis, nous pouvons tenter d’interpréter cette différences majeures dans
la longueur moyenne d’ADN libérée : les protéines mimant I’histones de liaison, comme la
protéine B4, ou les protéines de type HMG, peuvent avoir un role stabilisateur. D’apreés
les clichés de microscopie électronique ou les expériences de digestion de la chromatine,
ces protéines ferment les deux tours d’ADN autour de l'octamére d’histones et, du fait
de leur queue C-terminale riche en résidus chargés positivement, maintiennent au contact
les brins d’ADN entrant et sortant du nucléosome. En tirant sur une telle structure, c’est
I’ensemble de I’ADN impliqué dans le chromatosome qui est libéré d’un seul coup, a cause
de Veffet stabilisateur d’une protéine type histone de liaison.

Nous avons donc poursuivis notre étude avec des fibres de chromatine native, issues de
noyaux d’érythrocytes de poulet. Dans le cas de ces fibres, tous les histones sont présentes,
y compris les histones de liaison, majoritairement H5 et H1. Nous nous attendions a
observer des pics ayant une largeur autour de 56 nm, soit 166 bp, pour correspondre
aux données de digestion par la Mnase de ce type de chromatine, et & I'idée que nous
avions sur le role de I’histone de liaison (d’aprés les clichés de microscopie électronique) :
stabilisateur du nucléosome dans sa forme fermée.

Notre premiére série de résultats sur la chromatine native nous conforte dans cette
interprétation. Si la force moyenne invoquée ne varie pas trop (on passe de 17 pN pour la
chromatine reconstituée sur une séquence de type 5S, & 20 pN en moyenne pour ce type
de chromatine, a taux de charge égale) c’est aussi le cas de la distribution en longueur
d’ADN libérée. A nouveau la distribution est centrée autour de 24 nm avec toutefois un
épaulement aux longueurs plus importantes encore plus flagrant que pour la chromatine
reconstituée.

5.2.2 Etude de la dilution

A ce stade, une hypothése s’offre a nous : au moment de ’étirement, notre chromatine
native ne contient peut-étre pas, ou alors en faibles proportion, 'histone de liaison. Nous
nous retrouvons dans la configuration des expériences conduites sur la chromatine re-
constituée a partir d’octameéres d’histone seulement. Les résultats d’expériences de FRAP
effectuées dans des cellules vivantes sur différentes régions du noyau montrent une grande
mobilité de I’histone de liaison [105]. Elle diffuse constamment dans le nucléoplasme selon
un mécanisme dit de "marche-arrét" : diffusion libre dans le nucléoplasme puis fixation
sur la chromatine pendant un temps moyen de 220 s, puis & nouveau diffusion, etc... Ceci
suggére une barriére énergétique peu élévée a franchir pour pouvoir libérer ce type d’his-
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tone de la sortie des NCP. A D’échelle de temps de nos expériences sur molécule unique,
un tel relargage dans le milieu des histones de liaison est plus que probable.

Dans les expériences en molécule unique, les conditions de sels et de pH du noyau
cellulaire (ou tout du moins dans lesquelles la chromatine est stable) sont en général
respectées mais ce n’est pas le cas de la concentration en chromatine elle-méme. Celle-ci
est le plus souvent trés diluée (< 1 nM). Dans ce cas, si ’histone de liaison est relarguée, la
probabilité de fixation sur un autre nucléosome proche aprés une étape de diffusion est trés
faible, contrairement a ce qui se passe dans le noyau de la cellule. Elle est définitivement
perdue pour 'expérience.

Si ce probléme est rencontré avec les histones de liaisons, qu’en est-il pour les autres
sous-unités composant 'octameére d’histones ? En effet, il ne faut pas perdre de vue que
I'octamére n’est pas une entité solide, un bloc, mais plutot un complexe tripartite. Par
exemple, en solution physiologique, 'octamére seul n’est pas stable, ce sont les dimeéres
H2A-H2B et les tétraméres H3-H4 qui sont stables séparement. L’ADN est indispensable
pour stabiliser I'ensemble. Méme en sa présence, il est possible de rencontrer des NCP
incomplétes (cf [[.2.1]), comme l'ont précisé les études de stabilité de la chromatine en
fonction de la concentration mais aussi en fonction de la concentration en chromatine elle-
méme [93][T74][71]. Méme dans des conditions de sels et de pH physiologiques, il semble
possible de rencontrer une association entre histones et '’ADN qui ne soit pas la NCP
classique, mais plutét un composé incomplet sans les diméres H2A-H2B. Le diagramme
de [174] suggére que nous pouvons rencontrer cet état a nouveau pour de trés faibles
concentrations en chromatine, comme celles que nous sommes susceptibles d’avoir dans
nos premiéres expériences sur molécule unique.

Etude de la dilution par migration sur gel

Afin de confirmer nos doutes quant a la composition de nos fibres de chromatine,
natives ou reconstituées, quand elles sont fortement diluées, nous avons étudié la stabilité
de NCP individuelles reconstituées sur une séquence type 601, et la stabilité de fragments
de fibre de chromatine avec la dilution (et aussi en fonction du tampon). Les résultats
obtenus lors de ces deux séries d’expériences vont bien dans le sens d’'une déstabilisation
de 'octamére d’histones croissant avec la dilution.

Cet effet pour de si faibles concentrations était difficile & mettre en évidence, et ¢’est
la raison pour laquelle nous avons utilisé un marquage radioactif des histones. Une autre
étude récente mentionne cet effet déstabilisateur de la dilution et montre un début de
dissociation des diméres H2A-H2B des NCP pour quelques nM (et en 1’absence de leur
double doigt de polyacrylamide stabilisateur, qui vient s’insérer dans deux sillons majeurs
de ’ADN enroulé autour de 'octameére).

L’histone le plus sensible & la dilution est, conformément aux multiples études pré-
cédentes, 'histone de liaison H5 ou H1 dans le cas de notre chromatine de poulet. Le
seuil de dilution pour libérer les diméres H2A-H2B est plus élevé pour les NCP reconsti-
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tuées sur une séquence 601 (10 nM) ; ayant pourtant une grande affinité pour positionner
I'octamére d’histones ; que pour les NCP natives (5-2.5 nM). Les NCP sur la chromatine
native ont été réellement assemblées par la cellule, ce qui pourrait les rendre plus stables
que leurs homologues reconstituées. Nous ne pouvons pas écarter des effets stabilisateurs
entre proches voisins dans la fibre native, effets que nous pouvons ne pas avoir dans le cas
de NCP reconstituées.

