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Eléments de signalement de la thése

A. Titre
a. Titre en francais

Dynamique a l'équilibre et hors d'équilibre de taoenatine visualisée par microscopie de
force atomique : effet des variants d’histones stfdeteurs de remodelage

b. Titre en anglais

Equilibrium and out of equilibrium dynamics of chmatin visualized by atomic force
microscopy : effect of histone variants and remiodefactors

B. Résumé

a. Résumé en francgais

L’'organisation de I’ADN sous forme de nucléosomprésente une barriere pour la
liaison des facteurs de transcription a leur ADbleiet interfere avec différents processus
cellulaires. Les facteurs de remodelage et I'inocapon de variants d’histones dans la
chromatine sont utilisés a l'intérieur de la calpour surmonter cette barriere nucléosomale
et modulent I'acces a ’ADN au travers du contré&ela dynamique nucléosomale. Dans ce
travail nous utilisons une technique de moléculejum (la Microscopie a Force Atomique,
AFM) pour visualiser des mono- et oligo- nucléosene¢ quantifier leur structure et leur
dynamique tant a I'équilibre que hors-équilibre.

Nous étudions tout d’abord I'impact de lincorpaoat de H2A.Bbd au niveau du
mono- et de I'oligo- nucleosome. Nous montrons cgigariant d’histone modifie a la fois la
structure et la dynamique du nucléosome et quecsepce altére la faculté de la chromatine
a former une structure d’ordre supérieur. En watiltsun modele issu de la physique des
polymeres, nous expliquons quantitativement ce artament par les propriétés dynamiques
du nucléosome et plus précisément la flexibilitércanonucléosome.

Nous étudions ensuite le mécanisme du remodelagawEeosomes par SWI/SNF et
RSC. Pour ce faire nous déterminons simultanénmeedrigueur d’ADN complexée et la
position pour des mono-nucléosomes. Nous mettorgvielence un intermédiaire réactionnel
sous la forme d’'un nucléosome sur-complexé apsaatisavant le nucléosome glissé. Enfin,
pour des di-nucléosomes, nous visualisons différgmges d’états glissés que nous utilisons
pour construire un modeéle stochastique montrantRBE est un randomiseur processif et
séquentiel.

b. Résumé en anglais ("Summary")

The organization of DNA into nucleosome can be sasna barrier for the
transcription factors binding to their target DN@gsiences and interferes with several basic
cellular processes. ATP-remodeling machines andnib@rporation of histone variants into
chromatin are used by the cell to overcome theewmscdmal barrier and modulate DNA
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accessibility by the control of nucleosome dynaminghis work, we use a single molecule
technique (Atomic Force Microscopy, AFM) to visuzali isolated mono- and oligo-
nucleosomes and quantify their structure and dyosuati equilibrium and out of equilibrium.

First, we study the impact of H2A.Bbd incorporatiah the mononucleosome and
oligonucleosome level. We show that this variandifies both structure and dynamics of the
complex and its presence alter the ability to fam higher structure organization of the
chromatin. Using a polymer physics model we denratestthat the behavior of variant
chromatin can be quantitatively explained by thenarucleosome dynamical properties and
more precisely by the nucleosome flexibility.

Then, we study the mechanism of nucleosome renmagely SWI/SNF and RSC on
mono- and di- nucleosomes. To do so we determimell&ineously the mononucleosome
DNA complexed length and position distributions gm@dduce 2D histograms in various
contexts. We demonstrate the appearance of a opantiermediate visible as an over-
complexed nucleosome. Finally, focusing on the wtilosomes, we report different slided
states that are used to construct a simple stochasidel showing that RSC is a highly
processive and sequential randomizer.

C. Mots clés
a. Mots clés en francais

Remodelage de la chromatine, variant d’histonejémsome, H2A.Bbd, SWI/SNF, RSC,
AFM, analyse d’'image, modélisation

b. Mots clés en anglais ("Keywords")

Chromatin remodeling, histone variant, nucleosar#A.Bbd, SWI/SNF, RSC, AFM, image
analysis, modeling

D. Informations sur les laboratoires dans lesquelle s la thése a été préparée
a. Laboratoire de rattachement

Laboratoire Joliot Curie

Ecole Normale Supérieure de Lyon
46 allée d'ltalie

69364 Lyon cedex 07

FRANCE
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Liste des abréviations principales

ADN : Acide désoxyribonucléique L. : Longueur d’ADN complexé dans le
AFM : Microscopie a force atomique nucléosome

ARN : Acide ribonucléique M : Molaire

ARNmM : ARN messager NAP1 : Nucleosome Assembly Protein 1
ARNpolll : ARN polymérase I NaCl: Chlorure de calcuim

ATP : Adénosine-triphosphate NCP : particule de coeur du nucléosome

BET : Bromure d'éthidium NFR: Nucleosome free region

CenH3 : Centromeric H3 NHR : Région non-histone

ChIP : immuno-précipitation de chromatine ORF : cadre de lecture ouvert

dNTP : désoxyribonucléotides pb : paire de bases

Da: Dalton (1g /mol) PCR : Polymerization chain reaction

DNMT : DNA methyltransferase Q : facteur de qualité de I'oscillateur

EDTA : Acide éthyléne-diamide-tétra acétique R. : Rayon de courbure finale de la pointe
FACT : Facilitates chromatin transcription AFM

FISH : Fluorescence in situ hybridization siRNA : silencing interference ARN

FRAP : Fluorescence Recovery After SDS : Sodium dodécyl sulfate

Photobleaching UV : Ultraviolet

GFP : Green fluorescent protein WT: Wild type (sauvage)

HAT : Histones acétyltransférase Xa : chromosome X actif

HDAC : Histones déacétylase Xi : chromosome X inactif

HMT : Histone methyltransferase AL : Distance du nucléosome au centre du
HP1 : Heterochromatin protein 1 fragment

k :constante de raideur du levier (N/m) @: angle d'ouverture du nucléosome

kg :constante de Botzman ) w: pulsation de I'excitation

KT ou kgT: Energie des fluctuations @ : pulsation de résonance de l'oscillateur
thermiques A': Angstrom (100 pm)

KO : Knock out (mutant nul)

Quelques ordres de grandeurs utiles

ksT =4 pN.nm

Hydrolyse de I'ATP : 12-21 T

Une liaison hydrogéne 1-20 kT et 0.25 nm

Une liaison covalente 60-100 kT et 0.1 nm

Diamétre de 'ADN =2 nm

Pas de la double hélice d’ADN 3.4 nm

Diametre du nucléosome= 11 nm

Masse molaire du nucléosome 200 kDa

Génome de la levure Saccharomyces cerevisiag2 Mpb
Génome de 'lhomme 3 Gpb

Diamétre d’une cellule: 10-100 pm

Diamétre du noyau cellulaire: 10-20 pm

Rayon de courbure final d’'une pointe AFM (DLCS)= 1-3 nm
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Avant Propos

Avant-propos : De la génétique
a I'épigenétique

Les progrés de la génétique ont permis le séquendaggénome de nombreuses
espéces et ont produit de trés grandes quantitédem®es. Toute I'information nécessaire a
la formation d’un individu étant comprise dans eetbmme on pourrait s’attendre a ce que la
connaissance de l'information génétique dans sserehle soit suffisante pour décrypter le
fonctionnement d’'une cellule. Néanmoins, c’est @sle fait que tous les éléments contenus
dans notre ADN ne sont pas utilisés en méme tempauohasard, mais qu'il existe une
régulation tres complexe, et dans certains casndahte de nos génes. L'épigénétique, c’est
a dire la compréhension de la maniere suivant lEguetre patrimoine génétique est
transformé en phénotype visible, est donc un enjajeur. Si I'on comprend aujourd’hui
clairement comment une zone préte a étre transsitdansformée en ARN puis en protéine
il existe encore de nombreuses questions sur maafiion des zones actives (I'euchromatine)
ou inactives (I'hétérochromatine). Nous verronslguété montré que certaines modifications
particulieres de la chromatine sont présentes aeani des zones actives alors que d’autres
sont présentes au niveau des régions inactives.ppficisément nous verrons que les variants
d’histones ou les facteurs de remodelages sontbtpade cibler certaines régions
particulieres et peuvent méme influencer la comégan de la chromatine dans ces régions.
Ces processus, qui sont étroitement lié a la difféation cellulaire et au développement,
représenteraient par conséquent des plates-forougscpntroler I'activation ou I'inactivation
de la chromatine.

L’objet de cette these est d’étudier au niveaurdekicules isolées comment ces deux
phénoménes sont capables de modifier la dynamigquaudiéosome et plus généralement la
conformation de la chromatine. Avant d’aborder fésultats, nous exposerons dans le
chapitre 1 I'état des connaissances sur la striatira dynamique de la chromatine puis
I'effet des modifications épigénétiques de la chaiime en nous focalisant sur le role des
variants d’histones et des facteurs de remodeldges avons choisi de présenter ensuite les
études de molécules uniques menées sur les matealéulaires en général et sur les
complexes de remodelage en particulier, afin deesite travail de thése dans le contexte de
ces approches. La méthodologie que nous avonsapfpés est détaillée et analysée dans le
Chapitre 2. Elle est basée sur la microscopie @fatomique et la fonctionnalisation du mica
par des mono-couches de silanes, couplées a ulys@damage automatisée.

Dans les chapitres 3 et 4 nous verrons, que cptieoehe permet de montrer que
l'incorporation d’'un variant d’histone tel que HB%d modifie profondément la physique des
mono- et oligo-nucléosomes. Ces observations nooduirons a proposer un modéle mettant
en avant le role des fluctuations d'ouverture etfeleneture des nucléosomes dans la
formation du degré d’organisation supérieure dehiomatine qu’est la fibre compacte de
30nm.

Au-dela de cette étude a I'équilibre, nous allorentrer dans le chapitre 5 que les
facteurs de remodelage de la sous-famille de smWR2/&SWI/SNF et RSC) sont, eux aussi,
capables de modifier la dynamique du nucléosomeréant un état métastable particulier,
sur-complexé et trés labile. Les propriétés deecgirticule nucléosomale remodelée
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BN

semblent indiquer qu’elle correspond a un comprostisicturel entre le nucléosome
canonique et le nucléosome glissé. Pour finir, néteadrons cette étude a une échelle plus
grande dans le chapitre 6 pour nous intéressedisgsement de di-nucléosomes par RSC.
Nous démontrerons que ce facteur de remodelagensgocte comme un moteur moléculaire
stochastique non directionnel, d’'une grande pragésset glissant les nucléosomes d’'une
chromatine de maniére séquentielle.
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1.Introduction

Introduction

1.1 De I'ADN a la chromatine

Avant de nous intéresser directement aux phénongresous avons étudiés au cours
de cette these, nous allons tout d’abord replaeetravail dans un cadre plus général en
rappelant ce qui est connu a I'heure actuelle @t sle I'organisation de la chromatine. Cela
nous permettra d’introduire les éléments et lenésrévoqués dans ce qui suivra.

1.1.1 L’ADN

Du point de vue du biologiste, I'ADN ou acide dégaonucléique est le support de
l'information génétique, c’est a dire des caradéréritables d’un individu a sa descendance
ou génome. Du point de vue du physicien, 'ADN pkitét un polymere semi-flexible
hétérogéne extrémement long (plusieurs milliardsmdaomeres par fibres dans certains cas).

Fondamental pour de nombreuses raisons, il a dénétédié massivement par toutes
sortes de techniques et son étude a profondénfargriné tous les domaines des sciences de
la vie (Venteret coll.2001) mais aussi la physique des polymeéres (Yakish@004) voire

dans certains cas la supraconductivité (Kasuat@oll.

Empilement de
bases azotées

Squelette

f’;ﬁ\@:::w R phospho-diester

Diamétre: 2 nm

Figure 1 : Structure de l'acide désoxyribonucléique

2001).

(A :Adénine,
T:Thymine,
C: Cytosine,
G : Guanine)

Pasdela
double hélice:
10pb=34nm

Liaison hydrogéne
— Liaison covalente

(ADN).

L’ADN est une double hélice de 2 nm de diamétre avec un pas est de 3.4 nm. Elle est composée de
deux brins complémentaires solidaires du fait de liaisons hydrogénes entre bases complémentaires (A
avec T, C avec G) susceptibles d'étre séparées lors de certains processus cellulaires comme la

réplication ou la transcription.
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Sa structure cristallographique, €élucidée par WatstoCrick (Watsoret coll. 1953;
Segalet coll. 2006), est celle d’'une double hélice phospho-diemtecentre de laquelle on
trouve un empilement de couples de bases azotépaims de nucléotide (Figure 1). Les
bases présentes sont de quatre types : 'adénipelgdAhymine (T), la cytosine (C) et la
guanine (G). Fonctionnellement, on peut aussi eglite double hélice comme deux molécules
distinctes ou ADN simples brins associés spécifiggret par des interactions hydrogénes (A
avec T par 2 liaisons H, G avec C par 3 liaisons H)

Chacun de ces brins complémentaires comporte laem@formation génétique que
son brin associé. Cette redondance permet entre eubse une plus grande stabilité dans le
temps de cette information, et facilite la duplicatde cette information (ou réplication) a
chaque cycle cellulaire. L'utilisation de cettearrhation par la cellule est réalisée a travers
une suite complexe d'étapes allant de la lectur&AdeN (transcription) a la production de
protéines codées par cette information (traductiba)nodulation de I'accés a certaines partie
du génome contrble donc le contenu protéique eyneaique de la cellule (Alberts 1983).
Cette régulation est réalisé a partir de la fixatie certains facteurs particuliers (hommées
facteurs de transcription) au niveau de chaque,gém&é de base du génome. Néanmoins,
nous verrons aussi qu’une modulation épigénétiquiest a dire qui ne dépend pas
directement de la séquence ADN peut, dans certasisavoir lieu (Tsukiyamet coll.1997).

(a) : (b)

Figure 2 : Structure de I'ADN et désordre intrinséq  ue

(a) Vue idéale de la molécule d’ADN avec son axe principal rectiligne et son empilement de paires de
bases formant une double hélice; (b) représentation plus réaliste incluant le désordre structurel induit
par la séquence qui modifie I'axe principal de la molécule et sa dynamique. D'apres (Calladine 2004)

L’axe principal de cette double hélice n’est pamg® on le croyait au départ une
ligne droite. Il est perturbé par la séquence sacsate (Figure 2). Il a, en particulier, était
montré que les séquences riches en GC ont tendanoerber plus fortement la molécule
d’ADN (Mengeritskyet coll. 1983). La structure et la dynamique du double Bi&DN est
donc directement influencé par sa séquence. De @memmaniére certains facteurs de
transcription sont connus pour se lier spécifiquanaecertaines portions d’ADN et le courber
(Rice et coll. 1996). Enfin, comme nous le verrons ensuite I'efilce de la séquence ADN
sur sa structure et sa dynamique explique notamitegstiénomene de positionnement des
nucléosomes.
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1.1.2 Les Histones

A l'intérieur des cellules eucaryotes 'ADN est wi@airement présent sous la forme
d’'un complexe nucléo-protéique, le nucléosome. hexéines formant cet assemblage ou
histones sont de petites protéines basiques d@mviB kDa (100 a 130 acides aminés). Il
existe 5 formes d’histones canoniques :

* H2A (14 kDa), H2B (14 kDa), H3 (15 kDa) et H4 (1D& nommées histones de cceur
» H1 (21 kDa) nommée histone de liaison

Les histones de coeur possédent une structure coenappelée histone fold (Malik
et coll. 2003) représentée sur la Figure 3. Tous les eurmymssedent des histones leur
permettant d’organiser leur ADN. Les histones smarmi les protéines les plus conservées au
cours de I'évolution. Des études phylogénétiquesitrant que des protéines possédant
I'histone fold, ancétres des histones appelée®rdst archéennes, sont apparues aprés la
divergence entre les archaebactéries et les bextéti avant la séparation des lignages
archaebactérie / eucaryotes (Sandetaroll. 1998; Maliket coll.2003).

H2B H2A H4 H3

Figure 3 : L'histone fold

Les histones de cceur (H2A, H2B, H3 et H4) adoptent toutes la méme structure secondaire appelée
"histone fold", qui consiste en un enchainement de trois hélices a représentées par les cylindres.
L'histone fold est a la base de la dimérisation (H2A-H2B) et (H3-H4). Adapté de (Sondermann et coll.,
2003)

L’histone fold, composé de trois héliceseliées entre elles par des boucles flexibles,
constitue un motif de dimérisation, permettant histones d’interagir entre elles (H2A-H2B)
et (H3-H4), via des interactions de nature hydriyghcCes interactions entre H2A et H2B
ainsi qu'entre H3 et H4 sont appelées "poignée dmgh ("handshake") (Arentst coll.
1991).

En l'absence d’ADN et a une force saline modérés0 (inM NaCl), H3 et H4
s’associent entre eux et forment un tétramére (AB-Blors que H2A et H2B restent associés
sous forme de dimére (Figure 4). A forte forcermalf2M NaCl), 'octamére d’histones se
forme spontanément in vitro (Eickbushcoll.1978).

De part et d'autre de I'histone fold, chaque hisjoossede des extrémités N-terminales
et C-terminales. La structure des extrémités N-teahes, qui se localisent a I'extérieur du
nucléosome, n'est pas connue. Les parties aminorA@ies des histones ne participent pas
significativement a la structure du nucléosomeesebemblent plutét engagées dans des
interactions impliquant d’autres protéines ou desitnucléosomes. Les queues des histones
H2B et H4 en particulier sont importantes pourdarfation de structure d'ordre supérieure de
la chromatine. Ainsi, l'intégrité de la queue de é$4 nécessaire a la formation de la fibre de
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30 nm (Dorigoet coll.2003) ; la partie animo-terminale de H2B, quanlié est requise pour
l'assemblage du chromosome mitotique (de la Batroell.2000; de la Barret coll.2001).

Les queues des histones sont accessibles, etrpedtve modifiées chimiquement par
des enzymes. Ces modifications post-transcriptibes)@uent un rble dans la structure de la
chromatine, ou peuvent servir de motifs de recazsaaice a la liaison de facteurs régulateurs.

Figure 4 : La formation du nucléosome

Lorsque I'on met en présence les quatre histones de coeur celles-ci s’auto-organisent en un tétramere
(H3-H4), et deux diméres (H2A-H2B). Pour une force ionique inférieur a 0.5 M et en présence d’ADN
ces especes s'assemblent pour former le nucléosome ou « nucleosomal core particule » (NCP).
Adapté de Richard Wheeler.

Figure 5 : L'histone de liaison

(a gauche) La partie globulaire de I'histone de liaison H5 (un histone proche de H1) (représentée en
rouge) contacte I’ADN (en bleu) au niveau de la zone d’entrée-sortie du nucléosome. L’'organisation
des autres partie de cette histone de liaison n’est pas encore connu. (a droite) la structure de cette
histone qui est trés différente de celle des histones de caeur. Adapté de (Zhou et coll. 1998).

L'histone de liaison H1, représente l'autre famdlkistone. H1 n'a pas la méme
structure que les histones de coeur; celle-ci adopée structure tripartite, constituée d'un
domaine central globulaire flanqué des parties tN=-germinales. Le domaine globulaire est
conservé entre les variants de I'histone de ligisamdis que les régions terminales divergent
par leur taille et leur séquence (WolBe coll. 1997). Le domaine globulaire de H1 interagit
avec les particules cceur des nucléosomes au nilesalorins d'’ADN entrant et sortant (Figure
5). Il serait positionné asymétriquement, par rappo centre de symétrie du nucléosome
(Zhouet coll.1998).
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1.1.3 Le Nucléosome

On appelle ‘particule de cceur du nucléosome ‘(NQP «aucleosomal core
particule ») I'assemblage de 147 pb d’ADN et de 4 protéioeshistones présents en deux
exemplaires. Dans 95 % des cas les histones psesamt H2A, H2B, H3 et H4.
Structurellement, H2A et H2B sont associés sousndode 2 dimeres (H2A-H2B) alors que
H3 et H4 sont présents sous forme d'un tétrameBH#),. Les deux dimeres (H2A-H2B)
enserrent le tétramere (H3-H4lans une structure en sandwich autour de lagueltosire
deux tours et demi d’ADN formant une super-hélieeiche (voir Figure 6). Cette structure
mesure 11 nm de diameétre et 6 nm de hauteur (Letgesll. 1997). L’ADN interagit dans ce
complexe avec les protéines histones en 14 pomtsodtacts présents quasiment tous les
10 pb. Ces liens de type hydrogene — électrosetmpnferent au nucléosome une grande
stabilité entre 20 et 30 kT selon les conditionsidaes, la température et la séquence
(Richmondet coll.2003). De maniere générale cet assemblage estraarmsné nucléosome
lorsque 'on prend en compte les bras d’ADN desbai qui sortent de part et d’autre du
nucléosome. Cette structure a une symétrie axialauur d’'un axe appelé la dyade. Par
généralisation, on nommera aussi dyade le poiritatyment d’ADN correspondant placé au
centre des 147 pb.

Figure 6 : Structure du nucléosome

La particule de cceur du nucléosome est un assemblage nucléo-protéique de 200 kDa. Il contient 1.75
tours d’ADN soit 147 pb entourant les quatre histones de cceur présents en doublés (H3, bleu; H4,
vert; H2A, jaune; H2B, rouge). En premiére approche c’est un cylindre de 5.5 nm de rayon et de 6 nm
d’épaisseur. (a) Vue de coté. Le trait pointillé représente I'axe de super-hélicité (b) Vue de dessus de
la moitié supérieure. Les chiffres représentent I'énergie en kgT par site pour chaque contact histone-
ADN. Le trait pointillé noir représente I'axe dyadique. D’aprés (Richmond et coll. 2003).
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Cette structure est trés fortement conservée &rgaous les étres vivants possédant
un noyau ou eucaryotes. Elle est issu de difféseptessions sélectives antagonistes. La
premiére est la nécessité de compacter 'ADN. Hat,efa longueur de contour totale du
contenu nucléique du noyau fait plusieurs metre¢odg et son rayon de giration dans les
conditions ioniques présentes serait de 'ordrdaddizaine de micrometre. A I'opposé la
cellule doit pouvoir accéder en permanence au nongenétique de certaines parties de son
génome en vue de produire certains ARN (transonptiou de dupliquer son contenu
(réplication). Ces deux nécessités vitales powellules ont abouti & une structure a la fois
compacte et stable mais rapidement modifiableéstdynamique.

Pour donner un exemple de cette ambivalence ongietéresser a la mobilité des
nucléosomes par rapport leur séquences. En efégt,due le mécanisme microscopique soit
encore mal connu il apparait que, pour certaingsiesices, le nucléosome diffuse (Beard
1978; Meerssemaret coll. 1992; Flauset coll. 2004) sous l'effet d’'une élévation de
température (a partir 37°C par exemple). A 'opp@sdir des températures de I'ordre de 4°C
aucun coefficient de diffusion ne peut étre mesGexi montre que méme si la structure du
nucléosome est trés stable une modification sutdileon organisation ou un apport faible en
énergie peut conduire a une modification importaletesa dynamique.

Un second exemple correspond a la réponse en tedsicucléosome. Schiesssl
coll. (Kulic et coll.; Schiessel 2006) ont montré théoriquement queliegtion d’une force
de traction sur chacun des bras du nucléosome itohdin abaissement significatif de la
hauteur de la barriere énergétique séparant laeferenroulée » de la forme « déroulée ».

w)
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Figure 7 : Modélisation de I'application d'une forc e de tension sur un

nucléosome

Le paysage énergétique du nucléosome (en rouge) est modifié sous I'effet d’une force de tension (en
bleu). Ceci impliqgue un abaissement de la barriere énergétique séparant la configuration enroulée (a)
de la configuration déroulée (g). D’aprées (Schiessel 2006)

De la méme maniere, comme nous allons le voir dengui suit un changement de
composition en histone ou la rupture de quelquassiseulement entre 'ADN et les histones
qui affectent trés peu la stabilité globale du daasbme modifie drastiquement sa dynamique.
Plus généralement, on peut dire que tout se passene si les modifications citées ici
modifiaient peu la position du minimum d’énergie sistéme mais abaissaient la hauteur des
barrieres séparant ce dernier des minima anne)as.pgérmet alors au systeme d’explorer
transitoirement d'autres configurations et augmes&e dynamique. Pour revue sur la
modélisation de la dynamique du nucléosome on pa@ireporter a (Schiessel 2006).
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ENCART : Les Séquences Positionnantes

Il est connu depuis les a@es 1970 que les nucléosomes forment, dans ke wegorité des cas,
arrangement régulier visible en microscopie él@tpae ou par digestion a I'aide de nucléases. Liatiea
de cet espacement constant entre deux nucléosamssotitifs est associé aux histones de liaison.

Le fait qu'une séquence particuliere d’ADN puisgeiaun effet de positionnement sur le comp
nucléosomal fut proposé plus tard, avec les étdaidsnov et coll. (Mengeritskyet coll. 1983) sur Iz
composition nucléotidique de 'ADN nucléosomal &st a partir de la fin des années 90 que les e
séquences positionnantes compléetement synthétioups étre produites (Lowast coll.1997; Widlundet
coll. 1997). Le but initial de ces travaux était de produireiléament une chromatine pour laquelle
position @s nucléosomes serait contrblée en vue de tesfégtlde la présence d’'un nucléosome s
transcription, la réplication, etc... De nos jousssEquence synthétique la plus couramment utiisé&
séquence 601 de Widom et coll.(Lowaey coll. 1998; Thastromet coll. 1999) congcue par sélectic
successives sur un ensemble de séquences alédtairegthode de sélection utilisé dénommée SELE
une méthode itérative qui permet de sélectionméragiue passage les 10% de séquences dont I'affonité
le nucléosome est la plus forte. Dans notre cass awons utilisé cette séquence 601 (la plus &fteité)
pour toutes les études qui suivent ce qui nousraipele connaitre, a I'avance et avec une granélesion
la position de départ de nos nucléosomes.

Néanmoins il faut noter que si I'on place n'impogigelle séquence en présence de son équi
en histone, on obtient aprés reconstitution degénsomes stabledAG ~ 2030 kT selon la séquence).
stabilité d’un nucléosome sur de telles séquenstedomc une donnée relative.

En outre, I'origine microscopique de l'affinité glimportante #AG = 4kcal/mol) d’'une séquen
par rapport a une autre a largementdiséutée depuis ces derniéres années. Il appajaitre’hui que |
présence de motifs particuliers riches en G/C rfadies avec des motifs riches en A/T dans certaisses
a l'origine de I'énergie d'interaction supérieure cks séquences (Segatoll 2006).

Des expériences sur des génomes entiers ont penfiirs de montrein vivo la présence de ti
effets de positionnement (Yua coll.2005; Segaét coll.2006). Néanmoins, d’autres phénomeénes teds qu
la liaison de facteurs de transcription et I'actides facteurs de remodelage sont eux aussi capadd

modifier cette localisation.
G
A

A
séquence positionnante
AG (par ex. le 601)
bout du fragment ADN
A keT

Profil énergétique d'une séquence positionnante

L’énergie libre de formation d’'un nucléosome AG (~20-30 kT) dépend de la séquence. On peut donc
construire un profil énergétique pour chaque position du nucléosome. Une séquence positionnante
correspond a un puits de potentiel AAG de plusieurs kT (~4 KT pour la séquence 601 que nous utiliserons).
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1.1.4 Le chapelet nucléosomal et la fibre de 30nm

La répétition de nucléosomes espacés régulierememton conduit a la formation
d'un chapelet de nucléosomes appelé communémerg fle 11 nm. Cette fibre de
chromatine est a son tour compactée pour formenigeaux d’organisation supérieurs.

Entre la structure finale de la chromatine danshlmosome mitotique et le chapelet
nucléosomal, il a été postulé un certain nombreideaux intermédiaires d’organisation. Le
premier niveau est nommeé la fibre de chromatin8@am. En effet, les premiéeres études sur
la chromatine qui étaient réalisées par microscéfgetronique et digestion a la nucléase on
montré la présence d’'une fibre réguliére et conggat se forme en présence de I'histone de
liaison H1 ou H5 et de l'interaction de H2A avecplartie N-terminale de I'histone H4. La
généralité et I'organisation interne de ce typefidee est depuis largement sujet a débat et
plusieurs modeéle contradictoires ont été proposgufE 8) (pour une revue des nombreux
travaux on se référera a (Cook 1995; Gilleertoll.2005; Zhouet coll.2007)).

Figure 8 : Les modéles de fibre de 30 nm
(A) Modele de solénoide. (B) Modéle en zigzag. Adapté de (Robinson et coll. 2006).

Il a été montré récemment que l'organisation irdede cette fibore dépend de
nombreux paramétres comme la concentration en dwalents ou I'espacement entre
nucléosomes consécutifs. Le diametre de 30 nm geéudent observé passe par exemple de
30 a 40 nm lorsque I'on change I'espace entre ngolde de 50 a 70 bp (Robinson et coll.,
2006) ce qui tendrait & montrer que l'organisati@s nucléosomes les uns par rapport aux
autres au sein de la fibre est une donnée flexjblese modifie en fonction des conditions
particulieres comme la présence de facteur dedriation ou la régularité du positionnement
des nucléosomes. Selon Schiesgetoll. la quantité conservée par la fibre dans toutes ces
conditions serait la compaction des NCPs entre poor former une structure ou les
nucléosomes sont denses en surface (Degkeroll. 2007). Cette organisation compacte
correspond probablement a des zones non activiesathieomatines qui ne sont pas transcrites
par la cellule (Dubochegt coll. 1988; Woodcock 1994; Gilbest coll. 2001) et qui par
conséquent comportent I'histone de liaison. Dagz@ames actives et/ou denses en genes et/ou
comportant des nucléosomes moins régulierementniségm la chromatine serait présente
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dans une conformation du type fibre de 11 nm (McBlbwt coll. 1986; Horowitzet coll.
1994; Gilbertet coll.2005) ce qui restreint la généralité du concegttate de 30 nm.

1.1.5 Les territoires chromosomiques et les chromos omes
mitotiques

En ce qui concerne les degrés d'organisation seyné; il a été longtemps postulé
I'existence de fibres liées au sur-enroulement aldidre de 30 nm sur elle-méme. Cette
hypothése appelémodele chromonemétait basée sur la visualisation de fibre épaesse
microscopie électronique (Belmorgt coll. 1994). Néanmoins le manque de preuve
expérimentale claire ne permet pas actuellemetrbdeher définitivement sur leur existence.

En outre, différentes observations expérimentaagddnt a démontrer la présence de
boucles (de 200 a 300 nm de diametre soit plusieensaines de kpb) ochromomers
(Cook et coll. 1975; Oldet coll. 1977; McGregoret coll. 1988; Frasert coll. 2007). Un
modéele fonctionnel proposé par Cook et coll. (199®)pose, comme ce qui a été observé
pour le nucléole, que chacune de ces boucles pocorsstituer une unité de transcription liée
a un complexe de transcription (dont I'ARN polyns&ha La liaison de ces complexes entre
eux lors de la mitose produirait la structure prpté observée en métaphase. Néanmoins
méme si des foci de transcription ont pu étre algse(Jacksoet coll. 1993; Wansinlket coll.
1993) et méme si leur structure perdure aprestae la transcription (Mitchedit coll.2008)
la compréhension microscopique et dynamique demiéss restent incertaine.
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Figure 9 : L'organisation du noyau en territoires c hromosomiques.

Lors de l'interphase les différents chromosomes sont confinés dans des zones distinctes appelés
territoires chromosomiques séparés par des régions moins denses appelés espaces interstitiels.
D’apres (Bolzer et coll. 2005).

A un niveau encore supérieur, pendant l'interphése,différents chromosomes du
noyau sont localisés dans ce que I'on appellesiegdires chromosomiques comme le montre
différentes études. Chacun de ces territoires eontin chromosome particulier (Figure 9).
L’hypothese proposée par Crensdrcoll est que la périphérie de chacun de ces domaines
constituerait la partie active du chromosome (Crestecoll. 2000; Cremeret coll. 2001,
Cremeret coll. 2006; Cremetet coll. 2006; Lanctotet coll. 2007; Mateos-Langera&t coll.
2007) et que les espaces interstitiels reliés arspnucléaires seraient le moyen pour les
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différentes macromolécules nucléaires d’accédarcaitomatine active (Figure 10). En outre,
il a été montré récemment que la position mémeeddarritoires dans le noyau influe sur son
activité transcriptionnelle (Finlaet coll.2008). Une partie de chromosome qui devient active
serait donc décondensée et déplacée en périphérierritoire chromosomique (Lanctet
coll. 2007).

Lors de la mitose, la chromatine est présente Harsioyau sous une forme trés
compacte. Il apparaitrait que dans cette strudtuchromatine serait organisé en liaison avec
un échafaudage protéique a l'intérieur du chroma&sdiouchmandzadebt coll. 1999;
Marko 2008). Dans cette architecture complexe, été& postulé que ce sont les boucles
précédemment cités qui seraient elle-méme encrisurapied a cette axe protéique ou
échafaudage. Néanmoins des études tendent a nereattcause le réle des protéines et
complexes protéiques présent dans cette architee¢tamme la condensine | et Il ou la
topoisomérase Il ) (Hiranet coll. 1993). Il apparait, par exemple, que la topoisos&ia
n'est ni essentielle a la condensation du chromesonsuffisante pour le maintien de cette
compaction. Les facteurs donnant lieu a la condems&rés forte du chromosome mitotique
ou ceux induisant la forme de cette structure néstenc a déterminer (Belmont 2006; Marko
2008).

Figure 10 : Modele d'organisation de la chromatine interphasique

Dans le modéle de Cremer et coll. (Cremer et coll. 2001). La chromatine est structurée en régions
compactes susceptibles de s’ouvrir et de se déplacer (zoom (b)) vers des régions moins denses
(zoom (a)) ou se déroulerait la plus part des processus cellulaires.

L’'organisation de la chromatine est donc a la fiby@amique et multi-échelleet de
nombreuses questions restent en suspend. En fiartisu la structure du nucléosome ou de
la fibre de 30 nm sont aujourd’hui des données gesrfou proche de I'étre) leur dynamique
est quant a elle trés mal connu. En effet, il egiwd’hui techniguement difficile de capter la
réorganisation de structures nucléo-protéiques aasgplexes avec des résolution spatiales et
temporelles suffisantes. Néanmoins de nombreussde®tsont actuellement menées en
particulierin vitro pour atteindre cet objectif en 3C et 4C, FRET epa@mple (Fraseet coll.
2007)

Pour résumer, on peut faire le schéma suivant (€igd) qui présente les éléments
essentiels de cette organisation. Dans ce quirsuis allons voir quelques phénomenes
susceptibles de modifier cette organisation en amdliaccessibilité a la séquence ADN.

20/ 234




1.Introduction

313WO[RL

2J3WONU)

FIBRE DE 30nm

CHROMOSOME

ADN ’ NUCLEOSOMES

Figure 11 : Représentation simplifiée des différent s niveaux d’organisation de

la chromatine.
D’apres (Boulard 2007).

1.2 Modifications épigénétiques de la chromatine

Une définition large de I'épigénétique est "l'itetion des genes avec leurs produits
donnant naissance au phénotype" (Waddington, 19ER).suivant ce point de vue,
I'épigénétique est donc I'ensemble des processusnqdifie I'expression du génotype pour
donner le phénotype observé. Pour ce qui nousesgér il est clair que I'expression de la
séquence ADN risque d’étre fortement modifiée parsiructure et la dynamique de la
chromatine qui la contient.

En particulier, on peut voir le nucléosome comme alostacle physique pour de
nombreux processus biologiques impliquant la liaigte protéines a I'ADN. Ainsi, le
masquage d'un promoteur par le nucléosome inhib&alson des certains facteurs de
transcription induisant une inhibition de la tramson (Lorch et coll. 1987; Izbanet coll.
1991). Néanmoins, on peut faire remarquer que ofteession importante n’est pas vraiment
totale méme pour les zones fortement condenséesctieomatine (Folcet coll.2008).

Trois processus principaux existent chez tous learmgotes et permettent entre autres
choses de lever cette inhibition : les modificasi@ovalentes des histones, I'incorporation de
variants d’histones et le recrutement de facteanechodelage de la chromatine (Figure 12).

Chacune de ces voies est utilisée par la cellules différentes conditions et pas
seulement dans ce but (ciblage de certains factdaposition de la chromatine, formation du
kinetochore). Néanmoins, elles sont aussi utiligges surpasser la barriére nucléosomale de
différentes maniéeres. La modification post-traduatielle des queues d’histones et la
présence de variants d’histones influencent lacttra et la dynamique de la chromatine aux
temps longs alors que les enzymes de remodelade deromatine permettent une action
ponctuelle et dynamique aux temps courts.

Nous allons nous intéresser a chacune de cesgitsmtdsant a moduler I'accessibilité
a I’ADN nucléosomal en nous focalisant sur cert@omts utiles dans la suite de ce travail.
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Figure 12 : Trois voies épigénétiques modulant 'ac  cés a 'ADN

La conformation de la fibre de chromatine peut influencer 'accés a 'ADN par les facteurs de
transcription (TF) et donc par exemple I'expression des génes. Les trois voies principales de cette
modulation sont les facteurs de remodelage de la chromatine comme RSC que madifient ou déplacent
localement les nucléosomes, les variants d’histones comme H2A.Bbd et les modifications d’histones
comme ['acétylation des queues d’histones qui modifient structurellement et dynamiquement la
chromatine.

1.2.1 Modifications covalentes des histones

Les histones de cceur font l'objet d'un grand nombes modifications post-
traductionnelles. Parmi celles-ci on compte I'algtgn, la méthylation, I'ubiquitination, la
sumoylation et la biotinylation des lysines, la hyétion des arginines, la phosphorylation
des sérines et thréonines, mais aussi I'ADP rilzdgyl des acides glutamiques (pour revue
(Kouzarides 2007)).

Les quatre histones canoniques sont modifiés padtittionnellement, ainsi que
certains variants (H3.3, H2A.Z, macroH2A) (Bonenfagt coll. 2006). Toutes les
modifications d’histones sont réversibles. L'état mhodification d’'un résidu d’histone est
contrdlé par un équilibre entre les enzymes qualgsent I'ajout et celles qui catalysent le
retrait d’'un groupement donné.
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Euchromatine Hétérochromatine

- Régions fortement condensées de la chromatine
- Au niveau des centromeéres et des téloméres

- Contient des séquences répétées

- Pauvres en génes

- Régions décondensées de la chromatine
- Au niveau des bras des chromosomes
- Riches en génes

Figure 13 : Propriétés des régions euchromatiques et hétérochromatiques
L'euchromatine décondensée et riche en génes est permissive a la transcription, par opposition a
I'nétérochromatine, fortement condensée et pauvre en gene réfractaire a la transcription. Adapté de
(Grewal et coll. 2007)

Les modifications post-traductionnelles des histosent classées en deux catégories
selon qu’elles sont corrélées avec une activatetadranscription ou une répression (Figure
13):

» Les modifications associées a une transcriptioiveactelles que l'acétylation des

histones H3 et H4, ou la di- ou tri-méthylation ld&8K4 sont considérées comme
des marques de I'euchromatine.

» Les modifications fréquemment observées sur lesegeréprimés, comme
H3K9me3 ou H3K27me3, sont référencées comme desatsigs de
I'hétérochromatine.

Certaines modifications d’histones participent ardgulation de I'expression des
géenes, soit en induisant directement une modi6ioatie la structure de la chromatine, soit en
servant de plate-forme de liaison permettant leutement d’autres facteurs. Ainsi, les
bromo-domaines sont capables de reconnaitre uiree lgsétylée, et les chromo-domaines
une lysine méthylée.

Enfin, il existe pour chaque nucléosome de nombsiies et types de modifications.
Par conséquent de nombreuses possibilités de carsbits entre celles-ci sont possibles (par
exemple mono-, di- ou tri-méthylation H3K4). Il aret été postulé I'existence d’'un code
« superposé » au code ADN qui déterminerait auanivéu nucléosome [|'état de la région
considéré. Etant modifiable, ce niveau d’informatigourrait évoluer au cours du
développement et en particulier au cours de |a&wdfftiation cellulaire. Résumeé sous le nom
de « code histone » cette hypothése est encoentarg discutée actuellement. Pour revue on
se reportera au travail de (Ruthenbatgoll.2007).

1.2.1.1 Les variants d’histones

Nous allons maintenant développer de maniere phyitante une autre stratégie
sélectionnée pour modifier 'accés a ’ADN chroman : les variants d’histones. Cela nous
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permettra en particulier de décrire ce qu’il estrapactuellement sur les variants de H2A que
nous avons étudié au cours de cette these.

On appelle histone conventionnelle I'histone déptsd de la réplication de la
chromatine (H2A par exemple). Les variants d’hisgsont des isoformes non-alléliques des
histones conventionnelles autrement dit, ce sostpdetéines dont la séquence peptidique est
proche de celle d'une histone et dont le géne spomdant est situé a une position (ou locus)
différente du génome.

lIs ont la capacité d’étre substitués aux histara®niques au sein du nucléosome. Le
pourcentage d’identité de chaque histone variasa &ontrepartie conventionnelle est trés
variable selon les cas (de 48 a 99.9 %). Certains tsés conservés et présents dans tout le
regne animal comme H2A.Z alors que certains ne pofgents que chez les mammiféres
comme H2A.Bbd.

La présence des variants d’histones au sein d@&osmmie a un impact important sur
plusieurs processus cellulaires impliquant 'ADN¢luant la transcription, la réparation de
'ADN endommageé, la division cellulaire et la méos et pourrait avoir d’'importantes
conséquences épigénétiques. Dans certains cas,ecomws le verrons, il a été montré que
leur incorporation modifie la structure et la dynque des nucléosomes. Des variants ont été
rapportés pour chaque type d’histone a I'excepdi@tihistone H4 (voir Figure 14).

histone conventionnel

activation transcriptionnel

assemblage du kinetochore

histone conventionnel

reparation et recombinaison de I'ADN

architecture des promoteurs, segrégation des chromosomes

| inactivation du chromosome X ,repression transcriptionelle

activation transcriptionnel

histone conventionnel

histone conventionnel

Figure 14 : Alignement des séquences des différents variants d'histones
HFD correspond a I « histone fold ». Les marqueurs sont les zones de modifications post-
traductionnelles. Adapté de (Sarma et coll. 2005).

Contrairement a leurs contreparties conventionseléir messager est dépourvu de la
structure en tige boucle sur sa partie 3', quireguise pour la dégradation régulée par le
cycle cellulaire (Pandegt coll.1987). A la place de cette tige boucle, les tratsscodant les
variants sont poly-adénylés, ce qui augmente leabilgé (Challoneret coll. 1989). Ces
spécificités impliquent que les variants d'histosest incorporés dans le nucléosome par
différentes voies et sont pris en charge par det®imes chaperonnes spécifiques.
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Bon nombre, de variants d’histone sont connus ptrerliés a la spermatogénése qui
nécessite un profond remodelage de la chromatiganidoins, nous allons dans ce qui suit
présenter les propriétés marquantes des histomemtgaen nous restreignant aux histones
ubiquitaires (c’est a dire présent dans tous Ilpsgycellulaires) et en mettant I'accent sur les
variants de I'histone H2A.

1.2.1.2 Les variants de H3

Cinq isoformes distinctes d’H3 sont présentes ¢bemammiferes, H3.1, H3.2, H3.3,
H3t et CENP-A . Les différences observées entrevdemnts d’H3 semblent mineures, mais
une sélection positive tres forte pese sur chagsterte (Marzluffet coll. 2002). Chaque
différence, méme minime, semble donc étre lieecdammséquence fonctionnelle importante.

Les variants d’'H3 spécifiques des centromeres (8grddnt un des piliers de la
construction des centromeres, car indispensablie$oaimation des kinétochores, eux-mémes
responsables de I'attachement des microtubules ket sigrégation chromosomique lors de la
mitose et de la méiose (Blowet coll.2001). En outre, les centromeres ne sont pas défari
une séquence d’ADN spécifiqgue mais par la présdaseenH3, ce qui a servi historiguement
a leur cartographie chez les plantes et les aninfiderikoff et coll. 2005; Henikoffet coll.
2005). L'incorporation des cenH3 se produirait daniare indépendante de la réplication
(Amor et coll. 2004) et des approches biochimiques récentes amigpeale purifier un
complexe d’incorporation (Foltzt coll.2006; Okadaet coll.2006).

Le variant d’histone H3.3 est enrichi dans les sode transcription active chez les
insectes, les plantes et les hommes (Ahetacbll. 2002; McK:ittrick et coll. 2004; Chowet
coll. 2005). H3.3 est chaperonné par une protéine sgaeifiHIRA, qui le différencie des
autres H3 et favorise son incorporation dans lagond transcriptionnellement actives
(Tagamiet coll.2004). Ce variant est enrichi en marques de trgigor active, a savoir une
hyper-acétylation et une diméthylation de H3K3618K79 (Hakeet coll.2006).

H3.1 et H3.2 ont été longtemps confondus, maisidétde leurs modifications post
traductionnelles suggérent des réles distincts éHatk coll. 2006). H3.2 est méthylé sur
H3K27 et serait impliqué dans la répression depifegsion des génes, alors que H3.1 posséde
des marques associées a I'activation des genesl@HgK et a la répression de la transcription
(H3K9me?2).

1.2.1.3 Les variants de H2A

L'histone H2A est dotée de longues extensions deepal'autre de I'histone fold: sa
gueue N-terminale s'intercale entre les deux td@BN nucléosomal, alors que une partie de
son extension C-terminale interagit avec le tétrant¢3-H4 via un motif appelé "docking
domain” (Lugeret coll. 1997; Sutoet coll. 2000). Comme nous le verrons ce domaine est
essentiel a l'accrochage du dimére H2A-H2B surégatnere (H3-H4) et joue un rdle
important dans la dynamique du nucléosome. Une fgoésent dans le nucléosome H2A
présente en surface une région nommée « patch saadet I'interaction avec la partie N-
teminale de H4 est essentielle a la formation d’filmee compacte de chromatine (Hoet
coll. 2002; Zhouet coll.2007).

L'histone H2A est celui qui compte le plus grandnbee de variants (Figure 14).
Certains de ces variants se caractérisent paridegences de séquence importantes (Malik
et coll. 2003). Quelques variants de H2A sont présents thez les eucaryotes comme
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H2A.X et H2A.Z, d'autres n'existent que chez lestéeés comme macroH2A, certains
comme H2A.Bbd ne sont présents que chez les mamewifMalik et coll.2003; Eirin-Lopez
et coll.2008).

1.2.1.3.1 H2A.Z

Le variant H2A.Z est présent chez les mammifeessplseaux (H2A.F), la drosophile
(H2Av), C. elegans, les oursins (H2AZ/F), difféenthampignons dont Tetrahymena
(H2Ahv1) et la levure (Htz1) (Raisnet coll.2005). Chez la drosophile, le variant d’histone
H2Av regroupe les fonctions attribuées a H2A.Z BAEX (voir partie suivante). Les variants
homologues a H2A.Z ont été trés conservés au armt®volution. H2A.Z est relativement
divergent par rapport a I'histone canonique, puidga deux protéines ne partagent que 63 %
d'’homologie.

La résolution de la structure du nucléosome comtehi2A.Z révéle une différence
dans l'affinité de la liaison au tétramere (Setocoll. 2000). La perte de trois liaisons
hydrogénes déstabilise Iégérement l'interactiomeeR et H2A.Z (Sutcet coll. 2000). A
'opposeé, la région acide plus importante préseptéde dimere H2A.Z-H2B a la surface de
I'octamére pourrait étre importante pour lier l2ugi de I'histone H4 ou d'autres interacteurs
non-histones (Sutet coll.2000) et elle pourrait favoriser la formation ddiltee de 30 nm.

Les différentes études réalisées in vitro des pEt® physiques du nucléosome
variant contenant H2A.Z aboutissent a des conabssidifférentes selon les techniques
utilisées. Certaines mesures concluent que le oshée contenant H2A.Z serait moins stable
(Abbott et coll.2001) d'autres a une plus grande stabilité du nsolde H2A.Z (Faret coll.
2002; Parket coll.2004; Jinet coll. 2007). La cristallisation de nucléosomes ou un desl
deux dimeres comporte H2A.Z semble peu favorablfaidwale la réorganisation de l'interface
H2A.Z-H2B (Sutoet coll.2000).
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Figure 15 : Effet de l'incorporation de H2A.Z sur |  a compaction de la fibre de
chromatine

Lors d’expériences d'ultracentrifugation, une fibre variante H2A.Z présente un coefficient de
sédimentation S,o\ plus important gu’une fibre conventionnelle, que se soit & basse concentration (a)
ou a forte concentration (b) en MgCl,. Adapté de (Fan et coll. 2002).

Une observation potentiellement importante eseadllisé par Flaust coll (Flauset
coll. 2004) sur la mobilité des nucléosomes H2A.Z. Il t& éontré in vitro que les
nucléosomes H2A.Z diffusent thermiquement pour téespératures autour 30°C beaucoup
plus rapidement que les nucléosomes convention@elte propriété a été rapprochée de la
forte dépendance des cellules par rapport au fadeetemodelage SWI/SNF dans des lignées
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ou ce variant a été invalidé (Santistelgrcoll. 2000). H2A.Z et les facteurs de remodelage
seraient donc des mécanismes redondants pour ladittholicléosomale. Un autre étude par
Li et coll. (2005) montre que les positions préférentiellemmuupées par H2A.Z peuvent

étre dans certains cas différentes sur des system@sstitués.

In vitro, la présence de H2A.Z facilite la formation derd#® nucléosomales
compactes, mais inhibe leur capacité a s'oligoreér{ganet coll. 2002) (Figure 15). Ces
données suggerent que la chromatine contenant HRéuxrait étre présente dans I'hétéro
chromatine. Parallelement, il a été montré queskamice de H2A.Z perturbe in-vivo la
localisation de HPlalpha, une protéine connue p&ite liée a la constitution et a la
compaction de I'hétérochromatine et que HPlaphbespréférentiellement in-vitro a des
chromatines reconstitués avec H2A.Z (Feincoll. 2004). Ces résultats suggerent que la
capacité pour les chromatines H2A.Z de former deged compactes jouerait un rdle dans la
formation de I'hétérochromatine péricentrique.

a NUCLEOSOMES H2A.Z b Distance de la région sans nucléosomes
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Figure 16 : Implication de H2A.Z dans l'architectur e des promoteurs

(@) H2A.Z est présent de part et d'autre d'un vide nucléosomal (ou NFR pour Nucleosome Free
Region) au niveau des promoteurs. (b) Enrichissement en H2A.Z au niveau des promoteurs pour
différents génes. On remarque la présence de deux maximums locaux de probabilité (en jaune) de
part et d’autre d’'une zone appauvrie (en noir). Adapté de (Boulard 2007)et (Raisner et coll. 2005).

Différents travaux ont permis de définir la cartehaute résolution (20 pb) du
positivement de H2A.Z chez la levure, grace alikatiion de puces haute densité composées
de sondes chevauchantes (Raigtaroll. 2005). Différents groupes ont déterminé les loci ou
les nucléosomes contenant H2A.Z sont positionfé&sldelle du génome (Guillemette coll.
2005; Li et coll.2005; Raisneet coll.2005; Zhanget coll.2005; Millar et coll.2006; Barski
et coll. 2007) Tous ces travaux s'accordent sur le poiningufraction importante des
nucléosomes contenant H2A.Z se trouve localisériaau des promoteurs. La corrélation
entre la présence de H2A.Z sur le promoteur eiige du géne n'est pas admise par toutes
les études et se trouve encore débattue. Uneandhgse a haute résolution, réalisée cette fois
chez I'homme en utilisant la technique de séqugnbaut débit SOLEXA® , démontre que
contrairement a ce qui a été observé chez la lelaiprésence de H2A.Z sur le promoteur est
corrélée avec une transcription active (Baetkioll.2007).

Ces études a haute résolution du positionnememt2deZ sur le génome montrent
toutes que H2A.Z est fortement enrichi aux aboelfadégion sans nucléosonmei¢leosome
free regionou NFR) du promoteur (Raisnet coll. 2005; Barskiet coll. 2007). Ces travaux
montrent que deux nucléosomes contenant H2A.Z eesath NFR du promoteur, chez la
levure et chez I'homme (Figure 16) (Raisaecoll.2005; Barskiet coll.2007). Ces données
ont abouti a l'identification d'une séquence degBXuffisante pour promouvoir a la fois la
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formation d'une NFR et l'incorporation de H2A.Z gdes deux nucléosomes flanquant cette
région (Raisnert coll. 2005). Cette séquence, fréquemment présente dar@denoteurs
chez la levure, semble étre le signal compris danséquence d'ADN et favorisant la
déposition de H2A.Z.

Chez la levure, I'acétylation des histones congribgalement a diriger l'incorporation
de H2A.Z vers les régions euchromatiques (Raistecoll. 2005; Zhanget coll. 2005)
L'incorporation de H2A.Z dans la chromatine estc#fgiement prise en charge par le
complexe de remodelage SWR1 (Kroggncoll. 2003; Koboret coll. 2004; Kroganet coll.
2004; Mizuguchiet coll. 2004). Une autre chaperonne d'histone appelée dépbse
préférentiellement le dimere H2A.Z-H2B (Lek coll.2007).

L'ensemble des données disponibles suggere doncHg@deZ est impliqué dans
plusieurs processus cellulaires, parmi ceux-cotanaition d'une architecture de la chromatine
particuliere sur les promoteurs autour des NFR euniaintien de la structure de
I’'hétérochromatine péricentrigue. On peut suppogee ces fonctions distinctes voire
antagonistes sont probablement liées a la dynanpigrieuliére de ces nucléosomes et a leurs
mécanismes de déposition distincts.

1.2.1.3.2 H2A.X

Le variant H2A.X est présent au sein de I'ensenghieégne animal. C’est la seule
histone de la famille H2A présente chez la levaigez certains champignons et chez le
parasite Giardia (Malilet coll. 2003). L'extrémité carboxy-terminale d’H2A.X contie20
acides aminés de plus qu'H2A, et notamment le mg conservé SQE (lat coll. 2005)
(Figure 14). La phosphorylation de cette sérine 38 une marque forte, associée a la
fonction de ce variant (voir ci-dessous). Chezn@snmiferes, un motif SQ ou TQ est présent
en amont de ce motif (position 136 pour le résithogphorylable) et peut également étre
phosphorylé (Rogakoet coll. 2000). Enfin, une cassette GKK située quelquesiuésen
amont a également été trés conservée au coursédelufion, ce qui suppose un role
fonctionnel important de ces trois acides aminés det leurs modifications post-
traductionnelles (Let coll.2005)

Une phosphorylation massive d’H2A.X sur sa sériB@ a lieu lors de la réparation
d’'une cassure double brins de 'ADN. La forme phasplée de H2A.X, appeléei2A.X est
détectée dans tous les contextes cellulaires nme#tanjeu des cassures double brins:
agression par des agents extérieurs, apoptoseatépt, recombinaison des zones V(D)J lors
de la maturation des lymphocytes et de la recondnnahomologue lors de la méiose. Trois
kinases de la famille des PI3 kinases peuvent pluogier H2A. X : ATM, DNA-PK et ATR
(Stiff et coll.2004). La phosphorylation d’'H2A.X pourrait avoir udle direct d'ouverture de
la chromatine. Sa sérine 139 est située au niveaitel de fixation des histones de liaison et
sa phosphorylation pourrait entrainer I'ouvertuedalfibre de 30 nm, en chassant les histones
de liaison (Liet coll.2005). H2A.X n’est pas impliqué dans le recrutemeitial des facteurs
essentiels a la réparation des cassures doubles brais dans leur accumulation (Celeste
coll. 2003). Il est reconnu par Arp4, sous unité commdes complexes de remodelage
NuA4, Ino80 et Swrl (Downst coll.2004). Ces complexes permettraient alors de modifie
structure de la chromatine, de telle sorte quépanation de ’ADN puisse avoir lieu.

1.2.1.3.3 macroH2A

MacroH2A (mH2A) est un variant d’'H2A contenant uggion C-terminale de trés
grande taille (20 kDa) (Pehrset coll. 1992). On retrouve deux isoformes alléliques, mH2A1
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et mH2A2, identiques a 80% (Chadwiek coll. 2001; Chadwicket coll. 2001; Costanzet
coll. 2001). L’ARN transcrit du gene mH2A1 subit un épigs différentiel conduisant aux

formes mH2A1.1 et mH2A1.2, exprimées spécifiquendans certains tissus (Chadwiek
coll. 2001).

Le variant mH2A est associé a une répression fdetdla transcription, et serait
notamment enrichi au sein du chromosome X inaCtifs{anziet coll. 1998; Costanzet coll.
2001). De plus, mH2A est détecté dans des foyaeérdehromatiques apparaissant dans les
cellules quiescentes ou sénescentes (Grigayewoll.2004; Zhanget coll.2005). MacroH2A
a un effet répresseur de la transcription a deuaanix. In vitro, il a été montré qu’il bloque
I'action de la HAT p300, ce qui bloque la cascadanbdifications post-traductionnelles des
histones nécessaires a l'initiation de la transionp(Doyenet coll. 2006). Cet effet a été
confirmé in vivo, car les nucléosomes contenant AH®nt moins acétylés que ceux
contenant H2A (Chakravarthgt coll. 2005), et I'interaction de mH2A avec HDAC1 et
HDAC2 minimise I'acétylation des histones voisines.

De plus, mH2A blogue l'action de complexes de reetage de la chromatine,
nécessaire a la mobilisation des nucléosomes &la ttanscription (Doyeat coll.2006). La
boucle L1 de macroH2A, située entre les deux pnasidélices du fold histone, serait
responsable de ce blocage. Le domaine C terminahtd2A, appelé couramment domaine
macro, a été cristallisé par plusieurs groupes K@varthyet coll. 2005; Kustatscheet coll.
2005). Le domaine macro de mH2A1.1 est capabldedeuh métabolite produit lors de la
déacétylation par les HDAC de classe lll, appeléc®tyl-ADP-ribose. Par contre, le domaine
macro de mH2A1.2 n’est capable de lier ce métahalies conséquences fonctionnelles de
cette liaison ne sont pas encore comprises, mdis td#eraction renforce les liens entre
métabolisme cellulaire et indexation des informatiépigénétiques au sein de la chromatine.
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Figure 17 : Arbre phylogénique de H2A.

La famille formée par les homologues de H2A contient principalement quatre types d’histone variants
H2A.X, macroH2A, H2A.Z et H2A.Bbd. On remarque que pour bon nombre d'especes le variant
H2A.X a divergé tres tardivement de I'histone conventionnel. A 'opposé H2A.Bbd est un histone trés
divergent et présent seulement pour les mammiféres. Adapté de (Gonzalez-Romero et coll. 2008).
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1.2.1.3.4 H2A.Bbd

Découvert il y a 6 ans seulement, H2A.Bbd est uimamtade I'histone H2A présent
exclusivement chez les mammiféres (Eirin-Logdzcoll. 2008). Contrairement aux autres
histones qui sont phylogéniquement trés conseMadii et coll. 2003), H2A.Bbd présente
des variations de séquences importantes entresspees et évolue rapidement (Eirin-Lopez
et coll.2008; Gonzalez-Romemt coll.2008) (Figure 17). Les causes de I'évolution radele
ce variant restent a élucider (Eirin-Lopet coll. 2008). H2A.Bbd ne partage que 48 %
d’identité avec I'histone canonique H2A (Chadwitkcoll.2001) ce qui fait de lui I'histone
variant le plus spécialisé a ce jour (Figure 14).

H2A.Bbd est plus petit que I'histone canonique (adifles aminés seulement soit 12.7
kDa). Une de ses particularités est la présengee dutension de résidus arginine dans son
domaine N-terminal (Figure 18). Les acides aminddés par les modifications post-
traductionnelles ne sont pas conservés dans laeségude H2A.Bbd, suggérant une
régulation particuliere de ce variant (Chadwetkcoll.2001). En outre, a la différence de sa
contrepartie conventionnelle, H2A.Bbd ne présente ge région acide en surface (Zhaiu
coll. 2007).

10 20 30 40 50 &0

L . L] . . L]
MouseHZA.1 M- - - - SGRGKQGCKARAR AR TRSSREAGLOFPVGEVHRLLEE GNY SERVGAGAPVYLAAVLEYLTAEILE
HumanHZA.1 M- - - - S3GRGKQGOFARARARTRSSRAGLOFPVGRVHRLLRE GNY SERVGAGAPVYLAAVLEYLTAEILE
XencpusHZA.1l M----3GRGEQGCKTRARARKTRESRAGLOFFPVGRVHRLLRE GNYAERVGAGAPVYLAAVLEYLTAEILE
HumanHZA.Ebd MPRRRRRRG2SGAGERERTCERTVRAELEFEVEQVERELREGHYAORLERTAPVYLAAVIEYLTARVLE

o o ] o [ o
N (W)
N el [yl
70 80 90 100 110 120
[ ] [ ] [ ] [ ] [ ] -

MouseHZA.1 LAGNAARDNEETRIIPRHLOLATRNDEELNELLGRVTIAQGGVLPNIQAVLLPEKTESHHEARKGE

HumanHZA.1 LAGNAARDNKETRIIPRHLOLAIRNDEELNEKLLGRVTIAQGGVLFNIQAVLLPERKTESHHEARGE

XencpusHZA.1l LAGNAARDNEETRIIPRHLOLAVENDEELNELLGGVTIAQGGVLPNIQSVLLPERKTESAKSARSK

HumanHZA.BEbd LAGNEAQNSGERNITPLLLDMVVHNDRLLSTLFNTTTISQ- -VAPGED-=-------mmoomommn
L) L] o o L]

o2 ol aC

Dacking domain

Figure 18 : H2A.Bbd, séquence et structure

(en haut) Comparaison des séquences de H2A et H2A.Bbd. (en bas a gauche) Position du domaine
d’accrochage de H2A (indiqué par la fleche noire) dans la structure du nucléosome. (en bas a droite)
surface du nucléosome et position du ‘patch acide’ (en rouge foncé). Adapté de (Bao et coll. 2004;
Caterino et coll. 2007)

A linverse de macroH2A, H2A.Bbdar body deficientest exclu de la zone dense
dite du corpuscule de Barr qui correspond au Xrdelosome sexuel X inactif). Cette
exclusion du Xi a pu étre observée en sur-expririi#A.Bbd dans des cellules en cultures
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(Chadwicket coll.2001). Sa localisation dans des zones riches erlLPi4i€étylé (Figure 19),
suggere que sa présence pourrait avoir un réldifossi la transcription (Chadwickt coll.
2001).

Cette hypothése est supportée par des expériengdso montrant qu’un chapelet de
nucléosomes contenant H2A.Bbd est plus efficacermanscrit et que les histones en sont
plus efficacement acétylés (Angel@t coll. 2004). Des mesures de FRAP, FRET et de
sédimentation, mettent en évidence que le nucléeseamiant H2A.Bbd est moins stable
gu'un nucléosome canonique, ce qui signifie quditeere H2A.Bbd-H2B peut s’éjecter et
peut étre transféré plus facilement qu’'un dimérdH2B (Angelov et coll. 2004; Baoet
coll. 2004; Gautieret coll. 2004). L'instabilité du dimére H2A.Bbd-H2B impliqupie le
nucléosome H2A.Bbd est une structure plus ouvextdithnt I'acces aux HAT (histones
acétyltransférases), aux facteurs de transcrigianla polymérase; ceci pourrait expliquer le
réle positif de H2A.Bbd sur la transcription. Cefilis grande accessibilité de I'ADN du
nucléosome H2A.Bbd pourrait de fagcon généraleifacila mise en oeuvre des processus
nécessitant la liaison de facteurs a I'ADN. Aiflsa, rfécemment été montré que le nucléosome
H2A.Bbd est plus permissif a la réparation par €ra de base (BER) que le nucléosome
canonique qui représente une barriere aux mécasidea réparation (Menoat coll.2007).
Des expériences de digestion du nucléosome H2A.B&d la nucléase micrococcale
suggerent que seulement 118 pb sont protégés meyiree a l'intérieur de ces nucléosomes
(Bao et coll.2004) alors que la longueur d’ADN protégée poununléosome conventionnel
est de 146 pb. Cependant, une digestion plus istrdes nucléosomes variants H2A.Bbd
conduit & une longueur complexée de 130 pb (Datenoll. 2006). Pour comprendre ces
différences, nous pourrons comparer ces mesuresndgoes d’accessibilité avec des
mesures structurelles obtenues entre autres pavsoapique a force atomique (chapitre 3).

(a)

H2A.Bbd H4K12Ac Merge

Figure 19 : Corrélation entre présence de H2A.Bbd e t zones actives de la

chromatine

(a2) Marquage de H2A.Bbd. (b) Marquage de I'acétylation de la lysine 12 présente dans les régions
actives de la chromatine. (c) Sommation des deux images (a) et (b). On remarque la co-localisation
des zones rouges et vertes qui donne lieu a une coloration jaune. En outre, le variant d’histone
H2A.Bbd est absent des zones inactives (ici le chromosomes X inactif Xi indiqué par la fleche). Adapté
de (Chadwick et coll. 2001)

Il a été montré que les facteurs de remodelage @®WI/SNF et ACF (cf. section
1.2.3) étaient incapables de faire glisser dertetséosomes (Angelost coll.2004). Dans ce
cas, la liaison des facteurs de remodelage ne sequant a elle pas affectée. Une étude
réalisée par ultracentrifugation sur des chapealetswucléosomes H2A.Bbd montre que la
compaction de telles fibres est inférieure a ceflesnucléosomes conventionnels (Zretu
coll. 2007) et que I'ajout d'ions Mg ne permet pas de compacter ces fibres. De pltts, ce
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étude suggere que l'absence poche acide en sudiacd2A.Bbd induit cette structure
relachée et favorise I'oligomérisation des chapgelaicléosomaux. Néanmoins, ce type de
mesure globale ne permet pas de remonter a laweumicroscopique des objets étudiés et
reste sujet a un certain nombre d’artéfacts li@sirtieractions entre fibres.

Tres peu de données sont disponibles quant ackdidation de H2A.Bbd dans le
noyau et sur le génome. Son role biologique n'astgonnu. Chez I'homme, H2A.Bbd est
détecté par northern-blot dans le testicule etRBPCR dans certaines lignées cellulaires
(Chadwicket coll. 2001). Récemment H2A.Bbd a été également déteet lehsouris a un
plus faible niveau dans d'autres tissus (cerveaie, fein, prostate) (Eirin-Lopeet coll.
2008).

1.2.1.4 Conclusion sur les variants d’histones

Nous avons vu dans cette partie que I'incorporadi®wariants d’histone constitue une
modification des propriétés fonctionnelles et duades du nucléosome. Elle permet a la fois
le marquage de certaines régions de la chromatmerue du recrutement de facteurs
spécifiques (comme CENPA) et la modification loaddela dynamique et de la structure de la
chromatine (comme H2A.Z). Nous verrons dans laiganésultat que dans le cas de
H2A.Bbd, I'incorporation de cet histone induit uneodification structurelle et dynamique
importante de la chromatine.

1.2.2 Les facteurs de remodelage

La derniere des stratégies qui permet la modulat@itiacces a 'ADN chromatinien
est le recrutement d’'une large famille d’enzymesuilise I'énergie d’hydrolyse de I'ATP
pour modifier de maniére transitoire et localis@e dtructure et la dynamique de la
chromatine : les facteurs de remodelage de la chtinm

Pour aborder cette famille de complexes protéigoesimengons par un bref
historique qui présentera comment ils ont été démdst Nous verrons ensuite I'état actuel
des connaissances sur les différentes classes adeurds de remodelage. Nous nous
concentrerons néanmoins sur deux complexes SWIENRSC avec lesquels nous avons
plus particulierement travaillé.

1.2.2.1 Historique

Le complexe SWI/SNF (pour mating tyg&VItching/SucroseNon Fermenting) est le
premier complexe de remodelage de la chromatine@é été isolé chez la levure. Plusieurs
composants de ce complexe ont été originellememttifits dans des cribles génétiques
comme des régulateurs positifs de la transcripdioigene de I'endonucléad® (génes de la
famille SWI) ou de l'invertas8UC2,requise pour la croissance sur saccharose (génkes de
famille SNF; pour une revue, voir (Winstogt coll. 1992)). Des études génétiques et
biochimiques ont, par la suite, montré que cesédifites protéines forment un méme
complexe, composé d'au moins 11 sous-unités et dasse moléculaire de 1.15 MDa (Cote
et coll. 1994) (Figure 21). Che3. cerevisiae SWI/SNF n’est pas essentiel a la viabilité
cellulaire. Les mutations dans les différentes amites donnent des phénotypes trés variés
(défauts de croissance, incapacité a utiliser icesasources de carbone, défauts dans le
changement de type sexuel). L’étude de mutantothplexe SWI/SNF a permis d’établir un
lien entre ce complexe et le remodelage de la catiom Les génes du groupe SIN sont

32/234




1.Introduction

deéfinis comme des suppresseurs du phénotype swiPdngieurs mutationsin correspondent

a des mutations dans les génes codant les histd®est H4 (Winstonet coll. 1992). La
déplétion partielle des histones H2A et H2B perégdlement de supprimer ce phénotype
(Hirschhornet coll. 1992). Ces données suggerent donc que la déstsibiide la structure
chromatinienne et le fonctionnement de SWI/SNF $iéat Des expériences de sensibilité de
la chromatine a la digestion par des nucléasesesgeneSUC2ont démontré la "fonction
chromatinienne” de SWI/SNF. L'activation de la s@iption du géne s'accompagne d'un
changement du profil de digestion. Des mutatiomsdas genes codant les sous-unités Snf2
ou Snf5 abolissent a la fois l'induction transdoiphbelle et la modification de la structure
chromatinienne du ger®UC2 Celles-ci sont en partie rétablies lorsque Iantjtead'histones
H2A et H2B est artificiellement diminuée (Hirschhaet coll. 1992; Wuet coll. 1997). Ces
différentes observations font penser que les neol@es sont déplacés, permettant ainsi
l'accés de la machinerie de transcription. Le cemx®ISWI/SNF est capable de stimuler la
fixation d’'un activateur transcriptionnel dérivé @al4. Il a été établi que SWI/SNF est
capable de modifier le positionnement et la stmgctdes nucléosomes de maniére ATP-
dépendante (pour revue (Kingsteh coll. 1999)). L'activité ATPase est portée par la sous-
unité Swi2/Snf2 (Laurergt coll, 1993). Cette protéine défini une classe d’ATRag#iquée
comme nous le verrons dans le remodelage de |anettiree .

1.2.2.2 Les différentes classes de remodeleurs

Le polypeptide SWI2/SNF2 contient 5 motifs égalemprésents dans un grand
nombre de protéines interagissant toutes avec TRsNet qui comprend par exemple les
hélicases ADN et ARN. Des études comparative denébsases (Gorbalenyat coll. 1989;
Eisenet coll. 1995) montrent que I'on peut séparer cette supdféaen trois groupes (SF1, 2
et 3) et de nombreux sous-groupes (voir la Figwg Ra superfamille SF2 comprend
plusieurs familles comme les hélicases DEAD BoxD#AH box et ce que I'on appelle la
famille « Snf2-like ». A la suite de la découvede la possibilité pour les complexes
contenant Sthl et swi2/snf2 de remodeler la chrimmatdes études ont vérifié que les
membres de cette famille« Snf2-like » sont autantadteurs de remodelage de la chromatine
liés a d’autres sous-unités et ayant des mécanigliffésents. Ces différents complexes de
remodelage sont classés en quatre groupes prixcqpagous familles, SWI2/SNF2, ISWI,
MI-2/CHD et INO80/Swrl, en fonction de leur soustarcatalytique.

La Figure 21 montre une représentation schématiggseATPases Swi2/Snf2, ISWI,
Mi-2. Leur domaine ATPase est conservé et ressemioigdui d'ADN hélicases. Celui de la
protéine Ino80 d&. cerevisiaa la particularité d’étre divisé en deux sous-doresi Aucune
activité hélicase n'a été démontrée pour ces complele remodelage a I'exception du
complexe de levure INO80 (She coll. 2000). Le domaine ATPase est associé a un autre
motif spécifique de chaque classe. Les ATPasegpde3nf2/swi2 possédent un motif de type
bromodomaine. Le domaine ATPase des protéines logues a Iswi est couplé a un module
de liaison a 'ADN SANT. La famille Mi-2 est quaatelle caractérisée par la présence d'un
chromodomaine. La Figure 22 présente quelques exmplde la sous-famille swi2-snf2
isolés chez la levure, la drosophile et 'homme.nbenbre de sous-unités de ces différents
complexes varie énormément. Il est probable qusiglus sous-unités servent de plate-forme
d'interaction et soient impliquées dans le cibldgéactivité de ces complexes (Phetarcoll.
1999). Ces différents complexes ont des activiiiérdntes et agissent vraisemblablement
selon des modes différents.
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Figure 20 : Arbre phylogénétique des hélicases ATP-  dépendantes.

Les hélicases ATP dépendantes constituent un vaste ensemble de protéines incluant trois super-
familles (SF1, SF2 qui comprend entre autres les facteurs de remodelage, SF3). Les facteurs de
remodelage quant a eux (famille Snf 2) se répartissent en plusieurs sous-famille selon leur homologie
avec la sous-unité ATPase de ySWI/SNF, swi2/snf2. D’aprés (Gorbalenya et coll. 1989; Eisen et coll.

34 /234




Sous-famille Swi2/snf2

v vV

1.Introduction

1 | - T T WNTT] T
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Complexe Organisme ATPase Ss-unités Taille
SWISNF S. cerevisiae Swi2p 1 1.15 MDa
RSC S. cerevisiae Sthip 15 ~1 MDa
hSWI/SNF-a Homo sapiens Brm or Brgt 9 ~2 MDa
hSWI/SNF- Homo sapiens Brg1 9 ~2 MDa
BRM Drosophila melanogaster BRM 8 ~2 MDa
Sous-famille ISWI
1la__Il I v Vv
Domaine
SANT
Sous-famille Mi-2
Tla__Iim IV VVI
[ | . TN |

Chromodomaines

Figure 21 : Différents domaines de la sous-unité ca

remodelage

talytique des facteurs de

La structure du domaine ATPase en 7 sous domaines est fortement conservée entre les différentes
sous familles de moteurs. En outre, chacun des types de sous-unité catalytique posseéde des
domaines capables de lier TADN ou les histones (Bromodomaine pour swi2/snf2, domaine SANT pour
ISWI et chromodomaine pour Mi-2). On peut remarquer que les complexes de la sous-famille
swi2/snf2 possédent de nombreuses sous-unités (entre 8 et 15). A I'opposé les complexes de la sous
famille ISWI ne possédent qu’entre deux et quatre sous-unités additionnelles ce qui suggére une plus
grande spécification de cette sous-famille. D’aprés (Smith et coll. 2005).

Yeast Drosophila Human
SWI/'SNF RSC BAP PBAP BAF PBAF
Swi2/Snf2 Sth1 Brahma Brahma BRG1 or hBRM BRG1
Swil/Adré 0SA BAF250
Rsc1, Rsc2, Rsc4 Polybromo Polybromo/BAF180
Rsc9* BAP170*
Swi3 Rsc8 Maira Moira BAF170 & BAF155 BAF170 & BAF155
BAP111  BAP111 BAF57 BAF57
Swp73 Rscé BAP60  BAP60 BAF60a BAF60a or BAF60b
Swp61/Arp7 Rsc11/Amp7
— Rsc12/Ar9 BAP55 BAP55 BAF53 BAF53
actin actin actin actin
Snt5 Sth1 Snr1 Snr1 hSNF5/INI1 hSNF5/INI1
Rsc5, 7,10, 13-15
Rsc3, Rsc30
SwpB2
Swp29/Tfg3/TAF30/Anc1

Snie, 11

Figure 22 : Composition des complexes de la sous-fa
Les sous-unités conservées sont regroupées horizontalement. On remarque que bon nombre de sous-
unités de RSC et SWI/SNF sont apparentées. D’aprés (Mohrmann et coll. 2005)

mille 'swi2/snf2'.
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1.2.2.2.1 Swi2/Snf2

Cette sous-famille est la plus étudiée de tout@sishous restreindrons a SWI/SNF,
RSC et leur orthologues.

1.2.2.2.1.1 SWI/SNF

Comme nous l'avons vu précédemment le complexe SMA/est un facteur ATP-
dépendant modifiant la transcription de certainsiegeet changeant la structure de la
chromatine. Il est composé de 11 sous unités escpdé les génes SWI1, SWI2/SNF2,
SWI3, SNF5, SNF6, SNF11, SWP82, SWP73, SWP29, ARRtersoret coll.1994; Cairns
et coll. 1996; Cairnset coll. 1996; Cairnset coll. 1998; Petersomet coll. 1998). Ce complexe
n‘est pas essentiel pour la viabilité. La souséip#talytique, Swi2p, contient un
bromodomaine, une région AT-hook (ou crochet ATi, gt un motif de liaison a 'ADN
reconnaissant préférentiellement les sillons mmele régions riches en nucléotides A et T
(Reevest coll.1990)), ainsi qu’une hélicase.

Le réle de ces domaines reste soumis a hypothEsesomparant I'activité de ces
domaines chez d'autres protéines, il a été postol@me nous le verrons, que ces domaines
seraient importants pour le ciblage de la soustulNitPase (Aravineet coll. 1998; Boyeret
coll. 2004) Néanmoins comme leur délétion ne modifie [gadiaison et I'activité de
remodelage des facteurs de cette famille de rereodelil a été aussi proposé que ces
domaines permettent une liaison plus forte de csiies-unité avec les autres parties du
complexe et son substrat. Des homologues de cett®ité sont présents chez tous les
eucaryotes y compris la Drosophile ou I'on trouagfotéine Brahma ou BRM donnant lieu
aux complexes BAP et PBAP et I'homme ou l'on tredes protéines hBRM et BRG1
donnant lieu aux complexes BAF/hSWI/SNF-A. |l estoder la présence chez la levure d’'une
paralogue de Swi2p appelé Sthl et qui donne liemn &omplexe différent appelé RSC.
L’hydrolyse de I'ATP par cette sous-unité Swi2pfeé¢ a une vitesse maximum d’environ
1000 ATP/min en présence de nucléosome ou d’ADN/éBet coll. 2000). Malgré la forte
homologie avec les hélicases, aucun ADN simple igrpu étre mis en évidence au cours du
remodelage (Cotet coll.1994; Quinnet coll.1996; Coteet coll.1998).

1.2.2.2.1.1.1 SWI/SNEF et transcription

La perte de fonction de SWI/SNF se traduit pargenotypes trés variés. Des études
récentes par puces a ADN ont montré que SWI/SNF pas un rdle général dans la
transcription. Il n’est requis (directement ou nedtement) pour la transcription que de 3 a 6
% des genes selon les études (Holsetgeoll. 1998; Sudarsanamt coll. 2000). De plusin
vivo SWI/SNF a un réle positif et négatif sur la traf®ton. Ceci indique que ce complexe
contribue a rendre I'’ADN plus ou moins accessiblelors les génes. Les effets
transcriptionnels observés sont la résultante ef®fflirects et indirects (via des régulateurs
pour ces derniers). Une partie des dérégulatiorserobes est due non pas a l'action de
SWI/SNF au niveau d'un géne particulier, mais éitta de SWI/SNF sur la transcription de
certains régulateurs. Par exemple, les protéines2 P&t Pho4 sont des activateurs
transcriptionnels du gérHOS Dans un mutargnf2-cultivé en milieu riche, I'expression du
genePHOS est réprimée, mais celles des geRetO2 et PHO4 ne varie pas. Ce résultats
suggere que la répressionBIdO5 est liée a une intervention directe de SWI/SNhigeau
de ce geéne. Inversement, pour les génes transpédtsfiguement dans les souches du type
sexuela, la diminution de la quantité de ces transcritspegvoquée par la répression de la
transcription de leurs régulateurs (Sudarsaatooll.2000).
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La répartition dans le génome des genes dont lesdrigtion est dépendante de
SWI/SNF est homogéne. Ceci montre que ce complexeépit pas la transcription de
domaines chromatiniens particuliers, mais que cetréle s’exerce individuellement sur
chaque géne (Holstege coll. 1998; Sudarsanat coll.2000). Le fait que SWI/SNF ne soit
pas requis pour la transcription de la totalité gitnome indique soit qu'il n'intervient
effectivement qu'au niveau d'un nombre restreint ggmes, soit que sa fonction est
partiellement redondante avec celle d'un autreetaqide remodelage ou de modification des
histones). Plus généralement, il semble que SWI/S&tkit impliqué dans la régulation des
genes Polll. Enfin, une récente étude propose QU&SHF serait capable d’induire une
mémoire transcriptionnelle sur le groupe de généd Gi#ez la levure (Kundet coll.2007).

1.2.2.2.1.1.2 SWI/SNF et recrutement

Le recrutement de SWI/SNF sur ces promoteurs estremrmal compris au niveau global.
Principalement, trois modéles ont été proposésu(Eig3):

» Dans un premier modele, 'enzyme serait recruténéme temps que I'holo-enzyme
ARN Polymerase II.

* Dans un deuxiéme modele, SWI/SNF serait recrutcévé par des activateurs
transcriptionnels

» Le troisieme modéle est une activité catalytiquesdaquelle I'enzyme vient modifier
au hasard les nucléosomes. La modification perdgestde ces nucléosomes serait
alors suffisante pour que les facteurs de transonipnteragissent avec 'ADN sous-
jacent.

Recrutement par Pol Il

Recrutement par un
activateur transcriptionnel

Recrutement stochastique

Figure 23 : Différents modéles de recrutement de SW  I/SNF
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Cependant, il apparait que la réalité pourrait itiermédiaire a ces modeles : SWI/SNF
peut en effet étre activé par un certain nombrestiVateurs de la transcription comme les
HATs mais il fonctionne parfaitement en leur abgeirfitn outre, comme nous l'avons vu, seul
certains genes particuliers sont activés transeoripellement par SWI/SNF (Petersencoll.
2000; Petersoat coll.2000).

En dehors de ces fonctions transcriptionnellesplaplexe SWI/SNF semble également
impliqgué d’autres phénomenes cellulaires commeéfdiaation de 'ADN (Flanagamet coll.
1999) probablement a travers la stimulation deaggstgenes mitotiques. Ces homologues
humains sont quant a eux liés a bon nombre de ggusale développement et de croissances
tumorales (Robertst coll.2004).

122212 RSC

RSC est un complexe d'environ 1MDa isolé chezvarke sur la base des similitudes
de sa sous-unité catalytique Sthl avec la protmie/Snf2 du complexe SWI/SNF (Cairns
et coll. 1996). La distinction entre SWI/SNF et RSC a étéefaent conservée a travers tous
les eucaryotes comme chez la drosophile avec BABAP et comme chez 'homme BAF et
PBAF (voir 1.2.2.2.1.2.1).

Les expériences de sensibilité a la digestion @ddNlase | montre que ce complexe
est capableni vitro de remodeler de maniére ATP-dépendante la strudeida chromatine
(Cairnset coll. 1996). Le complexe RSC est composé d'au moins a&-woités (Cairngt
coll. 1996; Sanderst coll.2002). Les genes codant treize d'entre elles somtus. En plus de
Sth1l, plusieurs autres sous-unités de RSC resseirdbldes sous-unités de SWI/SNF. Les
sous-unités Sthl, Sfhl, Rsc8 et Rsc6 sont homatogespectivement a Swi2/Snf2, Snfb,
Swi3, et Swp73. Les deux complexes partagent égaierdeux protéines apparentées a
l'actine, Arp7 et Arp9 (aussi nommeées Rscll/SwpeRsel12/Swp59). Ces deux protéines,
bien que capables d'hydrolyser I'ATP, semblentramoiréle plus structural que catalytique
(Petersonet coll. 1998). Par ailleurs, le complexe RSC compte au sh@nsous-unités
spécifiques : Rscl, Rsc2, Rsc3, Rsc4, Rsc30 et3Rsch

Malgré leur ressemblance, les complexes SWI/SNES& ne sont pas redondants. En
effet, contrairement a SWI/SNF, le complexe RSCassentiel a la mitose. D'autre part,
I'estimation des rendements de purification sugggre RSC est au moins dix fois plus
abondant dans la cellule que SWI/SNF. Ceci perréeettre I'hypothese que RSC pourrait
soit agir au niveau de nombreux promoteurs saitiétpliqué dans plusieurs autres processus
agissant au niveau de I'ADN comme la réparatiolaaéplication de 'ADN.

Le complexe RSC existe sous plusieurs isoformespuudication du complexe a
partir d'anticorps dirigés contre la sous-unité Rf&t apparaitre deux formes distinctes de
RSC. La forme RSCa est dépourvue des polypeptide8 Bt Rsc30 et représente 10 a 20 %
de la quantité de complexes purifiés (Caigtscoll. 1996; Angus-Hillet coll. 2001). Les
complexes RSC et RSCa ont des propriétés extréntgmmaches (Cairngt coll. 1996). Par
ailleurs, il existe aussi deux autres isoforme&8€ qui contiennent soit la protéine Rscl soit
la protéine Rsc2. L'isoforme contenant la protéRse2 est la plus abondante. Les protéines
Rscl et Rsc2 sont fortement similaires et ne saatgssentielles. Toutefois, la délétion des
genesRSC1lou RSC2confére des défauts de croissance spécifiqgueséléiah simultanée
des deux génes est par contre létale (Cagtnsoll. 1999). Les protéines Rscl et Rsc2
partagent donc des fonctions communes mais ne past totalement redondantes et
interchangeables. Chacune contient deux bromod@®dih.1) et un domaine de type BAH.
Ce dernier est un motif protéique d'environ 130diésqui a été originellement identifié dans
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les protéines Polybromo humaine et Rsc2 de lewni@laset coll. 1996). La présence dans
ces deux protéines de bromodomaines a conduit aneorce motif BromodomainAdjacent
Homology". Le motif BAH, retrouvé chez tous les ayctes, est présent dans un grand
nombre de protéines qui possedent par ailleursuspdomaine impliqué dans la régulation
transcriptionnelle soit des motifs de liaison a0M Ceci suggere un rdle dans la régulation
de la transcription (pour revue, voir (Callebatitcoll. 1999)). Les protéines Rscl, Rsc2 et
Polybromo sont toutefois les seuls polypeptides nasen possédant a la fois des
bromodomaines et des motifs BAH (Goodwincoll.2001). Il a été proposé que ce motif soit
un module d'interaction protéine-protéine impligdans la régulation transcriptionnelle
(Callebautet coll. 1999). Notons également que les protéines Rscka? Bontiennent aussi
un crochet AT (AT-hook).

Des expériences d'immunoprécipitation de chromatimeété réalisées sur les deux
isoformes du complexe. Elles ne font pas apparaltredifférences flagrantes dans la
localisation des complexes contenant les protdReed ou Rsc2 (Ngt coll. 2002). La non-
redondance de Rscl et Rsc2 suggeére alors queugscdmplexes agissent differemment au
niveau de quelques loci et/ou quiils assurent dasctibns spécifiques autres que
transcriptionnelles.

1.2.2.2.1.2.1 RSC humain

Les cellules de mammiferes contiennent deux ATPdsepe Swi2/Snf2, Brgl et
Brm. Trois complexes humains ont été purifiés dipde deux fractions chromatographiques
distinctes de cellules HelLa (Wamg coll. 1996; Wanget coll. 1996). La premiére fraction
contient deux complexes tres proches qui ont comsous-unité ATPase respective les
protéines Brgl et hBrm. Ces deux complexes onpdgsiétés biochimiques voisines et sont
tous les deux nommés SWI/SNF-A ou BABrd1 Associated-actor). Ces complexes ont, en
dehors de I'ATPase, des compositions similairesdéaxieme fraction ne comporte qu’un
seul complexe, SWI/SNF-B ou PBARPdlyBromo AssociatedFactor), dont I'ATPase est
Brgl (Xueet coll.2000). Les formes A et B contiennent chacune des-saités spécifiques.

La protéine Baf250 n’est présente que dans les lexep de la forme A. Les
polypeptides Baf180, Baf200 et Baf240 sont quantua caractéristigues du complexe
SWI/SNF-B (Xue et coll. 2000). La protéine Bafl80 a la particularité de sgoer 6
bromodomaines, deux motifs BAH ainsi qu’'un moduls@& (High Mobility Group. Les
protéines de drosophile CG11375 etGleelegansCE05310 ont des organisations similaires a
celle de Baf 180. Par contre, aucune protéine derdene posseéde ces 9 motifs. Clgz
cerevisiae les protéines les plus ressemblantes sont les-wsutés Rscl, Rsc2 et Rsc4 du
complexe RSC (Xueet coll. 2000). Il a été proposé que la protéine Bafl80 ltesilune
fusion de ces trois protéines au cours de I'éwmiuiXue et coll. 2000). Le complexe
SWI/SNF-B serait donc 'hnomologue humain de RS@nBju'elles présentent 75% d'identité,
les ATPases Brgl et Brm ne semblent pas avoir Emes roles biologiques. L'inactivation
du geneBRM chez la souris est viable. Cette inactivation Saggagne d'une augmentation
de I'expression de la protéine Brgl, ce qui évaguenécanisme de compensation entre les
deux formes de complexes SWI/SNF-A qui permetttaipallier I'absence de I'ATPase Brm.
Toutefois, les cellulebrm -/- présentent des défauts de contrle du cycle ciedul€es
cellules perdent l'inhibition de contaitt vitro et les sourisorm -/- sont prédisposées au
développement de tumeurs. Contrairement au &g l'inactivation du gen8RG1linduit
une létalité embryonnaire. Cette létalité rapplellearactere essentiel du complexe RSC.

Le complexe SWI/SNF-B ne contient que I'ATPase Briykffet délétere de la
délétion du geneBRG1 suggére que les deux ATPases Brm et Brgl ne sost pa
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interchangeables au sein du complexe SWI/SNF-Buetlgs trois complexes SWI/SNF ne
sont pas redondants. Toutefois, I'inactivation dneBGR1est possible dans certains types
cellulaires, ce qui indique que sa fonction n'est pequise de maniére absolue dans tous les
types cellulaires (pour revue, voir (Muchaedtcoll.2001)).

1.2.2.2.1.2.2 RSC et transcription

Le complexe RSC est impliqué dans le contréle dealascription. Il faut noter que,
par opposition a ce qui a été rapporté pour lesptexes SWI/SNF humains et de levure, le
complexe RSC n'a pas été co-purifié avec I'ARN mpéase Il de levure (Cairns et coll.
1996; Wilson et coll. 1996; Neish et coll. 1998% inutant nps1-105 (mutant de la sous-unité
catalytique Sthl) est affecté dans le processigpdrulation. Ce mutant présente un taux de
sporulation réduit et un délai dans le déclencheémim la méiose. Ce phénotype
s’accompagne de défauts transcriptionnels pougdess IME2, SPO11 et SPO13, induits en
tout début de méiose. Moreira et Holmberg ont néogtre RSC est impliqué dans le controle
de la transcription du géne CHAL1 (Moreira et cb899). Ce géne est fortement induit lorsque
les cellules sont cultivées en présence de séans k@ milieu. Lorsque les protéines Sthl ou
Rsc8 sont déplétées, I'expression du gene CHAldtsellules non induites est comparable
a celle des cellules induites. Ceci suggere gue&peession de la transcription du géne n’a
plus lieu.

Ces changements transcriptionnels sont corrélés de® perturbations de la structure
chromatinienne du promoteur. En condition standardnucléosome est placé sur la boite
TATA. L'induction de la transcription du géne s’angagne d'un déplacement de ce
nucléosome. Lorsque les protéines Sthl ou Rsc8dapiétées, ce déplacement est observé
guelles que soient les conditions de croissancaetmdelage du promoteur effectué par le
complexe RSC est donc requis pour la répressiola deanscription du gen€HAL Ceci
montre de plus que le complexe RSC peut avoir fet eegatif sur la transcription. Des
études du transcriptome sur des mutantREE3 RSC30et RSC9suggerent qu'il existe une
spécialisation des sous-unités au sein du compleseensembles de genes affectés dans ces
différents mutants ne sont pas entierement idees$ioce qui suggére que certaines sous-unités
sont responsables du ciblage de l'activité de refagd de RSC au niveau de certains géenes.
La localisation du complexe RSC au niveau des régiotergéniques a été analysée par la
technique d'immunoprécipitation de chromatine com@bia une hybridation sur puces a ADN
a partir de plusieurs sous-unités du complexe (Damet coll. 2002; Nget coll. 2002).
L'immunoprécipitation de chromatine permet de déieer quels sont les fragments d’ADN
auxquels une protéine se fixe. Les résultats des érides sur RSC sont en partie divergents.
Les auteurs ont souligné la difficulté de pontecdenplexe RSC a I'ADN. Cette difficulté
pourrait expliquer les divergences entre les dewxies. D’autre part, cela entraine une
certaine incertitude sur les cibles de RSC. Néansyaies études indiquent que RSC est
impligué dans la transcription de géenes codant pegéines ribosomiques, des protéines
impliguées dans l'utilisation des différentes seard'azote, de réponse aux stress, dans le
maintien de la paroi cellulaire, ainsi que de muss génes liés au cycle cellulaire. Ces
résultats concordent avec les résultats d'analydeadscriptome de mutant dec3 et rsc3Q
D’autre part, la localisation de Rsc9 change emomép a différents stress. Cela indique que
RSC est ciblé vers différents génes en fonctioncdeslitions de culture.

L'étude menée par Ngt coll révele également que RSC occupe de maniere
privilégiée les régions situées en amont des giaascrits par I'ARN polymérase 111 (Nt
coll. 2002). Le complexe RSC aurait la particularité ddipiper a la transcription par ’ARN
polymérase Il et I'ARN polymérase lll. En revanclaicune occupation du promoteur de
I'ADN ribosomique n'a été constatée.
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1.2.2.2.1.2.3 RSC et cycle cellulaire

Des études suggérent une implication du complex€ B&ns le cycle cellulaire.
Différents mutants des sous-unités Rscl, Rsc2,,Rs€3, Rsc30, Sthl sont bloqués a la
transition G2/M (Cacet coll. 1997; Duet coll. 1998; Tsuchiyaet coll. 1998; Cairnset coll.
1999; Angus-Hillet coll.2001; Dameliret coll.2002). Ce blocage est du a I'activation d’'un
"point de contrdle" du fuseau mitotique (généralenaetivé par un mauvais accrochage d'un
chromosome aux microtubules ou suite a des domngdsseau mitotique). Les mutants
npsl1-105et sth1-3tssont sensibles aux drogues déstabilisant les mioutds (Tsuchiyaet
coll. 1998; Chaiet coll.2002). Dans le mutamtps1-105 la structure chromatinienne autour
du centromére est perturbée. Ce changement esttédtar une modification du profil de
digestion des régions centromeériques par des rsedéat des enzymes de restriction. Cette
altération n'est apparemment pas due a une pertewudosomes dans les régions
centromériques (Tsuchiyet coll. 1998). Par ailleurs, une étude récente a montistiace
d'interactions physiques et génétiques entre RSfe®tcomposants du kinétochore (Hgu
coll. 2003). Le complexe RSC a été localisé par immuragpitation de chromatine au niveau
des centroméres et joue un role dans la sépaméi®rchromosomes mitotiques (Hstucoll.
2003; Huanget coll. 2004). D'autre part, 'homologue humain de RSC, /SWF-B, est
localisé au niveau des kinétochores (Xeie coll. 2000). Ces données indiquent que le
complexe RSC intervient dans le déroulement duecgellulaire. Cette fonction pourrait étre
directe par exemple sur la ségrégation des chromesaet la structure du centromere et
indirectevia la régulation de la transcription de gene contitducycle cellulaire.