Etude de la dilution par addition de chromatine exogéne

Dans notre étude des propriétés élastiques des fibres de chromatine, nous avons tenté
de stabiliser le plus possible les NCP en conservant les fibres destinées a étre étirées
dans un milieu concentré en chromatine. Plusieurs solutions ont été testées (cf[£.4). Les
expériences réalisées en conditions dites stabilisantes, tant pour la chromatine native
que pour la chromatine reconstituée, mettent en évidence une distribution bimodale des
longueurs d’ADN libérées : le premier pic autour de 24 nm; et le second autour de 50
nm que nous interprétons comme la signature de la libération en un seul événement de
I’ensemble de ’ADN enroulé autour de 'octamére d’histones, soit 147 bp environ.

Chromatine reconstituées sur une séquence répétée 5S ADN-r Un autre fait
vient appuyer cette interprétation, c’est le nombre de discontinuités observées dans cer-
tains profils d’étirements de la chromatine reconstituée sur une séquence répétée de 5S
r-ADN. Nous ne disposons sur ce fragment d’ADN que de 10 sites de fixation privilégiés
pour 'octamére. La longueur totale de ’ADN autorise au plus, la reconstitution de 12
NCP. Pourtant, comme mentionné auparavant (cf[4.3.1)), il est parfois possible de compter
17 discontinuités. Plusieurs d’entre elles semblant aller par paire.

La longueur d’ADN libérée lors du premier saut est de 24 nm en moyenne et celle
libérée sur la totalité de I’événement est de 50 nm environ. Il ne peut s’agir pour I’ensemble
de ces événements de la rupture simultanée de deux nucléosomes : leur nombre serait
trop grand, comparé a la longueur de 'ADN disponible. Il est possible que, lors de ces
ruptures particuliéres, nous visualisions un état intermédiaire instable dans le déroulement
du nucléosome : le premier pic libérant 24 nm d’ADN correspondrait au premier tour
d’ADN enroulé, le deuxiéme pour une force égale, voire légérement inférieure, libére 'ADN
restant, soit un tour aussi.

Une autre explication peut provenir d’une reconstitution imparfaite des NCP. Sur ces
fibres, une partie des NCP serait compléte alors que d’autres ne le seraient pas; les NCP
incomplétes seraient constituées d’un seul tétrameére. ’ADN n’opérant qu’un seul tour
autour des tétrameéres, la longueur disponible pour constituer d’autres NCP (ou tétrameéres
+ ADN) est plus grande, ce qui conduit ainsi & un surnombre de pics de rupture.

Mais cet argument portant sur une reconstitution imparfaite est invalidé dés lors que
nos gels révélent uniquement des nucléosomes (cf [4.5)).
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Chromatine native En affinant I'histogramme de la Fig nous pouvons méme
distinguer quatre populations (Fig . Il n’existe pas de critére bien défini pour fixer
I’échantillonnage maximum d’un histogrammme cependant nous pouvons citer les critéres
proposés par Sturges ou par Scott [141][128]. Dans ces deux cas nous avons un échantillo-
nage trop fin pour pouvoir conclure avec certitude quant a la pertinence de ces pics dans
la distribution ; méme si les longueurs pour lesquelles ils sortent sont cohérentes avec un
modéle de nucléosome plus ou moins dissocié. On peut suggérer l'identification suivante :
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FIG. 5.2 — Méme histogramme que la Fig (4.20) En insert, méme distribution mais pour
un échantillonage plus fin, faisant apparaitre quatre populations de longueurs qui peuvent étre
reliées a des quantité d’ADN mises en jeu dans le nucléosome.

— 22.5 nm £+ 3.5nm : tétrameére

— 33.5 nm £ 1.3 nm : tétramére plus 1 dimeére (interprétation spéculative)

— 45.3 nm 4+ 2.5 nm : octamére complet

— 55 nm + 2.5 nm : octamére complet + histone de liaison.

Nous avons montré par deux genres d’expériences (type molécule unique et biologie
classique) que la dilution importante des fibres de chromatine, de ordre du nM, altére
celles-ci; La chromatine native résiste mieux a la dilution que la chromatine reconstituée
sur une séquence répétée 5S, néanmoins dans les conditions classiques d’expériences en
molécule unique, la plupart des NCP sont endommagée : elles perdent 1'histone de liaison
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mais aussi un voire deux diméres H2A-H2B. En revanche, le tétrameére reste enroulé avec
PADN. Ainsi, si on ne prend pas garde a stabiliser les NCP, les étirements ne se font pas
sur des NCP compléte comme on les trouve "in vivo". La stabilisation des NCP par ajout
de chromatine exogéne voire pas addition de détergent non ionique a une concentration
avoisinant le mM, nous a permis d’étudier la rupture de NCP compléte sous étirement.
Cependant il subsiste de nombreuses questions en suspens : pourquoi les forces de rupture
sont-elles si élevées? Pourquoi subsiste il une grande proportion de pics autour de 24
nm (plus de 50%), et ce, méme en condition stabilisant les NCP ? Enfin, pourquoi ne
distinguons nous pas la présence de ’histone de liaison avec la chromatine native stabilisé
alors que cela semble étre le cas avec la protéine B4 et la chromatine reconstituée a partir
d’extrait d’ceufs de Xenopus Laevis ?

C’est & ces questions que nous tenterons d’apporter des éléments de réponses dans
la section qui suit. Nous considérerons les propositions déja faite a ce sujet et tenterons
d’interpréter nos données dans ce contexte tout en nous appuyant sur le modéle de dérou-
lement de nucléosome complet. Partis d’'un modéle existant, nous I’avons complété avec
la collaboration de Helmut Schiessel mais il reste encore a étayer pour pouvoir faire des
prédictions expérimentales en vue de le confirmer.

5.3 Dynamique et stabilité du nucléosome

Tout le long de cette partie, nous nous replacerons sans cesse dans le contexte de la
dynamique du nucléosome qui allie stabilité de la structure et accessibilité de son ADN.
Nous essaierons d’interpréter nos résulats en gardant a 'esprit cette ambivalence, méme
si d’autres suggestions sont possibles, nous indiquant par la des pistes d’expériences a
approfondir.

Il est difficile d’expliquer la présence d’un pic & 24 nm dans la distribution des lon-
gueurs pour les expériences sur la chromatine reconstituée. Les deux tours sont traités
differemment dans le modéle proposé par Brower-Toland & al. : le premier tour est pelé
symétriquement de la surface de 'octamére pour des forces avoisinant 8 pN, et le second
libére ’ADN au cours d’un unique événement trés rapide, pour une force d’environ 20 pN
(a taux de charge donné). L’explication proposée dans [27] pour expliquer cette différence
de comportement entre les deux tours est difficile & argumenter : méme au regard des don-
nées cristallographiques, en décomptant les liaisons aux points de contact ADN-histones,
rien ne permet, a priori, d’expliquer une telle différence de force entre les deux tours,
allant du double au triple.