1.2.2.2.2 ISWI

La famille ISWI est caractérisée par la protéindsié (I mitation SWI), isolée chez la
drosophile. Cette protéine présente de forte dindiéi avec Swi2/Snf2 mais contient un motif
de type SANT a la place du bromodomaine préserg @aprotéine Swi2. Le motif SANT est
un motif de liaison a I'ADN fréquemment trouveé dates protéines liées a la chromatine
(revue dans (Aaslanet coll. 1996)). Le premier membre de cette famille estommexe de
drosophile NURF NucleosomeRemodelingFactor). En plus de NURF, la famille ISWI
contient entre autres les complexes de drosopfHRAT (CHromatin Remodeling and
AssemblyComplex) et ACF ATP-utilizing Chromatin remodeling and assemilgctor), de
levure ISW1a/b et ISW2, humains RIRemodeling andpacingFactor), WCRF YVilliams
syndrome transcription fact@hromatinRemodelingFactor), CHRAC et NoRCNucleOlar
RemodelingComplex ; pour revue (Langst coll.2001))

Il est intéressant de noter la présence de la iéiase dans plusieurs complexes de
compositions différentes. Les protéines de levavéllet Isw2 sont homologues. Ce sont les
sous-unités ATPase respectivement des complexegd®Vet ISW2 dont les fonctions sont
différentes. En effet, des études indiquent quedesplexes CHRAC, ACF, ISW1a et ISW2
peuvent moduler I'espacement des nucléosamestro et produire une chromatine pour
lequel I'espacement entre nucléosomes est rédilsaikiyamaet coll. 1997; Varga-Weiset
coll. 1997) alors que les facteurs NURF et ISW1b ne levpat pas. Dans le cas de ISW2 et
ISWl1a, il a été postulé que cette capacité de aéigation était liee a la nécessité pour ces
derniers de se lier a la fois au nucléosome eABN présent a I'extérieur du nucléosome
(Dang et coll. 2007; Danget coll. 2007; Gangarajet coll. 2007). Par ailleurs, la protéine
Iswi, produite de maniére recombinante, possedeagtigité intrinseque de remodelage
vitro, la protéine Iswi peut assembler des nucléosonesatalyser le transfert d'un
nucléosome du centre de la matrice vers son ex@&émi sein de CHRAC, Iswi catalyse la
réaction inverse en transférant les nucléosomefrpréiellement des extrémités vers le
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centre de la matrice (Langst coll. 1999). Il a été démontré que la protéine Acfl faittie

des complexes ACF et CHRAC. L'association des pregélswi et Acfl a pour conséquence
non seulement d'augmenter trés fortement I'actiVit®wvi mais également de modifier ces
propriétés intrinséques de remodelage @tocoll. 1999; Eberharteret coll. 2001). En
particulier en présence de la chaperonne d’histéAP1, ACF est capable d’assembler la
chromatine sous la forme d’'un chapelet réguliersdaquel les nucléosomes sont séparés de
50 pb (Gemmemrt coll.2005). Ces données montrent donc que bien quecasusomplexes
possédent I'ATPase Iswi, leurs activités sont dhfiées et que I'activité d'Iswi est modulée par
les autres protéines auxquelles elle s'associe. m@me ATPase peut donc catalyser des
réactions différentes en fonction de la compositiorcomplexe au sein duquel elle s'intégre.

In vivo, il a été montré par immunoprécipitation de laochatine et en utilisant un
mutant non catalytique de ISW2 (Gelbatt coll. 2005) que la présence de ce moteur au
niveau de certains promoteurs conduisait au démlace directionnel de quelques
nucléosomes et que son absence favorisait l'iitiadle la transcription aux sites cryptiques
(Whitehouseet coll. 2007). En outre, a la maniére de ce que sembleiuar les données
obtenues pour les moteurs de la sous-famille smfi2/&oir 1.2.2.2.1.1.2) il a été montré que
ISW2 peut fonctionner selon deux modes distincksin ou le moteur remodele non
spécifiquement a un niveau basal tous les nuclées@nun autre ou son action est ciblée a
un promoteur donné est pour lequel la partie basidgl la queue de H4 et des facteurs
additionnels sont nécessaires (Faztiooll.2005)

Le complexe de mammiferes NoREucleOlar RemodelingComplex) semble étre un
autre membre de la famille ISWI (Strohnetr coll. 2001). La protéine Tip5 interagit avec
hSnf2h, I'nomologue humain de Iswi. Des expérient@amunofluorescence montre que
Tip5 est localisé dans le nucléole. Le complexé&I3mf2h est capabla vitro de faire glisser
des nucléosomes de maniére ATP-dépendante (Strehnell. 2001). NoRC semble étre un
complexe de remodelage nucléolaire impliqué dansrdgulation de la structure
chromatinienne du locus de I'ADN ribosomique €Licoll.2006).

1.2.2.2.3 INO8O

La protéine Ino80 représente un type d'ATPase réifte En effet, son domaine
ATPase est constitué de deux sous-domaines. ldptdu complexe INO80 a remodeler la
structure de la chromatine a été démontrégitro (Shenet coll. 2000). Du point de vue
transcriptionnel, le gendO80a été isolé parce qu'il est nécessaire a la trigtiscr du géne
INO1 en I'absence d'inositol (Ebbest coll. 1999). Le complexe INO80 pourrait également
intervenir dans la réparation de I'ADN. En effet,protéine bactérienne RuvB est impliquée
dans la réparation de I'ADN. La protéine Ino80 esetpurifiée avec deux protéines
homologues a cette ADN hélicase, Rvbl et Rvb2. @elarrait expliquer l'activité ADN
hélicase associée au complexe INO80 (S#teroll.2000). Une mutation dans le gaiNO80
entraine une sensibilité accrue aux dommages a\I'f&henet coll. 2000), ce qui suggere
gue le complexe INO80 pourrait participer aux mésraes de réparation des dommages a
I'ADN.

1.2.2.2.4 Mi2/CHD

L'ATPase fondatrice de cette famille est la pradiamaine Mi-2 (Zhangt coll. 1998;
Wade et coll. 1999). Cette protéine possede un chromodomain@petriéent au complexe
NuRD (NucleosomeRemodeling andDeacetylating ; (Tongt coll. 1998; Xueet coll. 1998).
Comme cela a été observé pour d'autres complexesmtdelage, I'activité de 'ATPase est
modulée par les autres protéines du complexe (Véangll.2001). Notons que ce complexe a
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la particularité de posséder une activité de rehageede la chromatine jumelée a une activité
d'histone déacétylase. En effet, ce complexe auntas histones déacétylases Hdacl et
Hdac2. La fonction des complexes de cette famsleeacore mal comprise. Les complexes
isolés de cellules de mammiferes et de xénopeeamurgnt aussi des ADN méthyltransférases
putatives (Wadeet coll. 1999; Zhanget coll. 1999). La présence d'histone déacétylases et
d'ADN méthyltransférases dans ces complexes suggaliess sont impliqués dans la
répression transcriptionnelle. Toutefois, la pm#éiChdl, un homologue de Mi-2 chez la
drosophile, est localisée au niveau de la chromatianscriptionnellement active, ce qui
évoque un réle positif dans la transcription poeftecprotéine (Stokest coll. 1996). Ches.
cerevisiae seul le polypeptide Chd1 appartient a la fandieprotéines Mi-2. Il a été montré
par puces a ADN, que Chd1l n'est requise pour fesdrgption que d'un petit nombre de genes
(Tran et coll. 2000). Il est possible que l'activité de Chdl paittiellement redondante avec
d'autres complexes de remodelage déja identifié@soou Par ailleurs, alors que les protéines
de type Mi-2 des eucaryotes supérieurs sont asgesidans des complexes et associees a des
histone déacétylases, la protéine Chd1l de levunef@pparemment un homodimeére. Aucune
interaction physique ou génétique de Chdl avedcidsne déacétylases n'a été décrite a ce
jour.

1.2.3 Conclusion sur les facteurs de remodelage

Nous avons vu dans cette partie les différentegsv@ipigénétiques qui modulent
'accessibilité a 'ADN chromatinien. Chacune denelles permet de modifier de maniére
sélective certaines propriétés de la chromatineisDa cas du recrutement des facteurs de
remodelage la grande variété des complexes etslgécialisation fonctionnelle suggerent
l'importance de ce type de processus. Nous alloaisitenant nous intéresser au mécanisme
de cette action et plus généralement a I'étudentssanismes d’'une plus grande classe de
complexes ATPase : les moteurs moléculaires.

1.3 Les techniques de molécules uniques et leur
application a I'étude des moteurs moléculaires

1.3.1 Les expériences de molécules uniques sur les moteurs
moléculaires

Pour réaliser des processus aussi divers que lesvements cellulaires, le
déplacement d’organelle (Asbury 2005), la transfirom d’'un gradient de concentration en
ions en mouvement rotatif et en synthése d’ATP n@Kitaet coll. 2004), le translocation
d’ADN (Salehet coll.2004), le repliement ou le dépliement de protéifRapoport 2007), la
transcription de 'ADN (Erieet coll. 1992), la cellule possede des structures moléeslair
adaptées qui se comportent comme des nano-mackpmésalisées. Ces assemblages
moléculaires doivent utiliser une source d’énemgiterieure pour produire ces mouvements,
elles se comportent ainsi comme de véritables metaoléculaires convertissant une énergie
chimique en travail mécanique (Julictegrcoll. 1997; Bustamantet coll.2004; Greenleaét
coll. 2007) .

Les myosines, kinésines et dynéines forment, pameie, un ensemble de familles de
moteurs moléculaires parmi les mieux caractérisést fonction est de se déplacer le long du
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cytosquelette (microtubules ou filaments d’actire) utilisant I'énergie produite par
I'hydrolyse de I'ATP. Ce mouvement est utilisé sele cas dans le transport de vésicules, le
mouvement ciliaire ou encore la contraction muscalléBarany 1967; Asbury 2005). Bien
d’autres enzymes comme celles se fixant a TADN'ARN sont des moteurs moléculaires.
Les hélicases permettent ainsi, en utilisant I'bjge de I'ATP, d’ouvrir TADN pour séparer
ses deux brins complémentaires (Lohnearcoll. 1996). Les topoisomérases Il sont quant a
elle capables de désenchevétrer 'ADN en faisassgraun double brin d’ADN au travers
d’'un autre (Champoux 2001). Nombres d’autres pmetipeuvent, elles, transloquer I'ADN
(Salehet coll.2004) ou compacter I’ADN viral au sein de la capgi@mithet coll.2001). Les
ADN et ARN polymérases peuvent répliquer ou transdtADN (Kasaset coll. 1997; Wang

et coll. 1998; Dalalet coll.2006; Herberet coll. 2006). L’ATP synthase utilise le potentiel
électrochimique créé par un gradient trans-memimewda protons pour générer un couple de
rotation et de I'ATP (Nojiet coll. 1997). Nous présentons comme exemple de cycle
catalytique celui de I'ATP synthase (Figure 24)

Hydrolyse
Liaison Hydrolyse Dissociation Dissociation
Vide) 4"+ ATP) —» [ADBARI b, Jeh0P, WVide)
~—— Dissociation Synthése e Liaison i Liaison et
de I'ATP du Pi de 'ADP
-
Synthese

Figure 24 : Exemple de cycle catalytique : TATP sy  nthase

Pour exemple, le cycle catalytique de I’ATP synthase mis a jour par les expériences de Kinosita et coll.
(Adachi et coll. 2007) est représenté au niveau du site de fixation de I'ATP. On remarque deux
configurations de cette poche ‘ouverte’ ou ‘fermée’ dont I'ouverture partielle ou totale correspond a la
dissociation du phosphate inorganique puis de 'ADP.

De nombreuses approches ont déja été utiliséesgbadier les moteurs moléculaires.
Des études structurelles (Raymentoll. 1993; Abrahamet coll. 1994; Hiroseet coll. 1996;
Kull et coll. 1996) ont fourni des informations détaillées s denformations possibles de
ces moteurs mais ces images restent statiqueséidss biochimiques (Hackney 1988;
Ingold 1988; Futaiet coll. 1989; Scholeyet coll. 1989; Yanget coll. 1990) détaillées de
mobilité et de cinétiques ont fourni une image plysamique mais impliqguent des mesures
moyennes sur un treés grand nombre de moléculedaibgue les populations moléculaires
sont souvent hétérogénes les propriétés d’enseddéddeminées par ces études ne sont pas
toujours représentatives des molécules individselle

Le récent développement de techniques dites decoiekuniques a permis d’étudier
individuellement ces objets pour extraire des patees intrinséques comme le rendement
énergétique (Kinositat coll. 2000), la force d’arrét (Wangt coll. 1998; Visscheret coll.
1999) ou le pas du moteur (Svobastecoll. 1993; Shaevitzt coll.2003; Fehret coll. 2008)
inaccessibles précédemment. Ce type d’outil estugre particulierement adapté a I'étude des
mécanismes puisqu’il permet d’accéder non seuleraentaleurs moyennes de parametres
mais aussi a leur distribution. Ceci permet une pmamaison quantitative avec les
modélisations effectives de ces phénomeénes. Sarieeredans les détails nous verrons
comment ces techniques ont permis d’étudier de énaiynamique et directe le mécanisme

des moteurs moléculaires. Ceci nous permettrardtdoire ces techniques ainsi que le type
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d’approche que nous avons utilisé dans les exp@E®e®Xxposées dans la partie résultat
(chapitres 3 a 6).

ENCART : Quelques paramétres dynamiques importants des nsatealéculaires

La processivité: Physiquement c’est la distance parcourue paroenn sur son substrat av
de se dissocier. Elle differe du temps de liaisanalle rend compte aussi de I'effoig du
déplacement. Ex : kinésine L. = 1.7 pm. On peut aussi la définir comme la prdivalzie
faire un nouveau pas.

La stochasticité: Elle quantifie le caractére aléatoire du mouvetn®n la calcule comme
nombre sans dimension = 2D Nd ou D est la dispersion, V la vitesse moyenne et
longueur d’un pas. Elle vérifie I'inégalité&1/N . Elle a été utilisée pour déterminer le non
d’étapes dans le cycle catalytigue ou le nombrenadecules d’ATP utisées par cyc
catalytique. Ex : kinésiner:~ 0.39 (Kolomeiskyet coll.2007).

La relation force-vitesse: Elle rend compte de la sensibilité du moteur & fance contraire ¢
déplacement de ce dernier. Elle permet donc de tifjean’effet de la force sur I'étag
cinétiguement limitante ou de mettre en avant kepes dépendantes d’'une force. B
absence de force la kinésine avance a 0.8 um/4.@0fas par seconde, cette vitesse dé
avec la force qui s'oppose au déplacement et leefdfarrét est de ~ 7 pN (Visschet coll
1999).

Distribution des temps d’attente: pour les moteurs moléculaires comme 'ARBlymérase
a été montré la présence de temps d’attente eh&rgue pas. Ceci permet en particulie
caracteriser le nombre molécule d’ATP consommé mhaque événement.(Shaevét coll
2005).

1.3.1.1 Méthodes passives / suivi

1.3.1.1.1 Vidéo microscopie et suivi de particule

Les moteurs moléculaires du cytosquelette (kinésiee myosines) produisent un
mouvement directionnel. La méthode la plus dirgxiar étudier ce phénomene est donc de
marquer les moteurs a I'aide d’un label comme wtepparticule colloidale ou une molécule
fluorescente et de suivre le déplacement de cé favenicroscopie optique. Dans le cas des
fluorophores, la résolution obtenue avec ce typeedbnique de 1 a 2 nm en utilisant des
méthodes d’interpolation du type FIONA (Yildé coll.2005).

Cette technique a permis de montrer que le mécanientdéplacement de ces moteurs
a 2 «pieds » était du type « hand over hand »uweveut dire que chaque pied avance
alternativement et que le pied le plus avancé épassé a chaque pas par le pied qui le
précéde. Pour ce faire, Sehahcoll ont marqué séparément chacun des pieds et ortténon
qgue chaque pied du moteur possede un pas cartigt&i$72 nm pour la myosine, 16 nm
pour la kinésine) qui est le double de celui ob&déovsque 'on marque le centre de masse du
moteur entier (Yildizet coll.2004; Yildiz et coll.2004).
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Figure 25 : Suivie de particule et FIFO-ATPase
(a) Principe de l'expérience de marquage de la F1FO ATPase par une bille d'or (b) Evolutions
temporelle de la position angulaire de la bille au cours de I'expérience. On remarque la forme en

escalier de ce signal qui est caractéristique d’'un moteur moléculaire en présence d'une concentration
limitante en ATP (ici [ATP] = 2uM). D’aprés (Yasuda et coll. 2001).

Dans le cas d’'un moteur effectuant une rotationrneATP synthase, il a été montré
gu’elle réalise un mouvement discret dont le paaatéristique est de 120° (Yasueiacoll.
1998). Pour ce faire Kinositt coll. ont attaché un filament d’actine de ~1 um de lsmgla
partie en rotation du moteur (le rotor) et ont slé&vmouvement de ce dernier. Par la suite, en
remplacant ce long filament par une particule diler40 nm dont la force de trainée est plus
faible (Figure 25), ils ont pu montrer que ce piast &€n fait composé d’'un pas de 90° associé
a la liaison de I'ATP et d’un autre pas de 30°di&a dissociation de 'ADP (Yasuad coll.
2001). Ces études directes ont enfin permis de mekurendement énergétiqgue de ce moteur
qui est proche de 100% (Kinosgacoll.2000).

Pour étudier des changements internes de confignsabu des réarrangements plus
rapides (< 1 ms) la technique de transfert d'éeergire molécules fluorescentes (FRET) a été
utilisée.

1.3.1.1.2 FRET

Le FRET (pour Fluorescence/Foster Resonance Eragysfer) permet de mesurer
des mouvements nanométriques par le couplage mitsdeadeux fluorophores différents
attachés en deux points de la molécule d’intérétdes fluorophores, le donneur, est excité
par une source externe et transfére de maniéereradiative son énergie (par interaction
dipble-dipble de type Fdster) au second fluoroplibmecepteur) dont le spectre d’adsorption
chevauche le spectre d’émission du donneur. La&tfté E de transfert varie comme :

1

@

ou R la distance donneur-accepteuRgest le Rayon de Foster, pouvant varier de 2 a.6 nm

E=

Cette technique permet de suivre des déplacementsadl0 nm environ. Néanmoins
du fait de la dépendance du rayon de Foster aweorientations relatives de chacun des
fluorophores une interprétation de l'efficacité ttansfert en terme de distances reste en
général qualitative.
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Figure 26 : Etude par FRET de I'hélicase Srs2

() Principe de I'expérience de FRET réalisé sur Srs2. (i) Evolution temporelle des signaux de
fluorescence (en vert le donneur et en rouge l'accepteur). On remarque deux régimes : I'un ou les
deux signaux sont nuls correspondant a I'absence de I'enzyme et l'autre ou les courbes vertes et
rouges sont complémentaires (phénomeéne de transfert d’énergie). Le caractére oscillatoire du signal
suggere le mouvement de va et vient de I'hélicase sur I'ADN. Adapté de (Myong et coll. 2005)

Ce type de méthode a, par exemple, permis de neitevidence le mouvement de
navette réalisé par I'hélicases Srs2 sur un ADNokanbrin entre les fourches de réplication
(Figure 26). Ce mouvement rapide a été interprénce un moyen d’empécher les
phénoménes de recombinaisons a la suite de I'awreedu double brin pendant la réplication
(Myong et coll.2005). En outre, il a été montré que lors l'inibatde la transcription I’ADN
en aval de I'ARN polymérase était poussée a liatér du complexe pour former
I'intermédiaire réactionnel localement dénaturép#@diset coll.2006).

1.3.1.2 Méthodes actives / application d’'une force

L'intérét apporté par l'application d'une force aumxolécules a étudier est
principalement qu’elle permet de visiter et de rfiedie paysage énergétique du moteur.

1.3.1.2.1 Pinces optiques

La méthode de molécule unique la plus utilisée wdjbui est le systéme de pinces
optiques. Dans cette méthode, un laser focalisecexme pression radiative sur une particule
diélectrique colloidale a laquelle la molécule tEn@t est attachée. L’autre extrémité de la
molécule est liée a un autre piége optique ou asurface fixe (Figure 27). Le fort gradient
électromagnétique présent au point de focalisgimarise la particule diélectrique subit une
force proportionnelle a ce gradient et la piege.faisceau agit donc comme une pincette
exercant une force de rappel élastique a particesire du pieége. La force appliquée par ce
ressort optique peut étre ajustée en modulanehisité du faisceau laser.

Cette technique a permis I'étude de nombreux msteliaction mécanique des
moteurs du cytosquelette comme la kinésine (Bletlcoll. 1990; Svobodeet coll. 1993;
Svobodaet coll. 1994; Schnitzeet coll. 1997; Visscheet coll. 1999; Schnitzeet coll.2000;
Fehret coll.2008), la myosine (Finest coll. 1994; Molloyet coll. 1995; Rocket coll.2001;
Altman et coll. 2004) et la dynéine (Mallilet coll. 2004; Tobaet coll. 2006) a par exemple
était caractérisée en détail.
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Figure 27 : Principe d'un montage de pinces optique s

Un faisceau laser focalisé par un objectif de microscope permet de piéger un colloide diélectrique de
taille micrométrique. A l'aide de cette pincette optique on peut manipuler la bille (ici liée & un ADN fixé
a son autre extrémité sur une lamelle de microscope) mais également mesurer la force exercée sur
cette bille par exemple par I'action d’'une enzyme sur I'’ADN.

Les pinces optiques ont été utilisées de la mémeeamapour étudier des moteurs liés
aux acides nucléiques comme les exonucléases bélieases (Perkinst coll.2003; Perkins
et coll.2004; Dumontt coll.2006). En ce qui concerne la compaction de 'ADNMians le
bactériophageb29, il a été montré que le moteur responsableidgdtion de 'ADN viral
dans la capside du phage était capable de pousssd Iméme lorsqu’on lui appliqgue des
forces importantes. Les résultats de ces expéseant permis aux auteurs de proposer un
modéele cinétique minimal (Smitt coll.2001).

Tforl T

faible

dF/dx =~ cte dF/dx =0

(i)

distance

| |
0 5 10 15
temps (s)

Figure 28 : Pinces optiques et transcription

(a gauche) principe de I'expérience de contréle de l'activité de I'ARN polymérase a l'aide de deux
pinces optiques. Le premier faisceau piege fortement la bille accrochée a I'ADN (i) alors que le
deuxiéme moins puissant contraint faiblement la bille accrochée a I'enzyme. (a droite) Ceci permet de
d’appliquer une force constante lors de I'activité de ’ARN polymérase et de mesurer les arréts dans
son avancée qui sont ici d’'une paire de base soit 3.4 A.
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Dans le cas de 'ARN Polymérase (Figure 28), Bletkcoll ont montré que les
fréquentes pauses observées au cours de I'élongdtiaite et coll. 2000; Neumaret coll.
2003) se trouvaient hors du chemin cinétique dweompidépendaient de la séquence (Herbert
et coll. 2006) mais n’étaient pas liées a la structure staiom de ’ARN transcrit (Herbest
coll. 2006). Des mesures a haute résolution ont égalememtré que le pas de son
déplacement était bien de 3.4 Angstrom (Abbondanetecoll. 2005) soit une paire de base
contraignant ainsi fortement les possibles modd¢esouplage mécano-chimiques.

1.3.1.2.2 Pinces magnétiques

En utilisant également une bille liée a la moléculétudier, cette technique est basée
sur la force magnétique d’'un aimant pour contrantir position d’'une particule super-
paramagnétique (Figure 29). Le principal avantagecdtte méthode est qu’elle permet
d’appliquer un couple de torsion aux moléculesudiét. Cette méthode a été appliquée, elle
aussi, a I'étude de nombreux moteurs moléculaires.

bille superparamagnétique

Aimant

. ADN fixé par ses deux brins

lamelle de microscope

Figure 29 : Principe de fonctionnement d'une pince magnétique

Un champ magnétique permet de piéger une particule paramagnétique et de lui appliquer un couple
dont l'intensité est contrélée. La capacité de déplacer et de faire tourner la bille offre la possibilité par
exemple de suivre lactivité d'un enzyme modifiant le sur-enroulement de I'ADN comme les
topoisomérases.

Des travaux réalisés par Ebrightt coll. ont par exemple permis de suivre en détail
I'étape d'initiation de la transcription par 'ARpblymérase avec une résolution de I'ordre de
la paire de base (Revyakat coll.2003; Revyakiret coll. 2004; Revyakiret coll.2006). En
outre, I'étude de la translocase Ftsk (Sadeloll. 2004; Bigotet coll. 2006; Lionnetet coll.
2006; Ptacinet coll. 2006) a permis de mettre en évidence le site dBNAeconnu par
I'enzyme et la directionnalité du déplacement.

En ce qui concerne les topoisomérases, cette tpodrd permis de suivre en temps
réel la relaxation du sur-enroulement (Figure 8) particulier, pour la topoisomérase IV il a
été possible de mesurer son affinité relative difiée pour les super-tours positifs et négatifs
et de montrer que cette enzyme est capable deeaoetlole tordre localement 'ADN lors de
sa fixation (Charvinet coll. 2005). A l'opposé, la topoisomérase Il ne montreuae
préférence pour un certain type de super-tour (@hat coll.2003). Pour les topoisomérases,
cette méthode a également permis de montrer cqopdésomeérase IB était sensible au couple
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de rotation quelle subissait. Enfin, pour I'nélieddrvD (Figure 30), Bensimoat coll. ont
montré que cette enzyme était capable de changbrimguis de séparer les brins d’ADN
dans l'autre direction (Dessingetcoll.2004).
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Figure 30 : Exemples de deux expériences utilisant des pinces magnétiques :

I'étude de la Topoisomérase Il et de I'Hélicase Urv D

De nombreux enzymes liés a 'ADN ont été étudiés a l'aide des pinces magnétiques (Lionnet et coll.
2006). (1) Il a été montré que la topoisomérase |l est capable de se fixer & 'ADN et de relaxer le sur-
enroulement positif et négatif. La mesure en temps réel de son activité permet en outre d’extraire les
paramétres cinétiques et la sensibilité & une force de cette action. Adapté de (Strick et coll. 2000). (I1)
L'étude de I'hélicase UrvD a I'échelle de la molécule unique a permis de mettre en évidence le fait que
cet enzyme est capable (a) de dénaturer 'ADN dans le sens 3’ vers 5’ puis dans certains cas (b) de
changer de brin et de se repropager dans le sens 5 vers 3" a la méme vitesse (c). Adapté de
(Dessinges et coll. 2004).
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1.3.1.3 Lien avec I'étude des facteurs de remodetade la chromatine

Comme on le voit ces techniques de molécules usiqué permis d’étudier en détail
le mécanisme de bon nombre de moteurs moléculdieeforce de ces techniques étant de
pouvoir capturer en temps réel et sur des objeléssdes mouvements nanométriques. La
majorité de ces enzymes sont capables d’agir susupport (les microtubules, l'actine,
’ADN) que I'on peut supposer immobile ou dont |l®@uwement peut étre négligé. Dans notre
cas nous nous sommes intéressés a des moteursctieofaatine capables de modifier la
structure et la dynamique des nucléosomes. A lgrdiice de 'ADN ou de l'actine, la
dynamique interne des nucléosomes joue un réléatrdans la fonction du moteur qui agit
sur ce support ‘dynamique’. Il a par exemple ététméoque dans des conditions de dilution
élevée (qui est une contrainte liée a la plupast elpériences de molécules uniques) il est
difficile de contrOler la stabilité de la chromatimeconstituée (Claudett coll. 2005). En
cherchant & conserver I'approche « molécule unigaepour contrdler en permanence I'état
des objets que nous souhaitons étudier, nous akams choisi d’utiliser une technique de
microscopie, la Microscopie a Force Atomique (AFMup Atomic Force Microscopy
L'imagerie AFM est suffisamment résolue spatiallemepour pouvoir étudier des
mouvements de quelques nanomeétres et, associée anéthode de déposition adaptée
('immobilisation sur AP-mica, voir chapitre 2),lelpermet de préserver autant que possible
la structure 3D de ces biomolécules. Méme si neudgms a priori la composante temporelle,
ce choix nous permettra de travailler sur un nonibrportants de molécules isolées et
construire les distributions de probabilité desapsgtres d’intéréts comme nous le verrons
dans la partie résultats (chapitres 3 a 6).

Dans la partie suivante nous allons nous intéressigvement aux différentes
méthodologies qui ont permis de modéliser les tésulobtenus par les expériences de
molécules uniques sur les moteurs du cytosquedtttes moteurs moléculaires a ADN ou
ARN. Cela nous permettra de d’introduire les appesc que nous avons utilisé pour
modéliser la dynamique de mono-nucléosomes et daramatine a I'équilibre ou soumis a
I'action d’un facteur de remodelage.

1.3.2 La Modélisation des moteurs moléculaires

La grande quantité de données issues des expé&rieecenolécules uniques sur les
moteurs moléculaires a stimulé des avancées netdhbl@oint de vue de la modélisation. La
construction d’'un cadre théorique décrivant la dyigaie de telles molécules implique un
certain nombre de contraintes comme les lois thdymamiques du systéme mais aussi
I'utilisation des symétries présentes comme laquokieité, la polarité ou la chiralité. De plus,
I'efficacité de tels modéles consiste a ne pasré&ar a une description quantitative des
données mais de conduire a proposer des hypothésEmistiques qui peuvent par la suite
étre évaluées expérimentalement.

Pour répondre a cette tache, deux types princigieurmodeles ont été utilisés avec
succes. Le premier type de modéle ou « modéleadisqpropose une description du systeme
vu comme un ensemble fini d’états reliés entre parxdes transitions stochastiques (Figure
31). Le deuxiéme que nous nommerons « modele contiest basé sur la diffusion de la
particule étudiée dans un potentiel asymétriquéusiqurs états (Figure 31). Pour revue sur
ces types de modeles on se référera a (Eirapll.2005; Kolomeiskyet coll.2007).
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Figure 31 : Deux types de modélisations des moteurs moléculaires.

De maniére générale, on peut classer les modéles décrivant les moteurs moléculaires en deux
classes : discrets ou continus. (& gauche) Un modéle discret de cycle catalytique a N étapes
correspondantes a un pas de longueur d. (a droite) Un modeéle continu a deux états/potentiels
asymeétriques périodiques décrivant un mouvement dirigé a une dimension.

1.3.2.1 Modeéles discrets

lIs correspondent a la retranscription en cinétighinique des transitions entre un
groupe d'états définis décrivant I'action du motddans le cas le plus simple on considére un
cycle catalytique a N étapes réversibles ou noagGé étape j conduit avec une probabiité
a I'étapej+1 et avec une probabilitg a I'étape précédeniel. En outre, le moteur peut « se
décrocher » avec une probabilfga chaque étape. Le systéme est périodique puisque
derniere des N étapes du cycle est suivie pardmigre étape. Au moins une étape de cycle
dépendant de I'hydrolyse d’'une molécule d’ATP. @utpcomprendre chaque étape comme la
liaison ou la dissociation d’'une molécule ou biemme la modification de la structure ou de
la position du moteur. A partir des taux de traosg on peut notamment calculer la
processivité ou la stochasticité du moteur molémileonsidéré qui pourront étre reliées aux
données expérimentales.

Ce type de modéle a été appliqué avec succes udd'éle nombreux moteurs
moléculaires. On peut citer par exemple kinésinesh@ et coll. 2001), la myosine
(Kolomeiskyet coll.2003) ou RSC vu comme une translocase a ADN (Fisetheoll.2007).

1.3.2.2 Modeéles continus

Dans cette approche « a la physicienne » aussléappmléle Markov-Fokker-Planck,
(Julicheret coll.1997) le moteur moléculaire étudié diffuse sur sudace d’énergie libre (ou
potentiel) périodique et asymétrique décrivant dmigre effective a la fois I'environnement
et I'état du moteur. Typiquement on modélise leangement d’états du moteur par le
basculement d’'une forme de potentiel & une autre.effet, on suppose que linjection
d’énergie chimique (c'est a dire I'hydrolyse de TR) entraine une modification de
configuration de la protéine motrice qui modifiepletentiel. On a représenté sur la Figure 31
un modéle a deux potentiels alternatif, et @) dans lequel diffuse une particule. A chaque
pas de temps le moteur peut soit diffuser dansienpiel sur lequel il se trouve soit transiter
vers l'autre potentiel. Comme on le pressent icies taux de transfert-12 et 2-1 sont
proches I'un de 'autre on va obtenir un mouvenwrgctionnel vers les grandes valeurs de x.
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Typiquement ce type de modéle continu a 2 états gaoc étre utilisé pour décrire
'avancé d’'un moteur du cytosquelette comme la diime ou la myosine (Julichet coll.
1997). Néanmoins des modeles continus plus complereaussi été développé pour rendre
compte d’autres types de moteurs comme I'ATP swa&haing et coll. 2005), le moteur
rotatif du flagelle bactérien (Elstat coll.1997) ou I'ARN polymérase (Warej coll.1998).

1.3.2.3 Comparaison des deux types de modélisation

Nous évaluons ici les avantages de chaque typeodélm

Avantage Continu / Discret

Il'y a un lien clair entre le potentiel
utilisé et la structure moléculaire du
moteur ce qui permet d’extraire des|
informations structurelles. Ceci est
en général difficile dans le cas deg
modéeles discret.

La relation force-vitesse qui permet
de caractériser de nombreuses
propriétés du moteur moléculaire
peut étre directement déduite par Ig
formalisme continu. A l'opposé, il

Avantage Discret / Continu

L’évolution du systeme dans un
modéele discret est beaucoup plus
légere a déterminer du point du vue
calculatoire.

Il est souvent difficile d’accéder au

potentiel expérimental, la
détermination d’'un potentiel
théorique a la base du modele
continu requiert souvent des
hypothéses tres fortes.

La connaissance des taux de

faut souvent supposer une forme d¢ transition entre  potentiel est

potentiel pour I'obtenir en partant également nécessaire dans le
d’un modéle discret. modéle continu

o L’incorporation d’effets coopératifs
entre moteurs peut étre prise er
compte facilement par la mise en
place d’'un couplage entre particuleq

o Les modeles discrets ne permettent
en général de rendre compte que
d’'un seul chemin réactionnel et ne
permettent pas en particulier de|
rendre compte de chemins annexep
dépendants de la concentration ef
moteurs (Liacet coll.2005).

-

En fonction du but recherché et de la connaissdnysteme étudié, on utilisera donc
soit I'une soit 'autre des approches. Nous verrdass la partie résultats que nous avons
utilisé un modéle continu pour modéliser le glissatrpar RSC et la relaxation thermique de
mono-nucléosomes alors que nous avons utilisé welaaliscret pour étudier le glissement
par RSC de di-nucléosomes.
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Dans cette derniere partie, nous allons donc @écerqui est connu a I'’heure actuelle sur le
mécanisme d’action des facteurs de remodelage ddrlamatine de la famille swi2/snf (dont
SWI/SNF et RSC) qui sont au cceur de ce travaihdset

1.3.3 Etude mécanistiques des facteurs de remodelage de chromatine

Aprés nous nous étre intéressé aux moteurs moigesilEn général et aux méthodes qui ont
permis d’étudier leurs mécanismes d’action nousnalldans ce qui suit nous focaliser sur les
résultats obtenus pour une catégorie particulierendteur moléculaire : les facteurs de remodelage
de la chromatine. C’est cette classe d’enzymesnepagticulier SWI/SNF et RSC que nous
étudierons dans les chapitres 5 et 6.

Le mécanisme d’action des facteurs de remodelaga deromatine a fait I'objet de trés
nombreux travaux depuis une dizaine d’années (paxue, (Beckeret coll. 2002; Sahaet coll.
2006)). En dépit des progres réalisés, de nombsemsaes d’ombre persistent dans le mode
d’action et le détail de ce phénomene. Comme n@usvdrrons, au-dela des expériences
biochimiques de nombreuses études de moléculegasiqur lequel nous nous attarderons, ont jeté
un regard nouveau sur ce probleme.

1.3.3.1 Expériences biochimiques

Comme nous l'avons vu la découverte de SWI/SNFréalisée dans le cadre d'études
génétiques sur la transcription. Elles mirent emiéwe que I'absence de SWI/SNF induit une
répression de la transcription de certains genleén@@ype swi/snf-) mais que cette inhibition est
levée lorsque I'on déstabilise le nucléosome (nmriatSIN) (Hirschhorret coll. 1992; Winstonet
coll. 1992). Un fois isolé, ce complexe fut donc nhomméediar de remodelage puisqu’il était
capable de modifier la structure de la chromatingeela rendre plus permissive a la transcription
sans que I'on comprenne exactement de quelle neafi@teet coll. 1994; Wanget coll.1996). Il a
ensuite était fait état du fait que SWI/SNF étapable de rendre accessible aux nucléases (endo- et
exo-nucléases) et a certains facteurs de transeripADN nucléosomal de maniére persistante a
son action (Owen-Hughex coll. 1996). Dans un deuxieme temps seulement, il aét®dtré que
ces complexes ne détruisent pas complétement léasane et qu’ils sont aussi capables de le
faire glisser par rapport a 'ADN (Hamiclet coll. 1999; Langset coll. 1999; Whitehouset coll.

1999).
ADP+Pi D

ATP

C ADP+Pi
ATP

Figure 32 : SWI/SNF vu comme une translocase a ADN

Dans un premier temps le remodelage de la chromatine a été interprété comme une conséquence
secondaire de la faculté des facteurs de la famille SWI/SNF a se déplacer sur I'ADN. Le glissement du
nucléosome était alors vu comme la conséquence de la translocation de I'enzyme a travers le nucléosome.
D’apres (Tyler et coll. 1999)]
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Ce glissement fut tout d’'abord interprété comme woaséquence secondaire de la
restructuration du nucléosome par ces facteursmedelage ou méme un artefact lié a l'utilisation
de fragments courts d’ADN. L'un des premiers mosl@teécanistiques de SWI/SNF par (Tyér
coll. 1999) propose en effet que ce facteur est une derteanslocase a ADN qui se déplace sur
I’ADN double brin en hydrolysant de I'ATP et querdque ce dernier rencontre un nucléosome il
passe au travers en le déstabilisant a la maniéree ARN Polymérase (Figure 32). De plus,
lorsqu’il fut montré que Il'action de certains famt® de remodelage conduit a I'éviction de
nucléosomedn vivo sur certains promoteurs (Korber coll. 2004; Gutierrezt coll. 2007), il fut
proposé que leur role serait de détruire les ngolé@s présents sur le promoteur.

A l'opposé, dans certains cas le recrutement déedes de remodelage au niveau de
promoteurs particuliers a pu étre relié a un charege de positionin vivo du nucléosome
(Goldmarket coll.2000; Kentet coll.2001; Lomvardast coll.2001).

Le fait que la plupart des facteurs de remodelagegiennent de multiples domaines de
fixation a la fois a 'ADN et aux histones (Beckatrcoll.2002; Narlikaret coll.2002) et que leur
activitt ATPase puisse dépendre de la présence rialtosome montrent néanmoins que leur
substrat est bien le nucléosome (Raatkioll.2008). En outre, des études précises de ce phéeomen
montrent que le glissement du nucléosome est la basphénoméne de remodelage et que ces
facteurs sont capables d’internaliser plusieursides de paires de bases d’ADN a l'intérieur du
nucléosome sans le détruire (Saha&oll.2005; Zofallet coll.2006). Le glissement serait donc une
étape initiale et I'éviction son résultat si I'aotidu moteur n’est pas restreinte .

temps temps

“DNA

Modéle de bulle Modeéle de torsion

Figure 33 : Deux modeles physiques de glissement du nucléosome

(2 gauche) Modéle de bulle dans lequel une bulle d’ADN est crée a I'entrée du nucléosome sous l'action
d'un complexe de remodelage et/ou des fluctuations thermigques, puis se propage pour ressortir de l'autre
c6té du nucléosome. Le pas est dans ce cas un multiple de 10 pb (a droite) Modéle de torsion, ou cette fois
le défaut est une déformation angulaire (twist) qui peut étre propagé activement ou thermiquement. Le pas
du déplacement est dans ce cas 1 pb. Adapté d'aprés (Schiessel 2006)
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Finalement, deux mécanismes physiques simples memdapte des observations ont été
proposés par Schiesslcoll. (Schiessel 2006) (Figure 33): le modéle de Kildic et coll.2003)
et le modele de torsion (Kuliet coll.2003). Dans le premier, le moteur de remodelagegepar
son action ATP-dépendante de détruire quelquesactntADN-histones. Les fluctuations
thermiques permettent ensuite dans certains casaiéer les contacts détruits mais de maniére
imparfaite en créant une boucle d’ADN ou bulle. iGepour conséquence de créer un nucléosome
possédant un défaut a I'entrée. Celui-ci est alasseptible de diffuser rapidement puisque lorsque
que le défaut se déplace, il crée autant de cantgci en détruit. Les contacts entre 'ADN et les
histones étant réparties toutes les 10 pb ce mpdskele que cette quantité correspond a I'élément
minimum de déplacement du nucléosome. Dans le pgelment du modéle de diffusion thermique
proposé par le méme groupe, le facteur de remogled@gcomporte comme un activateur de
diffusion pour le nucléosome. Dans ce cas, le madewait une action de type « pince a sucre »
comme décrit sur le schéma de la Figure 34.

D5 E

Figure 34 : Modele de boucle assistée par un facteu r de remodelage
Il a été proposé dans le cas de ISWI, que le facteur de remodelage serait capable de former a I'entrée du
nucléosome une boucle a la maniére d’'une ‘pince a sucre’. Cette boucle serait ensuite propagée comme
dans le modele de boucle proposé par Schiessel et coll. D’aprés (Langst et coll. 2001)

Dans le modeéle de torsion le moteur induit une héédion angulaire (ou twist) du double
brin d’ADN en entrée du nucléosome ce qui raccologcalement 'ADN de 1pb. Ce défaut de
torsion pourrait alors étre propagé activement lousathermiqguement comme dans le modeéle a
bulle.

La situation réelle est probablement intermédiairees deux modéles. En effet, pour RSC
ou SWI/SNF (ou Mi2) par exemple, il a été montré djinduction d’un défaut de torsion est, en
partie seulement, nécessaire a la translocatiohAN a l'intérieur du nucléosome (Aoyagst
coll. 2002; Aoyagiet coll. 2002; Saheet coll. 2002; Aoyagiet coll. 2003). L'existence d’'un pas
caractéristique pour ce déplacement et la manierg h contrainte mécanique du moteur est
propagée reste aujourd’hui sujet a caution. Erqudier, il a été mesuré différentes valeurs par ¢
pas élémentaire allant de 1 a 50 pb pour des nwtes proches (Saled coll.2005; Zofallet coll.
2006). Cette discordance est probablement liéeaeactere indirect des mesures effectuées. Enfin,
il existe tres probablement des différences métignes entre les différentes familles de moteurs
(pour revue voir (Beckeet coll.2002)).

1.3.3.2 Expériences en molécules uniques et étudeacurales

Bien que tres instructives, ces études ne peuménimisequement permettre de conclure sur
le mécanisme d’action de ces moteurs. Tout d’abeanéthodes utilisées sont toutes indirectes et
n'observent pas réellement I'action du moteur sur substrat mais seulement les conséquences
moyennes de cette action sur une partie du nucalé®soesurées par I'intermédiaire d’'une autre
réaction (le plus souvent l'action d’'une nucléadeds modeles proposés ne peuvent alors étre
véritablement testés de maniére quantitative. il desic nécessaire de suivre au niveau de la
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molécule unique voire en temps réel ce phénomeng ponclure. La compréhension du
mécanisme physique du remodelage ne pouvant se daia cette échelle par le suivi d'un
évenement ou I'extraction de données statistiquedes populations et non pas uniquement sur des
valeurs moyennes, de nombreuses expeériences deulesl@iniques ont déja était réalisées pour
I'étude de facteurs de remodelage avec des tedabsmi@liant des pinces optigues au pinces
magnétiques en passant par I'AFM et la cryo-miaspse électronique (cryoEM). Nous nous
focaliserons seulement sur les expériences contelesm deux moteurs que nous avons étudiés :
SWI/SNF et RSC. Malheureusement nombre d’entres ehestent aujourd’hui difficiles a
interpréter.

Avant de nous tourner vers les études de moléaulepies ou les facteurs de remodelage
interagissent avec le nucléosome, on peut citdudi& par pinces magnétiques du facteur de
remodelage RSC en présence d'un fragment d’ADN ¢Lieoll. 2006). En mesurant en temps réél
et a force constante la longueur du fragment eerantion avec RSC, les auteurs mettent en
évidence pour la premiere fois de maniére direldecapacité de cet enzyme a transloquer
efficacement plusieurs centaines de paires de ba@deN en quelques secondes (Figure 35).
Néanmoins, cette processivité considérable digpa@ir des forces appliguées supérieures au
piconewton, ce qui rend difficile I'interprétatiales ces résultats dans un contexte chromatinien.

V-
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Figure 35 : RSC est une translocase de I’ADN.

(a) et (b) L'action de RSC sur un fragment d’ADN est suivi par le raccourcissement de I’ADN. (c), (d) et (e)
En moyenne, RSC est capable de transloquer 400 pb en 2 secondes. Cette action est ATP-dépendante.
D’apres (Lia et coll. 2006)

Les premieres études menées par des techniquegyss/ssur des nucléosomes furent
celles menées par Schnitzler et coll. (2001) en ABRhnitzleret coll.2001). Dans cette étude les
auteurs s'intéressent a des mono-, di- et oligdémsomes en présence de hSWI/SNF. lls montrent
que ce facteur est capable de déstabiliser (émjctbde désorganiser la position des nucléosomes
(randomisation) pour une fibre de nucléosomes mtaBe sur la séquence positionnante repétée
5S (Figure 36). Cette étude est la premiére a rapmisuellement le déplacement des nucléosomes
ou leur altération. La technique étant par essesingcturale elle permet de montrer que le
nucléosome remodelé reste un nucléosome intachmigas |'utilisation d’'un agent fixateur tel

57/234




1.Introduction

que le glutaraldéhyde et le manque de données itpiamels ne permet pas de remonter a un
mécanisme physique.

% du total
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Figure 36 : Désorganisation du chapelet nucléosomal par SWI/SNF

Images AFM d’'un chapelet nucléosomal fixé au glutaraldéhyde en présence de SWI/SNF, (a) et (d) sans
ATP, et (b) et (e) avec ATP. Sur les images (d) et (e) on peut distinguer le facteur de remodelage SWI/SNF
complexé a la chromatine. (c) histogramme des distances inter-nucléosomales sans et avec ATP. L'effet de
SWI/SNF semble significatif sur les images (b) et (e) mais relativement faible sur la distribution (c). D’aprés
(Schnitzler et coll. 2001).

En plus de cette étude, les travaux AFM de Letheoll (Wanget coll.2004; Wangget coll.
2005; Lohr et coll. 2007) se sont consacrés au remodelage par hSWI(BNEhromatines
reconstituées avec la séquence positionnante MMPOUr ce faire, ils utilisent une surface AP-
mica sur laquelle ils adsorbent le fixateur glutagdyde. lls ajoutent alors ensuite les chromatines
qui viennent se lier covalamment a la surface fonaalisée (Wangt coll. 2002). Une premiére
série d'images en liquide permet d’acquérir le témmegatif puis ils ajoutent le moteur au tampon
et imagent a nouveau la méme zone (Figure 37¢olsluent que I'ajout de hSWI/SNF est associé
a une diminution de hauteur des nucléosomes etfimatdins certains cas la trajectoire des ADNs
de liaison. Malheureusement, et de la méme marjaee précédemment, le fait de fixer les
chromatines empéche trés probablement le motese dier, d’agir puis de se dissocier de maniére
normale. Cette étude tend donc a sous estimer deéraamportante I'effet du remodelage.

Y

En parallele a ces travaux, ce méme groupe a éaloe techniqgue de reconnaissance
spécifique par anticorps. Dans cette méthode, iiatgpd\FM est fonctionnalisée par des anticorps
anti-H3 ou anti-H2A (Strolket coll.2004). En utilisant un mode d’'imagerie particuligui permet
d’obtenir en plus de I'image topographique une ienag énergie d’adhésion pointe-surface) (voir
Figure 37), les auteurs ont pu visualiser les zaeelimage correspondantes a un nucléosome sous
forme d’octameére ou sous forme de tetramere otailque les diméres (H2A-H2B). lls ont alors
montré que l'action de SWI/SNF induit dans certaias la disparition des diméres (Bahcoll.
2006). Dans ces deux études l'utilisation d’un tiexat chimique pose probleme puisque ce dernier
peut modifier la structure de la chromatine etfuteriférer avec I'action du remodeleur. Néanmoins
ces résultats permettent de confirmer de maniédditgiive et a I'échelle d’'un nucléosome,
certaines données biochimiques comme I'évictida eandomisation.
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Figure 37 : Etudes AFM en solution du remodelage de la chromatine et images de

reconnaissance spécifique par anticorps

(en haut) Images AFM en solution de chromatine reconstituée sur une séquence positionnante MMTV et
déposée sur une surface AP-mica modifiée glutaraldéhyde, en présence de SWI/SNF et (a) en I'absence
d’ATP et (b) en présence d’ATP. (c) zooms sur certains zones avant et apres I'ajout d’ATP dans la solution
d'imagerie. Les fleches pointent les changements observés qui sont essentiellement des mouvement de
I’ADN de liaison et des évictions de nucléosomes. D'aprés (Wang et coll. 2004).

(en bas) (a) Image AFM de topographie en solution de chromatine déposée sur une surface AP-mica
modifiée glutaraldéhyde. (b) Image de reconnaissance spécifique par anticorps anti-(queue de H3). (c)
méme procédure que (b) mais en présence de BSA. (d) méme procédure que (b) mais en présence d’'un
peptide identique a la queue de H3. L'ajout de la queue de I'histone H3 inhibe la reconnaissance des
nucléosomes par la pointe AFM mais pas la BSA qui a une interaction non-spécifique avec I'anticorps.
D’apreés (Stroh et coll. 2004).

Pour I'étude de ces facteurs de remodelage derdanettine, une autre technique utilisée est
le suivi en temps réel de la dénaturation de 'ABN’aide d'un systeme de pinces optiques
(Shundrovskyet coll. 2006). Dans cette expérience trés complexe und®i6ADN nucléosomal
est libre alors que l'autre est attaché par un &ria surface et par I'autre brin & une pince ajtiq
(Figure 38). L'application d’'un déplacement a laface par rapport au piege permet alors de
dénaturer 'ADN en forcant I'ouverture (unzippinggut en mesurant la force nécessaire a cette
dénaturation. Si I'on dénature la totalité de 'AGINst alors possible de repérer un signal deeforc
supérieur pour la portion d’ADN protégée par le ldasome (Figure 38d, Région 2). En effet,
'ADN nucléosomal est plus stable puisqu’il inteitatavorablement avec les histoned3 =
AGgenaturationt AGintéraction avec les histonks C€ MOtif sur le signal de force permet de repgrécisément
la position de la dyade du nucléosome (+ 2 pb &apes auteurs).

Aprés 'ajout de SWI/SNF la distribution de positide la dyade s’élargit (28 pb contre 2
pb, voir Figure 38 e et g) et la position de moyeda la dyade se déplace |égérement de 7 pb. Il est
a noter que cette expérience a souvent était dtigg comme une preuve que le nucléosome est
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déplacé directionnellement d’'un pas de 28 pb. &fitée ces résultats montrent que le mouvement
de la dyade correspondrait plutét a une diffusemtd autour de la position de départ. En outre, si
I'on se réfere aux signaux de force montrés enlgéapgnt de l'article (Shundrovslet coll.2006) il
apparait que la signature nucléosomale, et donstriecture du nucléosome, semble modifiée
pendant I'expérience. Par ailleurs, cette étudmastre que trés peu d’évenements glissés sur plus
de 50bp en discordance avec la plupart de réspitdtedents dans la littérature. Il semble donc que
la tension imposée empéche le glissement. Ceperatanime nous le verrons dans la partie résultat
(chapitre 5), il est possible d’expliquer ces résslpar la formation d’un état restructuré métasta
avec plus de 147 pb a l'intérieur du complexe msiénal
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Figure 38 : Expériences de dénaturation de 'ADN et  remodelage par SWI/SNF

(a) construction du fragment d’ADN contenant un nucléosome unique et utilisé dans cette expérience. (b)
schéma du montage permettant de dénaturé '’ADN en tirant sur un des brins accroché a une surface que
'on déplace, l'autre brin étant lié a une bille retenue par une pince optique, qui permet également de
mesurer la force nécessaire pour dénaturer '’ADN. (c) signal de force typique pour différents substrats en
fonction du nombre de paires de bases dénaturées. (d) et (f) signaux de forces le long de I'ADN
nucléosomal, et (e) et (g) distributions de positions des nucléosomes correspondantes. L’expérience est
réalisée pour (d) et (e) en I'absence de SWI/SNF, pour (f) et (g) en présence de SWI/SNF et d’ATP. Adapté
de (Shundrovsky et coll. 2006).
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Une autre série d’expériences par Bustamahtll publiée a la méme période (Zhagig
coll. 2006) utilise un systeme de pinces optiques posuilre le remodelage par SWI/SNF. Dans
cette étude, une fibre comportant quelques nuchdesode 0 a 4) positionnés par la séquence
positionnante 601 entourée par deux longs brinDdlAest tenue entre une pince optique et une
surface (Figure 39). En présence de SWI/SNF et RS®bservent un raccourcissement du
fragment pouvant correspondre a des boucles forpé@ete moteur. Cet effet est méme présent
pour de 'ADN nu en présence du moteur mais posrtdesions appliquées inférieures a 1pN. Au-
dessus de cette force le raccourcissement n‘esgemréque pour des fibres possédant des
nucléosomes. Le montage de pinces optiques peeragrduler les nucléosomes en leur appliquant
une force supérieure a 65 pN, ce qui rend possHgees coup, de compter le nombre de
nucléosomes qui étaient présents lors de I'expégien

(a) (b) ADN nu + SWI + 1mM ATP
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Figure 39 : Expériences de pinces optiques et remod  elage par RSC

(@) Montage expérimental : 'ADN est tenu entre 2 billes, 'une maintenue fixe par une micro-pipette, la
seconde par le piege optique, qui permet de tirer sur '’ADN en déplacant la bille tout en maintenant la force
exercée sur la bille constante grace a un systeme de rétroaction (b) Signaux de raccourcissement en
fonction du temps pour une tension constante appliquée de 3 pN. (c) et (d) Zooms sur quelques
évenements. (e) Histogramme des vitesses de raccourcissement. (f) Histogramme des longueurs de
raccourcissement. Adapté de (Zhang et coll. 2006)
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La taille des boucles observées en présence desirad’étend jusqu’a plusieurs centaines
de pb (Figure 39f). La valeur moyenne mesurée 'agedentaine de paires de base mais n’est que
deux fois supérieure a la plus petite taille dedimuaétectable. Cette série d’expérience montre en
résumé que l'action du moteur s’accompagne d’unoacissement de ’ADN de liaison qui peut,
dans ce cas, étre trés important. La valeur prégseaccourcissement semble néanmoins sujet a
caution pour une chromatine qui comporte en génebdl pb d’ADN de liaison et du fait que I'on
ne peut exclure ici la présence de plusieurs mstavaillant simultanément ou la déstabilisation
du nucléosome dans des conditions extrémes deodilull est a noter que ces expériences
permettent de mesurer une force d’arrét de I'adi®@®WI/SNF et RSC de 'ordre de 10 pN.

En complément de ces expériences de molécules asjigles études récentes de cryo-
microscopie électronique (cryoEM) se sont intéresse la reconstruction a haute résolution de la
structure des complexes RSC et SWI/SNF en prés#@deP (méthode dite de ‘tilt orthogonal
reconstruction’ ou (OTR)). Pour RSC, aprés analyseplusieurs milliers d'images, I'étude de
Nogaleset coll. (Leschzineret coll.2007) a permis de montrer que le complexe est tinetsre a
plusieurs lobes formant une poche permettant dadggltotalement et parfaitement un nucléosome.
De plus, I'un de ces lobes produit un mouvemesetiadttif en direction de cette poche formant deux
isomeéres séparables par cette technique. Cette @étodtre donc que le substrat de RSC est un
nucléosome unique putativement modifié par un mmerg d’'une des parties du complexe. En ce
qui concerne SWI/SNF (Dechasstcoll. 2008), la reconstruction permet, elle aussi, detreon
une cavité centrale suffisante pour contenir ag plunucléosome.

(1)

(@) Ouvert Fermé (b) (d)
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Figure 40 : Reconstruction a haute résolution des ¢ =~ omplexes de remodelage RSC et
SWI/SNF par cryoEM

() RSC est formé de plusieurs lobes entourant une cavité centrale de la taille d’'un nucléosome L'un d’entre
eux est flexible et présente une configuration ouverte et une configuration fermé. D’aprés (Leschziner et coll.
2007). (1) SWI/SNF forme une structure compacte autour d’'une cavité centrale dont la taille correspond, elle
aussi, a celle du nucléosome. D'aprés (Dechassa et coll. 2008)
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Comme on le voit, ces différentes études ne peemiefias aujourd’hui de conclure sur le
mécanisme d’action des facteurs de remodelage articulier de SWI/SNF et RSC. Pour résumer
les points forts qu’elles mettent en avant on g qu’elles réaffirment la faculté d’éviction, la
capacité a désorganiser la position des nucléos@mesine fibre et a déstabiliser la structure
nucléosomale elle-méme en étant capable de pompé&mntérieur de celui-ci de I'ADN
supplémentaire. Méme si elles ne permettent pasdeher définitivement ces études sont pourtant
d’autant plus nécessaires que la compréhensiordfimaécanisme physique du remodelage ne peut
se faire qu’a I'échelle de la molécule unique gasuivi d’'un événement ou I'extraction de données
statistiques sur des populations et non pas suvalears moyennes. Comme nous l'avons vu pour
les moteurs du cytosquelette c’est I' étude en terdpl de ces objets qui a permis de résoudre leur
mécanisme.

Nous proposons dans la partie résultats de dévetappensemble de procédures basées sur
la microscopie a force atomique pour étudier letenms RSC et SWI/SNF en optant pour une
approche la plus quantitative possible.

1.4 Projet de These

L'objectif du travail de thése détaillé dans ce gaisuivre est a la fois méthodologique et
fondamental.

Du point de vue technique, nous avons cherché anawer les avantages propres de la
microscopie a force atomique par rapport a d’autyg®es de microscopies et techniques de
molécules uniques que sont la résolution spatiala eslative vitesse d’acquisition. Le but étant
d’'obtenir des informations nombreuses (des millidfebjets analysés) et d’une résolution
nanomeétrique suffisante pour étudier des objets qak '’ADN. Dans cette optique, nous avons
ajouté une analyse d’'images systématique et obgedits données. Ceci nous permet de mesurer
les paramétres recherchés (comme la position ddéasomes au sein d’une fibre ou la longueur
d’ADN complexée dans un mono-nucléosome) en nearaiappel au choix de I'expérimentateur
que dans la partie préparatoire de I'analyse. Ureantérét de cette analyse systématique est de
pouvoir accumuler un grand nombre de données. B&at, gfour ce type de mesure statistique,

I'erreur est fortement dépendante du nombre d’éwemés mesurés (errelr olJN, ol gest
I'écart type de la distribution expérimentale,Nete nombre d’événements), ceci conduit donc a
améliorer encore la résolution expérimentale. Résumer, nous avons cherché, dans chacun des
sujets abordés, a tester la faisabilité d’'une ag@oAFM quantitative appliqguée a I'étude de la
dynamique a I'équilibre et hors équilibre de laarhatine.

De point de vue de la biologie, les thémes abostés de deux types : I'incorporation de
variants d’histone et 'activité des facteurs dmodelage. Dans les deux cas nous nous sommes
intéressé a I'impact de ces processus sur la steuet la dynamique des nucléosomes.

En ce qui concerne les histones variants, noussavoravec certains variants comme H2A.Z
que les propriétés du nucléosome peuvent étre mesdifors de son incorporation. Nous avons
donc cherché a savoir quels sont les effets stelstiet dynamiques de la présence du variant
d’histone H2A.Bbd (si fortement divergent de sostdme conventionnelle) au sein du nucléosome.
Pour ce faire, nous avons étudié des nucléosonrenisisolés mais aussi au sein d’'une fibre a
I'équilibre. Nous avons alors testé quels paramsepteysiques étaient influencés par sa présence.
Plus largement ce probléme est important dansrie s@, a la différence du remodelage de la
chromatine, ces modifications sont susceptiblespeelurer sur des temps longs (~ le cycle
cellulaire ou plus) et d’avoir un réle prépondéralains I'architecture et l'activité des régions
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chromatiniennes impliquées en empéchant par exetapfermation d’'une fibre compacte de
30 nm.

En paralléle, du point de vue des facteurs de retagd nous avons vu dans ce qui précede
gue les mécanismes d’action des moteurs molécsilaiiee que SWI/SNF et RSC restent mal
compris. C’est pourquoi nous avons étudié la dygamihors équilibre d’'un nucléosome isolé ou
présent dans un oligo-nucléosome soumis a RSC diSB\W. Pour ce sujet, les questions posées
ont alors été de plusieurs ordres : tout d’abotdl gossible de caractériser des états interniédia
de la réaction de remodelage du nucléosome etdiorsetour vers I'équilibre d’'un nucléosome
remodelé. Puis, a une autre échelle, quelle gsblzessivité, la directionnalité et la séquentatie
tels déplacements pour des di-, tri- ou oligo-nosténes ? L’objectif est alors de comprendre le
réle exact de cette sous-famille de moteurs damrgdhisation locale de la chromatine et son
maintien.

Enfin du point de vue de la physique des systénmgdiques, ces questions biologiques ont
été I'occasion pour nous de tester un certain nendier modéles simples. Par exemple, comment
expliquer la plus grande accessibilité de fibrendeléosomes variants ? Est-il possible d’en rendre
compte en utilisant des outils issus de la physides polymeéres ? Du point des facteurs de
remodelage, est-il possible de décrire ces complerenme de véritables moteurs moléculaires ?
Quelles informations supplémentaires nous appatype d’approche pour la compréhension de
leur fonctionnement ?

Pour répondre a ces questions, les résultats dailtce thése sont organisés en quatre parties,
exposées a la suite du chapitre 2 qui présentennhéthodes mises en ceuvre pour tirer partie, au
mieux, du potentiel de l'imagerie par AFM. Le chapi3 présente I'ensemble des mesures
effectuées sur les mono-nucléosomes a I'équilibrere particulier I'effet du variant d’histone
H2A.Bbd sur la conformation du nucléosome a I'équél. Dans une seconde partie hous avons
généralisé cette étude de l'effet des variantsstbhie sur la conformation et la dynamique d’une
fibre de nucléosomes. Dans une troisiéme partigptie 5) nous avons abordé les situations ou le
nucléosome isolé (ou mono-nucléosome) est placé Bquilibre par l'action des facteurs de
remodelage (SWI/SNF et RSC) et nous avons suivirsetour vers I'équilibre. Enfin dans le
chapitre 6, nous détaillons I'étude hors équilithweremodelage de di-nucléosomes par RSC.

Ce travail étant aux croisements de différentebriigeies et domaines, il n'aurait pas été
possible pour moi de le réaliser seul. Je tienscdrmettre en avant le réle de chacune des
personnes du laboratoire qui ont collaboré a cegetst Avant toute chose, les protocoles de
reconstitution et de purification utilisés au ladtoire ont été développé par Dimitri Anguelov.
m’a formé aux techniques de bases de la biologiécutaire et aux techniques propres a I'étude de
la chromatine. Grace a lui jai pu produire par fm@me I'’ADN, les mono-nucléosomes et les
mono-nucléosomes marqués utilisés dans les expéaeki-M.

Les histones recombinants issus de corps d’inalusia été produits et purifiés selon les cas
par Cécile Doyen, Manu Shukla ou Hervé Menoni. faeseurs de remodelage ont été produits et
purifiés a partir de levures au sein du laboratdeeStefan Dimitrov a I'Institut Albert Bonniot. En
ce qui concerne les chromatines conventionnellesmantes, les fragments ADN utilisés ont été
produit par Hervé Menoni a partir plasmides issumea collaboration avec Daniela Rhodes au
MRC a Cambridge (UK). De méme les di-nucléosomiiséd dans la derniére partie de ce travalil
ont été produit par Herveé.
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Méthodes

2.1 La Microscopie a Force Atomique

Généralement, quand on parle d'un microscope, amsepemicroscope optique ou
électronique. Ces microscopes créent une imagendigra'un objet en focalisant des photons ou
des électrons, sur lui. Les microscopes optiqueSlesttroniques peuvent facilement générer des
images agrandies d'un objet, avec un grossissamepeut atteindre 1000 X pour un microscope
optique, et 100000X pour un microscope €électronidien que ce soit des outils puissants, les
images ainsi obtenues sont uniqguement dans le péaallele a la surface de l'objet. Ces
microscopes ne peuvent pas fournir facilemendiegensions verticales d'un objet déposé sur la
surface ou méme les caractéristiques topographipiestte surface.

Le microscope a force atomique (AFM), développésda milieu des années 1980 (Binnig
et coll. 1986), utilise une sonde mécanique tres fine (queslaqpanometres) pour mettre en évidence
les caractéristiques d’'une surface a trés petiteliec Grace a I'AFM, il est possible d’obtenir
I'image d'un objet ou la topographie d’'une surfquelconque avec de trés forts grossissements,
jusqu'a 1 000 000 X. De plus, le grossissementAdeM est dans les trois dimensions X, Y et Z et
est cette technique ne nécessite en général awaitemtent ou marquage de I'échantillon.

2.1.1 Historique

Comme l'ont reconnu plus tard ses inventeurs (Bjreti coll. 1987), il n'aurait pas été
possible de concevoir un tel systtme sans les aeancéalisées pour la conception des
profilometres. En effet, les premiéres tentativearpagrandir les caracteéristiques verticales d’'une
surface ont historiguement été réalisées bien aupat. Un des premiers profilometre ou profileur
est montré dans la Figure 41. Ce profileur, invgr@eSchmalz en 1929, utilisait un « bras de levier
optique » pour suivre les mouvements d'une sondeéaa I'extrémité d'un cantilever (c'est a dire
une micro-poutre déformable encastrée ou micreetevin profil agrandi de la surface était alors
généré en enregistrant le mouvement du stylet surpapier photographique. Ce type de
«microscope» générait des «images » avec un gsessent de plus de 1000X. Néanmoins un
probleme rencontré par ces profilomeétres était dasiple déformation de la sonde lors des
collisions avec les caractéristiques trop abrugeesa surface. Ces déformations étaient le résultat
de forces horizontales exercées sur la sonde letbguencontrait des objets trop hauts. Ce
probléme a été abordé pour la premiére fois pak@een 1950 et plus tard par Lee. lls ont alors
suggéré de rendre oscillante la sonde entre unéigmoau-dessus de la surface et une autre en
contact avec la surface. Becker fit remarquer &ecetcasion que lors de I'utilisation de ce
profilomeétre vibrant, la résolution des images ajadt de la finesse de la sonde. En 1971, Russell
Young construisit le premier profilométre sans eoht Dans son profilométre, appelé
« topographiner » (Youngt coll. 1971), Young a utilisé le fait que le courant d&sion entre une
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sonde métallique et une surface soit trés déperntdalat distance les séparant pour des échantillons
conducteurs. Dans le «topographiner », la sondé& &tontée directement sur une céramique
piézoélectrique X-Y-Z utilisée pour déplacer lademans le sens vertical au-dessus de la surface
et latéralement. Un circuit électronique de réttiomcétait ensuite utilisé pour piloter la céramaqu
piézo-électrique et ainsi garder le courant eidtadce sonde-échantillon constante (Z). En oldre,
céramique piézoélectrique était utilisée pour beddy surface horizontalement (XY). En suivant
sur XY et Z la position de la sonde, une image &Dadsurface était alors construite. La résolution
de l'instrument de Young était néanmoins détermiragdes vibrations de l'instrument.

Film photographique
(se déplacant avec I'échantillon)
Miroir

i ,Source lumineuse
! | |
L —— =
/

Porte échantillon mobile Partie flexible

-

Figure 41 : Le profilometre de Schmalz (1929)

En 1981, des chercheurs travaillant pour IBM, Geirthig et Henrich Rorher ont réussi a
utiliser les méthodes exposées pour la premiéedar Young pour créer le Microscope a Effet
Tunnel (Scanning Tunneling Microscope STM) (Binngtgcoll. 1982). Binnig et Rohrer ont ainsi
démontré que si I'on contréle les vibrations d'ostiument trés similaire au « topographiner » de
Young, il est possible de suivre le courant d'étect tunnel entre une pointe et un échantillon
(Figure 42a). Comme le courant tunnel est beauptugsensible a la séparation pointe-échantillon
gue le champ d’émission, la sonde peut étre wilgur balayer au plus prés de la surface. De ce
fait, les résultats obtenus étaient stupéfiangséthient capables de discerner chacun des atames d
silicium d’'une surface. Bien que le STM ait ététtale suite considéré comme une avancée
fondamentale, ses applications étaient limitéesilcae fonctionnait que sur des échantillons
conducteurs électriquement.

(a) (b)

B "odoo
(\ ; % 1688
. |

Figure 42 : Principe de la Microscopie a Effet Tunn el (STM) et de la Microscopie a
Force Atomique (AFM)

(a) En microscopie a effet tunnel, on mesure le courant échangé entre la pointe et la surface et on en déduit
la séparation pointe-surface. (b) En microscopie a force atomique, on mesure la force d’interaction et on en
déduit la séparation pointe-surface.

Force [nN]
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Un grand progrés dans le monde de la profilomeéstesurvenu en 1986, lorsque Binnig,
Quate et Gerber présenterent le Microscope a Hammique (Binniget coll. 1986). En utilisant
une sonde ultra-fine montée au bout d'un cantiles&microscope pouvait atteindre de trés hautes
résolutions sur des échantillons isolants (Fig2b)4En effet, le mouvement du cantilever est
maintenant gouverné par les ‘forces atomiques’esgant entre les atomes de I'extrémité de la
pointe et ceux de la surface (répulsion coulomi@enforces de van der Waals, forces
électrostatiques,...) et pouvait étre suivi avec smaede STM. Cependant, il est rapidement apparu
qu’'un bras de levier optique, similaire a la teciuei utilisée pour la premiere fois par Schmalz,
pourrait étre utilisé pour mesurer les mouvementsahtilever. Dans leur article initial, Binnéj
coll. proposent que I'on puisse améliorer la techniquésant vibrer le cantilever au-dessus de la
surface (Binniget coll. 1986). La premiére démonstration pratique de @attélioration a été faite
par Wickramsinghet coll en 1987 (Martiret coll.1987).

2.1.2 Principe Général

Il existe actuellement différents types de micrggca force atomique spécialisés en
fonction de leur application. Néanmoins, le prigcgenéral du microscope a force atomique reste
identique. Une pointe de dimensions nanométrigiteéesa I'extrémité libre d’'un micro-levier ou
cantilever est approchée au voisinage d’'une sudaamoyen d’'un systéme de vis micrométriques
jusqu’a une distance de I'ordre de quelques dizaiteemicrons. Afin de préserver la pointe, la fin
de I'approche de la surface est gérée par un mpssua pas qui assure des déplacements verticaux
de quelques dizaines de nanometres par pas. Un&afpointe engagée sur la surface, la formation
d’'une image est assurée par le déplacement squante de I'échantillon grace a des céramiques
piézoélectriques X-Y-Z. Les déflexions du levieusd'action des forces qui s’exercent entre la
pointe et la surface sont mesurées par un systendétdction optique constitué d’un faisceau laser
et d'une photodiodes a quatre quadrants. Le faistaser, centré sur I'extrémité supérieure du
levier, est réfléchi vers les photodiodes qui déln une tension électrique proportionnelle a la
déflection du levier.

(a) ()

Diode a quadrants

Faisceau LASER

Microlevier oscillant

/;};;_jn_slli.cium
\

\ (b)

Nucléosomes adsorbés
sur une surface AP-mica

Scanner piezo-électrique XYZ

Pointe AFM

Figure 43 : Principe général du microscope a force atomique
(a) vue générale (b) zoom sur le contact pointe-surface (c) images en microscopie électronique d’un micro-
levier DLCS et de sa pointe
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Lors de ce balayage un systeme de rétroaction petengarder un paramétre de contrble
constant comme la déflection du levier ou la hautkeulevier, la température du levier, etc... selon
I'information recherchée. Dans la grande majorég8 das le paramétres de consigne/contrble est la
déflection exercée sur le micro-levier et donmlaxé ressentie par ce dernier.

Le micro-levier est I'élément de détection cenpalir 'AFM (Figure 43). Il détermine la
force qui est exercée sur I'échantillon pendamialayage. En fonction de I'application et du mode
d'imagerie utilisé, il peut étre nécessaire d'séiti des raideurs variant d'environ 100N/m a
0,01 N/ m. De plus, pour éviter les résonanceassd fréquence, réduire le bruit thermique et la
force de trainée hydrodynamique il est avantageanted rendre aussi petites que possible. La
plupart des micro-leviers disponibles dans le commment des longueurs de 50 a 300 et sont
faits en silicium, oxyde de silicium, ou nitrures silicium. Selon les cas, la forme du levier peut

étre rectangulaire ou triangulaire.

L’extrémité de la pointe est, elle aussi, trés ingoate dans I'objectif d’obtenir des images a
haute résolution. Dans notre cas nous utilisonspdeges en carbone diamant ayant un rayon de
courbure final entre 1 et 3 nm. Ce type de poirtengt une haute résolution spatiale et également
une trés grande stabilité dans le temps de l'imagee qui est primordial lorsque I'on souhaite
acquérir un grand nombre d’'images pour chaque tiondéxpérimentale (~ 300 images dans notre
cas). La durée de vie de ce type de pointe perm@hende comparer plusieurs conditions
expérimentales avec la méme pointe dans le mérmg>éta00 images).

Dans la majorité des cas, on étudie les échargibaion I'un des trois modes suivants : par
un contact direct avec I'extrémité de la pointeddaépulsives — mode contact), ou bien en balayant
la surface sans contact et en gardant la pointar&épde I'échantillon par quelgues nanometres
(forces d'attraction — mode non-contact), ou erchaat I'échantillon de maniéere périodique (force
d’attraction et force répulsives - mode contactimtittent).

potentiel de Lennard—Jones ‘

0.5 1 1.5 2 25 3

mode mode
contact non-contact

<> + <—>
mode

contact intérmittent

Figure 44 : Potentiel d'interaction pointe-surface et modes d'imagerie AFM

Potentiel de Lennard-Jones d'interaction entre la pointe et la surface montrant les différents régimes utilisés
pour I'imagerie AFM : en mode contact, la pointe est en régime répulsif, en mode non-contact elle est en
régime attractif. Dans le mode contact intermittent que nous utiliserons, la pointe tape la surface de maniére
transitoire, elle oscille entre les régimes répulsif et attractif.

Ces trois modes correspondent a trois régimesedédntions entre la pointe et I'échantillon.
En considérant que le potentiel d’interaction ekdrpointe et la surface peut-étre étre décrityvar
potentiel de Lennard-Jones, on peut représentemeees de I'AFM comme trois régions de la
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distance d'interaction (Figure 44). En contacipdénte est repoussée par I'échantillon : zon&*én
(ou x est la séparation entre la pointe et la sejfdu potentiel théorique. En non-contact, la {goin
oscille dans la région attractive. En contact migtent la pointe passe alternativement d’un régime
en contact a un régime attractif.

2.1.2.1 Mode Contact

Dans ce mode de fonctionnement de I'AFM, la poiexerce une force de frottement
permanente sur I'échantillon. A force constantest’a dire a déflexion verticale constante du
levier, on reconstruit ainsi la surface touchée e ce balayage. C'est encore aujourd’hui le mode
le plus frequemment utilisé avec le mode contatgrimittent. Il est particulierement simple a
utiliser puisque le seul parameétre réglable ekirlze normale exercé sur I'échantillon. En analysan
la déflexion latérale du levier il est égalemensgible de remonter a la force de frottement latéral
exercée sur I'échantillon et donc au coefficientfritdion locale &= wF,, Loi de Coulomb o
est le coefficient de frottement spécifigue du matg. Ceci permet d’accéder dans certains cas
comme pour des polymeéres simples a la viscoélastazale en plus de la topographie (Natycoll.
1997; Girasoleet coll.2007). Malheureusement la mesure du frottement Kteat influencée par
la courbure locale de I'échantillon, il est parfdifficile d’analyser les images de frottementssain
obtenues pour des topographies accidentées. Amsnode d'imagerie n’est pas utilisable pour les
échantillons fragiles comme les biomolécules isote fait de la contrainte de cisaillement exercée
par la pointe. En biologie ce type d'imagerie estqontre utilisé pour I'imagerie de cellules igdé
(Hoh 1994) (Figure 45) ou dans certaines conditipagiculieres pour imager des protéines
membranaires avec une trés haute résolutions (Milleoll. 1999) (Figure 46).

Figure 45 : Images AFM de topographie en mode conta  ct d'assemblées cellulaires
(A) Image AFM de la topographie d’'une assemblée de cellules visualisées en mode contact (B) Image AFM
du signal d’erreur correspondant (~ dérivée / x de I'image de topographie). (Hoh 1994)

Figure 46 : Image AFM de topographie en mode contac t de protéines membranaires
Surface periplasmique de porine OmpF. (Mdller et coll. 1999)

69/234




2. Méthodes

Dans certaines cas le mode contact est utilisdtevide pour diminuer les frottements et a
trés basse température (on l'appelle alors cryoAAang et coll. 1996)) pour rigidifier les
échantillons et augmenter le facteur de qualitéedier.

2.1.2.2 Mode Non-contact (Oscillant)

Dans ce mode, on fait osciller la pointe de mangece qu’elle reste dans le régime attractif
de l'interaction avec la surface. Ceci conduit énfadification de I'amplitude d’oscillations libres
de la fréquence de résonance Du fait de la dépeadd® ces paramétres avec la séparation ils
peuvent étre utilisés comme parametres de contfde. exemple, si I'on garde I'un de ces
parametres constant on reste a une séparatioraotaste I'échantillon. En suivant le déplacement
en Z, on obtient alors de la méme maniére que précédemnmne image topographique de
I’échantillon.

gradient de force
attractive

Figure 47 : Principe du mode non-contact

En mode non-contact, le levier oscille au-dessus de I'échantillon a sa fréquence de résonance. Lorsque la
séparation pointe-surface est faible le levier ressent le gradient de force induit par la présence de forces
attractives en surface de I'échantillon. Il s’ensuit un décalage Aw de la fréquence de résonance et une
augmentation AA de I'amplitude d’oscillation. Ces deux paramétres étant dépendants de la distance pointe-
surface, ils sont utilisés comme parametres de contrle pour maintenir le micro-levier a une séparation
constante de I'échantillon et pour reconstruire la topographie de sa surface.

Du fait de la faible portée des interactions etdr@ointe et I'échantillon et de leur faible
intensité ce type d’imagerie est utilisé uniguempotr des échantillons trés plats (quelques
nanometres) . Une application courante est par pbeefimagerie a tres haute résolution de surface
atomique de cristaux (Figure 48).

Figure 48 : Image AFM en mode non-contact d'un cri  stal de Silicium (111)
Réalisée par Juergen Koeble. Echelle Z : de 0 (en noir) a1 A (en blanc).
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Pour mieux comprendre comment une force attraetstesusceptible de modifier la réponse
en fréquence du mico-levier considérons I'équatiormouvement de I'oscillateur :
1)
f(D,t
2+2B7+ )’ 7= ycos@)t)+M
m

ou z est la coordonnée de position de I'oscillateur,’'®&tartement de la pointe par rapport a sa
position d’équilibre,co0 est la fréquence de résonance de l'oscillateugprésente I'amplitude de
I'excitation a la fréquence, g est un terme de dissipation (le facteur de quabt® = )/ 2[3) et
mune masse effective pour l'oscillateun(=+vk/ m, ouk est la raideur du cantileveflD,t) est la
force d’interaction pointe-surfacB,la distance entre la surface et la position degejgola pointe

Si I'on modélise linfluence de linteraction enti@ pointe et la surface sur la résonance de
I'oscillateur on peut montrer pour des forces dibléaintensité, que la courbe de résonance en
amplitude est décalée suivant le gradient de fQueesubit la pointe :

2
(ﬂ] :1_16_F(D)
wh k 0z

Tout se passe donc comme si la courbe de résogtaitdécalée en fonction du gradient de
force ressentie au niveau de la pointe. En pratignemesure I'amplitude d’oscillation pour une
fréquencewy donnée. L'interaction (sans contact) avec la serfa donc pour effet dans ce cas de
réduire I'amplitude d'oscillation. La variation dgplitude d’oscillation est d’autant plus abrupte
pour un décalage en fréquence (et donc un gradeefdrce) donné que la résonance du levier est
abrupte. Le facteur de quali@ = w/Aay qui définit la largeur de ce pic est donc prépoadie
dans I'obtention d’un contraste élevé. Si I'on ddase grossierement que I'on ne peut résoudre un
décalage en fréquence inférieuday, on peut alors calculer le gradient de foF¢€D) minimum
détectable. Poue>>F (D)

Aw ,

dou : F'(D)min =2k /Q

On voit donc que I'on a intérét en non-contact aigh la raideur la plus basse avec le facteur de
qualité le plus haut.

A.N. : Pour k = IN/m, et Q = 100, on a F'(R}= 0.05 N/m ce qui de I'ordre de la raideur d'une
liaison hydrogéne (k= 0.01 N/m)

L
| Dl

AA

A4

A®

Figure 49 : Mode non-contact et décalage en fréquen ce

Lors de l'interaction de la pointe avec la surface le spectre de résonance du levier subit un décalage dwlié a
l'intensité du gradient de la force subie par la pointe. En pratique, on détecte la variation de I'amplitude
d'oscillation 4A a une fréquence fixée (proche de la résonance).
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Des mesures de force interfaciales a longue poot#te été faites par cette méthode
résonnante linéaire. La technique de résonanamastenant couramment utilisée pour obtenir des
images électrostatiques ou magnétiques des surf@eppelons qu’afin d’éviter un couplage avec
la topographie, I'image en force électrique ou néigue est acquise au cours d’'un « survol » a
altitude constante de la surface. L’estimationad®pographie est faite en mode Tapping.

2.1.2.3 Mode Contact Intermittent — Tapping

Intermédiaire entre les deux modes précédents cemiopermet de suivre la topographie
de I'échantillon aussi efficacement que le modeatinsans créer de contrainte de cisaillement tout
comme le mode non-contact. Pour ce faire, on exeitevier hors contact de maniere a ce que la
pointe touche I'échantillon sur une faible parteld période d’oscillation, créant ainsi un contact
intermittent entre la pointe et la surface. En eutte la méme maniére qu’en non-contact, on garde
I'amplitude de I'oscillation constante lors du badge de maniere a conserver la force exercée par
la pointe constante. L’interaction entre I'échdatil et la pointe étant plus complexe nous allons
essayer avec un modéle simple de comprendre da se gasse de cas.

Si la pointe vibre pres de la surface et/ou si amplitude est grande, une description au
premier ordre de l'interaction n’est plus possilif@scillateur est non-linéaire et on peut s’attend
a des effets particuliers. En pratique, cependamteflexion reste quasi-sinusoidale. En fait, &eau
du grand facteur de qualité de la résonance, ledinéarités n’entrainent pas d’anharmonicité de la
réponse, mais vont se manifester dans le type dendépce de la réponse aux parametres de
commande et d’interaction. Reprenant I'’équation ¢h)recherche une solution permanente sous la
forme : x= Acost-¢ ). Dans ce cas l'interaction est une fonction pégod du temps que I'on

représente par son développement en série de Foluharmonicité de la réponse conduit a ne
conserver que les termes du premier ordre (icirend®e terme constant est négligé) :

f(D,t)= (D, A)cos@t—¢ W O A)sinft-¢
A

ou : ¢(D,A)+iw(D,A):‘—7‘T’ | f(D.ee

0

Aprés insertion de cette forme pour l'interactididentification des termes en sinus et
cosinus conduit aux deux relations :

Altw- @) = yeosip yr 22
2ALw= ysin(¢)+%

Pour un modele d’interaction et des conditions d®&tion données, ces relations
déterminent 'amplitudé\ et la phase de la réponse. Pour illustrer la déformation dexsps de
résonance dans le cas non-linéaire et non-disGipatis allons étudier le cas d’'une interaction de
Van der Waals sphere-plan (Boisgatctoll. 1998) :

HR _,
F(2)=——+12
(2)=="¢
ou H est la constante de Hamaker. Ce type de force sepi€rait le cas ou la pointe dont
I'extrémité est assimilable a une portion de spligreayorR, est située a une distance de la surface
de l'ordre deR. Le calcul du coefficient de Fourigb(D, A) donne :
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HR A
CD(D’ A) :? (DZ _ A2)3/2
On peut exprimer I'équation de la résonance ad'aes variables réduites :
= 2 , A = A , D = R
w' AT A

HRQ

avec A :ﬁi I'amplitude a la résonance en l'absence d'intépacet X = ——.
A 3

X estQ fois le

rapport de I'énergie potentielle de Van der Waadsirpune distancq!\r a I'’énergie mécanique
stockée dans le cantilever. On trouve la relatioplicite :

2
X 1
u®+| QI1- uz)——(Ijz YO :?
La Figure 50 montre la déformation du pic de résocealu systéme lorsque la distance entre
la surface et la position de repos de la pointeai®On a choisX = 1, Q = 400, les différentes
courbes correspondent a des distances réduité®, 1.4, 1.25, 1.15.

pA @ 4a (b)

N e

l P
T -

[0 [0}

[
0

Figure 50 : Phénomeénes non-linéaires et déformation de la courbe de résonance en
mode contact intermittent )

(a) Déformation du pic de résonance en fonction des distances réduites D=10, 1.4, 1.25, 1.15. pour X = 1 et
Q = 400, (b) Une hysteresis apparait lors de I'enregistrement du spectre tres déformé de I'oscillateur (ici
D=1.25).

Comme on le voit, la courbe de résonance est diEfimmée ce qui peut donner lieu a des
phénoménes non-linéaires. Il devient donc trés dexep d’interpréter quantitativement les
contrastes observés et de remonter a la mesuregdadient de force. En effet, comme nous le
verrons lorsque nous aborderons les artéfactsnittions de I'AFM (section 2.1.3), les hauteurs
mesurées peuvent étre influencées en partie pdétil de l'interaction entre la pointe et le
matériau considére.

Nous utiliserons donc ce mode comme un outil d’ieneguniquement en prenant garde
d’utiliser des parametres d’'imagerie les plus camist et reproductibles possible pour limiter leur
influence sur le contraste observé. On peut cié@nmoins de nombreuses études modélisant le
phénoméne de Tapping pour rendre compte des phéersnman-linéaires observés lors des
expériences d’AFM (Van Noost coll. 1997; Kihleet coll. 1998; Pickeringet coll.1998; Jamest
coll. 2001; Moreno-Herreret coll.2003). Nous reviendrons dans la partie 2.1.3 ssieffets.
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2.1.2.4 Autres Modes

Le fonctionnement de I’AFM, dans ces trois modesqgpaux, a depuis quelques années été
complété par différents perfectionnements répondates applications particulieres. Ces modes ont
en commun l'intérét que représente la pointe AFM: \aomme une nano-sonde (mécanique,
électrique, thermique ...). Sans rentrer dans legldébn peut citer pour les mesures mécaniques la
possibilité d’extraire en chaque point de 'imagmérgie d’adhésion entre la pointe et I'échantillo
(Pulse Force Mode ou Force Volume (Heietz coll. 1999)), pour les mesures électriques la
possibilité d’extraire en chaque point le gradi@etctrostatiqueglectric probe microscopgu EFM
(Bachtoldet coll.2000), voir exemple sur la Figure 51) et pour lesuanes thermiques la possibilité
d’extraire en chaque point le spectre infrarougbofo-thermal micro-spectroscoppu PTMS
(Hammicheet coll.1999)).

(a) (b)

Figure 51 : L'AFM vu comme une nanosonde : I'EFM

L’EFM (c’est a dire 'Electric Force Microscopy’ ) permet de mesurer le gradient de potentiel électrostatique.
(a) Image AFM de topographie d'un CD-R/W. Echelle X/Y : 10 um par 10 pum. Echelle Z : de 0 pm (marron
foncé) a 1 um (blanc). (b) Image EFM de la méme surface. Echelle X/Y : 10 pm par 10 um. On remarque
que les zones chargées (en marron clair sur I'image EFM) ne correspondent a aucune modification de la
topographie.

2.1.2.5 L’'AFM et la spectroscopie de force

Bien que le travail présenté ici utilise I'AFM coreran outil d'imagerie, il existe une autre
maniéere de faire fonctionner cet instrument, etilidant comme un outil pour caractériser les
forces entre la pointe et la surface un peu commle &it avec un SFA (Surface Force Apparatus).
On appelle ce mode la spectroscopie de force. &’el#t de réaliser une approche puis un retrait de
la pointe en enregistrant la déflexion normale e\ier (Figure 52). On peut alors découper ces
courbes en trois parties. La partie en contactaaigeflexion varie linéairement avec la déformation
du levier (pour un matériau purement élastique)pagdie sans interaction ou la déflexion est nulle
et la partie en interaction sans contact.

La partie en contact permet de caractériser leprigt@s viscoélastiques du matériau
(module d'Young, viscosité). Quant a la partie eteriaction hors contact, elle permet par exemple
pour des surfaces chargées de remonter a la cdargerface, pour des polymeres greffés a la
surface de remonter a la longueur de persistatigeoue des protéines greffées de déterminer le
chemin énergétique de dépliement.

Un nombre croissant d’études utilisent 'AFM dae$te optique pour accéder a la structure
et a la dynamique de biomolécules (Mer&etoll.1999; Janovjalet coll.2008)
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Approche Retrait
Van der Waals e) Adhésion

2

g F(D)=3n-A-R
Electrostatique Force Capillaire
b)
g F(D):4.n.lzg.), GG e—D/}u F(D)=4n+Rycost

s

Extension de Polymére

9)
50.L.kT -2nD/i

F(D)=—53— e = "L N

Elastique Liaison

d) h)

Figure 52 : Courbes d'approche-retrait et types d'i  nteraction pointe-surface

a) Cas idéal ou seule la force de Van der Waals est présente en I'absence d’autres forces. b) Répulsion
électrostatique de double couche observée en solution pour des surfaces chargées. c) Répulsion entropique
liée a aux mouvements thermiques d'une brosse de polymére accrochée sur la surface. d) courbe
d’indentation dans un échantillon élastique. Dans ce cas le point de contact réel correspond a I'endroit ou la
courbe commence a s'infléchir. e€) Force d’adhésion entre la pointe et la surface en l'absence de
contaminants (typiqguement dans le vide). f) force capillaire liée a la présence d'une fine couche d’eau en
surface d’échantillons hydrophiles comme le mica. g) Force liée au dépliement puis au détachement d’'un
polymére accroché a la fois a la pointe et & la surface. h) Force liée au décrochement d'un couple ligand
(associé a la pointe) - récepteur (lié a la surface) comme par exemple le couple biotine-streptavidine.
D’aprés (Heinz et coll. 1999).

_U- kTIn(x/10)

4.6/R . 3/2
5 A

FO* 30-3

F

2.1.3 Artéfacts et limitations de '’AFM en imagerie
2.1.3.1 Dérive thermique et fluage piézo-électrique

La partie active lors du balayage de la surfacelgpgrointe est le scanner en céramique
piézo-électrique PZT (pour Titano-Zirconate de Ploril@ns ce type de céramiques une différence
de potentiel appliquée de part et d’autre de I'étlan induit une dilatation selon ce méme axe.
Cet élément permet de positionner I'échantillomogstdimension par rapport a la pointe avec une
précision de I'ordre du nanométre .
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Figure 53 : Dérive piézoelectrique et déformationd  es images AFM

(a gauche) schéma représentant I'image AFM de topographie d’'une surface formée par une série de motifs
verticaux. (a droite) schéma représentant 'image AFM de topographie de la méme surface en présence
d’une dérive piézoélectrique selon (Ox) allant en s’atténuant. La direction de balayage rapide est (Ox) donc
I'axe lent est (Oy).

Bien que trés précis, ce phénoméne de couplage diftérence de potentiel imposée et
dilatation est un phénomeéne largement non linéatreassez lent. Nous verrons plus bas
'importance de calibrer et de compenser les noédliités du systeme mais avant cela nous allons
considérer I'effet de la température et d’'une chigepotentiel aux bornes de la céramique sur sa
réponse en dilatation.

Le systéme piézo-électrique est trés lent a théseralLes constructeurs considérent que le
temps de mise a température du systeme est supériéweure. Cela veut dire que pendant ce
temps la température de la céramique change. latatidn étant, elle aussi, couplée a la
température on observe une dérive thermique eneXX du systeme piézo. Il est donc nécessaire
d’attendre au moins une heure de balayage pour desiéchelles X,Y et Z correctes.

De la méme maniere I'application d’'un forte rampetehsion lors d'un changement de zone
par exemple conduit & une réponse assez lentéofdecl de la minute pour une centaine de volts).
Ceci entraine que lors d'un déplacement en X-Ysilreécessaire d’attendre au moins une minute
avant d’obtenir des échelles X et Y correctes. IDaises conduisent a rallonger fortement la durée
des expériences.