5.3.1 Force nécessaire a la rupture d’un nucléosome.

Quel que soit le type de chromatine étirée, la distribution des forces associées a la
rupture du nucléosome est centrée autour de 20 pN, cf 4.1 et aussi [21][27][26][35).
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La premiére étude d’étirement menée sur la chromatine native fait aussi état d’une
force d’environ 20 pN au dela de laquelle les profils présentent un net hystérésis entre
les phases d’étirement et de relaxation [42]. Contrairement a nos expériences menées sur
un substrat semblable, dans cette étude le dispositif employé n’offre pas une résolution
suffisante pour distinguer la rupture de nucléosomes individuels (déplacement de la platine
piézo-électrique par pas > 50 nm). Néanmoins cet hystérésis est corrélé selon eux a la
libération irréversible de ’ADN nucléosomal.

Seule une étude récente fait apparaitre une distribution des forces de rupture beaucoup
plus large [61] allant méme prés du plateau de transition B-S de 'ADN, ce qui peut laisser
perplexe. En effet les zones proches du plateau B-S des courbes force-extension ot sont
supposés se dérouler puis se ré-enrouler le nucléosome ressemblent fortement & certains
de nos profils obtenus avec des molécules d’ADN nues. Ces pics, dont la longueur n’est
d’ailleurs pas bien définie, appartiennent probablement au signal de la transition B-S.

Il n’en reste pas moins que les forces nécessaires a la rupture d’un nucléosome par
étirement sont élevées.

Des forces élevées

Effectivement, les forces mentionnées sont un ordre de grandeur plus élevées que celles
évoquées pour peler 'ADN nucléosomal de la surface de 'octamére a 1’équilibre ther-
modynamique. Des études mesurant le déroulement partiel des nucléosomes, sans force
extérieure, a 1’équilibre thermodynamique, suggérent plutot une énergie globale de 30 kgT'
pour dérouler ’ensemble des 147 bp [147] : soit une force moyenne de 2.5 pN. Mais ces
études ont été réalisées a trés faible concentration de NCP, et le systéme est alors trés
sensible aux moindres variations des conditions (sels, température, impuretés dans la solu-
tion). Les mémes auteurs ont montré par la suite qu’en réalité, avec de telles expériences,
il est impossible de mesurer une énergie moyenne d’adhésion de PADN sur 'octameére
|146).

Si aucune mesure directe de cette énergie d’adsorption n’est encore disponible, il est
néanmoins possible d’en donner un ordre de grandeur a partir d’expériences utilisant des
protéines, autres que les histones qui se lient naturellement & PADN nu [114][113][7][6].
Essentiellement pour des questions d’encombrements stériques, ces protéines sont inca-
pables de se lier a ’ADN enroulé autour de I'octamére. Mais méme dans ce mélange NCP
+ protéines, un équilibre s’établit entre PADN lié a 'octamére d’histones et ’ADN lié
aux protéines. Ce sont en fait les fluctuations thermiques qui libérent temporairement des
segments d’ADN de l'octameére et auquels peuvent alors s’accrocher les autres protéines.
Avec un tel mécanisme, les bp situées prés de 'axe de la dyade sont moins accessibles,
d’un facteur 200 ~, que celles situées prés de la sortie du nucléosome.

Ces expériences suggérent une énergie d’adsorption par point d’ancrage autour de 2
kpT [127], soit pour les 14 points d’ancrages que comptent la NCP une énergie globale
de 28 kgT par NCP.
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Plus récemment, des expériences utilisant des techniques de fluorescence sur une col-
lection de NCP [92][91] ou sur des NCP individuelles (FRET) [148], ont permis de mesurer
des temps d’ouverture et de fermeture moyens de la NCP & I'équilibre : ~ 250 ms dans
I’état fermé et ~ 50 ms dans un état ot ’ADN n’est pas attaché aux 2-3 premiers sites au
moins. Cependant la complexité des interactions entre ADN et octaméres d’histones n’a
pas encore permis d’évaluer correctement ’énergie d’adhésion entre ces deux entités, d’au-
tant plus qu’il ne s’agit que de NCP isolées et non pas d’une véritable fibre de chromatine
dans laquelle des interactions stabilisatrices inter-nucléosomales peuvent exister.

Pour expliquer ce désaccord entre les résultats d’expériences d’étirements et d’expé-
riences plus classiques prés de ’équilibre thermodynamique, plusieurs interprétations ont
été proposées; il s’agit de déterminer les mécanismes menant a une force de rupture si
élevée.

Explications possibles

Barriére énergétique Une hypothése retenue est la présence d’une barriére énergétique
aux positions £ 40 bp par rapport a 'axe de la dyade de la NCP [27]. Mais aprés examen
de la structure cristallographique de la NCP [96], il n'y a aucune raison de trouver une
barriére énergétique d’'importance a cette place plutot qu’a une autre.

Loin de I’équilibre thermodynamique Une autre explication peut provenir du fait
que I’étirement de la fibre n’est pas un processus qui se fait a ’équilibre thermodynamique
[T01]. 11 faut tenir compte du taux de charge appliquer au systéme et dans ce cas, les forces
prédites pour la libération de PADN nucléosomal sont au moins supérieures a 2 pN.

Role de I’électrostatique Les interactions électrostatiques non spécifiques jouent un
role prépondérant dans la complexation du nucléosome. Certains modéles prédisent qu’a
elles seules, elles peuvent rendre compte de cette force élevée pour dérouler les NCP (cf
p., tandis que d’autres invoquent cette contribution de 1’électrostatique de concert
avec un aspect plus mécanique (cf p[148)).

Condensation ionique Ce modéle, de [74], par sa simplicité, peut faire 'objet de
nombreuses critiques mais il est aussi attrayant pour le physicien. Il ne tient pas compte des
propriétés mécaniques de ’ADN ou du détails de la répartition des charges sur 'octamére
d’histones mais considére le systéme globalement comme une NCP plus ou moins déroulée
+ I’ADN libéré.

Briévement, 'idée est la suivante : la NCP est globalement chargée négativement, les
charges positives des histones (~ 146 charges +) ne suffisent pas & compenser les : 147
(bp) x 2 = 294 charges négatives du squelette sucre phosphate de I’ADN nucléosomal. La
libération de ’ADN de la surface de 'octamére est énergétiquement défavorable car elle
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s’accompagne d’une perte d’entropie issue de la condensation de cations sur 'ADN. Ce
phénoméne a été trés étudié pour comprendre la complexation d’un macro-ion par une
molécule filamenteuse de charge opposée, essentiellement ’ADN (cf section .

Les auteurs de [74] montrent qu’au début du déroulement de ’ADN, cette condensation
défavorable est contre-balancée par une diminution globale de la charge négative du NCP,
qui libére des anions dans la solution. Par contre, une fois atteinte la neutralité¢ de la NCP
partiellement déroulée, il devient trés difficile de dérouler ’ADN, la condensation d’ions
jouant doublement en la défaveur du déroulement : anions sur 'ADN et cations sur la
NCP partielle. Cette neutralité est atteinte pour quasiment un tour d’ADN enlevé ; au-
dela, il devient difficile d’atteindre I’état dissocié ADN + octamére, systéme dont 1’énergie
est plus élevée que celui de la NCP seule.

Mécanisme proposé par Kuli¢ et Schiessel La possibilité que nous favorisons
considére ce probléme sous un aspect plus mécanique. Alors qu'une barriére énergétique
aux positions ~ +40 bp par rapport a 'axe de la dyade parait peu probable, Schiessel
& Kuli¢ ont proposé un mécanisme pour la transition menant d’une configuration "1
tour d’ADN enroulé autour de I'octamére d’histones" a une configuration "ADN tendu
+ histones" [78] (cf [4.6). Nous avons modifié le modéle pour considérer les deux tours
complet de ’ADN enroulé autour du nucléosome et avons examiné 'influence de ’énergie
d’adsorption.

L’application d’une force aux extrémités de ce systéme sur ce modéle de NCP en
bobine révéle deux puits de potentiel : 'un en a =~ 0 et § = 0; c’est la bobine compléte ;
et 'autre pour a = m et § = 7; ¢’est la bobine avec un tour de moins. Pour des forces de
lordre de grandeur de celle exercée par les fluctuations thermiques, soit quelques pN, la
hauteur de la barriére séparant ces deux puits est de quelques kgT (typiquement 4 kgT
a 4 pN).

Il est possible de franchir une telle barriére énergétique en des temps raisonnables :
de l'ordre de 10~* s. Cependant une fois libéré un tour complet d’ADN, il pourrait étre
plus difficile de libérer, méme partiellement le second tour d’ADN : En effet, lors du
déroulement du premier tour d’ADN, on bénéficie aussi de la répulsion électrostatique
entre les deux tours enroulés. Lors du déroulement du second tour, nous ne bénéficions
plus de cette répulsion et ’énergie d’adsorption apparente est fortement augmentée. Elle
est a 'origine d’une barriére énergétique beaucoup plus importante que pour le premier
tour, (Fig . C’est ce type de phénoméne qui est supposé dans [78] et que nous avons
introduit dans notre modéle & deux tours par 'intermédiaire d’une fonction type Heaviside,
0 dans le terme d’énergie d’adsorption.

La encore ce sont des interactions électrostatiques qui sont invoquées pour d’expliquer
pourquoi les deux tours d’ADN nucléosomal semblent se comporter difféeremment dans les
expériences de molécule unique. Mais dans ce modéle, ce sont des interactions répulsives
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F1G. 5.3 — Comparaison des profils énergétiques selon I’énergie d’adsorption de '’ ADN
Projection selon o des barriéres énergétiques séparant les puits de potentiels décrits par notre
modéle (cf section . Courbe bleue : l’énergie d’adsorption de I’ADN sur l’octamére est
identique pour les deux tours. Courbe rouge : Les deux tours sont traités différemment; la barriére
énergétique séparant l’état enroulé a un tour et l’état déroulé est plus importante que dans le cas
précédent car on tient compte de la suppression de la répulsion électrostatique ADN-ADN une
fois que le premier tour d’ADN est déroulé.
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entre brins d’ADN (et non plus un accroissement de ’entropie comme dans la section
qui sont responsables de cette barriére énergétique.

Bien qu’ayant distingué deux puits de potentiel avant d’accéder a un état ADN libre +
bobine, nous verrons dans la section qui suit, que la barriére qui sépare ces deux puits est
trop petite pour expliquer le déroulement successif des deux tours d’ADN a des forces avoi-
sinant les 20 pN. Nous discutons de la validité du modeéle, des hypothéses manquantes mais
aussi des informations qu’il suggére sur la stabilité du nucléosome faiblement contraint.

5.3.2 Accés & ’ADN nucléosomal

Loin de l'image figée que peuvent en donner les structures obtenues par diffraction
de rayons X, le nucléosome est une entité mobile : globalement, il peut étre déplacé par
des complexes protéiques sur PADN (CAF...). Mais il est aussi animé d’une dynamique
interne : 'octamére d’histones, méme s’il ressemble & une bobine sur les clichés de micro-
scopie électronique, est une entité tripartite. Les diméres H2A-H2B sont souvent échangés
ou enlevés par diverses classes de protéines (FACT, SWI/SNF) [106][9]. En revanche, le
tétrameére apparait plus solidement lié & TADN.

ADN adsorbé

Avec le modéle décrit p.[135], Nous avons regardé 'influence de la force appliquée sur le
paysage énergétique (Fig et tenté d’esquisser les traits généraux du profil d’étirement
d’une fibre reconstituée avec de tels NCP, toujours en liaison avec nos expériences.

Nous devrions observer la succession de phénoménes suivante : pour des force de 3-4
pN, le nucléosome oscille entre deux états, 2 tours ou 1 tour d’ADN enroulé. La barriére
entre ces deux états étant de lordre de quelques kg1 et le temps caractéristique de
franchissement de ordre de 10™* s. Dans un profil force-extension, a faible loading rate,
on peut s’attendre a observer un plateau autour de 3 pN, témoin de cette coexistence. A
des forces plus importantes, on attend un profil plus classique, en dents de scie, révélant
la libération du second tour d’ADN, soit 25 nm ~.

Ce modéle ne reproduit pas nos motifs de rupture libérant 50 nm d’ADN, soit les
deux tours d’ADN déroulés en un seul événement. Pour expliquer ce désaccord, nous
supposons que le modéle doit trés certainement aller un degré au dessus dans la description
de l'interaction entre ADN nucléosomal et histones. En particulier, ’enchevétrement des
queues N-terminales des histones entre les deux tours de 'ADN nucléosomal (H4, H2A)
ou de part et d’autre (H3, H2B) joue certainement un rdle en plus de la seule énergie
d’adsorption. Le degré d’adsorption de ces extrémités -N sur PADN, qui varie avec la
concentration saline [99], est lui aussi a prendre en compte.