2.1.3.2 Non-linéarité piézo-électrique et couplagé-Y-Z

v

ou ‘k - . - .
== = Courbe idéalisée

Courbe réelle point

d'étalonnage

mesuré

N vy

réel

Figure 54 : Etalonnage de la mesure en Z et non-lin  éarité

Dans le cas idéal (en bleu) la mesure d’'un seul point d’étalonnage (en vert) permet de connaitre la relation
entre V (0U Znesurs) €t Ziee. Néanmoins la présence de non-linéarité (en rouge) et de couplage entre Z,X et Y
conduit a la nécessité d’'un étalonnage pour plusieurs valeurs de V et différentes orientations de balayage.
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La réponse en tension du tube piézo-électriquaa@siinéaire et il existe un couplage entre
les déformations dans les différentes directionsotire, la céramique étant susceptible de vieillir
(fluage) il convient de déterminer les parametrescduplages entre V, X, Y et Z régulierement.
Pour ce faire, on calibre 'AFM en balayant un éthion-test (une grille de calibration) selon
différentes directions de balayage (Figure 54) e@uléduit les valeurs de ces couplages.

2.1.3.3 Résolution en X,Y

La résolution latérale de 'AFM n’est pas imposée lg systéme piézo ou I'électronique du
systeme mais par la pointe elle-méme. En effet, cefemmontre la Figure 55 il est impossible
pour la pointe d’accéder a certaines zones dediédlon. Il en résulte un élargissement apparent
des objets et une déformation des zones fortenoembées.

Considérons la pointe comme une boule de rayomonté au sommet d'un céne de demi-
angle 8(Figure 59. En cherchant le contact entre cette pointe ethjat @e hauteuh on peut
monter que I'élargissementvaut :

Si h> R1-sin@), w= R+ (k- Rtan@
. i _ h 2
Si h> R1l-sin@), w= Ry & (1—%)
A.N.: Si I'on considére que&?=20° et R=3 nm, on a dans le cas de I'ADN, h =2 atndonc
w = 2.8 nm. Pour le NCP, h=5.5 nm, donc w = 3 nmi{ saa diametre apparent de 17 nm, ce qui

correspond comme nous le verrons dans la partiel&@ dimension mesurée expérimentalement
pour un nucléosome.

\ h

pointe AFM

profil AFM

profil original

Figure 55 : Dilatation par la pointe AFM et élargis  sement des objets

Le balayage de la pointe AFM conduit & un élargissement apparent 2w des objets visualisés. On peut le
déterminer en cherchant le point de contact entre le profil réel et la pointe, modélisée ici par une sphére de
rayon R, montée sur un cone de demi-ouverture 6.

Nous verrons dans la partie ‘2.2.Analyse d'imaggse I'on peut rapprocher ce phénomene
de celui de dilatation morphologique et que cefiération est non inversible. La résolution de
'AFM dans notre cas est donc a peut prés le ray@ra pointe soit 3 nm pour un événement
unique.
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2.1.3.4 Résolutionen Z

Pour estimer la résolution en Z de notre systémeyeut penser tout d’abord a deux types
de bruits principaux : le bruit de photons sur é&edteur a 4 quadrants et le bruit thermique du
levier.

Pour estimer le premier, considérons I'étude demBotet coll en 1992 (Putmaset coll.
1992). SoitNi: le nombre de photons recus par le détecteur ensenende et t le temps
d’acquisition. Pour un faisceau laser de diamBgdocalisé par une lentille de focaleon a un
diamétre apparent du faiscedyq  tel que : D, =4Af /77D,. Un déplacement de I'extrémité du
micro-levier d’'une hauteurdz entraine une rotation du micro-levier et donc iguye un
déplacement du spot sur le détecteur d’'une distAsctelle que :As=2fAz/|. Finalement en
tenant compte du caractére gaussien du faisceaudomc une variation du nombre de photon sur
détecteuAN et un rapport signal sur bruit SNR tels que :

AN =tN,,2V/ 277%%
et sNR=—2N_ = gy, 2o B2

tot I A
A.N : En calculant cette valeur avec les parametres dassdes détecteurs et des lasers utilisés il
ont montré qu’on aboutit & une amplitude de brudighe de Aus- 0.1 A

Une autre source de bruit est la réponse du m&nesl au bruit thermique. Loin d’étre
négligeable le bruit thermique devient importantipdes leviers tres fins. Si I'on considére le
mouvement global du levier soumis a [I'agitation rthigue on peut appliquer le théoréme
d’équipartition de I'énergie. Selon ce théoremeqgeieadegré de liberté du systeme d’un systeme a
température T correspond a une énergie de kTosiconsidére que le levier peut étre assimilé a un
pendule simple il y a équipartition de I'’énergiel@&mergie cinétique et I'énergie potentielle. On a
donc :

v k[z) =k T et Ays </ 2k T/k

Pour les raideurs utilisées en AFM ce type de kesitprépondérant d’'un ordre de grandeur par
rapport au bruit précédemment cité. En effet,

AN.: Pour k~1N/m, Aus~ 1 A

Méme s'il est possible de vérifier cette valeurtdait sur des échantillons atomiquement
plats cette limite est inatteignable pour des éthams de biomolécules. En effet, dans ce cas |l
faut prendre en compte différents facteurs comnieué thermique des biomolécules elles-mémes
et les propriétés viscoélastiques tres différeatare différentes zones de I'image. En effet, comme
nous I'avons vu dans le mode contact intermittentprme du pic de résonance est tres dépendante
des propriétés locales de I'échantillon. En coneége, lorsque la pointe de 'AFM passe d’'une
zone tres rigide/peu adhésive a une zone tres fadiiésive la réponse fréquentielle du levier
change. Sans rentrer dans les détails, on peutrenanie 'AFM a tendance dans ce cas a sous-
estimer la hauteur des parties molles par rappopaaties dures, a surestimer la hauteur des objets
adhérents a la pointe, ou encore a sous-estimgulalr des objets chargés de la méme maniere que
la pointe (Van Nooret coll.1997; Kuhleet coll. 1998; Pickeringet coll.1998; Jamest coll.2001;
Moreno-Herrercet coll.2003) (Figure 56). Ceci a pour conséquence dame nas de sous estimer
la hauteur de 'ADNgei= 2 Nm,hapm~ 0.6 Nm ou celle du nucléosommgs = 5.5 nm hagv~ 2 Nm.
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Figure 56 : Contraste AFM et amplitude de l'oscilla  tion

Images AFM de topographie d’ADN. Echelle X/Y . Echelle Z : de 0 nm (noir) a nm. Du haut vers le bas de
'image effet de la diminution de I'amplitude de consigne (et donc de I'augmentation de la force d’interaction
pointe-surface) sur le contraste de I'image AFM de topographie. On remarque une inversion du contraste
entre le haut et le bas de I'image due a la présence d'un phénomene d’adhésion pointe-surface. Cette
interaction spécifique induit un retard de phase lors de I'oscillation et conduit & une mauvaise évaluation des
hauteurs par le contréleur AFM. (Van Noort et coll. 1997)

Les mesures faites en AFM sur des biomolécules sil&so sont donc tres précises de
maniére relative mais souvent complexes a intexpréd¢ maniére absolue. Dans notre cas nous
eviterons donc d’interpréter la valeur absolueltageurs observées

2.2 Analyse d'images et AFM

Le traitement automatisé des images issues du scgpe a force atomique permet de traiter
une grande quantité de données (jusqu’a 300 impgesérie dans notre cas soit plus de 1500
mono-nucléosomes) dans un temps relativement reti (6 heures de traitement par série sur un
PC de bureau classique). Elle permet aussi de erdesrparametres d'intéréts par une méthode qui
ne dépend pas de I'eeil de I'expérimentateur. Getfenique est néanmoins plus lourde car il faut
prévoir a priori tous les cas susceptibles d'apparéors de l'analyse des images et plus sujet a
artefacts car l'utilisateur n'intervient qu'au déamuts de la chaine. Des études précédentes ont par
exemple extrait d'images AFM (mais de maniere sammatique) la trajectoire de molécules
d'ADN absorbées sur du mica (Rivetdticoll.2001).

Nous avons choisi, pour cette étude, de traiteimages de maniére totalement automatisée
et en ayant le moins possible de pré-requis sstrigcture du nucléosome. C'est pourquoi, nous
avons utilisé des outils robustes basés sur l'aealorphologique. lls nous ont permis de
sélectionner les objets a considérer et de meteuwes parametres d'intéréts en ne se donnant que
des critéres de taille et d'aire et sans introdigréiais liés au faible nombre de pixels en jeu.

Dans cette section, nous allons tout d’abord ptésdes bases de I'analyse morphologique
puis nous détaillerons les programmes dévelopg#ata de ces outils. Je tiens a préciser a cette
occasion, que les outils et le travail présentésomt été initialement développés avec l'aide
précieuse de Philippe St-Jean.
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2.2.1 Les outils morphologiques

L'analyse morphologique est une méthodologie deetnent d'image née en France dans les
années 60 et de plus en plus utilisée depuis Besrd 1983; Matheron 1988; Serra 1988; Soille
1999). Elle est aujourd’hui largement acceptée cemne boite a outils trés utile avec un nombre
varié d'algorithmes comme la segmentation, la neassance de forme ou la mesure de distances
complexes et dans des domaines tels que la médéeinsonars, la robotique, la reconnaissance
d'empreintes digitales ou encore la compressionages (Gonzalest coll. 1987). A priori toute
application s'intéressant a des images partageasnsemble bien défini de caractéristiques (par
exemple la taille et la forme de l'objet a déteatst une bonne candidate pour cette méthodologie.

L'approche morphologique consiste a considérerionage binaire ou en nuance de gris
comme un relief topographique ce qui en fait lahndée d'analyse naturelle pour les images AFM.
Les opérateurs morphologiques permettent ensuiteadtifier ces surfaces dans le domaine spatial
en utilisant des sondes appelées éléments strugt(ifggure 57). A partir des opérations de bases
que sont I'érosion et la dilatation on peut alamsstruire des opérateurs plus complexes comme la
fermeture (dilatation puis érosion) ou l'ouvert(geosion puis dilatation). Ces outils permettent de
travailler en paralléle sur plusieurs objets etaddiéviter les boucles dans les algorithmes d'ou un
gain de temps important. La suite ce chapitre ptésdans le cas d'une image binaire puis en
nuance de gris comment construire et utiliser p&sateurs morphologiques du plus simple au plus
complexe.

image en nuances de gris

représentation 3D & aprés transformation morphologique

érosion/rabotage

image en nuance de gris transformée

Figure 57 : L'érosion morphologique vue comme une m odification de la topographie
Dans le cadre de I'analyse morphologique, on peut représenter les opérations sur I'image comme des
opérations de modification de la topographie de la surface associée. Ainsi, I'érosion peut étre vue comme
I'action d’un outil rabotant la surface de I'objet.
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2.2.1.1 Les éléments structurants, I'image binaire

Avant de parler des opérateurs en tant que telss atbons définir les objets étudiés (Figure
58) : le pixel, 'image, I'objet binaire et la sendtilisé i.e. I'élément structurant.

Les images AFM sont formées de pixels carrés fotrnanmaillage carré lui aussi. Deux
pixels de l'image seront considérés comme connéategu’ils ont un coté en commun (pour la
connectivité 4) ou lorsqu'ils ont soit un coté emmeun soit un sommet en commun (pour la
connectivité 8).

Formellement, on appelle image binaire | la tramsfttion d'un sous-ensemble @& (de

forme carrée et de N pixels dans le cas des imaded) vers {O.J}N. On peut donc voir
simplement une image binaire comme une fonctioaatéristique ou masque qui définit quelles
sont les zones d'intéréts de I'image (0 = ‘hortadmne d'intérét’, 1 = ‘dans la zone d'intérédyu

point de vue de l'analyse morphologique on verra iamage binaire comme une surface a deux
niveaux (0 pour le fond et 1 pour les zones élevaexlifiable par les opérateurs qui vont jouer le
réle de terrassiers en la modifiant. L'objet bieast un sous-ensemble compact ou « connecté » de
Z? dont la valeur par I'application | vaut 1 en tquaint. L'image peut donc aussi étre vue comme
une collection d'objets binaires disjoints.
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Figure 58 : Image, objet binaire et connectivité
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On appelle élément structurant un sous-ensembleZ généralement petit par rapport a la
taille de I'image | a traiter et de forme relativearhsimple (un carré ou un disque par exemple) que
I'on translate sur l'image | et dont la relatiom@Vimage | est étudiée en chaque point. A chaque
position de I'élément structurant, on regarde@ithe ou s'il est inclus dans I'ensemble inittl.
fonction de la réponse, on construit un ensemblsodiée. On obtient ainsi des opérateurs de base
qui sont relativement intuitifs.

2.2.1.2 La translation
SoitB, sous-ensemble @, on appeller®, la translation d® au pointx deZ?i.e. :
By = {b+x| bJ§

Comme illustré sur la Figure 59, la translatioh s opération simple qui nous sera utile
pour définir 'opération morphologique de dilation.

Figure 59 : Translation morphologique

2.2.1.3 La dilatation

AppelonsA un objet binaire de | & un élément structuranB (est largement plus petit que
A). On appelle dilatation d& par B la transformation d'un sous-ensembleZdedans un sous-
ensemble d&? qui associe & |'objet binaireAg;ae défini tel que :

Avilate = [XDZZ | AN B ¢D]

Un formalisme utile introduit par Minkowski en 19@&rmet de présenter cette opération de
maniere compacte méme si elle est moins intuiBeton sa définition, la dilatation est une addition
sans translation telle que pour des éléments gtards symétriques par rapport a l'origine, on a:

Aviae = A0 B ={x+b | xOA bd B

Comme les éléments structurants que nous allohseatsont des disques nous ferons donc notre
cette notation.
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La dilatation par un disque a pour effet d’augmeidetaille des objets selon la taille du
disque, de relier entre elles les composantes psoehde boucher les petits trous (plus petits que
I'élément structurant) (Figure 60). Nous verronssgdbin que, dans le cas en nuances de gris, cette
opération correspond formellement a l'action réalipar une pointe AFM lorsqu'elle balaye un
échantillon, sa taille fine ne lui permettant pasdécrire la surface a une échelle plus petitelaue
taille de la pointe.

2.2.1.4 L'érosion

De la méme maniere, appeloAsun objet binaire de | é8 un élément structuranB (est
largement plus petit qu&). On appelle érosion la transformation d'un smsemble d&?dans un
sous-ensemble d&° qui associe & I'objet binaireAsoqe défini tel que :

Asrode = {XDZZ | B¢ O 4

Figure 60 : Erosion et dilatation morphologiques

A l'opposé de la dilatation, I'érosion est donc goastraction (de Minkowski) et pour les
éléments structurants symétriques par rapportigifie on a

Peods = AO@ B = {x [ObO B, x b0 A

L'érosion par un disque a les effets suivants (Fedi0): I'objet est diminué selon la taille de
I'élément structurant, les composantes connexéslgjet plus petites que I'élément structurant sont
supprimées, les parties des objets reliées pak tsmes » plus fins que I'élément structurant son
déconnectées. D'un point de vue morphologiquénfiéht structurant creuse les plateaux formés
par les objets binaires comme pourrait le faireralbot en enlevant les points du contour qu'il
touche.

2.2.1.5 La fermeture et I'ouverture

BN

L'érosion et la dilatation sont les deux opératedesbase a partir desquels nous allons
maintenant construire les outils utilisés pour eanalyse d'image. Considérons tout d'abord les
opérateurs d'ouverture et de fermeture.
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Figure 61 : Ouverture et fermeture morphologiques

Soit | un élément structurant et | un objet binaire

Awerr = (AG B)D B
Aferme = (AUB)O B

La fermeture permet de joindre des parties dedtatistant de moins de la taille de B. Néanmoins
elle n'augmente pas l'aire de I'objet. Nous lsgilons donc pour « lisser » le contour de nos ®bjet
binaires aprés seuillage.

2.2.1.6 La distance et dilatation géodésique

L'approche morphologique permet également de medesedistances. Sokt et A’ (avecA
[0 A") deux objets binaires & un objet structurant. Nous allons calculer le cimela plus court
d'un point du contour de A a un point quelconquéddénhors deA). La distance ainsi définie est
nommeée distance géodésique car elle est contiaunteespacA’.

Considérons tout d'abord la dilatationAlparB a l'intérieur déA' ou dilatation géodésique
Avilate géodésique = (ADO B)N A

Si I'on choisitA d'une taille suffisamment petite, la dilatatiorodésique revient exactement
a une dilatation simple. Néanmoins pour des objetai des €léments structuramsde grande
taille, on voit que la dilatation va étre en que&morte rectifiée par l'intersection av'c Le front
de la dilatation est contraint de se propager danguide d'onde défini pak'. Si I'on itére cet
opérateur tout se passe comme si on propagearoohd'onde a partir du contour dejusqu'au
contour deA'. Le nombre d'itérations nécessaire pour atteindrngoint donné dA' hors deA est en
guelque sorte le temps mis par ce front pour atteife point en question.

En pratique, on calcule cette distance en chaqurt geA' n non(A4). Pour ce faire, on itére
la dilatation géodésique a partir Agusqu'a ce que chaque point du contouAdait rencontré le
front de dilatation (idempotence de l'opérationdit S le nombre d'itérations nécessaires pour
atteindre cet objectif et sok un point deA' hors deA, on peut alors montrer que la distance
géodésique deaA vaut :
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Figure 62 : Dilatation et distances géodésiques

Nous utiliserons cette distance géodésique pourumaedes distances a lintérieur du
nucléosome en faisant une approximation pseudadgermhe (Serra 1983).

d finate = (\/E —Dldy + (2+ﬁ)[d8

oud, est la distance géodésique en connexitédd atlle en connexité 8.

2.2.1.7 Le squelette, la transformation tout ou riert I'amincissement

Une autre opération que l'on peut effectuer a pakéis opérateurs morphologiques est
I'extraction du squelette d'un objet. Formelleméngsquelette d’'un objet binaire est 'ensemble des
centres des boules ouvertes maximales incluses agansbjet. Plus simplement, on peut aussi le
définir comme une représentation simplifiee dejdéblde départ que I'on souhaite intuitivement
compacte (lignes fines centrées), homotopique lddtade départ (méme nombre de composantes
connexes et méme nombre de trous), et inversitdasDe cas d'images discrétisées, la propriété
d'inversibilité doit néanmoins étre abandonnée. denqui nous concerne, la squelettisation
permettra de déterminer la courbe passant au ndbswbras ADN de nos mono-nucléosomes avec
une tres bonne précision et sans dépendre desspietégularités du contour de I'objet.

Du fait de ces propriétés, la squelettisation pémeecompenser les effets de la dilatation
par la pointe de I'AFM, elle résout en effet poes abjets simples le probleme inverse de cette
opération. Différentes méthodes permettent d'obtiensquelette d'un objet binaire donné. Nous
présentons pour exemple la plus simple qui utliseansformation en tout ou rien (ou 'hit or miss
transform’).

Soit A un objet binaire de | & etB' deux éléments structurants. La transformatiort@ut *
ou rien’ est la transformation d'un sous-ensemel&°dlans un sous-ensemble déqui &A associe
Atout ou r|endéf|n| tel que

Aout ou rien= AOB n nor( A© B
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L'opérateur d'amincissement est alors défini par :
Aaminci = A~ Aout ou rier

Un choix idoine d'éléments structurants permeti &lféplucher’ I'objet a chaque itération de
cet opérateur qui, a la différence de I'érosiorsaéermine pas a terme par une disparition dgt'ob
de départ mais I'obtention d'un objet d'épaissaitaite ayant le méme nombre de trous que I'objet
de départ mais qui peut étre branché (Figure 63).

M
L

iginal

Figure 63 : Squelette et amincissement

L'obtention du squelette de I'objet Aqigina PEUL étre réalisée par différentes méthodes. Dans la version la plus
simple on utilise I'opération de tout ou rien qui conduit & au squelette Aggueietie simpie.: COMMe on le voit ce type
de méthode ne respecte pas la propriété de médianité aux extrémités de I'objet. Tout se passe comme si on
avait créé des bras parasites. Dans notre cas ceci peut conduire a des erreurs dans la détermination du
squelette des bras ADN des nucléosomes et par conséquent dans la détermination de leur longueur. Nous
utilisons donc un algorithme plus robuste d’amincissement nous permettant comme le montre le squelette
Asquelette optimiss € conserver parfaitement la forme de I'objet.

Ce type d'algorithme n'est pas assez pas assesteopour le traitement de données
biologiques pour lesquelles le bruit de mesureirgortant. On peut citer deux inconvénients
majeurs : l'algorithme a une grande sensibilité lauit sur la forme du contour (chaque
protubérance du contour donne lieu a branchemeasipa) et il ne nous assure pas dans tous les
cas que le squelette trouvé représente la ligneamédie I'objet. C’est pourquoi nous avons, dans
la suite de ce travail, utilisé un autre algorithdéveloppé par (Laret coll. 1992) et basé sur le
méme procédé que I'opérateur d'amincissement. i8atrer dans le détail, cet algorithme favorise
certaines directions ce qui permet de réduire lmbre de branchements parasites. Il existe une
large littérature sur I'obtention de squelette & @ 3D, des méthodes plus complexes comme
I'utilisation d'un champ de distance ou les métlmdéométriques (pour revue : (Corratacoll.
2007)) permettraient d’obtenir une résolution sikepet d’éviter totalement les bras parasites.
Néanmoins comme nous le verrons par la suite kaseald'image utilisant l'algorithme
d’amincissement optimisé suffit pour obtenir uneeer bien plus faible que les autres sources de
bruit lié & la physique du nucléosome.
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2.2.1.8 Segmentation et morphologie

Considérons une image | en nuances de gris (osuwnfigce du point morphologique) dans
laguelle nous souhaitons séparer des objets du fintbn suppose que les objets sont plus hauts
que le bruit, la technique la plus simple et ddheecher quels sont les pixels correspondants. Pour
ce faire, on fixe un seuil et on cherche les pixigst la valeur est supérieure. Ce type de seaillag
est peu efficace, il nécessite un bruit faible ttredance a sous estime la taille des objets. seut
donc généralement un seuillage dynamique. Nougpi@ss ici le seuillage a hystérésis (Figure 64)
car il utilise des outils morphologiques présemé&zedemment.

AR h seuillage simple
o 0
T objeten
nuancede gris|]  foofeviienes N v s
:. selil, s (1 appés un
seuillage simple 0 >
X
fe—> |—
h A seuillage a hystérésis
T @
— Seu” bas’ Sbas N ap'ras un‘ : -------------------------------- ShGUt
seuillagea ]
seuil haut, s, - hystérésis | 1 | fofe b, Spas
0 A
»
—— "

Figure 64 : Seuillage simple et seuillage a hystére  sis

(1) Lors d'un seuillage simple on ne conserve que les parties de I'objet plus hautes que le seuil s sans
prendre en compte la connection de ces zones entre elles. Ceci conduit en général a sous-estimer la taille
de I'objet et a séparer des parties connectées. (2) A I'opposé un seuillage dynamique comme le seuillage a
hystérésis comporte deux seuils Spayt €t Spas QUi permettent une tolérance plus grande dans les pixels a
conserver en fonction de leur environnement local.

Le seuillage a hystérésis est une seuillage a de@auxshaut €t Shas LES pixels ayant une
valeur plus grande qusau SONt conservés et appelés des pixels ‘forts’ piesls dont la valeur est
plus basse quegs sont rejetés et appelés des pixels ‘faibles’. digtses pixels sont appelés pixels
‘candidats’.

Le but de ce filtre est de déterminer quels sootiges de pixels ‘candidats' connectés entre
eux qui sont connectés a des pixels ‘forts’. Cetgp seuillage fait I'nypotheése que les objets que
nous souhaitons séparer du fond sont plus hautssguemais ont des parties plus basses qui
s’étendent jusqu’das

Ce type de seuillage dynamique présente plusieanstages par rapport a un filtre simple :
on décrit mieux les objets car le seuil bas perg e I'ordre du bruit et on est beaucoup plus
sélectif car le seuil haut peut étre beaucoup Ipdus que le bruit.
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Il existe bien d'autres techniques de segmentgimur des objets plus bas que le bruit
(Phamet coll.2000) , elles nécessitent néanmoins de connaitneadére plus précise la forme des
objets recherches et correspondent dans notrewragan de précision tres réduit.

2.2.1.9 L'AFM, une dilatation en nuance de gris

Comme nous I'avons vu lors de la présentation AEM, un certain nombre de régions de
la surface de I'échantillon sont inaccessibles @date de 'AFM. En fait, on peut aussi voir
'opération de balayage AFM comme une dilatationnelance de gris. Tout se passe comme Si
'image AFM était la dilaté de I'image initiale pdélément structurant 3D qu’est la pointe AFM
(Figure 49). Il est donc possible de simuler I'effe cette dilatation sur une surface connue. Ceci
nous permettra par exemple d’estimer le rayon debcwe finale de notre pointe.

On peut alors se demander s'il est possible deudésde probléme inverse qui consiste a
calculer la surface initiale a partir de I'imagéatie. Si I'on considére la pointe AFM comme un
objet structurant 3D supposé connu peut-on résdedpeobléme inverse par I'érosion de I'image
AFM ? Malheureusement, la dilatation est un phémamon linéaire et non injectif (deux objets
différents pourront avoir des dilatés semblablBghc I'érosion en nuance de gris n'est pas la
transformation inverse de la dilatation en nuaregns.

Néanmoins, il existe des algorithmes permettanstuiieer la forme de la pointe et quelles
sont les zones de I'image que la pointe ne peeindite (Villarrubia 1997; Horcast coll.2007).

2.2.2 Pré-traitements

2.2.2.1 Aplatissements

Les images AFM sont sujettes, comme présenté d@asedtion 2.1, a un certain nombre
d'artefacts récurrents dont le fluage thermiquéadegramique piezo-éléctrique. L'impact de cette
déformation, qui est inévitable sur les images A8t une dérive ed de I'image: tout se passe
comme si la hautewt était modulée dans la direction lente du balay#geerticale sur la Figure
65).

Pour s'en affranchir, on utilise des algorithmepldtissements. La version la plus simple de
cette opération est de soustraire a chaque lignkindage (i.e. I'axe rapide) la moyenne ou la
médiane du profil selon cette direction. Ce calesl simple et trés rapide mais nécessite que
I'image comporte peu d'objets et que la hauteuobggts déposés soit faible pour que la moyenne
du fond soit bien définie.

Typiquement si nos objets sadtdemi-ellipsoides de révolution de demi grand axet de
demi petit axeb, la sectionS de ces demi-ellipsoides paralléle a I'axe raptdeassant par leur
sommet sont des demi-ellipses 'posées' sur une tigrbase de longuelhN*R. La moyenne de ce
signal est donc :

1 (- 1 N Or[alb
usz S(% dx=I(0+N DTEBE%)zT

Dans notre cak = 1 pm,a ~ 10nm,b = 5nm,N ~ 5 par ligne, d'ou ~ 0,5 nm. L'ADN
faisant pour mémoire 2 nm de diametre, on voitlgresur sur la détermination de la moyenne par
cette méthode n'est pas du tout négligeable paoraga la hauteur de nos objets
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Figure 65 : Aplatissement des images AFM
(a) image AFM brute de mono-nucléosomes positionnés. Images de 500 x 500 nm. Echelle Z : de 0 (bleu
foncé) a 1.5nm (rouge). (b) La méme image AFM aprés aplatissement sous condition de hauteur. La
direction lente du balayage est la direction verticale.

Du fait de la faible rugosité de la surface (RMSL,4 A) et du nombre peu important
d'objets par ligne (de 1 a 5 selon les cas) ikesfait possible de retirer les objets du calculade
moyenne (Figure 65). Cet aplatissement sous conditile hauteur permet alors d'éviter le biais sur
la moyenne mais il faut alors déterminer un seailtallle au-dela duquel rejeter les objets. Ceci
nécessite d'avoir une surface trés propre et degsodbe taille reproductible. Heureusement, dans
notre cas la structure du nucléosome et celle AlBN' sont extrémement reproductibles d'une
expérience a l'autre.

2.2.2.2 Sur-échantillonnage

Ensuite nous sur-échantillonnons deux fois les esa§FM par une interpolation 2D
utilisant des polyndmes cubiques. Cette opératimugmente pas la quantité dinformation
présente dans l'image mais conduit a une image odamt plus de pixels ce qui permettra
d’utiliser les outils morphologiques de manieresptabuste et plus lisse que I'image initiale ce qui
évite en particulier les effets de pointes lors seggmentations. Elle revient a utiliser un filteespe-
bas de fréquendg/2 oufy = /N etN = 512est la largeur en pixels de I'image carrée initiale

2.2.3 Analyse des mono-nucléosomes

Pour chaque image, apres avoir réalisé les pr&tnants précédents nous avons mesuré les
parametres d'intéréts en utilisant le protocoleasui (Figure 66):

|- Sélection des objets d'intéréts

1 — Seuillage de I'image initialeng au-dessus du fond img_th(Figure 66b)

2 — Fermeture de l'image seuiliégy_thet enlevements des épines

3 — Sélection des objets binairesimg_thd'une aire supérieureaain et inférieuras,p(Figure 66c¢)
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4 — Seuillage de I'image au-dessus de 'ADNmg_nuc(Figure 66d)
5 — Fermeture de l'image seuilié®y_nucet enlévements des épines

6 — Dilatation géodésique des objets idey_nuc dansimg_th (seuillage par hystérésis).
img_with_nuc

7 — Vérification du nombre de NCPs par mono-nuaéwns (Figure 66e).

Figure 66 : Etapes de la sélection des objets d'int ~ éréts

(a) image topographique aprés pré-traitements (img) (b) image binaire apres seuillage de hauteur au-dessus
du fond et avant seuillage d’aire (img_th) (c) image binaire aprés seuillage d’aire (img_th) (d) image binaire
aprés seuillage de hauteur au-dessus de I’ADN (img_nuc) (e) Image topographique des nucleosomes
candidats apreés le seuillage par hystérésis (img_with_nucleosome ximg)
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[I- Extraction des paramétres
8 — Calcul du centroide des NCPimg_centroid

9 — Calcul d'une carte de distances géodésiquestia ges centroides et a l'intérieur idey_th
(Figure 68b)

10 — Squelettisation deng_th(Figure 68d)
11 — Détermination des extrémités des bras (FiG8cg
12 — Calcul de la longueur des bras (Figure 68e)

13 — Elimination des bras parasites par dilatag@odésique
14 — Détermination de l'aire et du volume des NdkRe nucléosomes

Nous allons maintenant développer certains de aies$spet leur intérét pour notre analyse.

2.2.3.1 Sélection des objets d'intéréts

La premiére série d'étapes (de 1 a 7) présentée®us conduit de l'image brute a la
localisation sur ces images des mono-nucléoson@ds prétre analysés (Figure 66). Il convient
donc de segmenter I'image c.-a-d. créer différecitesses de pixels. A partir de I'image AFM nous
allons construire des masques (c.-a-d. des imagegéds) correspondants a différentes propriétés
locales (par exemple le masque des mono-nucléosdenegasque des NCPs, ...). Lintérét de ce
codage est que nous pouvons facilement combineprgsiétés en cherchant lintersection ou
'union des masques. Certains sont crées par uitlaggusimple (commemg_th et img_nug,
d’autres par un seuillage a deux niveaux ou segailla hystérésis, d'autres encore par I'érosion
ultime d'un autre masqueng_centroidg. Dans tous les cas, I'enjeu principal de cettgnemtation
est de construire des masques le plus précis p@ssartir de I'image issue de I'AFM. Un autre but
de cette analyse est de travailler autant que &@rpeut sur une image entiére en traitant tous les
nucleosomes en méme temps pour acceélérer le teengedalil.

Comme expliqué plus haut, la segmentation commeuocaine image lissée puisque sur-
échantillonnée deux fois. Ceci nous permet d'éwtataines erreurs de calcul dues a un faible
nombre de pixels dans l'objet binaire considéré é@mple des mesures d'aires), de réduire le
nombre d'épines de l'image qui seront a l'origitaaitdnt de faux bras lors de la squelettisation
(Figure 67 et cf. section 2.2.1.7), mais ralemitdmps de calcul d'un facteur 2 environ.

0/ 000
0 0/1/0
01/ 0/0
1/1/0/0

Figure 67 : Exemple de pixel formant une épine
On appelle épine un pixel (en rouge) connecté a un objet binaire (en gras et en noir) uniquement par un seul

pixel en diagonale de celui-ci. Autrement dit c’est un pixel connecté en connexité 8 mais isolé en connexité
4,

Les premieres étapes de la segmentation sont éestanproduire deux masquasg_thet
img_nug qui correspondent respectivement aux pixels paug que le fond et aux pixels plus haut
que I'ADN. lls sont produits par seuillage simpléspfermeture. La détermination des seuils est
réalisée, d'une part en analysant I'histogrammddeteurs pour une image AFM de fond seul (AP-
Mica, voir section 2.3.3) et d'autre part en aratysune image AFM de molécules d’ADN de la
méme taille, déposées sur la méme surface. En,opter éviter de sélectionner des di-
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nucléosomes (correspondant a deux mono-nucléosl@sesur la surface) ou des histones libres
nous ne sélectionnons simg_th que les objets binaires ayant une aire comprise dme
fourchette prédéterminée. Cette fourchette est, dtendu, dépendante de la longueur du fragment
d'ADN utilisée. Nous la déterminons en observanglgjsont les nucleosomes rejetés lors de
I'analyse et en vérifiant aprés coup que la distitim d'aire des nucleosomes analysés n'est pas
coupée. De méme, pour éviter de sélectionner d@sodnes dansng_nucnous choisissons en fait

un seuil supérieur a la hauteur du tétrasome et mauifions sur la distribution de longueur
complexée finale.

A partir de ces deux masques nous créons ensuiteasgue des objets plus hauts que la
SAM et ayant une partie plus haute que I'ADN ce spra en fait le masque des nucléosomes a
analyser iftng_with_nug. Pour ce faire nous réalisons un seuillage aéngsis a partir d'une
dilatation géodésique (cf. section 2.2.1.6) eg nuc dans img_th Nous terminons cette
segmentation en vérifiant que les mono-nucléososéésctionnés ne comporte qu'un seul NCP
c’est a dire que chaque objet binaireimig_with_nuca une intersection avec seul objet binaire de
img_nuc

2.2.3.2 Extraction des parametres et résolution da Iméthode

Dans une premiéere étape nous réalisons une érdsiomsque des NCHMg_nug jusqu’a

ce que chaque NCP ne corresponde plus qu'a un. piodljet structurant utilisé possédant une
symétrie centrale, on peut montrer (Gonzatesoll. 1987) que ce pixel est le barycentre de I'objet
binaire initial. Il représente donc le centroide NGP de départ. Du fait du nombre de pixels
important dans chaque objet binaire représentaNtdP et du fait du sur-échantillonnage lors du
pré-traitement la précision sur son positionnenadhihtérieur du masque est de 1 pixel soit ~ 3 pb.
Nous verrons pour I'étude des oligosomes que I'ent pbtenir un positionnement sub-pixel en
calculant la moyenne des points présents dans sgueaNéanmoins étant données les étapes qui
suivent, ce type d’algorithme n’était pas utile slae cas-ci.

Nous calculons ensuite une carte des distances@nt®ide en restant contraint au masque
img_with_nug(Figure 68b). Comme expligué plus haut une dilatatiéodésique est un bon outil
pour cette étape. Ceci nous permet également hltea en paralléle sur tous les nucléosomes.

Nous réalisons alors une squelettisationndg with_nucpour les pixels ayant une distance
géodésique au centroide supérieure a 8 nm. Ceignteat exclure les NCP (Figure 68c) et a
chercher uniquement le squelette c’'est a dire labsomédiane des bras libres des nucléosomes
(Figure 68d).

Nous cherchons alors tous les bouts de ces sgegel@tpar mono-nucléosomes). Pour ce
faire nous recherchons leurs épines.

Nous déterminons ensuite pour chacun leur distgodésique au centroide. Pour éliminer
les faux bras produits lors de la squelettisatimus réalisons une dilatation géodésique en nuance
de gris a partir des bouts auxquels nous avoribugtieur distance au centroide. Ceci revient a ne
garder pour chaque bras que le bout ayant la distggéodésique au centre la plus grande. Cette
méthode est efficace car on a, dans les étapeddates, tout fait pour réduire le nombre d’épines
sur le contour et donc le nombre de bras abereqmés squelettisation.

Enfin nous classons pour chaque nucléosome les distances obtenuek, etL. qui sont
respectivement la longueur du bras le plus longadbhgueur du bras le plus court du mono-
nucléosome. Comme il nous est impossible de saugile est I'orientation sous-jacente de la
séquence c’est a dire 'orientation 3’-5’ nous menmns pas déterminer quel est le bras 3’ et quel
est le bras 5'. Formellement ceci revient a liex deux distances qui ne sont alors plus comme nous
le verrons des paramétres indépendants.
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Figure 68 : Etapes de l'extraction des paramétres d  'intéréts

(a) zoom de img_with_nuc. (b) carte de distance géodésique au centroide du NCP (en mauve). (c) exclusion
du NCP (en pointillé mauve). (d) squelettisation des bras (en jaune). () mesure de la longueur des bras en
appliquant la carte de distance aux squelettes des bras.

Puis nous calculong,, la longueur d’ADN complexée par le nucléosomédlleta position
de la dyade par rapport au milieu de la séquendd par :

Le =Ltot - L+ - L

L, - L

AL =
et 2

La perte d’information sur 'orientation de la ségue impose dans ce cas gliesoit une valeur
positive.

Essayons maintenant de déterminer en ordre de emarglielle est la résolution de cet
algorithme. La position du centroide est détermiaée nm prés de méme que celle du bout des
bras. Si I'on considére que ces variables sontaworélées. La longueur de chaque bras est donc
déterminée a ~ 1.44 pixel. Ce qui revient a dire urésolution minimum sur. et AL est de
~ 3 pixels soit 9 pb. Néanmoins nous allons tirearndage du fait que nous travaillons sur des
molécules uniques. En effet, cette résolution ebe ®btenue pour un événement unique alors que
la résolution finale est celle sur la déterminatit@s maxima de ces distributions. En fait si nous
visualisons exactement la méme structure (c.-aads chotre cas un nucléosome dans la méme
configuration) les distributions de et AL seront des gaussiennes (théoreme de la limiteadent
centrées surls> et <4L> et de largeur & mi-hauteur 9 pb. Nous pouvoniieécette hypothese en
imageant des ADN courts et en utilisant le méme typ script. La détermination du maximum de
probabilité de ces distributions peut étre réaleséc une précision trés bonne qui ne dépend &n fai
que du nombreN de configurations mesurées en utilisant cet alyme (9 pb #N). Dans la
pratique, les maxima de la distribution (locauxnmn) seront déterminés avec une résolution sub-
manomeétrique N>>100) et le facteur limitant sera l'ouverture et fermeture des bras du
nucléosome sous l'influence du mouvement brown@nre nous le verrons dans la partie résultat
a l'aide de la simulation d'images AFM.
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2.2.4 Analyse des mono-nucléosomes marqués streptav  idine

Pour chaque image aprés avoir réalisé les pr&#naitts nous avons mesuré les parametres
d'intéréts en utilisant le protocole suivant :

| -Sélection des objets d'intéréts

1 — Seuillage de l'image initialeng au-dessus de la SAM img_th

2 — Fermeture de I'image seuiliéeg_thet enlevements des épines

3 — Sélection des objets binairesimg_thd'une aire supérieureaain et inférieurasyp

4 — Seuillage de I'image au-dessus de 'ADNmg_nuc

5 — Fermeture de I'image seuiliégy_nucet enlévements des épines

6 — Dilatation géodeésique des objets idey_nuc dansimg_th (seuillage par hystérésis).
img_with_nuc

7 — Recherche des objets ideg_with_nucavec deux objets dam®ig_nuc —» img_with_nuc_det
img_nuc_di

Il - Extraction des paramétres

1 — Labellisation des objets dmg_nuc_di— img_octstrept_labelvaleur 1 ou 2)

2 — Calcul du centroide des objetsimig _nuc_di— img_centroid_di

3 — Calcul de cartes de distance géodésique a gagicentroides de la streptavidine puis du NCP
et a l'intérieur démg_nuc_di- img_d_1letimg_d_2(Figure 69)

4 — Calcul de cartes de distance géodésique maxistuminimum a partir des centroides de la
streptavidine et du NCP et a l'intérieuriohg_nuc_di{Figure 69)

4 — Calcul de la longueur du bras NCP - streptaeidi

5 — Détermination du bras sans streptavidine

6 — Squelettisation du bras libre et mesure dersgueur

7 — Calcul des aires des objdisimg_nuc_di

Nous allons, dans les sections suivantes, dévelagptains de ces points et leur intérét pour notre
analyse.

2.2.4.1 Sélection des objets d'intéréts

La premiere partie de l'analyse jusqu’au point T identique a l'analyse des mono-
nucléosomes non marqués a la différence que I'ectsgnne au final uniguement les nucléosomes
comportant deux parties distinctes dont la hautd@&passe celle de 'ADN (le NCP et la
streptavidine). Les seuils d’aire utilisés sontlégeent ajustés en conseéquence.

2.2.4.2 Extraction des parametres et résolution da Iméthode

Dans une premiére partie nous labellisons les ldjent la hauteur excede celle de 'ADN
(masquemg_nuc_di a I'intérieur du masquieng_with_nuc_diLa labellisation revient a numéroter
de 1 & N les N objets binaires d’'une image. Darier@as nous choisissons, pour chagque mono-
nucléosome marqué, de nommer arbitrairement lrégtatvidine ou le NCP puis de nommer 2
l'autre objet.

L'intérét du script est que nous mesurons indépanaent de la longueur des bras libres et
des bras liés a la streptavidine sans avoir a méter quel objet est le NCP et quel objet est la
streptavidine. En effet, méme si la streptavidink @ucléosome ont des poids moléculaires et donc
des volumes difféerents (45 kDa et 200 kDa respenctant), il peut étre parfois difficile de les
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différentier sur leur taille. Nous avons donc chdigtiliser la topologie particuliére du systemeeq
nous utilisons : le NCP est entouré de deux bras @ue la streptavidine est, par construction, a

'extrémité d’un bras.
0
ﬂ

imgd, img d,

B

Img dmin Img dma

X

Figure 69 : Analyse de mono-nucléosomes marqués par une streptavidine.

On calcule deux cartes de distances : une en partant de la streptavidine et une autre en partant du NCP
(img_d_1 et img_d_2). Puis on construit deux cartes : le minimum de img_d_1 et img_d_2 (img_d_min) et le
maximum (img_d_max).

Ainsi, apres avoir extrait la position des centesiddes streptavidines et des NCPs
(img_nuc_centroid_gli nous calculons comme précédemment une carteistience a partir de
chacun des centroides a l'intérieur du madmqg with_nuc_diEn fait, on réalise deux cartes de
distances : une en partant de la streptavidineetautre en partant du NCP. La longueur du bras
streptavidine est alors indistinctement la distagéedésique du NCP vers la streptavidine ou
I'inverse. Il n'est donc pas nécessaire de squedetie bras lié a la streptavidine pour avoir la
mesure de sa longueur.

Pour déterminer I'ensemble des pixels qui fontipadti bras libre, nous construisons deux
cartes : la premiére est le maximuimg d_max deimg_d_1letimg_d_2 la deuxiéme est le
minimum (mg_d_min (Figure 69). On peut montrer que cette représentpermet de segmenter
simplement les bras marqués et non marqués. TeysXels du mono-nucléosome marqué dont la
distancamg_d_mavest supérieure &sfeptattnce) SONt des pixels appartenant au bras libre.

Nous squelettisons alors le bras libore comme pefoéeent et nous déterminons son
extrémité. La longueur du bras libre est alorsdieur dansmg_d_minde la position du bout.

Pour finir, nous déterminons les aires et les velsimdes NCPs et des streptavidines par
intégration.
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2.2.5 Analyse des chromatines

Pour chaque image, aprés avoir réalisé les pri&nants nous avons mesuré les parameétres
d'intéréts en utilisant le protocole suivant :

| - Sélection des objets d'intéréts

1 — Seuillage de l'image initialeg au-dessus de la SAM img_th

2 — Fermeture de l'image seuiliégy_thet enlevements des épines

3 — Sélection des objets binairesimg_thd'une aire supérieuresai, et inférieurasyp

4 — Calcul de la courbure locale a l'aide du La@a@D de I'image seuilléeng_thet seuillage en
courbure et en aire img_nuc

5 — Fermeture de I'image seuiliégy_nucet enlévements des épines

Il - Extraction des paramétres

1 — Calcul du centroide des objetsiig_nucen calculant la moyenne des positions

2 — Mesure de la distance euclidienne entre un &tdés autres NCP d’'une pelote

3 — Calcul de la distance moyenne au premier vogtirde la distance moyenne aux autres
nucléosomes pour chaque pelote

4 — Calcul du grand axe et du petit axe de chaglse(Figure 70)

5 — Calcul de I'aire et du volume de chaque peleigure 70)

Nous allons développer les points plus particuligzet spécifiques de cette analyse.

2.2.5.1 Sélection des objets d'intéréts

La premiére partie de I'analyse jusqu’au point Bidentique a I'analyse des monos non
marqués a la différence que les seuils d’aireséslisont modifiés pour s’adapter a la taille des
pelotes reconstituées sur des fragments de longdétérentes = 5, 9, 15 ou 32 nucléosomes).

Du fait de la forte compaction de la fibre de chatime il devient impossible dans ce cas ci
de suivre le trajet de la molécule d’ADN hors desléosomes. Dans certains cas les nucléosomes
sont tellement proches qu'il est de méme imposglblaéparer les NCPs par seuillage dynamique
ou non. La solution retenue ici pour repérer lePN@st donc de calculer le Laplacien de I'image
initiale ce qui revient a calculer la courbure lecd.a forme des NCPs étant trés reproductible, il
est alors facile de déterminer une fenétre de cwasbcorrespondantes aux NCPs. Pour éviter de
sélectionner des régions correspondant a des gdohBd compactes et courbés nous ajoutons a ce
critere de courbure un critére d’aire minimum. Qemiis permet comme précédemment de créer un
masque des NCPsr(g_nug.

2.2.5.2 Extraction des parametres

La distance euclidienne entre deux NCPs dansila b chromatine est souvent trés faible.
En effet, dans certaines conditions ioniques ledémsomes sont méme au contact les uns des
autres. Ceci veut dire qu’il y a trés peu de piaisre 2 NCPs. De plus, nous ne pouvons plus
suivre le chemin de 'ADN. C’est pourquoi dans eethalyse nous avons déterminé la position des
centres des NCP non par érosion ultime puis dist@&odésique mais en calculant la moyenne
arithmétique des positions du NCP et en mesurantlidéances euclidiennes entre ces NCPs.

En pratique pour chaque NCP nous calculons lesdooo€ées spatiales du barycentre non
plus au pixel prés mais en faisant la moyenneragtlgue des coordonnées x et y des pixels de ce
NCP. Cette méthode plus précise nous permet d'mbtere précision sub-nanométrique de la
position en X-Y des centroides des NCP.
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Figure 70 : Quelques éléments mesurés sur les chrom  atines

Pour chaque fibre de chromatine visualisée par AFM (a), on extrait différents parameétres tels que (b) l'aire
de l'ellipse qui circonscrit 95% des nucleosomes, (b) I'aire des NCPs, ou encore (d) l'aire totale de la fibre.
On détermine également la position des centroides de chaque NCP.

Enfin, on détermine certains parametres qui, commses le verrons, permettent de rendre
compte de l'organisation locale ou globale de clatime. Voici quelques exemples de parametres
structuraux que nous pouvons déterminer notre segdgur chaque pelote (Figure 70) :

* On calcule les distances euclidienr“emq nuq” entre les centroides des NOR

j, pouri etj allant de 1 &, ouN est le nombre de nucléosomes dans la pelote.