Néanmoins, nous estimons que tous les pics libérant une longueur courte d’ADN ne
correspondent pas a des nucléosomes incomplets : ainsi selon que la NCP est ouverte ou
fermée au moment de I'étirement ; selon que les brins d’ADN entrants et sortants de la
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F1G. 5.4 — Evolution, avec la force appliquée des deux barriéres énergétiques a fran-
chir pour dérouler un nucléosome complet. L’énergic d’adsorption est supposée différente
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F1G. 5.5 — NCP en configuration ouverte ou croisée au moment de ’étirement ;
longueur d’ADN libérée A gauche, NCP ouverte lors de l'étirement, seul un tour d’ADN
est complet et donc susceptible de produire une signature visible sur le profil force-extension ; la
longueur d’ADN alors libérée est de ~ 25 nm. A droite, NCP croisée (ou fermée) au moment de
Uétirement. Deux tours d’ADN correspondant & une longueur de 50 nm sont libérés.
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NCP se croisent ou non, alors ce seront 24 nm (sans croisement, Fig gauche) ou 50
nm (avec croisement Fig , droite) qui seront libérés. Nous proposons que si la NCP est
partiellement déroulée, alors, comme sugéré par [27] ’ADN est tout d’abord pelé de la
surface de 'octamére, puis la bobine a un tour restant tourne sur elle-méme pour libérer
soudainement 25 nm d’ADN.

Si la NCP est fermée, alors la configuration géométrique interdit & TADN d’étre pelé :
on passe immeédiatement & la rotation de la bobine sur elle-méme et ce pour chacun des
deux tours. La longueur d’ADN libéré est de 50 nm ~. Encore une fois, le modéle ne nous
permet pas d’interpréter ces événements mais nous pensons que ceci est di au fait qu’il
faudrait détailler plus précisement les interactions ADN-histones.

Ainsi, dans le cas de NCP reconstituées sur une séquence répétée positionnant 'octa-
meére, les fluctuations de PADN sortants des NCP réduisent la probabilité de tirer sur des
NCP fermées. Nous observons donc un pic autour de 50 nm mais qui ne pourra jamais
réunir 100% de la distribution, comme le suggérent les derniéres expériences de FRET
sur les NCP [148][91].

Nous pouvons aussi formuler une autre critique sur la facon de traiter la NCP. Tant
dans les expériences que dans la modélisation, il faudrait considérer 'octamére d’histone
non pas comme un simple cylindre, mais plutét comme une particule composite constituée
d’une partie centrale (le tétrameére H3-H4) accolé & deux sous-unités (diméres H2A-H2B)
dont la mobilité est fonction de leurs interactions avec le tétramére.

En effet il n’est pas clair qu’avec un étirement on produise un simple déroulement
de TADN. D’une part parce que 'octamére n’existe pas seul autour de 100 mM NaCl :
I’ADN est indispensable & 'assemblage de 1’édifice. D’autre part, parce que les liaisons
entre diméres et tétrameéres sont fragiles : seulement trois liaisons hydrogénes entre H4 et
H2B [96]. Ainsi, en pelant ’ADN de la surface de I'octamére il est probable qu’on emporte
(avec ’ADN pelé) les diméres H2A-H2B, et qu’on ne finisse plus par tirer que sur une
série de tétrameéres H3-H4 (Fig avec 25 nm d’ADN libérés d'un seul coup.

Bref, méme si le modéle ne tient pas compte des détails de la NCP et ne nous fournit
pas d’explication au déroulement des deux tours d’ADN simultanément, il permet tout
de méme de retrouver la force de rupture d’'une NCP sous tension, et avec les hypothéses
qui caractérisent I’énergie d’adsorption de ’ADN sur la NCP (cf nous avons aussi
la une explication possible de 'accessibilité de 'ADN nucléosomal a diverses protéines.
C’est la répulsion électrostatique entre les deux tours d’ADN enroulés qui autorise la
désorption partiel de PADN qui permet la fixation d’un protéine (ARN polymérase sur
un promoteur...) & cet emplacement et qui en recrutant d’autres protéines, notamment de
remodelage de la chromatine, devient opérationnelle sur le nucléofilament. Cet équilibre
entre ADN adsorbé partiellement ou non sur I'octamére pourrait-étre une fagon de plus
de réguler 'expression génétique.
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F1G. 5.6 — Dissociation de la NCP sous étirement. La premiére phase de l’étirement corres-
pond a la dissociation de l’octamére d’histones : les dimeres H2A-H2B se détachent du tétrameére
H3-Hj. L’ADN entourant le tétrameére est ensuite libéré par le processus de retournement décrit
dans [78]. Dans ce cas la longueur d’ADN libérée est de ~ 25 nm : méme si la NCP est compléte,
elle n’est pas fermée au moment de l’étirement.
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Effet et role de I’histone de liaison

Nous allons ici tenter de comprendre pourquoi nous semblons détecter la présence
d’une protéine équivalente a I’histone de liaison dans 'extrait de Xenopus Laevis.

Chromatine reconstituée avec ’extrait d’ceufs de Xenopus Laevis Dans nos
fibres reconstituées avec 'extrait d’ceufs de Xenopus Laevis, la protéine substitut de I'his-
tone de liaison est la protéine B4. Elle est trés certainement présente sur nos reconsti-
tutions, et c’est ainsi que nous interprétons la différence majeure de longueur moyenne
d’ADN déroulé entre ces expériences et celles produites sur les deux autres classes de
chromatine. Cependant 68 nm est une longueur trop importante pour étre simplement
interprétée comme étant la longueur de ’ADN au contact de 'octamére + B4 (longueur
totale ~ 56 nm).

Une explication possible pourrait provenir de la longueur totale d’ADN en interaction
avec une protéine de liaison. En effet, méme si nous ne disposons pas encore de cristaux
de nucléosomes complets (avec I’histone de liaison), cette interaction pourrait mettre en
jeu une longueur d’ADN plus importante que celle communément admise, qui ne prend
en compte que la longueur au contact de la partie globulaire (structurée), de ce type de
protéine. La longueur au contact avec la partie globulaire est d’environ 20 bp, résultat
obtenu aprés digestion par la Mnase de nucléosome complet, et qui révéle une longueur
d’ADN protégée de ~ 166 bp (NCP seule ~ 147 bp). Comme nous I’avons mentionné dans
la partie introductive (cf , cette interaction entre 'extrémité N-terminale, a prior:
non structurée, de I’histone de liaison, et 'ADN de liaison est bien établie. La queue N-
terminale, fortement chargée positivement, peut elle aussi jouer un role et impliquer une
longueur d’ADN plus importante dans la structure & dérouler. Les travaux théoriques et
de modélisation de [23] suggérent un total d’environ 40 bp en interaction avec I’histone
H1. Si ce nombre est similaire avec la protéine B4, c¢’est sur une libération d’un total de
~ 187 bp soit ~ 64 nm qu’il faut compter.

Cependant, en supposant vérifiée cette hypothése attirante, il devient plus difficile de
comprendre pourquoi ces 20 bp additionnelles ne sont pas détectées lors des expériences
de digestion avec Mnase. L’explication pourrait certainement provenir de ’adhésion non
spécifique d’autres protéines sur la fibre reconstituée, comme nous 'avons montré dans la
section [4.2.3]

Pour détecter un effet de la protéine B4, nous avons réalisé le méme type d’expériences
mais avec un extrait dont nous avons éliminé cette protéine. Nous n’enregistrons pas de
différence dans la force requise pour dérouler un nucléosome avec ou sans la protéine
B4, et il en est de méme pour la chromatine native et I'histone de liaison (cf paragraphe
suivant). Par contre nous enregistrons une diminution dans la longueur d’ADN libérée,
le pic principal de la distribution passant de 68 nm (avec B4) a 60 nm (sans B4). Cette
diminution n’est certes qu'une tendance, car aprés un test T de Student, il s’avére que
nous ne pouvons statistiquement pas distinguer les populations avec et sans B4. Nous
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pensons que nous pouvons confirmer cette tendance, et donc confirmer ’effet de la protéine
B4 en travaillant sur un extrait rééllement déplété de B4. En effet, pour enlever cette
protéine de 'extrait, nous avons utilisé une méthode d’'immunoprécipitation, efficace a 95
%. Seulement, nous travaillons dans des conditions ou la quantité d’ADN disponible est
trés faible ; alors, les 5 % de protéines B4 restantes sont suffisants pour encore constituer
des nucléosomes complets. Il nous faut encore travailler avec un extrait dont B4 a été
complétement éliminée.

Une étude d’étirement récente sur le méme substrat (chromatine reconstituée a partir
d’extraits d’ceufs de Xenopus Laevis) semble, elle, distinguer les nucléosomes avec ou sans
B4 non pas par une différence de force mais par une différence de longueur libérées sous
étirement. Les auteurs ont aussi montré par une technique de DFS sur l’ensemble de
leur étirement l'existence de trois sortes de barriéres énergétiques, mais il n’y a aucune
corrélation entre la hauteur de la barriére et la présence supposée de la protéine B4 [115].

Néanmoins, la composition de l'extrait n’étant pas complétement maitrisée et 1'in-
teraction de ses composants avec ’ADN encore moins, nous ne sommes pas en mesure
d’affirmer que nous détectons bien la protéine B4 et elle seule. Si nous voulons détecter
un véritable effet de 'histone de liaison, nous devons plutot regarder vers nos données sur
la chromatine native.

Chromatine native Nous avons réussi & observer la rupture de nucléosomes indivi-
duels sur la chromatine native. Nous avons montré qu’avec de faibles concentrations en
chromatine (~ 1 nM, conditions diluées), les diméres H2A-H2B sont libérés de la NCP.
L’histone de liaison lié avec une plus faible affinité est lui aussi absent des nucléosomes
incomplets que 'on trouve avec la chromatine native diluée (cf .

Dans les expériences ou nous ajoutons de la chromatine exogéne afin de stabiliser le
nucléosome, les histones de liaisons sont présents, ce que viennent d’ailleurs confirmer les
analyses sur gel.

La présence des histones de liaison H1 et H5 ne se manifeste ni dans la distribution des
forces de ruptures, ni par I'apparition, nette, d’un pic autour de 56 nm dans la distribution
des longueurs d’ADN libérées (cf section. Comment pouvons cependant détecter leur
présence ?

Encore une fois, rappelons nous que I'affinité entre ’histone de liaison et ’ADN est plus
faible que celle entre ADN sur 'octamére. C’est aussi ce que suggeére les expériences visant
a mesurer la mobilité des différents composants du nucléosomes in vivo par des techniques
de fluorescence [105][87] : Une grande mobilité de I'histone de liaison qui s’explique par
une affinité avec ’ADN plus faible que celle entre dimére H2A-H2B et ADN et a plus
forte raison entre tétramére H3-H4 et ADN. Ainsi, nous pouvons suggérer que dés 1'on
commence & tirer sur 'ADN d’un nucléosome complet (i.e. avec I'histone de liaison), la
force exercée réduit la barriére énergétique séparant 1’état "nucléosome complet" de I’état
"NCP + histone de liaison". Et I'histone de liaison est déconnecté de la structure (libéré
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dans la solution ou encore adsorbé sur PADN) pour une force faible, de quelques pN, sans
que cela ne soit détectable directement, en force comme en extension.

Pourtant nous devrions étre capable de mesurer un effet indirect de cette histone
sur nos profils d’étirements. D’aprés les données de microscopie électronique [20], et les
modélisations moléculaires [23] 'histone de liaison se place temporairement a la sortie de
la NCP. Ensuite selon le modeéle proposé [20],en présence de 'histone de liaison qui écrante
les répulsions électrostatiques, les brins d’ADN sortants de la NCP se croisent (AL, = 2)
ou non (AL; = 1). En tirant sur ces nucléosomes, nous libérons soit 50 nm d’ADN d’un
seul coup, si celui-ci était dans un configuration croisée; soit 25 nm, si il était dans une
configuration ouverte.

Ainsi, la présence initiale de ’histone de liaison a orienté une partie des NCP dans
une configuration croisée (Fig. Néanmoins, toutes les NCP ne sont pas orientées dans
cette configuration au moment de I'étirement, et, méme en présence de H1 ou H5, nous
ne pouvons pas espérer avoir ’ensemble des longueurs de rupture d’ADN autour de 50
nm sur un étirement classique ot nous ne contrdlons pas la torsion (donc ALy).

Nous ne savons pas ce qu’il advient de I’histone de liaison au cours de I'étirement.
Est-il libéré pour des forces < 10 pN, ou alors reste-t-il adsorbé sur PADN ? Nous ne
pouvons pas dire avec certitude que nous détectons un effet direct de cette histone sur les
longueurs d’ADN libérées ; c’est-a-dire, un pic dans la distribution autour de 56 nm, car
la distribution est trop large autour de cette longueur pour véritablement trancher.

Pourtant, comparé au cas sans histone de liaison, nous devrions observé un accroisse-
ment des longueurs de rupture autour de 50 nm lorsque cette histone est présente. Si la
présence de I'histone de liaison n’est ni détectable dans la distribution en force ou par un
pic autour de 56 nm dans la distribution en longueur, elle doit se manifester par une plus
grande proportion de pics autour de 50 nm pour les étirements chromatine compléte avec
H1 ou Hb5. Il semble que ce soit le cas en comparant directement Fig et Fig ;
mais cette comparaison est abusive, ne traitant pas du méme type de fibre de chromatine.

Cet effet serait une conséquence du role supposé de I'histone de liaison dans la ré-
gulation de I'expression génétique : ’histone de liaison pourrait intervenir en diminuant
le temps d’accessibilité de 'ADN nucléosomal aux facteurs de transcription en rédui-
sant considérablement les fluctuations des brins d’ADN entrants et sortants de la NCP
[92][9T] [148] qui sont supposés étre 'une des portes d’acceés a cet ADN nucléosomal.