* Pour déterminer l'aire de I'ellipse qui circons®%% des nucleosomes, on extrait
les deux composantes principales des séries 2Dielefpar les coordonnées des
centroides des NCPs. Le grand et le petit axe alpbe sont définis par les deux
directions principales ainsi déterminées et la leg de chaque demi-grand axet
demi-petit axeb correspond a I'écart type de la distribution 23 gesitions selon
les deux axes principaux (Figure 70b).

e On peut calculer une compacité a deux dimensns(1 - C,p correspond a la
proportion de ‘trous’ dans la surface occupée parelote) C,p est défini comme le
rapport entre l'aire totale projetée de la fibPe,f €gale au nombre de pixels au-
dessus du seuil de bruit, voir Figure 70d) et daile I'ellipse que I'on vient de
définir (Agiiipse = Tt a*b).

» Pour chaque NCP, on détermine la distance a sonigr@oisin, puis pour la pelote,
la distance moyenne d’un nucléosome de la pelstsdlus proche voisin par :

d premier voisin= < mjln” nUCinUC“ >,

* On estime la distance caractéristique entre nuctées de la pelote a partir de l'aire
totale de la peloté\o, €n supposant que chaque nucléosome occupe le méme
pourcentage de l'aire totale :

_ / |
dinter nuc—2 A:.(;\% .
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* On peut calculer le rayon de giration de la pelatgartir des distances entre

centroides, comme :
Ro =z 2w nus|

[

» et le rayon hydrodynamique comme :

1
1 1
N(N '1)Z nug nug

iZ]

Rhydro =

2.2.6 Boite glissante

Pour représenter nos distributions a 1 ou 2 dinsesshnous avons choisi d’utiliser une
méthode de boite glissante.

Pour réaliser un histogramme habituel on découpéetvalle de mesure en N segments
consécutifs et on compte le nombre d'événementum@gsqui correspondent a chacun de ces
segments (Figure 71). Cette méthode permet quaedd\vers I'infini d’obtenir une approximation
de la distribution expérimentale recherchée (méhdite des rectangles). Néanmoins elle est trés
sensible a la position des évenements dans l'ialler\S’il existe une incertitude de mesure dans la
position de I'événement, un événement proche dtreele I'intervalle sera toujours bien compté
dans cet intervalle alors qu'un événement prochiadienite entre deux segments sera lui pris en
compte alternativement dans I'un ou l'autre desrirdlles (algorithme non-linéaire). Ce bruit de
comptage est négligeable pour de grands nombrerméents mais devient génant pour des
statistiques moins importantes comme lors des expEas de molécules uniques.

Nous avons donc choisi d'utiliser une autre méthuulgr approcher les distributions de nos
différents parametres. Elle consiste a utiliser bo#ge glissante. A 1D, cela revient a affecter a
chaque évenement une aire d’influence. Chaque égv@mteinfluence la distribution expérimentale
de maniére linéaire sur un intervalle donné ouebaittour de lui. En sommant les contributions de
chague événement on obtient donc une approximat®ria distribution expérimentale. Plus
exactement, la courbe obtenue est la convolutiola diéstribution expérimentale par une fonction
porte représentant I'aire d’influence d’'un événet&i I'on utilise une taille de boite faible par
rapport a la largeur de la distribution la courbéeaue par cette méthode est donc trés proche de la
distribution cherchée (Figure 71).

Parce que chaque évéenement influence la distribud® la méme maniere (algorithme
linéaire) cette méthode permet pour une taille dagebsimilaire et un nombre d’événements
constant de représenter plus fidélement I'aspedta diéstribution expérimental qu’'un histogramme
classique. On peut observer cet effet sur la Figlre

Pour lisser cette courbe nous avons apodisé la htiisée (Figure 72). En lissant la forme
abrupte de cet élément on obtient ainsi, aprésatotion, une distribution plus douce qui évite
I'effet de marche.
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Y
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Histogramme a boite glissante sur ces événements

Figure 71 : Représentation d'une distribution avec une boite gissante

On représente de haut en bas, la distribution de probabilité réelle, 17 évenements tirés selon cette loi et
correspondant par exemple aux résultats d'une expérience de molécule unique, la représentation sous
forme d’histogramme de la densité de probabilité expérimentale, et la représentation sous forme de boite
glissante.

Cette méthode, avantageuse pour représenter riobudisns expérimentales avec un faible
nombre d’évenements doit étre utilisée uniguemansde cas ou I'on ne risque pas de masquer un
phénoméne qui apparaitre a une petite échellehdix de I'apodisation et de la largeur de la boite
dépend donc du paramétre mesuré et de I'absenparties hautes fréquences dans la distribution
de ce parametre. Dans notre cas nous utilisongomeion d’apodisation inverse exponentiefe,
qui a la propriété de décroitre rapidement. Soit :

F(x)=1-¢ ®/’
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dou ID(r)b.gliss: Z5(X: X)) o F
i

ou dest la distribution delta.

On peut généraliser cette méthode a 2D lorsqueuehé@egnement correspond a deux valeurs.
Dans notre cas par exemple, chaque nucléosomesporr@ a une longueur complexée d’ADN)(
et une position de la dyade par rapport au cergréadséquence d’ADNAL). On obtient alors
I'approximation de la distribution expérimentald€ux dimensions. Dans ce cas, I'utilisation d’'une
boite glissante est encore plus intéressante coomnpeut le voir sur la Figure 73.

T T
boite apodisé
boite carrée

12r

0.8 *
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Figure 72 : Exemples boite glissante avec ou sansa  podisation
(en vert) une boite glissante en forme de fonction porte ; (en bleu) une boite glissante apodisée.
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Figure 73 : Exemple de boite glissante 2D
(2 gauche) I'histogramme lissé 2D obtenu avec une boite glissante carrée. (a droite) le méme histogramme
vu de dessus.
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2.3 Surfaces et deposition de biomolécules

Pour pouvoir visualiser des bio-molécules par AHMst tout d’abord nécessaire de réaliser
une étape de déposition sur une surface. Un cemtaimbre de protocoles ont été développé ces
derniéres années dans le but de réaliser cet deayecsans perturber la structure des objets a
observer. Nous nous intéresserons dans ce qua $utilisation d’ions métalliques multivalents, de
mono-couches auto-assemblées de silanes, de pelymeélyélectrolytes cationiques ou encore de
bicouches lipidiques supportées.

Mais avant, de s'intéresser au médium qui perméérliaison du substrat a la surface,
considérons la surface elle-méme. L’AFM étant wahmnique de mesure topographique, la rugosité
du support va grandement influencer la capaciténgues aurons a distinguer les bio-molécules sur
la surface. Les techniques classiques d’analyseadie qui travaillent directement sur la hauteur
pour isoler les objets ne permettent que de replE®istructures dont la hauteur est de I'ordreade |
rugosité de surface. En outre, les techniquessaiiti le gradient de l'image nécessitent une
dynamique en X-Y-Z (c’est a dire un nombre de bits le lequel est codé l'information) bien
supérieure a celle accessible avec des AFM comawercDu fait de ces contraintes il convient de
choisir une surface dont la rugosité est denvirbna 5 Angstroms. On peut trouver
commercialement différents types de surfaces qooregants a ce critere : I'or mono-cristallin 111,
le silicium mono-cristallin, le HOPGHjghly Ordered Pyrolitic Graphitg le quartz et le mica. Ces
surfaces sont utilisées sélectivement en foncteapplication réalisée. Par exemple, le HOPG
étant un bon conducteur électrique il est courammeitisé en microscopie électronique a
transmission (ou TEM). L'or 111 quant a lui estlisé plutdét dans le cadre d'études
électrochimiques (Mannet coll. 1991). Du fait de son tres faible colt et de sdit@d’utilisation
le mica est en général préféré aux autres substnatsicroscopie a force atomique pour I'imagerie
de bio-molécules. C’est pourquoi nous l'utiliseromsis aussi.

Le Mica est un silicate en feuillet de formule KAI(OH), | AlSisO10]. Du fait de son
arrangement en plan hexagonaux (Figure 74), lagdisuivan{003 est trés favorable et il est aisé
de cliver un échantillon suivant ce plan. Ceci n@pasmet de produire des surfaces de mica
atomiquement planes de plusieurs millimétres caRésctionnellement les surfaces ainsi produites
présentent des groupes silanols et silanols viginags hydrophiles. Dans les conditions du
laboratoire, les surfaces de mica sont donc tosjoeicouvertes d’'une couche d’eau de quelques
nanometres a quelques centaines de nanomeétressdyra Dans ces conditions les groupes de
surfaces sont chargés négativement sous la fotar®kite SiQ
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Figure 74 : Structure du cristal de Muscovite (Mica )

(En vert) les atomes de potassium, (en rouge) les atomes d’oxygene, (en jaune) les atomes de silicium et
(en blanc) les atomes d’aluminium. Sur les différentes vues en coupe, on remarque l'arrangement en
feuillets hexagonaux compacts des tétraédres de silanolates séparés par les cations potassium.
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Geénéralement, les protocoles d’adsorption de bittoubes reposent sur un accrochage
électrostatique des molécules dans le plan d'obsierv qui est moins destructeur pour les
complexes que la création de liaison covalentex daesurface. Néanmoins I'’ADN étant un
polyélectrolyte chargé négativement il convientglantre cas de modifier soit la polarité du mica
soit celle de I'ADN elle-méme. Il existe donc degxands types de protocoles: ceux de
fonctionnalisation du mica et ceux utilisant dessionultivalents.

2.3.1 lons multivalents

L’ajout de cations issus des métaux de transitierdegré d’'oxydation +I tels que Nj
Co?*, zn**,Mg®" au tampon permet une adsorption électrostatiqeedmplexes nucléo-protéiques
suffisamment forte pour qu'ils puissent étre vigés par AFM. A I'opposé, des ions tels que’in
Cd®* ou Hg" sont incapables de créer un lien attractif asseaste. Il est & noter que certains ions
trivalents comme le cobalt-hexamine Hex3Cpeuvent aussi donner lieu & I'adsorption d’ADN
(Lindsayet coll.1989; Hansmat coll. 1992; Hansmat coll.1992; Hansmat coll. 1993; Hansma
et coll. 1996; Pastret coll.2003; Pietremergt coll.2005; Pastret coll.2006; Sorekt coll.2006)

Le mécanisme de l'adsorption de polyélectrolytemraques sur une surface également
chargée par l'incorporation d’ions multivalents estore en partie non élucidée méme si ce type de
phénomene a largement était étudié (Figure 75)p&nse généralement que les ions divalents ont
tout d’abord tendance a se condenser a la surfiagmlgélectrolyte ADN. Ensuite, par relargage
des contre-ions de la surface (phénomene de daépléiectrostatique) les complexes sont
entropiguement confinés vers la surface. Les teé@ctuelles divergent sur le fait de savoir sitc’e
bien la corrélation des charges de la surface giallgglectrolyte qui induit I'adsorption ou si cet
accrochage électrostatique est simplement di ahdémgmene de compensation de charge de
I’ADN et de la surface par les ions multivalentagfeet coll.2003; Chenget coll.2006; Sushket
coll. 2006).

squelette ﬁ squelette N ﬁ
phosphate \o\ o Ve \o\\ 2 0\ PV

~
delADN — p7* N phosphate, Nes s
o\ 2N de 'ADN 5N N
gy 1 W, o & Yy o e
corrélation de L% g inversion de charge “jyg @Mg Mg-eMg
charges 8 9 par condensation ’
O O g 0 O, o,
ki B
Mica, | i Si | S| Si S| Si Mica _ SI Si Si Si Si Si SiSi
muscovite muscovite

Figure 75 : Mécanismes d'adsorption de 'ADN par le s ions magnésium
(a gauche) modele de corrélation de charges, (a droite) modéle d’'inversion de charges.
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En ajustant la concentration en ions multivalemt®st possible de moduler I'énergie
d’interaction entre les complexes nucléo-protéigetela surface de mica. En milieu liquide, il est
par exemple possible de réduire cette interacteomdniére suffisante pour que les molécules aient
le temps de diffuser dans le plan d’observatiomeedeux images successives de la méme zone
(Figure 76). Cela a en particulier permis d’étudeediffusion lente de molécules d’ADN a 2D
dimensions ou la flexibilité de la molécule d’ADM donction de la séquence nucléotidique
(Scipioni et coll.2002; Marilleyet coll.2005), ou la diffusion 1D de 'ARN Polymérase de(®li
lors de la transcription (Guthokt coll.1999)

t=0min t=169min t=262min

1 um

Figure 76 : Diffusion 2D de molécules d'ADN visuali  sées par AFM
(A) Images AFM de topographie de molécules d’ADN a différents temps. (B et C) superposition du squelette
de deux molécules d’ADN observées a des intervalles de 2 minutes. D'aprées (Scipioni et coll. 2002).

En outre, en faisant varier le rapport des coneéintis en ions monovalents et divalents lors
du dépdt des molécules d’ADN il a été montré qoa peut distinguer deux régimes d’adsorption.
Pour des rapports [ions divalents]/[ions monovalnélevés, la molécule est projetée (au sens
mathématique) de sa conformation 3D a une conféeam&D hors équilibre (Pastet coll. 2003).
Pour des rapports plus faibles la molécule d’ADBu#fisamment de temps pour relaxer vers une
conformation 2D a équilibre (Figure 77). Ce prolecde dépbt permet donc en fonction des
conditions d’étudier la molécule d’ADN dans diffates situations : équilibre 3D projeté a 2D ou
équilibre 2D (Rivettiet coll.1996; Valleet coll.2005; Moukhtaet coll.2007).

i

Figure 77 : Images AFM de molécules ADN a I'équilib  re 2D ou projetées 3D/2D.
Images AFM de topographie dans l'air de molécules d’ADN pour deux conditions de dépét différentes un
rapport [ions divalents]/[ions monovalents]® (a) ~ 0.65 et (b) ~ 0.95. On remarque la conformation plus
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relachée a gauche, plus proche des conditions d’équilibre 2D, alors qu’a droite, les molécules sont piégées
sur la surface. D’apres (Pastre et coll. 2003)

Ce protocole est simple et rapide mais il est d&sendant de I'état de charge du mica qui
dépend par exemple de I'hygrométrie ambiante. l&ggtd sont donc assez peu reproductibles et,
on ne peut pas travailler & des fortes concentragm ADN ou en complexes. En effet, en présence
d’ions divalents, les molécules d’ADN ont tendaricéormer des réseaux et les complexes des
agrégats. D’autre part, il n'est pas possible deditler & de forces ioniques élevées car elles
risquent de déstabiliser le lien entre 'ADN etslaface par écrantage électrostatique (Bustamante
et coll. 1996).

On remarque également que le fait de condensepdedglivalents sur 'ADN a tendance a
le rigidifier (Hackl et coll. 2005). Avec la présence de la surface de micactiasgé, ce type de
protocole tend par conséquent a déstabiliser leaplaxes nucléo-protéiques telles que les
nucléosomes. Pour la chromatine, ce type de pri@@cpu étre utilisé avec au préalable une étape
de fixation au glutaraldéhyde qui présente I'incement, comme nous le verrons, de modifier la
structure de la chromatine. La rigidification d&IDN a enfin tendance & le raccourcir, ce qui réduit
de quelques % le pas de la double hélice d’ADN {@usanteet coll.1996; Rivettiet coll.2001)

La quantité de molécules adsorbées résulte d’'umitigue limité par la diffusion, elle est
donc fonction de la racine carrée du produit dupente dépot et de la concentration initiale. Cela a
été vérifié par Bustamanét coll (Rivetti et coll.1996).

2.3.2 Polymeres cationiques et spermidine

Un autre moyen de créer une attraction électrgstatientre 'ADN ou les complexes
nucléo-protéiques et la surface de mica consistedifier directement I'état de charge de surface
du mica. Pour ce faire une premiére technique detifannalisation du mica prépare la surface en
déposant au préalable des molécules tres chargisv@ment comme des polymeres cationiques
ou de la spermidine (Pisam coll.2007) (Figure 78). Les molécules couramment ugbsgont la
polylysine et la polyornithine (Bussiek coll. 2003; Podestat coll. 2004; Podestat coll. 2005).
Dans les deux cas ces polyélectrolytes sont adso#bdéa surface du mica par interaction
électrostatique sans présenter d’organisationqogigre.

+ squelette N Q ﬁ c >&_\( ﬁ
NHS A 4 \O{ /@/ \O\\ /f ‘o{ /// \0\\ 4 N 2/

phosphate VX Q0 X4 Ao R X
delRON P 1P\ 1\ e 1N 2
v 5 o} (o (] I
accrochage . - - = %
- S Y% T Y T Yo T By g,
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—  Polylysine

>_/_/—NH;
silanolates

o du mica .

~ Polyornithine ~n ﬁﬁ@@@ﬁ@'ﬁ @e@a@e @@@ﬁﬂdﬁ@ﬁﬁd@

=
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Figure 78 : Mécanisme d'adsorption de I'ADN par les polymeres cationiques
(2 gauche) les 3 types de molécules les plus couramment utilisées sont la Polylysine, la Polyornithine et la
Spermidine. (a droite) le mécanisme d’adsorption de '’ADN sur une surface de mica fonctionnalisé par ces
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polymeéres. La surface étant dans ce cas fortement chargée les molécules d’ADN sont dans la plupart des
cas piégées irréversiblement.

100 nm

Figure 79 : Effet de la densité en polyornithine su  rla conformation de I'ADN déposé.
Les molécules d’ADN (896 pb) sont plus compactes pour 100 ug/ml de poly-L-ornithine (en haut) que pour
0.018 pg/ml de poly-L-ornithine (en bas). D’aprés (Podesta et coll. 2005).

Ce type de protocole est tres rapide et permetégesdr des molécules ou des complexes
ADN-protéines sur une grande gamme de concentrdtes molécules sont projetées de 3D a 2D
sans possibilité de réarrangement du fait de le fonarge positive de la surface. En outre, il est
aisé de moduler cette charge en diluant plus omsrlaiquantité de polymeres que I'on adsorbe a la
surface du mica (Podesta coll. 2005) (Figure 79). La rugosité des surfaces PL-Micd?O-Mica
varie de 0.2 a 0.4 nm selon les cas. La stabilitécel type de surface est moindre que celle de
surface ou le mica est modifié chimiquement mdssegbeuvent étre utilisées pour I'imagerie en
environnement liquide. Néanmoins, ces polyméresieparticulier la spermidine) étant connus
pour compacter la chromatine en solution il risqaenodifier la structure de la chromatine.

2.3.3 Silanes et mica silylés

Un autre type de fonctionnalisation courammenisdtiest la modification covalente de la
chimie de surface du mica a l'aide de dérivés Bmes. Dans ce cas on vient faire réagir en phase
gazeuse ou aqueuse les groupements silanols dlbriessurface de mica avec un composé silanes.
Ce type de procédure est trés utilisé pour rengidedphobes les surfaces de verre (en biologie
moléculaire par ex.). Les silanes ainsi déposégooent en général des chaines alkyles (de 3 a 20
carbones en général) qui ont tendance a s’aligmes forme de brosses de polyméres, on parle
alors de mono-couche auto-assemblée ou SAM Reif Assembled Monolaydt.yubchenkoet
coll. 1996; Shlyakhtenkoet coll. 1999; Lyubchenkoet coll. 2001; Gaillard et coll. 2002;
Lyubchenkoet coll.2002; Chandrosst coll.2004; Lorenzet coll.2005).

Le mécanisme de la réaction est une succession el dubstitutions qui lient
chimiquement le silane au silanol libres du micagFe 80). Dans les conditions optimums de
réactions on aboutit a une mono-couche de silabgalemment liés au mica. Néanmoins, en
fonction des substituants du silane cette monotmwomportent plus ou moins de défauts et
résiste plus moins bien a I'hygrométrie ou au pgessn milieu aqueux. Le défaut principal est la
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polymérisation des silanes entre eux qui aboutid dormation d’agrégats peu stables qui se
séparent de la surface par hydrolyse.
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Figure 80 : Mécanismes d'adsorption de I'ADN par un e surface AP-mica

De la méme maniére que pour les polymeéres cationiques la surface d’AP-mica piege fortement les
molécules d’ADN par interaction électrostatique et relargage de contre-ions. Son organisation en mono-
couche organisée permet d’obtenir une rugosité plus faible.

Le dérivé silane le plus utilisé est 'aminopropgthoxysilane (APTES) et c’est celui que
nous utilisons au laboratoire (Lyubchen&bcoll. 1996; Shlyakhtenket coll. 1999; Yodhet coll.
1999; Lyubchenkoet coll. 2001). Les mono-couches d’APTES présentent despgsoamines
chargés a pH neutre. Les surfaces produites que ayapellerons AP-Mica (ou SAM) ont une tres
bonne affinité pour TADN méme avec des solutions tdiluées ([DNAJi» = 0.01 ng/uL), sur une
grande gamme de température (0 — 60 °C) et pougamene de forces ioniques assez large (de 0 a
100 mM NacCl). Le principal avantage de ce type @thode est que I'on ne modifie pas le tampon
du complexe est donc qu’on ne modifie pas la atrectles biomolécules dans le tube réactionnel.
Le mécanisme de dépbt de 'ADN sur ces surfacele @s€me que pour des protocoles utilisant des
fortes concentrations de polymeres cationiquespiége les molécules d’ADN de 3D a 2D en les
projetant sans qu’elles aient le temps de se ré@gadans le plan d’observation. L'accrochage, lui
aussi électrostatique et entropique, est d0 atgead@ des contre-ions de surface.

Il faut noter qu’un défaut majeur de ce type darslest qu'il a tendance a se déstabiliser si
I'on utilise en imagerie liquide. Un autre type sitane a donc été développé par Lyubcheeko
coll. (Shlyakhtenkeet coll.2003): le 1-(3-aminopropyl)silatrane. Ces silana® plus stables mais
moins réactifs chimiquement que les trialkoxysiangomme I'APTES) du fait de la forte
interaction donneur-accepteur en l'azote et leisitn qui ralentit le processus d’hydrolyse. Ceci
prévient donc la création d'agrégats de silanesndieu aqueux. Cependant, comme nous ne
travaillerons pas dans ce qui suit en milieu aqueawr I'imagerie ce phénomene d’hydrolyse ne
sera pas vraiment génant et nous pourrons utilSemES.

Le protocole que nous utilisons pour préparer lefases AP-Mica est le suivant. On place
des lames de mica fraichement clivées dans uncdassiir contenant 2L d’Argon et ~ 50 puL
d’APTES sous forme liquide. On laisse réagir peh@m On stocke les surfaces ainsi produites
dans une boite a humidité contrélée (RH ~25%) on peut les conserver une semaine environ.
Pour diminuer le nombre de défauts dans la moncfmuéliminer I'eau interstitielle entre la
mono-couche et le mica et donc stabiliser la fametalisation nous plagons enfin les surfaces AP-
mica a 70°C pendant 4-5h.
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Le protocole d’adsorption des biomolécules conséstdéposer une goutte de quelques
microlitres de mélange sur une de ces surfacesap¢mniie minute, a rincer avec un millilitre d’eau
ultrapure et a sécher sous un flux modéré d'azetedgnt quelques secondes. La quantité de
molécules adsorbées étant une cinétique limitdgpdiffusion, elle est fonction de la racine carrée
du produit du temps de dépot et de la concentratitiale.

Figure 81 : Exemple d'images AFM d'ADN et de comple xes nucléo-protéiques
déposés sur AP-mica

Images AFM dans l'air de (a gauche) un ADN circulaire relaché d’environ 3500 pb, et (a droite) un ADN
télomérique formant une boucle fixée par la protéine télomérique TRF2. Dans les deux cas, les molécules
ont été déposées sur une surface de mica fonctionnalisée par des silanes APTES (AP-mica). Echelle : X/Y :
500 x 500 nm. Echelle Z : 2 nm.

La rugosité des surfaces ainsi produites est delréode 0.1-0.3 nm ce qui permet de
discerner tres nettement les complexes nucléoipras sur la surface (Figure 81).

2.3.4 Mono/Bi-couches lipidiques supportées

La derniére méthode utilisée pour observer desmutitcules par AFM est I'emploi de
couches lipidiques supportées sur du mica. Pouenabtdes mono/bi-couches lipidiques
visualisables en AFM, il existe deux techniquesit sn les reconstitue (en faisant fondre des
liposomes) sur une surface d’or 111 fonctionnalig@edes thiols (Naumanret coll. 2003) ou en
transférant une membrane reconstituée sur un sugeailicium mono-cristallin silylé (Maaloum
2003), soit on purifie des membranes natives que diépose sur des lames de mica fraichement
clivées a forte force ionique (Scheuriagcoll. 1999; Scheuringet coll. 2001; Scheuringet coll.
2003; Scheuringt coll.2003).
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Figure 82 : Images de protéines membranaires photos  ynthétigues a tres haute

résolution.

(@) Images AFM de topographie en mode contact de complexes photo-synthétiques déposés dans leur
membrane native et fixés sur le mica a haute force ionique. Echelle X/Y : barre de 20nm. Echelle Z : de 0 nm
(en noir) a 5 nm (en blanc). (b) mise en évidence de trois types de complexes : 1, le complexe LH1 vide ; 2
le complexe LH1 avec RC inséré ; 3 le complexe complet. (c) Image AFM moyennées de ces trois types de
complexes. D'aprés (Scheuring et coll. 2003a).

Figure 83 : Image AFM de topographie d'une molécule d'ADN adsorbée sur une

bicouche lipidique.

Si I'on dépose en solution des molécules d’ADN sur une mono-couche de lipides supportés par un liquide et
gue I'on transfére cet assemblage sur une surface de silicium ultraplate il est possible d'imager en AFM a
haute résolution les molécules d’ADN trés fortement fixées et d’observer I'hélicité droite et le pas de la
double hélice d’ADN. D’aprés (Maaloum 2003).

Ce type de support est utile pour visualiser deséoutes trans-membranaires ou des
protéines trés fragiles. Il posséde une tres fdrtege de surface et peut, par exemple, permetdtre d
déposer tres solidement des molécules d’ADN en diteager celles-ci avec une tres haute
résolution (Mouet coll.1995; Maaloum 2003) (Figure 83).

BN

Du fait de la difficulté a manipuler les membrargsdiques, ce type de protocole est
néanmoins utilisé seulement pour des applicati@gssgarticulieres.

2.4 Conditions expérimentales d’acquisitions des
images AFM

Au vu de ce qui précede, le meilleur compromiseshtibtention d’une résolution importante,
la conservation de la structure des biomoléculed'obtention de grande quantité d'images
permettant de tirer partie de notre analyse d'imegjed’utiliser le mode contact intermittent et de
déposer les complexes nucléo-protéiques sur ufecsul’ AP-mica.

Pour réaliser les expériences décrites dans lepitdd®a 3 & 6, nous avons utilisé un
microscope a force atomique Nanoscope Il de Diditatruments (Veeco Instruments, Santa
Barbara, CA) associé a scanner de type E (de 1l@quooté). Nous avons réalisé des images de
AFM de topographie de 1 par 1um a une fréquendeatieyage de 2 Hz. Pour chaque zone nous
avons réalisé une pré-image non sauvegardée deramsur I'axe rapide par 660 nm sur I'axe lent
pour stabiliser le systeme avant I'enregistremilios mesures ont été effectuées en mode contact
intermittent dans l'air a I'aide de pointes DLC®@pDiamond Like Carbon Spikeprésentant des
pics de carbones de plus de 25 nm de haut et dwaybn terminal est compris entre 1 et 3 nm. La
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fréequence d’excitation utilisée dans ce cas estI&0 kHz selon le lot de pointes et 'amplitude
d’excitation est d’environ 50 nm.

Les images brutes contiennent 512 par 512 pixedstasur-échantillonnage en images de
1024 par 1024 pixels. Les seuils de hauteur chasig pour 'ADN de 0.2 nm et pour les
nucléosomes de 1.25 nm.

Nous avons choisi de réaliser I'imagerie dans kairnon en liquide du fait de la meilleure
résolution latérale et verticale (bruits thermiques pour pouvoir acquérir un grand nombre
d'images sur le méme échantillon. En outre, ledirtepies actuelles d’AFM en liquide ne
permettent pas d’'imager la dynamique du nucléossams altérer sa stabilité (conditions salines
trés basses) et sont donc réduites a acquérir des statiques comme nous le ferons avec
'imagerie dans I'air.
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3. AT'Equilibre : Les monos

A I'équilibre
Les mono-nucléosomes

Le nucléosome possede une structure complexetetrfent dynamique, et il a été observé
que pour une séquence d’ADN donnée, la positiohodeamere pouvait changer relativement a la
séquence ADN (Meerssemat coll. 1992; Flauset coll. 2003; Flauset coll. 2003; Flauset coll.
2004; Stockdalet coll.2006) et que la longueur d’ADN enroulée autour’detamere d’histones
pouvait également fluctuer significativement damseimps (Polackt coll. 1995; Widom 1997; Wu
et coll. 2004; Li et coll.2005; Tomschiket coll. 2005; Tomschiket coll.2008). Nous avons donc
choisi de mesurer simultanément les parametresodguéur complexée et de position du
nucléosome. Dans la partie qui suit, nous avonsd@bord abordé I'étude de complexes nucléo-
protéiques a I'équilibre thermodynamique. Nougérains ensuite de quelques facteurs susceptibles
d’influencer la distribution de longueur complexaida position du nucléosome comme la longueur
des bras d’ADN, la composition en histone du nusibéae (tétramere seul, octameére variant) ou la
présence de I'histone de liaison H1. Enfin, nouppsons un modele simple permettant d’extraire
des paramétres énergétiques comme |'énergie nettdiacson histone-ADN a partir de la
distribution de longueur d’ADN complexée, que noamparons aux données de la littérature.

3.1 Les mono-nucléosomes conventionnels

3.1.1 Premiéres cartes L /AL et autres parametres

Nous avons voulu vérifier si la longueur des bras anono-nucléosome ou leur asymétrie
pouvait influencer I'efficacité du positionnemeng th séquence 601 et/ou la longueur d’ADN
enroulé autour des histones. Pour ce faire, noaesagomparé les distributions de position et de
longueur d’ADN complexé aux histones pour deux syge mono-nucléosomes reconstitués sur des
constructions d’ADN contenant la séquence positie 601 : avec deux bras courts de méme
longueur (52 et 56 pb, total 255 pb) ou avec deas bongs de longueur différente (82 et 127 pb,

total 356 pb) (Figure 84).

127-601 - 82

Figure 84 : Constructions nucléosomales utilisées

(a gauche) Nucléosomes positionnés, asymétriques et longs avec 127 pb et 82 pb pour les bras d’ADN. (a
droite) Nucléosomes positionnés, symétriques et courts avec 52 pb et 56 pb pour les bras d’ADN. Ces deux
types de nucléosomes sont positionnés grace a la séquence 601 (Lowary et coll. 1998)
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Figure 85 : Nucléosomes conventionnels et cartes L~ /AL

(a) Image AFM de mono-nucléosomes positionnés. Echelle X/Y : 500 nm. Echelle Z : fausses couleurs de 0
(bleu foncé) a 1.5 nm (rouge). L’ADN apparait en vert, les NCPs en rouge et la surface AP-mica en bleu
foncé. La reconstitution n’étant pas totale on remarque des ADN libres. (b) En haut: zoom sur un
nucléosome. Au milieu : extraction du contour du nucléosome (trait plein noir), du centroide du NCP (point
bleu) et exclusion du NCP (trait pointillé bleu). En bas: Squelettisation des bras et détermination de la
longueur du bras le plus long L. et du bras le plus court L™ (c) Histogramme 2D (ou carte) L/AL. pour les
nucléosomes courts dans I'état (a) (d) Projections sur I'axe des longueurs complexées L. des événements
tels que 0 < AL < 12 pb pour les nucléosomes courts et tels que 12 < AL < 32 pb pour les nucléosomes longs
(e) Projections sur I'axe des position AL des événements tels que 123 <L. <169 pb. Notons que nous
n‘avons pas pris en compte dans l'analyse les nucléosomes apparaissant avec un seul bras, appelés (a-
faux-1-bras) (voir section 3.1.2.4).

AL (bp)
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La reconstitution des nucléosomes sur ces fragm@®BN positionnants se fait par
dialyses successives dans des bains a concenteatidaCl décroissantes. On mélange initialement
de I'’ADN avec les histones dans un ratio 1:2 dantampon dénaturant contenant de 2 M de NacCl,
puis on dialyse lentement (sur une journée + ur@ dans des solutions de plus en plus diluées en
sel, pour finir dans un tampon Tris 10mM EDTA 1mbhtenant 10 mM NaCl. Les nucléosomes
peuvent étre conserves ensuite a 4°C pendant pitagaurs dans ce tampon.

lIs peuvent étre ensuite déposés sur la surfacenigR-aprés une dilution 1:10 dans un
tampon TE 10 mM. Aprés une minute d’incubationsilaface est rincée a I'eau et séchée par un
flux d’azote. lls sont alors pres a étre visuatiaés I'air par AFM (Figure 85a).

L'imagerie AFM des mono-nucléosomes déposés susuldiace combinée a l'analyse
systématique des images AFM a l'aide d’'un scriptTMAB utilisant des outils morphologiques
(dilatation, squelettisation, seuillages a hysiéré&s. chapitre ‘2. Méthodes’) permettent de mesur
tres précisément la longueur des 2 fragments d’AQIN sortent du nucléosome (notées
respectivementL. et L. pour le bras le plus long et le plus court, cftisec2.2). A partir de la
longueur mesurée de chacun des deux bras d’ADN donomucléosome, nous obtenons la
longueur d’ADN organisée par I'octamere d’histofles= L - L+ - L.) ainsi que la position de la
dyade du nucléosome par rapport au centre de leeséq 4L = (L. - L)/2). En toute rigueur, nous
mesurons ainsi la position médiane de I’ADN en aohtlirect avec le nucléosome qui correspond,
si 'ouverture est symétrique, a la dyade du nusséee (Figure 6).

Ces deux variables structurelles du nucléosdmet{L) étant couplées, il est intéressant de
les représenter par un histogramme a 2 dimensipfdl en utilisant une boite glissante a 2D (cf.
section 2.2.6) d’une largeur (8 pb) proche de no#smlution expérimentale (Figure 85). Dans la
suite, on appellera état) la configuration représentée par cette cartet Gedire la situation a
I'équilibre et nous verrons dans le chapitre 5 diaeitres états peuvent apparaitre lors de I'aat®n
facteurs de remodelage comme RSC ou SWI/SNF.

Il est également possible de projeter cette cddtslr chacun de ses axes. Considérons tout
d’abord les nucléosomes courts symétriques (255 gilnous sélectionnons les nucléosomes ‘bien
positionnés’ c'est-a-dire dont la position est enoad avec celle attendue par construction du
fragment d’ADN (contenant la séquence 601 positgome) utilisé pour la reconstitution
(0 bp <AL < 12 pb), nous obtenons la distribution de longuWEADN complexé de la Figure 85d,
(trait violet). Cette distribution présente un rmmaxm de probabilité pour une longueur
L. = 146+ 2 pb en parfait accord avec la structure crisgatiphique du nucléosome (147 pb,
(Luger et coll. 1997)) et des mesures par cryo-microscopie éldgmen(Doyenet coll. 2006). La
largeur de cette distributiongi; = 23 pb) peut étre expliquée par difféerentes con&tions
d’enroulement du nucléosome. Nous verrons, darsedsion 3.2, comment on peut relier cette
dispersion a I'énergie d’interaction histone-ADN.

Nous avons utilisé la méme approche pour traceyu(Ei85d, trait bleu) la distribution de
longueur complexée des nucléosomes longs et asgoexr (356 pb) qui sont bien positionnés
(12 bp <4L < 32 pb). Cette distribution n’est pas discernatdecelle obtenue pour les mono-
nucléosomes courts et symétriqgues (255 pb) ce quitne que la longueur d’ADN des bras
n'affecte pas de maniere significative la longudarcomplexation de 'ADN autour des histones
ainsi que ses fluctuations de longueur.

Nous avons ensuite sélectionné les mono-nucléasayent une longueur d’ADN associé
aux histones appartenant a l'intervallg (* di. soit 123 pb <. < 169 pb) olui. est I'écart type
de la distribution dd.. déterminée précédemmerd;{ ~ 23 pb pour les deux types de mono-
nucléosomes) pour tracer leur distribution de pmsifFigure le, traits violet et bleu). Le maximum
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de chacune des distributions2 pb et 24+ 2 pb) est proche de la valeur attendue par cast&iru

du fragment d’ADN (2 pb et 22 pb pour les nucléossroourts et longs respectivement). Il semble
que la distribution de position des mono-nucléosorteangs soit plus large que celle des
nucléosomes courts. Cependant, lorsque I'on colegyartéfacts inhérents a l'attributionldeetL.
(c’est a dire la perte d’'information liée a 'ortation de chacun des bras qui implique dilieest
une mesure de distance au centre du fragment ABRBI)deux distributions de position ont une
largeur a mi-hauteur semblable (Figure 86).

0.02 \ ‘ ‘ ;

= 356bp, symetrisée,déplacée,repliée
= 255bp

== 356bp, symetrisée, déplacée

===== 356bp, symetrisée, déplacée

0.015

0.01

0.005

0 ‘ ‘
0 25 50 75 100 125 150

Figure 86 : Repliement des distributions de positio n

Il est possible de tester I'effet de la longueur des bras ADN sur la largeur de la distribution de position en
utilisant les distributions de position expérimentales. Nous avons reconstruit la distribution que I'on aurait
obtenue pour les nucléosomes courts et symétriques en étendant, symétrisant et repliant la distribution
expérimentale obtenue pour les nucléosomes longs et asymétriques. Au terme de ces opérations on
remarque une tres grande ressemblance entre la courbe expérimentale pour les nucléosomes courts (trait
rose) et la courbe reconstruite (trait bleu foncé). Ceci tend & montrer que si I'on prend en compte l'effet de
repliement (c’est a dire la labellisation L. / L-) les distributions expérimentales de position ont la méme
largeur pour différentes positions de la séquence positionnante 601 sur le fragment d’ADN.

Cette largeur, supérieure de 20 pb a ce que I'om gattendre pour un positionnement par
une séquence telle que le 601, peut avoir plusiedigines physiques parmi lesquelles : le
désenroulement asymétrique de I'un des deux brasudiéosome qui conduit a une erreur sur la
détermination de la position de la dyade, I'intdade de la mesure AFM liée au caractere fini de la
pointe, ou un effet de surface. Il est a ce stag@ssible de déterminer la contribution de chacun
de ces phénoménes, néanmoins nous verrons dans seitqque nous pouvons simuler la forme
des cartes 2DLJA4L en utilisant un nombre restreint d’éléments damtdEsynchronisation
d’ouverture de chacun des bras d’ADN.

Nous montrons ainsi que la mesure par AFM coupld&nalyse d’'image automatique
donne des estimations comparables avec d'autrdsoned a la fois pour la position mais aussi la
longueur d’ADN complexé pour des mono-nucléosomér. 6De plus, notre approche
experimentale ne montre aucun effet de la longdesrbras sur la distribution de position ou de
probabilité d’enrouler une certaine longueur d’ARMour des histones.
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Figure 87 : Parameétres additionnels des mono-nucléo  somes
L’'analyse d'image permet d'accéder a d’autres paramétres caractérisant la structure des mono-nucléosomes
étudiés. Nous représentons les distributions de probabilité de certains d’entre eux.

Sur ces méme nucléosomes il est également posisibteesurer des parameétres additionnels
comme l'aire du nucléosome, du NCP, leurs voluntds kauteur moyenne et la hauteur maximale
du nucléosome (Figure 87):

a) La hauteur maximale du nucléosome est relativerhasse (1.6 nm pour 5 nm dans la
structure cristallographique). Elle est due priatgment aux conditions d’imagerie comme
expliqué dans la partie ‘2. Méthodes’ et en paligcia la différence d’adhésion de la pointe sur la
surface AP-mica par rapport a I’ADN ou au nucléosothest a noter que toutes les études AFM
sur ce type de surface trouvent une hauteur simi(die 1.5 a 2 nm) (Yodét coll. 1999; Yodhet
coll. 2002).

b) Le rayon du NCP (7.5 nm en moyenne) est en trasaboord avec la dilatation d’un objet
de 5.5 nm de rayon par une pointe de 3 nm de réfosection 2.1.3.3). On la calcule & partir de

I'aire du NCPA\cp et en supposant que ce dernier est de forme ciglurel parR=,/AN°%
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Par ailleurs, on mesure également les paramétreanss qui peuvent étre utiles pour la
sélection des objets présent sur I'image :

c) L’aire du NCP

d) Le volume du NCP

e) L’aire totale du nucléosome qui est I'aire occupaele NCP et 'ADN

f) Le volume total du nucléosome qui est le volumeupé par le NCP et ’ADN

3.1.2 Etalonnage de la méthode d’analyse et des cart es L./AL

Dans cette partie nous nous intéressons a |'étaggmrde notre méthode automatique
d’analyse d’'image. Pour quantifier la fonction dirument de cette étape nous avons choisi de
créer des images AFM synthétiques a partir d’'unétettés simple de nucléosome et d’interaction
pointe-surface. Avec cette approche nous pouvonger exactement les parametres des objets
constituants I'image et donc tester I'influence diférents paramétres comme la rugosité de la
surface, la longueur de persistance de I'ADN, lar&ation entre les deux bras libres du
nucléosome, le déroulement de I’ADN nucléosomas lde I'ouverture ou encore la taille de la
pointe sur le résultat de I'analyse d’'image.

Nos images synthétiques sont formées sur un réeali2 pixels< 512 pixels (représentant
une zone de 1um 1um) en deux étapes distinctes :

e la construction d’'un fond rugueux réalisé a pattim bruit blanc d’amplitudé\,
sur lequel sont posés des mono-nucléosomes forimae dartie hémisphérique de
R.wuc = 5.5nm de rayon (le NCP) et deux cylindres de raf®pna = 1 nm (les bras

libres de '’ADN) de longuedur, etl,.

e La dilatation morphologique de cette surface pae yointe AFM simplifiée
représentée par un elément structurant 3D sphédiguayorRyeinte (S€CtiOn 2.2.1.3)

En pratique, on crée le fond rugueux en créantroagice carrééMG(i,j) de 512 par 512
cases dont les valeurs sont le résultat du tirageedvariable aléatoire uniforme d’amplitu@e.i.
On positionne ensuite aléatoirement le centroidd deicléosomes, autour desquels on construit le
NCP et les bras libres de 'ADN en additionnant stesctures aMG.

Surface

rugueuse Partie NCP Partie ADN
(AP-mica) "N N N
/_/H
MGG 1)= Aot + D zcpli=ii =10+ > 7 onal = wd =1 k) D7 ol 4 i3 6, )
k=1 k=1 k=1
—_i2_i2 & 2, .2
ZNCP(i! J) = RnUC I I S|Rnuc> =+ ]
0,sinon
ou 2, si {,j ) appartient au polymeére sureés de longueur |, d'orientatiéh
ZDNA,Z(L 1oLl p)= et de longueds persistancepl
0, sinon
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Comme on le voit dans cette définition, I'imald#G est donc la somme des contributions
issues des différents nucléosomes, chacun de aeserde étant constitué d'une partie ADN
filiforme a notre échelle et d’'une partie NCP hérhirique.

Pour déterminer le trajet des bras ADN, on faifpieoximation d’un comportement
gaussien. Pour ce faire, on tire aléatoirementeftation de chacun des monomeéres avec une
distribution normale pour les incréments angulai€sst un modele 2D puisque nos images AFM
indiquent que I’ADN se place bien dans le planalsurface AP-mica.

Dans une deuxieme partie, on calcule I'image dilae niveau de gris de IMG avec pour
élément structurant une sphére de ragshe

IMGdiIaté =IMG [ SR e

ou Sy t est une sphéere de rayBpuine €t 0 I'Opérateur de dilatation morphologique.
pointe

Comme nous l'avons vu dans la section 2.2.1.9¢ agperation morphologique reproduit
exactement l'effet du balayage de la pointe AFMcentact avec une surface donnée. Elle rend
compte en particulier de I'élargissement effecti$ bjets observés sur les images AFM.

Les images dilatées ainsi produites (exemples Ei@®) sont alors analysées a l'aide du
méme programme d’analyse que les images AFM expétates de mono-nucléosomes (décrit
dans le chapitre 2).

En résumé, ces deux étapes nous permettent daromdiuire un ensemble d'images AFM
synthétiques & partir desquels nous pouvons téstiet de nombreux paramétres sur la résolution
de notre analyse dimage. Dans un premier tempss réudierons l'effet de la fluctuation
d’ouverture des mono-nucléosomes. Ensuite, noassatester I'effet de la longueur de persistance
|, de 'ADN des bras libres des nucléosomes, puisi ¢ la corrélation entre angle d’ouverture et
allongement des bras. Enfin nous montrerons quepéut rendre compte des cartes expérimentales
LJ/AL qu'en supposant une absence de synchronisatioalodéroulement de chacun des bras.

3.1.2.1 Effet de la flexibilité de I'angle d’entréesortie

Nous avons tout d’abord testé ce qui se passeueisangle d’ouverture des deux bras n’est
plus une quantité fixe mais peut fluctuer. Pourfaiee, nous avons construit des nucléosomes
virtuels dont l'angle peut varier selon une digitibn normale centrée sur2 et d’écart type
variable. Néanmoins, a la différence des nucléosoréels, nous n’'avons pas couplé I'ouverture
des bras avec un rallongement de ceux-ci. En effets un nucléosome réel, comme 1.75 tours
d’ADN font 147 pb (soit 84 pb pourm®, ces deux parametres sont couplés de manierarkniérs
du déroulement de ’ADN nucléosomdl » [1 (84 / 21 x 8. Dans le cas simplifié, on ne prend pas
en compte cet effet dans un premier temps, topasse donc comme si les bras pivotaient I'un par
rapport a I'autre autour d’un axe fictif passant lgacentre du NCP. De plus, on considére ici que

|, =, c’est a dire que les brins d’ADN sont des battsirigides.

Nous avons testé deux cas principaoy = 0 etgy = /2. Les cartes 2D de la Figure 89a et
Figure 89b présentent le résultat de ces simukatmurl; = 30 nm ~ 88 pbl, = 50 nm ~147 pb
d'ou AL =29 pb etL. =147 pb. On remarque clairement que dans les desxl|'état ¢) est
toujours beaucoup plus localisé que sur les catpgrimentales (exemple Figure 89f, pour une
position différente du nucléosonzt ~ 9 pb). On remarque également que la fluctuadiangle
d’ouverture n’interfére pas avec la mesure des érapie le diamétre de I'état)(reste le méme.
Cependant, pour de grandes fluctuations les deas & joignent et le script d’analyse ne sépare
plus les deux bras. On aboutit alors a des évensnpéercés sur la diagonale= 0 (le script ne
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détecte qu’'un seul bras qu’il nomrhe) et a une positiodlL = L, =L.(a). On nommera ce type
d’état (-faux-1-bras), et ces nucléosomes ‘faux-1-brasvpetiétre observés sur les images AFM
(Figure 88) et les cartes 2D (Figure 89) de nudéws synthétiques et de nucléosomes réels.