Nous commencons alors & avoir un contexte physique cohérent de la régulation de
Iexpression au niveau du nucléofilament : L’affinité de I'octameére d’histone pour une
séquence d’ADN, la présence ou non de ’histone de liaison sur les NCP ou méme 'acé-
tylation de certains résidus des extrémités N-terminales des histones de cceur controle les
fluctuations de '’ADN a la sortie de la NCP, et donc 'accessibilité de cet ADN nucléo-
somal aux facteurs de transcription. Ensuite il est plus difficile d’avoir une vision globale
des mécanismes de régulation, ne connaissant pas encore tous les acteurs ni tout leurs
roles.
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F1G. 5.7 — Schéma d’étirement du nucléosome complet ou de la NCP fermée qui
conduit a la libération de 50 nm d’ADN. L’étirement d’une NCP fermée conduit a la
libération de I’ADN nucléosomal d’un seul coup, soit ~ 50 nm. L’histone de liaison, H1, a pour
effet d’augmenter la probabilité de tirer sur une NCP fermée : accroché plus faiblement a la NCP
que les dimeres H2A-H2B, il est libéré au tout début de I’étirement.
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Toujours dans ce contexte de régulation et de role multiple, nous pouvons évoqué
comment ’histone de liaison aide a la répression de la transcription. La microscopie élec-
tronique ne nous donne qu’une image figée du nucléosome : Nous n’avons qu’un accés
trés limité a la dynamique du nucléosome mais il est clair qu’en ’absence de H1, la NCP
adopte une structure beaucoup plus ouverte, avec des bras d’ADN entrants et sortants
sujets & l'agitation thermique [20).

Les expériences de types biologie moléculaire et de biophysique nous donne une infor-
mation complémentaire ou ['histone de liaison est per¢u beaucoup moins comme une colle
qui lierait les brins d’ADN mais plutot comme un ligand avec une faible affinité.

Nous pouvons envisager une implication de celui-ci a deux niveaux de régulation.
Lorsque la répression de la transcription doit étre forte, la chromatine est organisée en
une fibre dense de chromatine, avec la participation de I’histone de liaison pour ordonner le
repliement [69)]. Puis nous rencontrons des états moins compacts de la fibre de chromatine
dont le degré de condensation est aussi fonction du besoin de transcription :

Si un géne est transcrit trés intensément (quasiment en continu) alors ce sont l'en-
semble des nucléosomes qui sont enlevés, pour laisser ’ADN nu.

Entre les deux, si la transcription doit étre modérée, alors le nucléosome (et toutes les
transformations dont il peut étre 'objet) est un outil de régulation modulable.

Structure et régulation vont de pair et utilisent les mémes outils de bases : les histones.
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Chapitre 6

Conclusion

6.1 Résumé

Cette thése s’inscrit dans la recherche des propriétés mécaniques et de fonctionnement
d’ensemble moléculaire biologique & partir d’expériences dite de molécule unique. Ce tra-
vail s’intéresse en particulier aux propriétés élastiques de fibres de chromatine et plus
accessoirement a la transition B-S de ’ADN. Pour cela, nous utilisons une pince optique.

A linterface physique-biologie, nous commencons en introduisant les connaissances qui
ne vont pas de soit si on appartient plus fortement & I'une ou l'autre des communauté :
nous faisons le point sur la chromatine; puis nous nous attardons sur les concept ren-
contrés dans les expériences type molécule unique, développées ces dix derniéres années
(chapitre 1). Nous détaillons ensuite notre outil de travail : la pince optique. Nous ex-
pliquons nos choix expérimentaux : objectif & immersion eau, cellule d’expérimentation,
détection; et nos préparations biochimiques : préparations des billes et des différentes
fibres de chromatines (chromatine reconstituée avec un extrait d’ceufs de Xenopus Laevis,
chromatine reconstituée sur une séquence répétée d’ADN positionnant I'octamére d’his-
tones et chromatine native). Nous expliquons aussi le dispositif de pince magnéto-optique
que nous avons mis au point afin d’appliquer un couple aux molécules d’ADN et & termes
aux fibres de chromatine. Nous donnons alors un premier exemple de manipulation que
nous avons réalisé avec ce dispositif sur des molécules d’ADN.

Nous exposons ensuite les résultats obtenus sur le plateau de transition B-S de molé-
cule d’ADN nu (chapitre 2). Ces résultats ont été obtenu en paralléle avec nos expériences
portant sur les fibres de chromatine. Nous nous sommes en particulier intéressés a I’hys-
térésis de ce plateau entre les phases d’étirement et de relaxation. A la lumiére d’autres
études et avec en plus, quelques étirements fortuits sur des molécules d’ADN endomma-
gées, nous proposons un modéle pour expliquer comment se déroule le plateau B-S. 11
est mixte, c’est a dire a la frontiére entre deux modéles suggérés auparavant : A 65 pN
environ, les régions riches en A-T se désapparient tandis que les régions plus riches en
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C-G restent appariées mais changent de structure. Ce n’est qu’au dela de 65 pN que ces
régions se désapparient elles aussi.

Nous mentionnons aussi comment un probléme de préparation de 'ADN nous a
conduit & produire des expériences de dégraffage de I’ADN.

Puis nous exposons ’ensemble des résultats obtenus sur trois types de chromatine dif-
férents (chapitre 3). Nous avons regardé pour la chromatine reconstituée a partir d’extrait
d’ceufs de Xenopus Laevis 'influence du rapport quantité d’ADN/quantité de protéines
sur la cinétique de formation de la fibre.

Pour les deux autres types de fibres, chromatine native reconstituée sur une séquence
répétée 5S (sans histone de liaison) et chromatine native issue d’érythrocytes de poulet
(avec Hb) ; nous avons regardé essentiellement l'influence de deux paramétres, la concen-
tration saline et la concentration en chromatine elle-méme. En complément, nous avons
aussi étudié la répons de fibre de tétramére H3-H4 reconstitués sur une séquence répétée
5S. En paralléle, nous montrons aussi les résultats d’expériences de dilutions de NCP,
native et reconstituées, analysés sur gel d’électrophorése. Ces résultats viennent confirmer
ceux obtenus par étirement.

Nous exposons aussi un modéle que nous avons développé en collaboration avec H.
Schiessel a partir du modéle qu'’il avait proposé dans [77]. Il s’agit de décrire la rupture
sous étirement d’un nucléosome complet, par la rotation deux fois de suite de 'octamére
sur lui méme.

Enfin, le chapitre 5 est consacré a la discussion des résultats sur la chromatine. Aprés
avoir traité de la cinétique de formation, rapide, de la fibre de chromatine a partir d’extrait
de Xenopus Laevis, dans les conditions de molécule unique ; nous abordons le probléme
de la dilution importante des fibres natives ou reconstituées sur 5S. Nous travaillons in
vitro, et 'environnement moléculaire est trés différent de celui rencontré in vivo, méme
si les conditions de sels et de pH semblent respectées. Pour I’étude de certains enzymes,
ces conditions ne posent pas de problémes, puisqu’ils fonctionnent trés bien n wvitro et
sont fréquemment utilisés dans des manipulations de routine de biologie moléculaire. Par
contre, un édifice moléculaire comme la chromatine est sensible a sa propre concentra-
tion, comme nous avons pu le montrer. Dans ce cas, méme si les expériences sont rendues
beucoup plus contraignantes, nous avons aussi montré que nous pouvions stabiliser la
chromatine en augmentant sa concentration. La plupart des diméres H2A-H2B restent
alors attachés au tétrameére : Cet effet se manifeste par 'apparition d’une longueur ca-
ractéristique supplémentaire dans la distribution des longueurs d’ADN libérées : 24 et 50
nm.

Ensuite nous discutons des forces nécessaires a la rupture du nucléosome, toujours trop
importante par rapport a la gamme de force invoquée par des considérations d’équilibre
thermodynamique. Nous poursuivons en développant le modéle de déroulement préce-
demment expliquer ; la force de rupture du nucléosome est du méme ordre de grandeur
que celle déterminée expérimentalement. Néanmoins il ne nous permet pas d’interpréter
I’ensemble de nos résultats, notamment la libération des 50 nm d’ADN en une seule fois.
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Nous pensons que le modéle ne va pas assez loin dans la description du nucléosome et
nous en proposons dans un premier temps de tenir compte de la structure tripartite de
loctamére d’histones : un tétramére H3-H4 et deux diméres H2A-H2B. Nous proposons
ensuite quelques pistes a suivre pour comprendre comment les NCP sont dissociées avec
I’étirement et comment nous pouvons enregistrer une signature indirecte de la présence
de I’histone de liaison.

6.2 Perspectives

Les expériences concernant I’étude du plateau B-S sont a poursuivre : avec des molé-
cules d’ADN courtes, (2 kbp maximum) présentant une séquence répétée. Celles ci pour-
ront permettre de déterminer le pourcentage critique en C et G pour distinguer une région
riche d’une région pauvre en C-G, dont nous avons une estimation autour de 60 %, aprés
analyse du plateau lors de la relaxation.

Pour la chromatine, il faut encore déterminer avec certitude le réel mécanisme de
rupture des nucléosomes étirés. Pour cela le couplage sur le méme dispositifs des techniques
de molécule unique avec des techniques de visualisation en temps réél. Nous pourrions
par exemple déterminer si tous les histones sont présentes dans nos conditions; si lors
de la rupture du nucléosome sous tension, les histones sont relarguées dans le milieu ou
pas; et si oui, si elles le sont toutes etc... Ces techniques de visualisation & 1’échelle de
la molécules unique sont en plein développement, microscopie de fluorescence dans des
milieux diluées, microscopie multiphotonique, nanocristaux, microscopie interférentielle,
pour en citer quelques-unes.

Nous devons aussi répéter les expériences sur l'extrait de Xenopus Laevis sans B4.
Pour éliminer la protéine B4 & quasiment 100 %, plutot que d’utiliser des techniques
d’immunoprécipitation, nous envisageons d’utiliser une construction d’ADN particuliére :
le "four way junction" pour lequel la protéine B4 & une affinité plus forte que pour la
NCP. Il s’agit d’introduire dans l’extrait en grande quantité ces "four way junction",
sur lesquels vont venir se fixer les protéines B4 (et éventuellement des protéines HMG)
sans pour autant recruter les histones qui seront alors libres pour constituer une fibre de
chromatine.

Enfin il faut aussi exploiter le degré de liberté de rotation. Nous pourrions ainsi tester
véritablement notre modéle : selon le sens de la rotation imposé a la fibre, croiser 'ADN
sortant des NCP ou le dérouler, ce qui, si le modéle est juste, devrait se manifester dans les
proportions des populations d’ADN libéré autour de 24 et 50 nm apreés étirement. A plus
long terme, le but est de regarder la transcription sur une fibre unique de chromatine afin
de comprendre PARN polymérase et son cortége de facteurs de remodelage s’accomode
de 'obstacle que représente le nucléosome.
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Résumé/Summary

Cette theése s’inscrit dans la recherche des propriétés mécaniques de la fibre de chro-
matine et de leur role. Aprés un rappel de connaissances sur la chromatine, nous in-
troduisons les techniques de manipulations de molécules uniques en biophysique. Nous
exposons ensuite le dispositif de pince optique que nous avons mis en I[Juvre ainsi que les
développements plus récents de manipulations a l'aide d’un champ magnétique rotatif.

Nous discutons alors des résultats obtenus sur la transition B-S de ’ADN et tentons
de les interpréter en invoquant une différence de comportement sous étirement selon que
la séquence est riche en A-T ou en G-C.

Les résultats des étirements sur trois principaux types de chromatine sont ensuite
présentés : force nécessaire a la rupture d’un nucléosome et longueur d’ADN libérée. En
faisant varier les conditions d’étirements (essentiellement concentrations salines et concen-
trations en chromatine exogéne), en modifiant la composition de la fibre de chromatine,
nous montrons que le nucléosome n’est pas une entité stable dans les conditions diluées
classique des expériences sur molécules uniques. Nous confirmons par ailleurs ce résultats
avec des expériences de dilution suivit d’analyse sur gel d’électrophorése.

Les résultats établis aprés stabilisation nous invitent a poursuivre la discussion du
déroulement du nucléosome sous tension a partir d'un modéle existant. Sur la base de ces
résultats, nous tentons alors de donner une interprétation du déroulement du nucléosome
que nous recadrons dans le contexte de la régulation génétique a 1’échelle du nucléofila-
ment.

This thesis is registered in the research context of the mechanical properties of the
chromatin fibre and their role. After recalling the main knowledge on chromatin, we
introduce the principal techniques for the manipulation of single molecule in the field of
biophysics. We then expose our experimental setup we have developed and although the
additional technique we have built more recently which enable the micro-manipulation
with a rotative magnetic field.

Then we discuss our results on the DNA B-S transition : we suppose different beha-
viours of the DNA under tension according to the composition in base pair of a part of
the DNA sequence (rich in C-G or not).

We present the results of the stretching on three main type of chromatin : force to
disrupt a nucleosome and length of DNA released. We demonstrate that the nucleosome is
not stable under the classical conditions of single molecule experiment : when the sample
is too diluted. We have confirmed these results with dilution experiments followed up of
gel electrophoresis analysis.

To understand our results established on stable chromatin fibres, we develop an already
existing model. We try to gain information on the unwinding nucleosome under stretching
for a better comprehension of the genetic regulation at the scale of the nucleofilament.
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