3.1.2.2 Effet de la longueur de persitends,

En conservant cette ouverture fluctuante, compaemssiite ce que nous obtenons aprés
analyse des images pour un polymére ADN infinimaite (= «) avec le cas réel{= 50 nm)
(Bouchiatet coll. 1999). Ceci nous permettra donc de tester l'infb@edu caractére non rectiligne
des bras libres sur notre systeme d’analyse. Lar&i§9 montre la comparaison des cakig¢dlL
correspondant a ces deux conditions de longueupeisistance pour une ouverture variable
<@>=112, 0p =102 et des bras tels qlre= 30 nm = 88 pbl, = 50 nm =147 pb d’oulL = 29 pb et
Lc = 147 pb. On remarque que I'étreste toujours beaucoup plus localisé que sucdewes
expérimentales (comparer Figure 89c et Figure 89ffjue l'effet induit par une longueur de
persistance finie est négligeable (Figure 89b guifél 89c). En outre, on remarque sur les images de
la Figure 88 que le choix d’'une longueur de peasist de 50 nm (Figure 88c) correspond
visuellement a ce que nous observons sur les imeageEsimentales (Figure 88f, par exemple).

3.1.2.3 Effet de la corrélation8/ |, ,

Pour nous rapprocher encore de la situation réetlas avons ensuite couplé ouverture et
déroulement du nucléosome. Pour se faire nousstcomme précédemment selon une distribution
normale I'angle du nucléosome et calculons en aprestce la longueur de chacun des bras selon
(I O (42Mm) x G, voir section3.1.2.1). La carte de la Figure 89d décrit le résultatnd'uelle
simulation. On remarque que |'état)(s’élargit selon la directioh, mais pas selon la directiafi.

En effet, par construction I'ouverture des bras sghétrique pour les nucléosomes dans cette
simulation, ce qui induit donc un changement deyl@ur complexée mais, par définition de la
mesure de la positiord( O L, -L-), pas de modification de la position de la dyade rgste

AL = 29 ph Néanmoins, ce cas idéal de parfaite corrélatidredes deux bras parait difficilement
représenter la situation réelle ou les fluctuatitresmiques agissent de maniere indépendante sur
chacun des deux bras.

3.1.2.4 Corrélation@/ | , et désynchronisation des deux bras.

Enfin, nous avons enfin construit des nucléosonmgels dans lequel chacun des bras est
susceptible de fluctuer de maniére indépendanteqee donne lieu a un rallongement/
raccourcissement du bras correspondant. En réalisentelle simulation, nous obtenons une carte
LJ/AL trés proche de celle obtenue avec les donnéesimgndales comme le montrent les Figure
89e et f, que ce soit le diametre de I'ém} (dans les deux directions et AL) ou I'abondance
relative des étatsaffaux-un-bras). On peut noter la positidh de I'état ) différente et la
séparation plus importante entre les étajset (@-faux-un-bras) sur les cartes synthétiques du fait
de la construction utilisée. Le fait que ces nusbéoes ¢-faux-un-bras) soient présents sur les
images et les cartes synthétiques suggerent domcefuétat, visualisé dans les expériences, est
simplement la conséquence des fluctuations des darasucléosome et de l'imagerie a 2D. Par
conséquent, ce n'est pas un état distinct de I{&aet nous avons choisit de ne pas représenter cet
état minoritaire dans I'étude des mono-nucléosaaniquilibre. Néanmoins, nous verrons dans le
chapitre 5 que cet état (faux-un-bras) peut devemr@pondérant dans le cas de nucléosomes sur-
complexés (voir section 5.1.2)
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Figure 88 : Images synthétiques de nucléosomes

Images de topographie AFM (1 * 1 um) de mono-nucléosomes synthétiques avec une longueur des deux
bras ;=30 nm et I, = 50 nm, un angle d’ouverture <@>=T11/2 et (a) une longueur de persistance de 'ADN
p = o et une flexibilité d'ouverture g,=0; (b) |, = et gy= 1/2 (le changement d’angle &ne modifie pas la
longueur des bras) ; (c) une longueur de persistance |, = 50 nm et gz= 1/2; (d) |, = 50 nm, gy= 1/2 et le
changement de I'angle d’ouverture modifie linéairement la longueur des bras de maniére synchronisée pour
chacun d’eux ; (e) I, = 50 nm, gy = 1/2, le déroulement est maintenant désynchronisé entre les deux bras. (f)
Image expérimentale obtenue pour les mono-nucléosomes courts.
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Figure 89 : Cartes L /AL simulées montrant I'effet de différents parametres

Cartes LJ/AL issues de l'analyse de mono-nucléosomes synthétigues avec une longueur des deux bras
l1=30 nm et |, = 50 nm, un angle d’'ouverture <&> = 11/2 et (a) une longueur de persistance de I'’ADN |, = o
et une flexibilité¢ d'ouverture gy= 0; (b) I, = @ et gy,= /2 (le changement d'angle & ne modifie pas la
longueur des bras) ; (c) une longueur de persistance |, = 50 nm et gg= 1/2; (d) I, = 50 nm, gy= 1/2 et le
changement de I'angle d’ouverture modifie linéairement la longueur des bras de maniére synchronisée pour
chacun d'eux ; on remarque dans ce cas un élargissement de la distribution 2D selon L. (e) I, = 50 nm,
gs=T11/2 et le déroulement est maintenant désynchronisé entre les deux bras. On remarque un
élargissement de la distribution 2D selon L. et 4L ; (f) Carte LJ/AL expérimentale obtenue pour les mono-
nucléosomes courts en tenant compte des nucléosomes ‘faux-un-bras’ (qui ont été rejetés de I'analyse dans
la carte L /AL de la Figure 85). Pour chacune des cartes, N > 1200 nucléosomes ont été analysés.

En résumé, nous avons pu rendre compte de la ladgeletat (1) dans les directionis, et
AL, calculé a partir des données expérimentales edumant des nucléosomes synthétiques
constitués d’'une demi-sphere de rayon 5.5 nm et Hes, de 1 nm de rayon et 50 nm de longueur

de persistance, capables de fluctuer indépendampentapport a la demi-sphére avec une
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amplitude correspondante a celle issue de I'expéeie Dans le cas ou les fluctuations sont
corrélées ou plus faibles, on obtient un étaus compact.

Nous en concluons que I'étalement de cet état ldsmdeux directions est bien imposé par la
dynamique interne du nucléosome et non par lautisnlde notre méthode d’analyse. Pour aller
plus loin dans la compréhension de cette dynamigues avons étudié expérimentalement des
facteurs susceptibles de modifier la structureaedyinamique des mono-nucléosomes, proposeé un
modéle expliquant quantitativement la distributdlongueur complexée et extrait les parametres
énergétiques de la « respiration » du nucléosome.

3.2 Energétique du nucléosome : modele linéaire

Ce modele a été élaboré en collaboration avec M&distelnovo au Laboratoire.

3.2.1 Présentation du modele

Différentes approches expérimentales ont été édisjusqu'a présent pour étudier la
structure et la dynamique du nucléosome, y conpaisdes études cristallographiques (Luger
coll. 1997), des mesures d’accessibilité d’enzymes ddatisn (Polachet coll. 1995; Wuet coll.
2004) et des mesures de FRET (Tomsgtikoll. 2005; Tomschiket coll. 2008). En parallele, des
modeles physiques (Schiessel 2003) et de récefntdsefle calculab initio ont été mis au point
pour décrire le nucléosome dynamique et son énguge{Bishop 2004; Rusciet coll. 2006;
Sharmaet coll. 2007). Nous avons tenté dans ce qui suit, de Raifeen entre ces travaux et nos
résultats obtenus par AFM.

La structure cristallographique du nucléosome neogtril existe 14 contacts discrets entre
I'ADN et I'octamére d’histones responsables poustabilité du nucléosome (Richmod coll.
2003). A chacun de ces 14 sites le gain énergégagqtiée résultat d’interactions électrostatiques et
de liaisons hydrogene. A I'échelle de notre analg®, le caractere discret des sites de liaison
n'‘est pas pertinent et nous considérerons une iénergdsorption effectives,< par unité de
longueur (en KT / pb). Le nombre fini de sites id&sbn ou, de la méme fagon, la longueur finie
d’ADN complexé sur ces sites (146 pb pour les raggénes conventionnels) sont liés a la position
spécifique de sites interactions favorables loéalisur la surface de I'octameére d’histones et
formant une trajectoire hélicoidale pour 'ADN. Maienroulement de '’ADN autour du cceur
d’histones a un colt énergétique lié a la nécesitécourber fortement 'ADN, donné par :
€ KTxL,
2R

d’histones.

, ou L, est la longueur de persistance de I'ADN Fetle rayon de I'octamere

La stabilité du nucléosome nécessite que I'énargite par unité de longueur soit négative
(pour un gain énergétique) et donc que l'on &it< &.<. Les distributions expérimentales de
longueurs d’ADN complexé aux histones montrent dei¢ ADN supplémentaire peut étre enroulé
autour de I'octameére. Pour ces paires de baseé&upplaires, I'énergie nette par unité de longueur
est positive (situation énergétique défavorableecmellement a cause de I'énergie de courbure
défavorable qui n'est plus compensée par un satdsdbrption spécifique sur I'octamere d’histones).
Cependant, pour prendre en compte la possibilit@edénergie résiduelle attractive non spécifique
(essentiellement électrostatique) au-dela dest&d diadsorption, le gain énergétique pour I’ADN
qui contacte la surface de I'octamere au-dela damim super-hélicoidal a une valeur différente
notées,-. La différences,< - &> représente alors la part spécifique des 14 sitasdrption (par
rapport au reste de la surface de I'octamere) (Ei§Q).
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AE\'n(er (kBT/bp)
147 pb >
et — — = L, |
1
—g - L} >
a 147 pb £,

Figure 90 : Modélisation linéaire du mono-nucléosom e

Schéma de (en haut a gauche) l'interaction ADN-histones pour une longueur d’ADN complexé L. < 147 pb et
(en haut a droite) une longueur L. > 147 pb. (en bas a gauche) Energie d’interaction en fonction de la
longueur complexée. &, correspond au gain énergétique par paire de base pour 'ADN d’étre en contact avec
la surface de I'octamére d’histones pour un nucléosome sous-complexé (&) ou sur-complexé (&s). (en bas
a droite) Distribution de longueur d’ADN complexé correspondant a ce modéle linéaire.

Nous prenons comme référence d'énergie I'’ADN liktedroit d’'un c6té et I'octamére
d’histones de l'autre, I'énergie totale du nuclénsgeut alors s’écrire :

E(L.) _ |(& —€a) L, di. L< (nucléosome sous-comples
KT (&, — &)L + (5, — €&, )LL) sil, %, (nucléosome sur-complexé)
E(L)/ KT

La distribution de longueur d’ADN complexé est déanpaP(L.) e )T o

probabilité est maximum pour la longuely, qui caractérise la région de contacts spécifiques
histones-ADN. Cette longueur peut étre différentairples nucléosomes conventionnels et les
nucléosomes variants. L’hypothése d’'une énergialne avec la longueur d’ADN enroulé et de
I'existence del. conduit & une distribution de probabilit¢ doublemexponentielle. Par
construction, on a les contraintes suivantes sualeur des énergies définies plus hagt < & <

&s. Notons que les valeurs des énergies que noussalléduire de I'analyse de nos distributions
expérimentales sont représentatives de mono-nuxtés adsorbés sur une surface plane chargée
et peuvent donc a priori différer des celles cqoeslant a des nucléosomes en solution.

La distribution de longueur d’ADN complexé doit poir étre décrite par un modéle simple
de double exponentielle, donc la fonction de déndé probabilité s’écrit comme une distribution
de Laplace asymétrique :

L-L

1 e 2Wew g5

P =1)=
(L=1) ar| , L
e V2] g0 L<L

ol L. est la valeur la plus probable de la distributiota relative asymétrie de la distribution de
Laplace asymétrique (différence entre les deux geemtes exponentielles) et la longueur
caractéristiqgue de décroissance de I'exponenfiglteyenne des pentes des deux exponentielles).
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3.2.2 Extraction des parameétres et interprétation

Plutdt que d’ajuster les distributions expérimezgadvec un fit a plusieurs parameétres, nous
avons préféré utiliser une procédure globale plabld qui consiste a calculer les 3 premiers
moments i1, Y2 ets) de la distribution expérimentale :

w=L =L -22e0

ty = (L —L) =4o” (1+£7)
oLl 2
=

3 /123/2 - (1+ 52)1/2

puis d’en extraire ensuite les paramétres d'intdué sont L. , € et g en résolvant cette équation.
Ces 3 parametres sont dont obtenus sans fit, singplieen calculant les 3 premiers moments de la
série statistique de longueur d’ADN complexée. leiment, les énergies effectives parameétres, du
modéle physique simple que nous avons décrit [@us B’expriment comme :

gb -&._= —; = __1
= J2@+e) L
gb —£a> = ; = i
V2(-e)0 L
ce qui donne enfinE®P*™ =g —g_= LZZ
Q-&%)o

Pour vérifier I'adéquation de ce modele avec ledrithutions expérimentales, nous tracons la
fonction P(c = L) pour les valeurs des paraméttgs ¢ et g extraits des données expérimentales et
avec la méme boite glissante de 20 pb que poulisé#butions expérimentales (Figure 91).

0.0L T T T T T T
e H2A, | =255bp, AL<12bp
Modele

0.015 i
pe
£ o.01t ]
o
o
o

0.005- .

-50 0 50 100 150 200 250 300

L./bp

Figure 91 : Modélisation de la longueur d'ADN compl  exé du mono-nucléosome a
I'équilibre

Comparaison de la distribution de longueur complexée L. expérimentale (trait plein) pour des nucléosomes
courts tels que 0<A4L <12 pb et ajustement par le modéle énergétique linéaire (trait pointillé) avec les
valeurs des 3 parametres LC*, £ et gextraits du calcul des moments de la distribution expérimentale.
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Les résultats sont reportés dans le Tableau 1éflesgies sont exprimées en kT/site de

liaison en supposant 14 sites de liaison le lorgylde pb d’ADN complexé pour les nucléosomes
conventionnels) et suggerent plusieurs remarqupsriantes :

Tout d’abord, les longueurs typiques de décroissaorrespondant a des longueurs d’ADN
sous-[<) et sur-[.) complexées (Tableau 1b et d) sont clairement rypés a la
résolution intrinséque de I'’AFM (reliée & la taitle la pointe et estimée a ~ 10)ph la fois
pour les nucléosomes conventionnels et variantgucenontre que les parameétres extraits
sont significatifs. En effet, nous sommes capabieguantifier les énergies d’ADN sous- et
sur-complexé pour un mono-nucléosome. Pour I'ADN-camplexé, les énergies sont
exprimées en kT/site de liaison par soucis de coamzn bien que le modeéle suppose qu'il
n'existe pas de tels sites de liaison ADN/ histoaasdela des 14 sites présents dans la
structure cristallographique du nucléosome.

D’autre part, si I'on suppose que la longueur @AM sur-complexé est uniquement du a la
courbure de I'’ADN autour du cceur d’histones. (= 0), alors la valeur trouvée pous
conduit a une longueur de persistahge- 3.5 pb, une valeur trop faible pour '’ADN double
brin. De plus, I'énergie correspondant a 'ADN somplexé § - &) est de la méme
amplitude que celle de ’'ADN sous-complexg { &<) mais de signe opposé (Tableau 1c et
e) ce qui signifie que cette énergie sur-complex@geut pas étre simplement due a une
pénalité d’énergie de courbure, ce qui justifieasteriori notre hypothése d’'une énergie
résiduelle attractive entre 'ADN et I'octamere @tones au-dela des 147 pb enroulées.
Enfin, nous pouvons estimer la spécificité des sli#és d’'adsorption a l'intérieur du
nucléosome &« - &>) (Tableau 1f). Cette énergie spécifique (Tabledy pgeut étre
interprétée comme une approximation de la coniobuhon-électrostatique de I'énergie
d’adhésion entre 'ADN et I'octamére d’histones.

& - Eac< & - Ea> Ea<m &>
<Le> (bp) L<(bp) (KT per site) > (bp) (KT per site) (KT per site)

nucléosome
conventionnel | 146+2 | 22+1.6 | -0.479:0.045 17+1.4 | 0.61+0.064 1.1+0.072

‘Site exposure
model (g)

-3<..<-0.5

Structure du
NCP (h)

147 0.8<-<2

Tableau 1 : Résumé des parametres extraits pour les ~ mono-nucléosomes
(a) Longueur complexée moyenne. (b) Longueur caractéristique de décroissance pour les configurations

sous-complexées. (c) Energie nette d’adsorption par site (1/ L<) pour les configurations sous-complexées.
(d) Longueur caractéristique de décroissance pour les configurations sur-complexées. (e) Energie nette
d’adsorption par site (1/ L<) pour les configurations sur-complexées. (f) Asymétrie d'énergie d’adhésion par
site entre les configurations sous- et sur-complexées. (g) Données extraites a partir de I'étude de Polach et
Widom (Polach et coll. 1995) utilisant le ‘site exposure model’. (h) Données extraites a partir de I'étude de
Richmond et Davey (Richmond et coll. 2003) sur la structure du NCP. Les valeurs des incertitudes ont été
calculées en utilisant le théoréme de la limite centrale et un calcul de propagation d’erreur. Nombre de

nucléosomes analysés N = 301 nucléosomes.

! La résolution de 10 pb est estimée par analyseadje du méme fragment d’ADN nu sur la méme
surface et dans les mémes conditions expérimentales
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Les valeurs extraites (Tableau 1) peuvent étre eoé@s a d’'autres estimations reportées
dans la littérature. Le gain énergétique net per geut étre comparé a des valeurs issues des
expériences de Widoet coll. (Polachet coll. 1995; Polactet coll. 1996; Andersoret coll. 2000).

Ces expériences visaient a sonder I'expositiorsit@ine de I'’ADN complexé dans un nucléosome
en utilisant différentes enzymes de restrictiorssait a des sites bien précis le long de 'ADN. Les
résultats expérimentaux montrent clairement quecéasibilité de I'ADN est fortement réduite
lorsque les sites de restriction sont situés l@n’entrée ou la sortie de 'ADN nucléosomal en
direction de la dyade. A partir des données expm@naies, les auteurs extraient un poids de
Boltzmann pour les différents sites exposés. Qb#tieibution devrait étre a priori similaire a rstr
distribution de longueur d’ADN complexé, sauf quauls les nucléosomes sous-complexés sont
sondés. Cependant, I'utilisation de plusieurs eregyte restriction ayant des tailles différentes et
des mécanismes d’action différents conduit a ureeritude inhérente pour I'estimation des
énergies libres de la distribution de Boltzmann.d&utres termes, seule une gamme d’énergie par
site de liaison peut étre extraite de ces expéeiktaccessibilité. A la différence des principaux
travaux précédents qui utilisent ces expérienceBadigch et Widom et citent une valeur unique de
2 KT par site de liaison (Schiessel 2003). Le gamiargétique net que nous pouvons extraire de ces
données de biochimie est dans la gamme 0.5 a 2uk3ite.

Les valeurs extraites de nos expériences d’AFMaidémt donc avec la borne inférieure de
cette gamme de valeurs. Ceci peut étre du a l@rdifte entre les deux types d’expériences
effectuées. En effet, nos observations sont ré&alisar des nucléosomes adsorbées sur une surface
chargée. Ceci peut modifier I'énergétiqgue d’ouvertdu nucléosome par rapport a sa valeur en
solution. Une autre différence entre les expérisrae Widomet coll et nos mesures AFM se
trouve dans la composition du tampon utilisé, qutpmodifier la stabilité du nucléosome (Claudet
et coll. 2005). En particulier, le tampon utilisé pour legpériences d’enzymes de restriction
contient plus d’'ions magnésium (~10 mM MgQjui ont tendance a fermer le nucléosome.

La spécificité des sites de liaison de 'ADN suckamére d’histones (Tableau 1, f) peut
aussi étre comparée aux valeurs issues des exgeEsiele rayons X effectuées par Richmond et
Davey (Richmonget coll.2003). En effet, en comptant les liaisons hydroggaresite de liaison qui
se trouvent dans cette structure cristallographiueucléosome, on peut estimer la contribution
spécifique de I'énergie de liaison ADN-histonesglan intervalle 0.8 a 2kT / site (Nikoe coll.
2004). Notre estimation pour les nucléosomes cdivamels (1.1 kT/site) se trouve dans cet
intervalle.

En conclusion nous voyons que cette approche défient simplifiée de la dynamique du
nucléosome nous permet de faire le lien entredssltats obtenus lors de nos expériences AFM et
les données de la littérature sur la dynamique wktiénsome. Nous avons pu remarquer que les
valeurs mesurées a I'aide de ce modéle leur sonpambles aux modéles couramment présentées.
Ceci conforte donc notre approche visant a obsefesmodifications dynamiques et structurelles
du nucléosome sous leffet, par exemple, de lipocation de variants d’histones au sein
'octamére d’histones. Avant d’étudier cet aspactis allons nous intéresser a quelques facteurs
susceptibles de modifier la structure et la dynamig I'équilibre du mono-nucléosome, tels que la
présence de I'histone de liaison H1 ou du tetrar(téBeH4), seul au sein du nucléosome.

3.3 Quelques facteurs a I'équilibre modifiantlaca rte
L./AL : histone de liaison, tétrasome
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3.3.1 Tétrasomes (H3-H4) ,

Il est possible de reconstituer des particuleséustimales a partir des seules histones H3 et
H4. Les objets ainsi formeés par le méme procéddialgse sont nommes tétrasomes. Ces particules
sont connues pour étre positionnés par les ségsiehcéype 601, sont moins stables et sont plus
accessibles aux nucléases que les nucléosomesgaemiDonget coll. 1991). Nous avons étudié
quelle est l'influence de cette modification de gasition sur nos cartes 2YAL. En particulier
nous avons cherché a savoir si le tétrasome comportseul tour d’ADN autour de son caceur
protéique (~ 85 pb) et s'il est positionné effiaaemt par la séquence 601.

En suivant le méme type de protocole de reconistitujue précédemment (voir section
3.1.1) nous avons reconstitué des tétrasomes dtagment d’ADN court de 255 pb comportant
une séquence positionnante 601 placé a 52 pb dchdi 56 pb de I'autre bord.

Figure 92 : Mono-tétrasomes purifiés

Images AFM de topographie de mono-tétrasomes purifiés sur gel acrylamide. Barre d’échelle X/Y : 100 nm.
Echelle Z : de 0 (marron foncé) a 1 ou 1.5 nm (blanc rosé). On remarque la hauteur de la partie protéique
plus faible que pour les nucleosomes et la forme caractéristique en V' des bras d’ADN.

Nous avons tout d'abord obtenu la cari¢dl de la Figure 93a. Comme on le voit, il
apparait majoritairement deux configurations posiiées dans la séquence 601 : 'une comporte
80 pb d’ADN associé au cceur protéique, I'autre pBOPour les caractériser nous les avons fait
migrer le contenu de la reconstitution sur gel acmde. Il apparait alors deux bandes distinctes
montrant que notre reconstitution est un mélangdeatx espéces. A quoi correspondent donc ces
deux configurations? Des études précédentes de gi@ar®tero et coll. 1978; Klevanet coll.
1978; Thoma=t coll.1979; Donget coll.1991) ont montré que lorsque I'on reconstitue palyde
des tétrasomes sur une séquence positionnante/gb ba est susceptible de former également des
di-tétrasomes c’est-a-dire deux tétrasomes plavésediatement 'un a la suite de l'autre sur la
séquence d’ADN positionnante.

En collaboration avec Manu Shukla qui a mis au tpl@irprotocole de purification sur gel,
nous pouvons découper chaque bande du gel, élnerosenu et déposer I'éluat sur des surfaces
AP-mica. En utilisant notre approche AFM, nous pms/alors visualiser les états des nucléosomes
ainsi purifiés de chaque bande et effectuer unéysmb/AL. En utilisant cette approche, nous
avons refait I'analysé /AL pour I'une des deux fractions seulement. Si I'onsidére la fraction
qui migre le plus lentement et qui, donc, comptatplus grande longueur d’ADN non complexé,
on obtient une carte/AL différente ou seule la configuration comportantpg®0apparait (Figure
93h). Les di-tétrasomes migrent de maniere plusieague les tétrasomes car leur ADN de liaison
est plus court et comporte le double de la quanthétones pour un ADN. Ainsi on comprend
alors pourquoi la deuxiéme configuration de laeadAlL de la Figure 93a possedent 130 pb
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d’ADN complexée (2 tétrasomes), et pourquoi les xdaonfigurations sont positionnées
correctement par la séquence 601 (méme positiola sarte (Figure 93a).

Al {bp)
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o

(b) |
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Figure 93 : Carte L /AL de tétrasomes

Carte L /AL de tétrasomes (a) avant purification (N = 2414 complexes) ou I'on remarque deux états distincts
positionnés dans la séquence 601 (L. ~ 80pb et L. ~ 130pb) ; et (b) apres purification des especes migrant
lentement sur gel acrylamide (N = 9600 mono-tétrasomes). Dans ce cas, on conserve uniquement |‘état
correspondant a L. ~ 80pb.
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Figure 94 : Distribution de longueur complexée des mono-tétrasomes purifiés.
Comparaison des distributions de L. pour des mono-nucléosomes conventionnels et des tétrasomes. On
remarque que la distribution correspondant aux tétrasomes présente un maximum de probabilité plus bas
(79 pb) et une plus grande asymeétrie. Seuls les complexes bien positionnés (4L < 12 pb) sont pris en
compte.

Intéressons nous maintenant uniquement aux morastéhes purifiés, les images AFM
gue nous avons obtenues sont présentées sur & BgLet la carté /AL sur la Figure 93b. Il est
possible d’étudier comme précédemment la distdinutie longueur complexdg en projetant la
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carte sur cet axe. Comme on le voit sur la Figutel@ distribution posséde un maximum de

probabilité a 79 pb proche a la fois de la valenddjte géomtriquement pour une complexation
d’un tour d’ADN au autour du tetramere (147 pb pbui5 tours soit 84 pb / tour), et des mesures
de digestion a la microcoque nucléase (73 pb, Bargpll. 1991). De méme cette distribution est

plus large et plus asymétrique que la distributie longueur complexée des nucléosomes
conventionnels. Elle présente une pente plus fide les configurations moins complexées et une
pente plus faible pour les configurations plus claxges.

On peut de la méme maniére que précédemment agesterdistribution a I'aide du modele
énergétique linéaire (voir 3.2.1). Pour ce fair@, extrait les trois premiers moments de la
distribution puis on détermine les méme paramééesrgétiques que pour les nucléosomes
conventionnels (voir 3.2.2). On obtient alors :

Eac —Ep= 0.691KT /site ;& —&p = 0.2KT /site ;L= 79pl
Enet = 0.691KT /site ;e = 0.96KT Kite

Comme on le voit I'énergie spécifique d’adsorptour un site est la méme que pour un
octamere d’histone alors que I'énergie nette d’'gutsmn est plus grande. Si I'on considéere que
I'énergie de courbure de I'ADN est la méme pourr@mo-nucléosomes et les mono-tétrasomes,
ona

Enet = €p t 8spé t £ nonspé

< tetra _ .nuc — o~ huc_ tetra tetra nu
d'ou 5nonspé gnonspé‘g net € nett € spé‘g S 0
La composante non spécifique est donc plus falbdei correspond au fait que la structure
locale d’'un contact histone-ADN est la méme pouwéteamere Ky identique) mais que la charge

résiduelle d’un tétramere est plus faible que adlle octamere d’histondefonspeinférieure pour le
tétrasome).

0.015
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- _Ajustement
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Figure 95 : Modélisation de la distribution de long ueur complexée par le modele
linéaire

Le méme type de modélisation que celui utilisé pour les mono-nucléosomes courts conventionnels et
variants nous permet d’extraire de la distribution de longueur complexée obtenue pour les mono-tétrasomes
les parameétres énergétiques correspondants. On obtient la aussi un bon accord entre le modeéle et
I'expérience. Par rapport au mono-nucléosome conventionnel, on observe que I'énergie nette d’adsorption
par site est plus faible alors que I'énergie spécifique reste trés proche.

0 50 100
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En résumé, nous avons vu que notre méthode nousepete différencier les mono-
tétrasomes des nucléosomes conventionnels a kddeux parameétres principaux : la longueur
complexée moyenne et I'énergie nette d'interactdiopposé, I'énergie spécifique d’interaction
est la méme que pour le nucléosome conventionnglicsuggere que le type de liaison histone-
ADN est le méme.

3.3.2 Effet de I'histone de liaison H1

De la méme maniere nous nous sommes intéressésfactenr susceptible de fermer le
nucléosome et de réduire sa dynamique. Nous awainistieragir des mono-nucléosomes longs et
asymétriques (nucléosomes 127-601-82, voir Figdjeaec I'histone de liaison H1 en présence de
NAP1 une chaperonne d’histone ayant la capacitéétjrer H1 au nucléosome (Zlatanatacoll.
2007). Apres un temps de réaction a 29°C de 30 tesnmous avons déposé le mélange sur une
surface AP-mica. On peut remarquer deux types a¢eosomes (Figure 96): des nucléosomes
ressemblant aux nucléosomes conventionnels (60%hjets) et des nucléosomes dont le NCP est
plus volumineux et asymétrique avec des bras d’AfpiNsont quasiment paralléles (20-30 % des

objets).

H1 intégre H1 non-intégré

Figure 96 : Mono-nucléosomes conventionnels et hist one de liaison

Images AFM de topographie. Barre d’échelle X/Y : 100 nm. Echelle Z : de 0 (marron foncé) a 1.5 nm (blanc
rosé). (a gauche) Mono-nucléosomes conventionnels longs et ayant intégrés I'histone de liaison H1. (a
droite) Mono-nucléosomes conventionnels longs et n'ayant pas intégrés I'histone de liaison H1.

On peut supposer que ces derniers sont des nuaiéssayant intégré 'histone de liaison
H1 ce qui réduit la dynamique des bras ADN et augendée volume de la partie protéique du
complexe. On peut donc penser qu’on a donc obtaauniégration partielle de I'histone de liaison
qui doit conduire a une augmentation apparenteadenigueur complexée. Apres I'analyse de ces
images on mesure une longueur complexée moyenrede> = 170 pht 3 pb significativement
supérieure a longueur complexée mesurée a l'équilib47 pht 2 pb). Néanmoins, du fait du
faible nombre de nucléosomes analysés et de liatiég partielle de I'histone de liaison il est
difficile d’analyser plus quantitativement ces dées.
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3.4 Mono-nucléosomes variants H2A.Bbd et chimeéres

Nous avons montré que notre méthode est capabteederer des phénomeéenes modifiant de
maniére importante la structure et/ou la dynamiggi¢a particule nucléosomale et en particulier la
distribution de longueur complexée. Nous allonsntesiant nous intéresser a I'impact plus faible
de l'incorporation du variant d’histone H2A.Bbd mmplacement de I'histone H2A sur lequel nous
nous focaliserons plus en détail,.

3.4.1 Visualisation de mono-nucléosomes H2A.Bbd et o btention de la
distribution de longueur complexée

La méthode de reconstitution par dialyse avec d#sries purifiés, permet de remplacer un
des histones par son variant (ici H2A.Bbd a la @lae H2A) et ainsi de reconstituer des
nucléosomes variants. Des mono-nucléosomes H2A(®Irdun fragment de 255 pb contenant la
séquence 601 positionnante) ont été déposeés snicéefonctionnalisé AP-mica et visualisés par
AFM dans l'air. Les images AFM montrent une popolatde mono-nucléosomes moins homogéne
gue dans le cas des nucléosomes conventionneliaulkede reconstitution est moins bon (plus
d’ADN libre : 2 & 3 ADNs libres pour un mono-nucsémne).

En suivant la méme procédure que pour les nucléesa@anventionnels, nous sélectionnons
les nucléosomes bien positionnd& & 12 pb) et comparons les distributions de longsel’ ADN
complexé pour les deux types de nucléosomes (ctiomerls et variants) reconstitués sur le méme
fragment d’ADN.

H2A.Bbc H2A

Figure 97 : Mono-nucléosomes variants H2A.Bbd et co  nventionnels H2A

Images AFM de topographie. Barre d’échelle X/Y : 100 nm. Echelle Z : de 0 (marron foncé) a 1.5 nm (blanc
rosé). (a gauche) Mono-nucléosomes longs (356pb) variants H2A.Bbd. (a droite) Mono-nucléosomes longs
conventionnels H2A.

Pour les nucléosomes variants H2ABbd, on obsereedistribution décalée vers les plus
petites longueurs d’ADN complexé et élargie (vagure 98). Le maximum de la distribution de
longueur d’ADN complexé est clairement différenuptes mono-nucléosomes H2A.Bbd avec une
valeur maximum pour la distribution dg 1oasps= 130+ 3 pb & comparer B on = 146+ 2 pb.
Cette différence correspond a environ deux sitadstirption de I’ADN sur I'octamere d’histone en
moins par rapport au nucléosome conventionnel t€l/$D pb). De plus, l'écart type de la
distribution est presque doubléi y2asra= 41 pb @ comparer é . H2a = 23 pb. La largeur de la
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distribution obtenue traduit la dynamique d’ouvestiet fermeture des deux bras d’ADN en
solution (avant le dép6t) autour du cceur protéique.

Ces différences montrent que le nucléosome vaH&/t.Bbd est un complexe plus labile
contenant moins d’ADN lié en bon accord avec leseolations précédentes en AFM et cryoEM
(Doyen et coll. 2006). Des expériences de digestion du nucléosog#eBbd par la microcoque
nucléase indiquent que ’ADN s’enroulent autourl'detamere d’histones sur seulement 118 pb
(Bao et coll. 2004; Doyenet coll. 2006) mais la longueur d’ADN complexé ainsi mesuré
correspond a une longueur d’ADN protégée par l'méte vis a vis de la digestion par la
microcogue nucléase, celle-ci pouvant digérer da-des bornes du nucléosome dont la stabilité est
réduite par la présence du dimére H2A.Bbd. En outree digestion plus restreinte de ces
nucléosomes variants conduit & une longueur coréplele 130pk 3pb (Doyenet coll.2006). La
plus grande accessibilité de 'ADN du nucléosomeAHlBbd pourrait de fagon plus générale
faciliter la mise en ceuvre des processus néceskithaison de facteurs a I’ADN.

Enfin, la distribution de longueur d’ADN complexést asymétrique pour les nucléosomes
conventionnels. L'asymétrie de la distribution péwe quantifiée en mesurgny, défini par :

~ _ M3 _ (LC_L_C‘)S

H3 = y T
— 5 3
2 2
27 ((Le-LY )/2
00 T T T . T T T
T a m H2A, | =255bp, AL<12bp
H2A.Bhd e H2A-Bbd, L =255bp, AL<12bp]
""""" Modele H2A
00155 N & BN PN [ Modéle H2A.Bbd I
2
% 0.01+ kHZA.Bbd
o
o
o
0.005

", . s
-50 0 50 100 150
Le (pb)

Figure 98 : Distribution de longueur complexée L. pour des nucléosomes variant
H2A.Bbd et conventionnels H2A.

Pour les nucléosomes variants la distribution de longueur complexée est plus large et décalée vers les
valeurs plus basses de longueur de complexation L.. Tout se passe donc comme si le nucléosome H2A.Bbd
était un mobile moins rigide (schématisé par un ressort entre les deux bras de raideur Kyagnd < Knza) €t plus
ouvert (angle 8i2a8bd > G424) que le nucléosome conventionnel H2A.

On trouveyls = -0.57+ 0.09 pour le nucléosome conventionnel, le signmsnsignifiant que
les configurations sous-complexées en ADN (par aepg@ la valeur moyenne de 146 pb) sont
énergéetiquement plus favorable que des configurat&ur-complexées. En ce qui concerne les
nucléosomes variants H2A.Bbd la distribution estsipsymétriquej(s ~ 0.01+ 0.16). Ces résultats
seront interprétés dans le cadre du modele sim@enqus avons présenté dans la section 3.2.1.
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3.4.2 Modélisation de la distribution de longueur c =~ omplexée

La comparaison entre nucléosome conventionnel @éosome variant montre qu’a la fois
la longueur moyenne complexée et les fluctuatiameua de cette valeur sont différentes. En
utilisant les mémes méthodes que pour les nuclées@onventionnels nous avons donc extrait les
parametres énergétiqgues des nucléosomes variaitBbt2 Les mesures correspondantes sont
rassemblées dans le Tableau 2. La longueur d’ADNpbexée moyennk; yoa shg= 127 pb signifie
soit I'absence soit le relachement d’au moins dsitgs de liaison ADN-histones. De plus,
I'énergie, et donc la stabilité du nucléosome fearsites de liaison restants est réduit@a(gnd ~
2/3 &42p), €n accord avec d’autres observations expérinen{Baoet coll. 2004; Gautieret coll.
2004; Doyeret coll.2006).

(@) (b) © (@) © ®

& - Eac & - Ea> Ea<- Ea>
<Le> (bop) L<(bp) (KT per site) L~ (bp) (KT per site) (KT per site)

nucléosome
conventionnell 146+2 | 22+1.6 | -0.479% 0.045 17+1.4 | 0.61+ 0.064 1.1+ 0.072

nucleosome

. 127+3 | 31+1.5 | -0.330.022] 274 15| 0.39+0.026 | 0.720.021
variant

Tableau 2 : Résumé des parametres extraits de la mo délisation pour les
nucléosomes conventionnels H2A et variants H2A.Bbd

(a) Longueur complexée moyenne (b) Longueur caractéristique de décroissance pour les configurations
sous-complexées. (c) Energie nette d’adsorption par site (1/L.) pour les configurations sous-complexées.
(d) Longueur caractéristique de décroissance pour les configurations sur-complexées. (e) Energie nette
d’adsorption par site (1/L.) pour les configurations sur-complexées. (f) Asymétrie d'énergie d’adhésion par
site entre les configurations sous- et sur-complexées. N = 384 nucleosomes variant H2A.Bbd.

Si 'on comprend les fluctuations d’ouverture/fetare des nucléosomes comme étant dues
au décrochage d'un certain nombre de contactsnasé®dN, on voit donc que les nucléosomes
H2A.Bbd se comporte comme des mobiles comportatelsorts angulaires plus ouverts et moins
raides que les nucléosomes conventionnels.

3.4.3 Mono-nucléosomes chiméres Bbd.ddH2A

Afin de déterminer quels domaines structurels Histbne H2A.bbd sont responsables des
différences de comportement de structure (valeuyemae delL.) et dynamique (largeur de la
distribution del,, labilité du complexe nucléosomal), un histonendne a été produite au
laboratoire par Cécile Doyen : Bbd.ddH2A (pour driet H2A.Bbd contenant docking domair(et
la partie C-ter) de H2A, (Doyeret coll. 2006)). La différence majeure entre [I'histone
conventionnelle H2A et le variant d’histone H2A.Bhigbside dans la partie C-terminale des deux
protéines. L’histone H2A.Bbd ne possede pas undiepau ‘docking domaih (ou domaine
d’accrochage) impliqué dans l'interaction avecdtbne H3 (c’est a dire responsable du lien entre le
dimere H2A/H2B et le tétramere (H3/H¥)au sein du nucléosome (voir section 1.2.1.3.4).
L’histone chimére Bbd.ddH2A est donc la protéinefagon obtenue en remplacant otking
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domain de I'histone H2A.Bbd (ou se concentre I'essentie$ difféerences entre H2A et H2A.Bbd)
par celui de I'histone conventionnel H2A.

La reconstitution de mono-nucléosomes chimériques-diH2A, nous a permis d’observer
par AFM que la particule ainsi générée retrouve pagtie des propriétés structurelles et
dynamiques du nucléosome conventionnel. En eff@is mvons mesuré une longueur moyenne
d’ADN organisé par I'octamére chimeére.;gpg.aarza = 143 £ 2 pb, trés proche de celle du
nucléosome conventionnel (et en bon accord aveicniages de cryoEM (Doyeet coll.2006)) et
une largeur de distributio@ic gpd.danza ~35 pb, proche de celle du obtenue pour le mono-
nucléosome variant H2A.Bbdai. v2aene= 41 pb). Nous verrons dans le chapitre 4 que les
propriétés particulieres de cette chimere d’histooes ont permis de tester le role de la flexbilit
de l'angle d’ouverture du nucléosome dans la foignatle structures d’ordre supérieur de la
chromatine comme la fibre compacte de 30 nm.

3.5 Conclusion sur les mono-nucléosomes a I'équili bre

Nous avons, dans cette partie, vu un bref aper@e dgie peut nous apprendre I'étude AFM
de complexes nucléo-protéique a I'équilibre. Langeaprécision de ces résultats et leur bon accord
avec d’autres approches (notamment les mesurehkiliggies et 'imagerie par cryo-microscopie
électronique de Jan Bednar du Laboratoire de Spwétrie Physique a Grenoble) permet de
valider notre approche expérimentale. De mémeaitegiie nous sommes capables d’accéder a la
fois a des différences de structure et de dynansgbéles a I'échelle du mono-nucléosome nous a
permis de proposer un modéle quantitatif rendantpte de la dynamique des mono-nucléosomes
conventionnels et variants.

Pour se rapprocher un peu plus de la chromatifedak I'on peut I'observer dans le noyau
des cellules eucaryotes, nous avons étendu naide éle I'effet du variant H2A.Bbd sur la
conformation des nucléosomes a I'équilibre, au daschapelets de nucléosomes variants. Les
résultats font I'objet du chapitre suivant.
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A I'équilibre :
Les oligo-nucléeosomes

Dans cette partie, nous abordons I'organisatiola elynamique de fibres de nucléosomes
comportant de 5 a 32 nucléosomes positionnés. Commae I'avons vu dans le chapitre 3,
l'utilisation de la microscopie a force atomiques@sée a une analyse automatisée des images et
une modeélisation physique permet de caractérisenpéict du remplacement d'un histone
conventionnel H2A par un histone variant H2A.Bbdh Rarticulier, nous avons pu mettre en
évidence des modifications structurelles et dynamsgdes nucléosomes H2A.Bbd et les relier a la
structure particuliere de ce variant d’histone. Poous rapprocher de la situation physiologique,
nous avons donc étendu cette étude au cas de fierelsromatine afin de tenter de répondre a des
questions telles que : ces différences structwatedynamiques sont-elles encore présentes pour
des fibres de chromatines variantes et conventllmsn® Est-il possible de faire quantitativement le
lien avec ce que nous avons mesuré a I'échelleahomucléosome ?

L'intérét de notre méthodologie pour répondre a gasstions est que l'utilisation de
surfaces chargées comme I'AP-mica associée a larmebrecte et résolue au nanometre de la
conformation des molécules permet de capter deiptadtinstantanés de la configuration des
pelotes de chromatine. A la difféerence des nombteanaux réalisés par AFM et cryoEM sur la
fibre de chromatine ((Bednat coll.1998; d'Ermeet coll.2001; Karymowet coll.2001)et pour une
revue voir (Zlatanovaet coll. 2003)) nous nous affranchissons de [l'utilisatiomnd’fixateur
chimique. Ceci nous permet alors d’extraire desupatres dynamiques et structuraux du systéme
pour des échelles allant du nanometre a la centi@negnometres. En comparaison les techniques
les plus utilisées comme [I'ultracentrifugation, déffraction des rayons X ou des neutrons
(Gerchmanet coll. 1987) ne donnent acces qu'a des mesures globatEssi@nt de grandes
quantités de matériel. Les fortes concentratiodjdis requises par ces différentes méthodes ne
permettent pas, dans ce cas, d’exclure des intemachon souhaitées entre pelotes (Zbbeoll.
2007).

Dans ce contexte, en collaboration avec Hervé Miefpmur la partie biochimie) et Martin
Castelnovo (pour la modélisation) nous avons tdia@alyser I'impact du variant H2A.Bbd avec la
méme approche qui consiste a utiliser le systemeluds contrélé possible et a extraire par
I'imagerie AFM des quantités statistiques qui npaamettront de caractérisierfine les propriétés
mécaniques de ces poly-nucléosomes variants.

4.1 Fibres nucléosomales conventionnelles
4.1.1 Reconstitution et visualisation

Les chapelets nucléosomaux ont été reconstituésHparé Menoni sur des fragments
d’ADN de 1, 1.8, 3 et 6.3 kpb contenant respectimein®, 9, 15 et 32 séquences 601 (longueur de
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répétition = 197 pb) par dialyse. L'utilisation de type de séquences (grace a d’'une collaboration
avec Daniela Rhodes a Cambridge (Robingincoll. 2006)) nous a permis d’obtenir des
chromatines trés bien positionnées et de nousnafiia ainsi de l'effet du positionnement des
nucléosomes sur la structure et I'organisationadenfomatine. L’ajout de petits fragments d’ADN
compétiteurs permet d’augmenter le rapport histéd2N lors de la reconstitution afin d’obtenir
un fragment long d’ADN saturé en nucléosomes toué\dtant des phénoménes d’aggrégation des
histones sur I'ADN. La méthode consistant a rectrest les chromatines variantes et
conventionnelles a partir d’éléments purifiés indinellement nous permet d’éviter la présence de
protéines annexes, comme c’est le cas pour lesnainoes purifiées ou les extraits cellulaires, qui
sont susceptibles de modifier la dynamique de rusncatines (aucun histone de liaison, ou
polycations par exemple). De plus, la reconstitugar dialyse nous permettra par la suite, tout
comme pour les mono-nucléosomes, de remplacertditesH2A par le variant H2A.Bbd (ou
I'histone chimére Bbd.ddH2A) afin de reconstituesdibres nucléosomales variantes.

La premiere étape consiste a visualiser des fideesiucléosomes conventionnelles par
AFM. Pour ce faire nous avons utilisé les mémefasas AP-mica qui nous ont permis de piéger la
configuration des mono-nucléosomes. Les étudesgedtes menées sur des objets tres fragiles
comme de longs fragments d’ADN, des nceuds d’ADNJesi assemblages protéiques complexes
(Tiner et coll.2001; Gaillardet coll.2002; Lyubchenket coll.2002; Valleet coll.2005; Mikheikin
et coll. 2006; Ercolini et coll. 2007) montrent que ce type de surface permet desecosr
I'organisation présente a 3D en la projetant a Znm pour des objets dont la taille et la flexi8ilit
sont de I'ordre de celles des chromatines que avoss visualisées.

Figure 99 : Quelques exemples de chromatines conven  tionnelles

Images AFM de topographie de fibres de chromatine conventionnelle, reconstituées sur un fragment ADN
formé de 32 répétitions de séquences positionnantes 601 (longueur de répétition = 197 pb). Echelle Z : de 0
(marron foncé) a 1.5 nm (blanc rosé). On remarque le caractére compact de ces structures et dans certains
cas la formation d’'une organisation locale en fibre (c) et (d). On observe aussi sur certaines images (a par
exemple) des fibres interconnectées (fibres doubles).

On observe sur la Figure 99 quelques images AFMgigs de fibres de chromatine
reconstituées sur des tels fragments (ici 32 répés). On remarque tout d’abord que ces fibres
sont bien saturées en nucléosomes régulieremeatésgcomme le confirme des expériences de
digestion partielle & la microcoque nucléase, deam®dn présentées). Comme on le voit sur les
images AFM, le chapelet nucléosomal forme danscéexlitions expérimentales utilisées (force
ionique ~ 15 mM) une fibre compacte de type ‘fibiee 30 nm’. L’échelle de couleur permet de
vérifier que la configuration des chapelets susUeace est bien 2D. La compaction de la fibre est
telle que la trajectoire d’ADN entre chacun desl@®somes (ADN de liaison ~ 50 pb) n’est pas
toujours visible, on distingue néanmoins la plugdes nucléosomes. La mesure de la longueur
complexée d’ADN étant dans ce cas impossible, mws sommes concentrés sur la mesure des
positions respectives des NCPs de la pelote auesil’'gire projetée et le volume des NCPs de la
pelote. La méthode utilisée pour extraire ces patas est décrite dans la section 2.2.5, et nous
présentons maintenant les résultats de ces meguaastatives.
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4.1.2 Analyse quantitative de la conformation des f  ibres nucléosomales

Pour chaque objet ‘fibre’ identifié a I'aide du iptriMatlab, on peut mesurer des parametres
a I'échelle globale tels queAncp I'aire occupée par I'ensemble des NCPs de la fibggye I'aire
totale occupée par les NCPs et I'ADN de la filkgipse I'aire de la plus petite ellipse qui contient
95% des nucléosomes de la fib@g la compacité 2D définie comn@y = Awtate / Agiiipse, Ry, 1€
rayon de giration, qui représente la distance mogeales nucléosomes au centroide de la fibre et :

N

qu

i=1 j=1

oud; représente la distance entre les centroides d#gasomes etj au sein d’une fibre, ou encore
Ruydro , l€ rayon hydrodynamique défini comme :

1 N N 1
R, N(N- 1)ZZ

On peut également évaluer des parametres strugtaréiéchelle locale, tels quaier voisin
la distance moyenne au premier voisin au sein dfilome

1 .
dier voisin™ N E mj'nd ]
i

et de maniére similairéhsme voisinla distance au'#"™ voisin, oudiyer nuc la distance moyenne entre
nucléosomes au sein d’'une fibre calculé a partitalee totale de la pelote en supposant que
chague nucleosome occupe un disque de rdyehuc/ 2 :

dlnter nuc = 2\’ A];;fl‘le

Nombre de] Total Moyenne Rayon de Rayon hydro. ] Distance au 1¢y Distance inter
répétitions Nﬂgre - Nhual Nnua / fibre giration (nm) (nm) voisin (nm) nuc. (nm)
5 1335 - 6185 4,63 + 0,01 22,1+0, 28,80 ,2240,1 26,8+0,1
H2A 9 261 - 2338 8,96 + 0,04 32,6 £ 0,4 355+08 198+0,1 26,4+0,1
15 551 - 8177 14,79 £+ 0,0p 53,7 £ 0,5 50,2+0B 1520,1 28,7+0,1
32 54 - 1629 30,2+0,4 71,8+ 2,2 625+11 20013 28,5+0,3
H2A.Bbd 9 132 -1116 8,45+0,0 46,0 £ 1,1 47B,8& 26,2+0,3 30,4+0,3
32 19 - 593 31,2+0,7 88,1 +4,9 73,2+ 29 2100% 30,0+0,7
Bbd.ddH2A 9 112 - 995 8,9+0,1 50,2+ 1,1 50,92 0, 26,8 +0,3 32,8+04
32 28 - 795 28,4+0,5 95,3+4,4 79,7 £ 2.4 2403 29,9+0,5
Tableau 3 : Valeurs moyennes des paramétres mesurés pour les fibres

conventionnelles, variantes et chimeres.
Ces différents parametres sont issus de I'analyse quantitative des images AFM et décrivent la structure de la
fibre de chromatine a I'échelle globale et locale.

Enfin, nous mesuronsl,sle nombre de nucléosomes présents au sein de elidma.

L’ensemble des résultats pour I'estimation de ¢H#érdnts parametres décrivant la structure de la
fibre de chromatine conventionnelle est reportésdarmableau 3. Pour ce calcul, seules les pelotes
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ayant un nombre de nucléosomes/fibore en accord @ebd attendu pour les différentes
constructions sont retenues £4Nn,c< 5 pour 5 répétitions de séquences positionnarigs B<
Nnuec < 10 pour 9 répétitions, 12 N, < 17 pour 15 répétitions et 25 N, < 35 pour les 32
répétitions). Ces criteres permettent d’élimines peslotes ‘doubles’, trop proches sur la surface
pour étre séparées lors de I'analyse d’'imagesgeues pelotes interpénétrées ou les pelotes sous-
saturées en nucléosomes.

Pour les longues pelotes conventionnelles (32 itép#t), on trouve une distance moyenne
inter-nucléosomale dher nue>= 28.5+ 0.3 nm et la valeur trouvée est proche pour tolgss
longueurs de fibres analysées (5 a 32 nucléoso@ag)eut comparer les valeurs obtenues pour les
parameétres locaux a d’autres mesures par AFM sfibiees de chromatine native. En particulier,
la distance moyenne entre premiers voisins et #amdée moyenne inter-nucléosomale sont
cohérentes avec les données de Kegiaat (Kepertet coll.2005). Dans leurs expériences AFM sur
des fibres natives de chromatine extraite de @sdltleLa et déplétée de I'histone de liaison H1, ils
obtiennent des valeurs moyennes de #7061 nm pour la distance d’'un nucléosome a soniprem
voisin et de 27.& 0.6 nm pour la distance inter-nucléosomale. Mdlegélifférences dans 'origine
des chromatines étudiées et dans les conditiongpi@ts et d'imagerie utilisées, les similarités des
résultats montrent que les caractéristigues straletsi extraites des données sont bien
intrinseéquement liées a la structure de la chromati

4.1.3 Effet de I'histone de liaison H1

Pour vérifier que notre méthodologie (en partiauesurface AP-mica) n’interfére pas avec
la capacité de la chromatine a se compacter noossavisualisé I'effet de I'incorporation de
I'histone de liaison H1 a nos chromatines. Nousnawdonc ajouté H1 dans une quantité proche de
celle des autres histones en présence de NAP1 eopaur étre une chaperonne d’histones
compétente pour incorporer H1 (Zlatanatecoll. 2007). La Figure 100 présente des images AFM
réalisées aprés incubation des chromatines avéstofte de liaison pour différentes quantités
d’histone de liaison. On observe une compactificatmportante de la structure dans laquelle il est
alors pratiquement impossible de discerner un ngoide en particulier. Ce résultat est néanmoins
partiel puisque nous n'avons pas verifié la liaispeécifigue de I'histone de liaison en position
entrée-sortie du nucléosome (comme cela semblgencant étre le cas pour les mono-
nucléosomes, cf. section 3.3.3) et puisque H1 @shu pour pouvoir se lier non spécifiquement
avec I'ADN. Dans tous les cas, cette expériencetraajue I'ajout de cette histone de liaison en
solution induit bien une compaction de la structiseialisable en AFM.

250 nrr

Figure 100 : Effet de [I'histone de liaison H1 sur | a compaction de la fibre

conventionnelle

Image de AFM de topographie de chromatines de 32 répétitions déposées sur une surface AP-mica aprées
avoir incuber 30 min en présence de NAP1 et (a) aucun histone de liaison H1 (b et c) des quantités
croissantes de I'histone de liaison. Echelle Z : de 0 & 2.5 nm.
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4.2 Fibres nucléosomales variantes H2A.Bbd

4.2.1 Visualisation des chromatines variantes

Nous avons ensuite évalué I'impact du remplacerdent2A par H2A.Bbd. Pour ce faire
nous avons visualisé dans les mémes conditionsprgedemment des pelotes reconstituées de
nucléosomes H2A.Bbd (Figure 101). Tout d’abord, snoemarquons que tout comme pour les
fibores conventionnelles, la saturation est bonnelest nucléosomes semblent positionnés
régulierement le long de 'ADN contenant les réj@ts de séquences 601. D’autre part, comme on
peut le voir clairement sur la Figure 101, lesd#nucléosomales variantes sont plus ouvertes, plus
relachées et ressemblent a des chapelets de nulésgstructure de type ‘collier de perles’). Tout
se passe comme si I'ouverture et la flexibilitécge« polymeére » de nucléosomes était modifiée.
Cette différence entre fibres variantes et coneentlles persiste lorsque I'on change le nombre de
répétitions.

H2A.BBd

Figure 101 : Exemples de fibres conventionnelles H2 A et variantes H2A.Bbd

Images AFM de topographie. Fibres nucléosomales (en haut) conventionnelles et (en bas) variantes
reconstituées sur un substrat ADN formé de 32 répétitions de séquences positionnantes 601. On remarque
le caractére beaucoup plus ouvert des fibres variantes qui forment une structure en ‘collier de perles’ trés
différente de la fibre compacte formée par les nucléosomes conventionnels.

De la méme maniere que pour les pelotes converdil®s, nous allons analyser les images
AFM des pelotes variantes en mesurant les parasnétracturaux définis précédemment (voir
section 4.1.2), afin de pouvoir les comparer quatitement.
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4.2.2 Comparaison avec les fibres conventionnelles

On s’apercoit que les différences avec les fibresventionnelles sont présentes tant a
I'échelle locale qu’a I'échelle globale (Tableau Bh effet, on peut remarquer, par exemple, que les
distributions de rayon de giration et de distanfeviisin sont différentes pour les fibres de
nucléosomes conventionnels et variants (Figure.102)

A I'échelle locale, la distribution de distancesid’nucléosome de la pelote a son premier
voisin pour les fibres de chromatine variante H2#dst significativement élargie et asymétrique,
par rapport aux fibres conventionnelles. Ceci tefline tendance accrue des nucléosomes variants
a étre moins localisés et par conséquent a formefibre moins compacte localement.

A I'échelle globale, cette difféerence de compactiee retrouve également dans la
comparaison de rayons typiques tels que le rayairdgon ou le rayon hydrodynamique. Le rayon
de giration moyen des fibres variantes de 32 nsol@@s esRy r2agnd=88.1 = 4.9 nm, alors qu’il
vaut Ry 1z2a = 71.8 £ 2.2 nm pour les fibres conventionnellés.type de comparaison a I'échelle
globale a déja été effectué par Tremethdtkoll. (Zhouet coll.2007) en étudiant la sédimentation
de fibres de 12 nucléosomes par ultracentrifugatitos mesures pour des fibres de 9 nucléosomes
sont qualitativement en accord avec les leurs,attépouvant étre facilement expliqué par
différentes conditions de tampon et le passagefidess de 3D a 2D. De plus, l'utilisation de
'analyse d’'image permet, dans notre cas, d’alledela de la valeur moyenne et d’étudier toute la
distribution de rayon de giration pour les fibresalgsées. A nouveau, nous observons un
élargissement de la distribution pour les fibredardes (Figure 102) cohérent avec un degré de
compaction plus faible dans ce cas. Malheureusemantecherche d'une loi d'échelle pour
I'évolution de Ry avec le nombre de nucléeosomes est limitée, la gautigehelles accessibles
experimentalement étant trop faible

Parameétre global .+ Parametre local
100 : . . . : . . :
q — conventionel
9 répétitions — variant H2A.Bbd
80} 4 ]
w &
60} 8 zd
pcertitude sur__ pgemeqaild 3 32 repétitions
la médiane o4
40t * médiane 32 répétitions .
— »1e quartile 3
20t 2
1.
H2A H2A.Bhd H2A H2A.Bbhd 0 10 20 30 40 ] 50
Rayon de giration (nm) Distance premier voisin (nm)

Figure 102 : Deux parameétres extraits des images AF M pour les chromatines

conventionnelles H2A et variantes H2A.Bbd

(a gauche) Un paramétre décrivant I'organisation locale de la chromatine : le rayon de giration des pelotes.
Les distributions sont présentées sous forme de ‘boxplot’ représentant la médiane (ligne au milieu) ainsi que
les premiers (ligne du bas) et derniers (ligne du haut) quartiles. On remarque le caractére moins compact
des fibres variantes pour 9 et 32 répétitions. (a droite) Un parameétre décrivant I'organisation locale de la
chromatine, la distance moyenne d’un nucléosome a son premier voisin. On remarque la plus grande
variabilité de distances pour la chromatine variante

140/234




4. AI'Equilibre : Les oligos

En résumé, nous avons montré qu’a la fois a I'éelhecale et a I'échelle globale, la fibre de
chromatine variante est statistiquement plus oaveet moins organisée que la fibre
conventionnelle.

4.3 Modélisation : du facteur de structure a la
mecanique des fibres nucléosomales

4.3.1 Définition et calcul du facteur de structure

Comme on le voit ces deux types de fibres se campodonc de maniére différente aux
échelles extrémes accessibles par 'AFM. Mais qestil pour les échelles intermédiaires ? Pour
rendre compte de toute l'information présente dassmages nous avons donc choisi de compléter
cette étude en employant un outil qui permet deaatariser ces structures chromatiniennes
simultanément et a toutes les échelles accessilddacteur de structur¥q).

Cet outil est une fonction dgreprésentant I'inverse d’'une distance. On la daléupartir
des distanced; entre chaque NCP (ou plus généralement entre abjete structure) selon :

1NN

(=32 2 b(ag)

i=1j=1

ou N est le nombre de NCP pour la pelote considérélg est la fonction de Bessel de premiére
espéce. Usuellement on obtient cette dor8i@ecomme le résultat d’expériences de diffraction de
rayons X (SAXS) ou de neutrons (SANS) a partir desunes 3D faites dans I'espace réciprégue
C’est pourquoi il existe une large littérature drygique des polymeres (de Gennes 1979; Kaich
coll. 2003; Bouéet coll. 2007; Lipfertet coll. 2007), ou les différents comportements de cette
fonction ont été étudiés. Ces techniques de difframnt été également appliquées a I'étude de la
structure de la chromatine et en particulier dighiee de 30 nm dans les années 80 (Carktaroll.
1976; Spenceet coll. 1980; Gerchmaret coll. 1987; Lowaryet coll. 1989). En nous placant dans
ce contexte, nous allons utiliser ces résultatsr poaposer comme nous le verrons un modeéle
mécanique quantitatif de nucléosomes au sein dibbne de chromatine. Trés grossiérement, tout
se passe comme si, a une écheltp ddnnée, on comptait la proportion des distances da
structure qui sont inférieures a cette valegrett/que I'on représentait ce résultat en fonctien,d
linverse de cette écheflePour un polymére réel de longueur finie, on depegime de Guinier la

région 14 > Ry (ou §(g) = NV (0,1/Ry) et V' (x,y) est une gaussienne centréexset de largeuy)

D’une maniére générale, considérons le cas d’upnpée gaussien c’est a dire un modele
de polymére infini ou I'orientation de chacun desnomeres est indépendante du reste de la pelote
(chaine aléatoire sans interactions). Il est cogna dans le cas d’'une chaine infinie et pour
1/q>>a (ol a est la taille du maillon élémentaire), on q) O q. De méme pour un polymére
complétement rigide (baton rectiligneXqg) O g*. Enfin pour un polymére compact (interaction
attractive entre monomeres), on¥q) 0 q” ot a est compris strictement entre -2 et -4 (modéle de
Porod ou globulaire) (Figure 103).

% Dans ce cas on ne calcule pas le facteur de steuétpartir de la fonction de Bessgimais a
partir du sinus cardinal du produit des distant¢etes.
3 C’est ce qu’on obtient en approximant la fonctienBessel par une fonction porte de largegr 1/

141/234




4. AI'Equilibre : Les oligos
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Figure 103 : Facteurs de structures, modeles de pol  ymere et « Kratky plot »

(a) Lois d’échelles du facteur de structure pour des polymeéres idéaux : gaussien (chaine aléatoire infinie
sans interactions), complétement rigide (en batonnet) ou compact (interactions entre les monomeres ou
formation de globules). Ry est le rayon de giration de la pelote, a la taille du monomére, q représente
linverse d’une distance. (b) Représentation en « Kratky plot » (q°S(q) en fonction de ¢) pour (en bleu) un
polymeére réel sans interaction (par exemple '’ADN) et (en vert) un polymére réel présentant un régime
compact a une certaine échelle que I'on peut visualiser par une bosse (par exemple 'ARNt). Pour 1/q > Ry,
on a le régime de Guinier ; pour Rg<1/g<a on a un régime intermédiaire gaussien (courbe bleu) ou
compact (courbe verte) ; pour 1/q > a, on a un régime en batonnet rigide.
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Variantx32 (exp)
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Figure 104 : Représentation en Kratky plots des fac teurs de structures

expérimentaux pour les fibres conventionnelles et v ariantes

On superpose les facteurs de structures expérimentaux obtenus pour les fibres conventionnelles et variantes
de 9 ou 32 répétitions. On remarque que, pour un nombre de répétitions donné, les kratky-plots sont
semblables, excepté dans le régime intermédiaire compris entre le rayon de giration de la pelote et Ia taille
d'un nucléosome. Dans cette zone les courbes obtenues pour les fibres variantes présentent un plateau
alors que l'on observe un maximum local puis une décroissance pour celles obtenues pour les fibres
conventionnelles.

Dans le cas d'un polymere réel sans interactioamfee '’ADN par exemple), on a donc
trois régimes : le régime de Guinier (pouqg ¥ Ry), le régime intermédiaire gaussien (pour
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Ry < 1/g < a) et enfin le régime de batonnet rigide (pouy1/a). Il est alors pratique de représenter
non pass(q) maisq’S(q) en fonction dey (Pérezet coll. 2001). Dans cette représentation appelée
« Kratky plot », pour les échelles ou le polymésé moins compact que le modéle gaussien, la
courbe est ascendante alors que pour les échalliégst plus compact, elle est décroissante. Enfin
les échelles pour lesquelles le polymere est gamissont représentées par un plateau. Par
conséquent comme indiqué sur le schéma de la Fidi8epour un polymeére réel sans interaction
on a un régime croissant puis un plateau et enfendroite de pente 1 représentation log-log. En
outre si I'on considere un polymére compact a whekke donnée, du fait d’'interactions attractives
électrostatiques par exemple, on obtiendra un régiécroissant a I'échelle considérée dans ce type
de représentation.
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Figure 105 : Représentation en Kratky plots: effet du nombre de nucléosomes dans
la fibre

Nous avons comparé les facteurs de structure représentés sous forme de kratky-plots pour des pelotes
expérimentales (en haut) conventionnelles et (en bas) variantes de différentes longueurs. On remarque que,
dans les deux cas, lorsque le nombre de répétitions augmente, la forme des courbes reste la méme : deux
régimes ascendants de part et d’'autre d’'un plateau pour le variant et deux régimes ascendants de part et
d'autre d’'une décroissance pour le conventionnel. Nous avons marqué pour les fibres conventionnelles la
position des rayons de giration expérimentaux. On vérifie ainsi que pour chaque nombre de répétitions,
ceux-ci correspondent bien a I'échelle des maxima locaux observés.
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Si I'on calcule les facteurs de structures expémtauex a partir de toutes les données
obtenues pour les fibres variantes et conventitesmele différentes longueurs, on obtient alors le
graphe présenté dans la Figure 105. Comme on fdegofibres conventionnelles et variantes ont,
pour un nombre de répétition donné, des comportensemilaires a I'exception de I'échelle proche
de Ry, Dans le cas des fibres conventionnelles on vaiteffet apparaitre une <« bosse »,
caractéristique d’'une zone compacte absente psiibles variantes. On observe pour chaque sorte
de fibre, le méme type de régimes, indépendammenbhainbre de répétitions utilisées. Ceci
confirme que nous sommes capables de visualiséliffégents régimes du polymeére chromatine et
que nous sommes capables de discriminer dansregttésentation les fibres variantes des fibres
conventionnelles, confirmant I'impression visualks images (Figure 101).

4.3.2 Un modele dynamique simple pour les fibres de chromatine vues
par AFM

Pour pouvoir extraire plus dinformation des facteuwe structure, nous avons, en
collaboration avec Martin Castelnovo, construit modéle mécanique simple pour décrire les
données expérimentales. Ce modeéle est basé suirtgoédients majeurs (Figure 106):

» La répulsion stérique des NCPs
* La géomeétrie particuliere de I'ADN enroulé autourrducléosome (Figure 107)
* Les parameétres dynamiques issus de I'étude meméessmono-nucléosomes.

i 2 3

Géométrie locale Paramétres du
Volume exclu du nucléosome mononucléosome
(corrélation L/ 0) (issus des expériences)

Figure 106 : Ingrédients de la modélisation des fib  res de chromatine

(1) Le volume exclu interdit le recouvrement des nucléosomes entre eux. (2) La géométrie locale du
nucléosome relie I'angle d’ouverture des bras ADN avec la longueur de 'ADN de liaison. (3) Les paramétres
extraits des mesures sur les mono-nucléosomes conventionnels et variants imposent I'angle d’ouverture
moyen et I'écart type des fluctuations pour chaque type de nucléosomes.

A partir de ces ingrédients nous avons donc réalisé simulation numérique nous
permettant de construire des polyméres sur réseatramts par ces regles. Chaque pelote est
construite itérativement par ajout d’'un monomeia gelote existante. Pour le monometé, le
maillon i représente le bras amont du nucléosome+]] et I'orientation du bras +1 est tirée
aléatoirement suivant une distribution correspohdarelle mesurée sur les mono-nucléosomes. La
distribution angulaire utilisée est directemenuésiu modéle proposé pour rendre compte de la
dynamique de longueur complexée des mono-nucléasotast a dire une distribution laplacienne
centrée sur I'angle moyen mesuré (voir sectionl3.@t de largeur donnée par la distribution de
longueur complexéedfy = g -T142). On ne prend donc pas en compte a ce nivaayniétrie de la
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distribution de longueur complexée. La longueur’&®N de liaison est directement reliée a
I'orientation puisque nous répercutons une ouverphus grande (ou plus petite) que I'angle moyen
du nucléosome sur la longueur de cet ADN en cormimdé&ue '’ADN est simplement enroulé
tangentiellement a la surface de la partie progigumant un cylindre de 4.5 nm de rayon. Si la
position du nucléosome+l,+2] qui vient d’étre tirée chevauche un nucléos@r&existant, on

tire alors selon la méme loi une nouvelle orieptatet I'on teste a nouveau le contact avec les
autres nucléosomes.

d? =L +(2RY
o =0 +y+y

i i+1

2R 2R
=0, +arclan— +arclan—
. »
L =L,+R(,-6,)

L, =L +R(6,-6,)

Figure 107 : Modéle géométrique pour la simulation de fibres de nucléosomes
Représentation schématique du modéle géométrique utilisée pour la simulation des chapelets de
nucléosomes, montrant la relation entre la longueur d’ADN complexée, la longueur de 'ADN de liaison L; et
I'angle d’ouverture du nucléosome 4.
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Figure 108 : Exemple de "Kratky plots" pour des fib res modeéles simulées
Simulation de fibres ‘modeéles’ de 30 nucléosomes et Kratky plots correspondants (q°S(q) en fonction de q)
pour (en rouge) une fibre zig-zag, (en cyan) une fibre désordonnée et (en bleu) une fibre gaussienne. Les

facteurs de structure sont moyennés sur 500 réalisations et une trajectoire typique de fibre est représenté a
titre d’exemple.
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Avec cette procédure nous construisons donc unnpaly 2D possédant les propriétés
structurales et dynamiques du type de nucléosomnmsid&ré (Figure 108). La conformation
produite ne correspond pas a une configurationuiliége pour le polymere puisque que nous
laissons pas le polymére relaxer comme dans uneeguoe de Monte-Carlo mais plutét une
configuration piégée la plus proche possible dguiese passe lorsque la fibre de nucléosome est
adsorbée progressivement par une de ses extrésnitda surface AP-mica ou elle reste piégee.
Cette simulation est, bien entendu, tres simplifica par rapport a une simulation dynamique qui
prendrait en compte la mécanique complexe du démoert de I'ADN et linteraction entre la
surface chargée et 'ADN. Néanmoins, elle nous pehe prendre en compte simplement I'effet de
la surface tout en modélisant la dynamique d'un oamucléosome au sein d'un chapelet
nucléosomal. L'intérét de I'approche est, en outpgelle nous permet d’'injecter les parametres
extraits des expériences sur les mono-nucléosoares wh modeéle de fibre de chromatine, ce qui
fait que I'ouverture et la flexibilité des nucléoses du chapelet ne sont pas des parametres libres
mais des données expérimentales.
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Figure 109 : Comparaison des kratky-plots expérimen  taux et simulés

Nous avons comparé les facteurs de structure issus des pelotes expérimentales et simulées. Chaque
simulation correspond & 500 réalisations. Les fibres simulées sont formées de 5, 9, 15 et 30 nucléosomes ce
qui correspond aux valeurs moyennes expérimentales de N,,/fibre. Pour chague type de simulation nous
avons utilisé les paramétres dynamiques du mono-nucléosome correspondant c’est a dire: un angle
d'ouverture 8= 0.5 1 et une flexibilité oy = 0.4 1 pour les fibres conventionnelles et = 0.7 1 et
0¢ = 0.7 Ttpour les fibres variantes. Le paramétre de rayon effectif est de 8.5 nm.
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Il est & noter toutefois que cette modélisation porte encore un parametre supplémentaire
qui est le rayon effectif utilisé pour prendre empte le volume exclu. En effet si I'on utilise un
rayon minimal de 5.5 nm (celui du nucléosome) otieab alors une distribution des distances au
premier voisin maximum pour 5.5*2 = 11 nm (alorseqoour la distribution expérimentale la
distance la plus probable est 18 nm) et un rayogidion inférieur aux données expérimentales.
En utilisant un rayon effectif de 17/2 = 8.5 nm,alstient pour les fibres simulées une distribution
de distance au premier voisin tres similaire a endlistribution expérimentale et un rayon de
giration identique a celui mesuré (données non réem}. Tout se passe donc comme si les
nucléosomes ne pouvait se rapprocher plus que gen raffectif dans nos conditions
expérimentales. Il existe donc une force de répnlsi distance qui peut correspondre a un effet de
surface ou une répulsion électrostatique entrél@Bs dont la distance caractéristique est 8.5 nm.
Cette valeur optimum de 17 nm est en bon accord @eg valeurs typiques de volume exclu du aux
gueues des histones (Mangerbtoll.2002; Muhlbacheet coll.2006; Schiessel 2006). Dans tous
les cas ce parameétre @sfine notre seul parametre ‘libre’.

Si I'on calcule pour ce modéle le facteur de stitetavec les paramétres correspondant aux
fibores de nucléosomes variants et de nucléosomegentonnels, on obtient alors un tres bon
accord avec les courbes expérimentales(Figure H®)effet, que ce soit pour 5, 9, 15 ou 32
répétitions dans le cas des chapelets convent®heelcourbes expérimentales et théoriques sont
tres proches. De méme, dans le cas des nucléos@masts on obtient des facteurs de structures
tres proches des mesures expérimentales que sposwit9 ou 32 répétitions (Figure 109). Ceci
nous montre qu’'un modéle de polymere dont les tnggédients sont la géométrie du nucléosome,
le volume exclu entre NCPs et les paramétres dyquasi expérimentaux des mono-nucléosomes
permet a la fois de rendre compte de I'organisatieria chromatine conventionnelle H2A et de
celle de la chromatine variante H2A.Bbd.

10-3 ----SIMUL repulsion + attraction (50 runs)
444444 SIMUL repulsion (100runs)
—conventionel x 32 (exp)

9% S(q)

10° — )

g (nm -1) 10

Figure 110: Prise en compte de [lattraction dans la simulation de fibres
conventionnelles

Pour rendre compte en détail de la forme des facteurs de structures obtenus pour les fibres conventionnelles
nous avons ajouté un terme d’attraction a notre potentiel effectif d'interaction entre nucléosomes. Pour ce
faire nous avons favorisé les tirages positionnant le nucléosome suivant & 17 nm de son plus proche voisin.
Ceci conduit a un facteur de structure (en pointillé mauve) présentant tout comme la courbe expérimentale
(en bleu) un maximum local et une décroissance.
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Pour aller plus loin, nous avons ajouté une inteva@ttractive entre nucléosomes voisins.
En effet, comme nous l'avons vu les facteurs deiciires expérimentaux des fibres de
nucléosomes conventionnels comportent un maximwaal Eutour déy et une région décroissante
pour des valeurs comprises By et la taille d'un NCP. Nous savons qu'un tel congment
correspond a la présence d’'une échelle ou la ateiast compacte (Nakamued coll. 2004),
formant alors une fibre ou un globule. Pour améliarotre simulation nous avons donc favorisé la
distance premier voisin de 17 nm par rapport auxeauistances. Sans développer la technique
utilisée, nous avons biaisé le tirage des nucléesosuccessifs pour favoriser cette distance
particuliére. Si I'on fait le lien avec ce que n@wns postulé pour le volume exclu, tout ce passe
donc comme si, dans cette simulation, les monoémgodmes s’auto-organisaient lors de la
déposition & une distance de 17 nm les uns dessaftour I'expliquer, on peut proposer I'existence
d’interactions stabilisantes entre les queues Mitales des histones avec la surface des autres
NCPs par exemple. En effet, des expériences ddglitaifugation suggérent que la présence de la
queue N-terminale de H4 est indispensable a ladtom d’'une fibre compacte en présence de
MgCl, (Dorigo et coll.2003; Zhouet coll.2007). Néanmoins, on ne peut pas rejeter compléteme
d’autres phénoménes comme par exemple l'influereedadsurface chargée. En ajoutant cette
interaction a la simulation, le modéle reproduitiaximum local et permet de décrire parfaitement
les courbes expérimentales (Figure 110).

En ce qui concerne les fibres variantes, I'ajoutceéte interaction ne modifie pas les
courbes obtenues (données non présentées). Tpasse donc comme si, pour un systeme déja trés
flexible (comme les fibres H2A.Bbd), le confinemeéntune distance donnée n’était pas efficace
puisque le systeme fluctue trop. En conclusions garuvoir étre définitif, cette modification de la
simulation nous permet de rendre compte des donetésaggere la présence d’une interaction
inter-nucléosomale qui stabiliserait la fibre cortpa

4.3.3 Effet de la fléxibilité du nucléosome : chimer e H2A.ddBbd

Cette étude nous a donc permis de montrer quebless fd’histones variants sont a la fois
plus flexibles et plus ouvertes et que I'on peupliegier ce comportement en utilisant les
parameétres dynamiques expérimentaux issus du macléasome variant H2A.Bbd, lui-méme plus
ouvert et plus flexible que le nucléosome convemt&. Pour tester qui, de la flexibilité ou de
I'ouverture des nucléosomes, est I'ingrédient lespmportant, nous avons utilisé les nucléosomes
chimeres H2A.Bbdlocking domairH2A (Bbd.ddH2A). Comme nous l'avons vu dans latisec
3.4.3, les mono-nucléosomes formés a partir dee agiimére d’histones possédent la méme
longueur complexée que le mono-nucléosome convergldH2A mais une dynamique proche de
celle des mono-nucléosomes H2A.Bbd (voir secti@gh33. Ces nucléosomes chimeres sont donc
intermédiaires pour les paramétres utilisés datre sgmulation : I'ouverture des nucléosomes H2A
et la flexibilité des variants H2A.Bbd.

Nous avons donc reconstitué des fibres de nucléesochimére et des images AFM
typiques de ces structures sont représentées Siguee 111. La saturation de ces fibres chimeres
est Ilégérement moins bonne que pour les autres gpdibres mais reste suffisante pour pouvoir
effectuer la méme analyse que celle faite précédarhmlous remarquons le caractére ouvert des
fibres chiméres (Figure 111) qui, comme les fibragantes H2A.Bbd, forment une structure en
‘collier de perles’.

De maniéere plus quantitative, les différents patagsestructuraux, mesurés a I'échelle
globale comme locale, montrent systématiquemertommportement similaire aux fibres variantes
H2A.Bbd (voir Tableau 3). Nous avons pu compargiféeteurs de structure obtenus pour les fibres
chimére Bbd.ddH2A avec ceux des fibres variantesetentionnelles (Figure 112a). Comme on le
voit le comportement de cette chimeére est treshrales fibres variantes. De plus, en réutilisat le
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parametres du mono-nucléosomes Bbd.ddH2A pour satrelation numérique nous obtenons la
encore un bon accord avec les données expérimgnfBigure 112b). Ceci confirme donc
I'importance de la flexibilité pour la constitutiaiune fibre compacte comparable a la fibre de 30
nm. Tout se passe donc comme si un chapelet eajblé, méme s’il posséde la bonne structure a
I'équilibre, ne formait pas de fibre compacte dit ¢ trop grand nombre de degrés de liberté du
systéme. En effet, des fluctuations trop impormnpourraient I'empécher de ressentir les
interactions attractives avec ses voisins.

B

. gei; & V\;}
AR 200.nm | Bbd.ddH2A" ~

—

Figure 111 : Exemples de chromatines chiméres

Images AFM de topographie de fibres nucléosomales chiméres Bbd.ddH2A reconstituées sur un substrat
ADN formé de 32 répétitions de séquences positionnantes 601. On remarque le caractere ouvert des fibres
chiméres qui, tout comme les fibres variantes H2A.Bbd, forment une structure en ‘collier de perles’.
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Figure 112 : Effet de la flexibilité sur les kratky  -plots expérimentaux et simulés

() Kratky-plots expérimentaux des 3 types de fibres avec 9 et 32 répétitions: conventionnelles H2A,
variantes H2A.Bbd et chimeres Bbd.ddH2A. On remarque que le facteur de structure des fibres chiméres
Bbd.ddH2A est trés proche de celui des fibres variantes H2A.Bbd

(b) Kratky-plots simulés pour plusieurs combinaisons des deux parametres (issus des données sur les
mono-nucléosomes) que sont I'angle d’ouverture (6 et la flexibilité de cet angle (gg). Comme pour les kratky-
plots expérimentaux, on remarque que la simulation d’'une fibre chimére (en rouge) donne un facteur de
structure trés similaire a celui des fibres variantes H2A.Bbd (en vert), suggérant que le paramétre gy est
I'ingrédient principal dans notre modéle.

Essayons maintenant de comparer nos résultatana atgenus par Tremethioit coll
(Zhou et coll. 2007). En mutant des acides aminés de I'histone.BRé pour reformer le patch
acide de I'histone H2A a la surface du nucléosor@éd.Bbd, les auteurs ont montré que ce patch
acide était nécessaire pour compacter une fibiantarmais insuffisant pour atteindre le niveau de
compaction d’'une fibre conventionnelle en I'absedeanagnésium. lls concluent que l'interaction
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du patch acide sur la surface de H2A avec la qdeuéistone H4 rend la chromatine capable de
se replier pour former une fibre compacte. Danscddre de notre modéle mécanique, les
différences de compaction des 3 types de fibre$ysdms, trouvent leur origine au niveau de la
flexibilité des nucléosomes a I'échelle individeelAu regard des résultats de Tremethatkoll,

un bon candidat pour expliquer la flexibilité acerdu nucléosome H2A.Bbd est la perte
d’interaction des queues d’histones H4 avec laaserfdu nucléosome. Ainsi, notre modéle
meécanique d’organisation de la chromatine permdaide le lien entre I'origine microscopique de

cette augmentation de flexibilité et I'incapacitéoémer une fibre compacte.

4.4 Conclusions sur I'étude des chapelets de
nucléosomes a I'équilibre

Pour conclure nous avons donc montré qu’en utilisanmicroscopie a force atomique
combinée avec une analyse d'image automatisée swumes capables de différencier des fibres
conventionnelles et variantes. En outre, I'investign de I'organisation de ces fibres a différentes
échelles montre le réle prépondérant de la stracttide la dynamique du mono-nucléosome. Pour
finir, 'étude de nucléosomes chimeres montre ga@aelie le rdle fondamental de la flexibilité du
nucléosome dans la constitution d’'une fibre congpatd nucléosome (Figure 113). Cette étude
confirme donc le rdle prépondérant des variantsistbhes dans l'accessibilité de I'ADN
chromatinien.

Mononucléosome
Opggp conventionnel H2A

H2A

Mononucléosome H2A
variant H2A.Bbd

Chromatine
variante H2A.Bbd

Chromatine
conventionnelle H2A

Figure 113 : Les parametres dynamiques et structura  ux du nucléosome influence
les degrés supérieurs d'organisation de la fibre de chromatine.

A l'échelle du mono-nucléosome, deux parameétres effectifs permettent de distinguer la structure et la
dynamique des nucléosomes variants H2A.Bbd et conventionnels H2A: l'angle douverture & et la
dynamique des fluctuations de cet angle g, A I'échelle de la fibre nucléosomale, ces différences conduisent
a deux types de structure : relachée de type ‘collier de perles’ pour la fibre variante H2A.Bbd et compacte de
type ‘fibre de 30 nm’ pour la fibre conventionnelle H2A. Nous avons montré que la flexibilité a I'échelle du
mono-nucléosome est l'ingrédient qui influence le plus les degrés supérieurs d'organisation de la fibre de
chromatine.

Dans le cas précis de H2A.Bbd on peut comprendnédassité de former une fibre relachée
par sa présence dans les zones actives de la dimeyrsusceptible d’étre transcrite fréquemment
mais surtout par sa fonction lors de la spermatége un stade ou tous les histones doivent étre
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remplacées par les protamines. En remplacant umigoie deux histones du nucléosomes la
machinerie cellulaire est donc susceptible de eenmés ouverte la chromatine en vue du
remplacement de ces mémes nucléosomes par lesmpresa qui vont ensuite, a I'oppose,
condenser trés fortement ’ADN nucléaire.

Plus généralement ces résultats suggerent quehtawmenes susceptibles de modifier la
dynamique du nucléosome (comme la fixation d’urtefac de transcription, le remodelage de la
chromatine, la modification post-traductionnelles dastones) sont potentiellement capables de
modifier la structuration de la fibre a une écheligoérieure. lls mettent donc en avant le réle
fondamental de la dynamique dans la constructiorcalaniveau d’organisation. Il serait donc
intéressant d’étendre cette démarche a des systaotiBant la dynamique du nucléosome comme
la plupart des facteurs capables de se lier a ’AbNmatinien. On peut penser par exemple que la
liaison d’un facteur de transcription serait capaid défaire localement la structure compacte de la
fibre.

Enfin, il serait intéressant de voir comment unadéfde flexibilité (induit par la présence
d’'un nucléosome variant au milieu d’'un chapeletndeléosomes conventionnels par exemple)
serait capable de se propager a d’autres nuclésspouwe donner lieu a une ouverture localisé de la
chromatine.
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Hors-équilibre :
Les mono-nucléosomes

Dans cette partie nous nous intéressons aux méuwasid’'action des facteurs de remodelage
de la sous-famille ‘swi2/snf2 like’ que sont SWI/BNt RSC (section 1.2.2). Les questions posées
au départ de cette étude étaient : peut-on obspareAFM les états intermédiaires du phénomeéne
de remodelage ? Quel est la processivité et latirenalité de ce mouvement ? Peut-on suivre le
retour vers I'équilibre des nucléosomes remodel®e@s verrons qu’en combinant nos données a
des données biochimiques nous avons pu établiragela cinétique décrivant I'action de ce type
de moteur moléculaire de la chromatine.

Comme nous l'avons vu dans l'introduction, les déacs de la famille de la famille SWI/SNF
sont connus pour déplacer un nucléosome positiaongentre d’'un fragment d’ADN vers une des
extrémités de maniere ATP dépendante (Haméthmll. 1999; Whitehouset coll.1999). Du point
de vue physique, on peut voir ce processus commpourpage hors équilibre a partir de I'état
fondamental vers un état excité métastable (caretamt a I'extrémité du fragment d’ADN). La
premiére question posée est donc : quel chemitiodael permet de passer du fondamental a I'état
excité et existe-t-il des états intermédiaireseatisables ?

Ces expériences ont été réalisées en collaboratien Dimitar Angelov et ses étudiants.

5.1 Mono-nucléosomes non marqués

5.1.1 SWI/SNF et mono-nucléosomes courts positionnés

5.1.1.1 Principe de I'expérience et visualisation

B

+ @ Dilution Dépot sur
— > 1/10¢(arrétde |—»| AP-mica
" 229°C| laréaction) (1 min)
ATP l
Analyse d'images Imagerie AFM
(plus de 1000 <— | (~300images,
nucléosomes ) plusieurs jours)

Figure 114 : Protocole de I'expérience de remodelag e

L’expérience consiste a faire réagir a 29€ pendant un temps déterminé les nucléosomes positionnés avec
SWI/SNF et I'ATP. On arréte la réaction en diluant le mélange et en déposant sur la surface AP-mica, puis
I'échantillon est visualisé par AFM pour acquérir ~300 d'images qui sont ensuite analysées automatiquement.
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Pour répondre a cette premiére question nousangdises méme cartes AR/AL que pour
I'étude a I'équilibre (section 3.1.1) dans le b découpler les changements de position du
nucléosome, d’éventuelles réorganisations de I'’Addixbulé qui conduiraient a une modification de
la distribution de longueur complexée.

L’expérience consiste a faire réagir a 29°C, pehdantemps déterminé, les nucléosomes
positionnés avec SWI/SNF + ATP puis a arréter &&tién en diluant le mélange et en déposant sur
la surface AP-mica (Figure 114). Cette méthode rpmrsnet de capturer, pour une population de
nucléosomes, des instantanés de la réaction arediffé points de temps, avec une résolution
temporelle donnée par le temps de dilution et ¢g@ti&’est a dire de I'ordre de la minute.

Nous obtiendrons donc I'évolution au cours du temes distributions dé., AL et LJ/AL
pour une population de nucléosomes et non paslliten del. et AL pour un nucléosome donné.
A noter que notre méthode ne nous permet pas déétles nucléosomes complexés avec le moteur,
car la masse moléculaire du complexe SWI/SNF ét@nfois supérieure a celle du nucléosome,
nous ne pouvons plus mesurer la position du nuaf@essur 'image AFM lorsque le complexe est
présent (ni méme nous assurer qu’un nucléosomerésent sous le complexe de remodelage).
C’est pourquoi, dans toute la suite de ce tramailis écarterons de I'analyse les mono-nucléosomes
(ou oligo-nucléosomes) liés a un facteur de renaggelPar conséquent, nous ne pourrons pas tester
ce qui se passe avant le décrochage du moteureaoss du moteur, etc ...) mais seulement le
résultat de I'action de I'enzyme sur son substtates intermédiaires réactionnels stables apres son
action.

Figure 115 : Images AFM des nucléosomes avant etap rés réaction avec SWI/SNF
Images 1x1 pm de topographie AFM de mono-nucléosomes reconstitués sur une séquence positionnante
601 centrée sur un fragment d'ADN de 255 pb. Echelle Z: de 0 (bleu) a 1.5 nm (rouge). Les nucléosomes
ont été incubés pendant 1h avec le facteur de remodelage SWI/SNF (a) en l'absence et (b) en présence
d'ATP. Zoom des images de topographie AFM d'un nucléosome (c) centré et (d) en position extréme ainsi
que le résultat de I'analyse d'image (ligne noire : contour du nucléosome, point bleu : centroide de la particule
de cceur du nucléosome, ligne bleue : squelette des bras d'ADN). Barre d’échelle : 20 nm.
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Nous réalisons cette expérience pour des nucléssgusitionnés par la séquence 601
placée a 52 pb d'un bord et 56 pb de l'autre bardchantillon ne contenant pas d'ATP est
I'expérience de contrble qui permet de prendreosmpte un effet éventuel de diffusion thermique
du nucléosome induit par la température (1h & 29°€) images AFM représentatives de la Figure
115 montrent clairement que les nucléosomes somtésesur le fragment d'’ADN pour le contrdle -
ATP tandis qu'ils occupent une position a I'extréndu fragment d’ADN en présence de SWI/SNF
et dATP.

5.1.1.2 Carted /AL du glissement par SWI/SNF

Puis nous construisons les caitg®IL correspondant aux troiemps : 0, 20 minutes et une
heure (Figure 116) (I'origine des temps est donagéle contrle en I'absence d’ATP). Pour le
contrble - ATP, la carte est identique a celle nbé&dans le cas ou le moteur est absent confirmant
impression visuelle des images AFM (Figure 11Bpur cette condition, on observe un seul état
dont le maximum de probabilité dst= 147 pb el ~ 10 pb, qui correspond bien a I'éta).(Pour
t = 20 min on observe une déformation de I'étatidhiau profit des longueurs complexées plus
grandes (. allant jusqu’a ~ 180 pb). Pour t = 60 min, onagatre les nucléosomes sur-complexés
(Lc ~ 180 pb), que nous nommerons é@Y, Qui sont alors isolés et plus nombreux. Cet état
correspond a des nucléosomes dont la dyade estraémae position que l'état initial mais
comportant environ 30 pb d’ADN supplémentaire.

Pour t = 60 min, on observe également I'apparitibétats glissés au bout du fragment
(4L ~ 50 pb) que nous appellerons étals (ui possédent une longueur complexée légérement
inférieure (~ 130 pb). Enfin, on observe I'apparitien faible quantité d’'un état altéré comportant
~ 70 pb d’ADN complexée que nous interprétons conteneésultat de I'éviction d’'un ou deux
dimeres (H2A-H2B) du nucléosomes par SWI/SNF et mues appellerons état (tétrasome). Cette
cinétigue montre donc I'apparition de deux étatgenra distincts : tout d’abord un état non déplacé
mais sur-complexé3] et ensuite un état léegerement sous complexébssé @) apparaissant a la
suite de I'étatg).

La distanceA(4L) séparant les étata)(et ©) est proche de la distantgL.) entre les états
(B) et (@), ce qui signifie que I'état glissd)(est vraisemblablement le résultat du relachemena
sur-complexation d'ADN de I'étgB). Le fait que les nucléosomes glissés (8tatoient Iégérement
sous-complexés, c'est-a-dire que leur dyade aidéptacée plus loin que la position extrémale
attendue pour une particule de cceur de 147 pbjaaété observé dans des études biochimiques
précédentes (Kassabetcoll.2003).

L'état (tétrasome) est un état fortement sous-cexépl. ~ 70 pb) qui pourrait résulter de la
perte d'un tour d’ADN enroulé autour de I'octan@héstones d'un nucléosome soit dans I'aat (
soit dans I'étatd). Néanmoins, on peut remarquer que cet état ¢tatra) est absent de la carte
"+ATP, 20 min" (Figure 116b) ou peu de nucléosommsété glissés par SWI/SNF (faible intensité
de I'état §)), ce qui suggere que cet état (tétrasome) egitplurésultat de la perte d'un tour d'ADN
d'un nucléosome positionné a I'extrémité du fragrd&DN (état (tétrasome)).
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Figure 116 : Evolution cartes L /AL lors du remodelage par SWI/SNF

Evolution de [I'histogramme 2D LJAL représentant la longueur d'ADN complexé et la position des
nucléosomes au cours du remodelage par le complexe SWI/SNF (a) sans ATP (1 h a 29€) (b) avec ATP (20

min a 29€) et (c) avec ATP (1 h a 29€C). (d) Repré sentation des parametres L./AL des nucléosomes pour
les états (a), (B), (9), et (tétrasome), définis sur les cartes 2D. N(-ATP, 1 h a 29°C) = 692 nucléosomes,

N(+ATP, 20 min a 29C) = 245 nucléosomes, N(+ATP, 1 h a 29€) = 655 nucléosomes.

Si I'on projéte ces cartes sur les akge®t AL on retrouve le phénomene de glissement. La
projection surdL montre que I'étato) (AL ~ 10 pb) disparait au profit de I'étgf) (AL ~ 50pb)
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(Figure 117). En outre, la densité d’états ayamt position intermédiairedl. ~ 30pb) ne varie pas.
Tout se passe donc comme si les nucléosomes pasdaiectement de la position 10 pb a la
position 50 pb sans que nous n'observions d'étes@lintermédiaire. En ce qui concerne la

projection surL. on observe un élargissement de la distributiot@urs du temps qui corrobore
I'apparition d’'un état sur-complexé.

(a) (b)
— 'AT‘P: t=1h 0.012 j’-\Tl'itt::l;)min
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/AL obtenues lors du remodelage par SWI/SNF
Evolution des distributions de (a) position 4L et (b) longueur complexée L. du nucléosome en fonction du

temps (0, 20 min, 1 h) en présence de SWI/SNF pour des mono-nucléosomes courts(255 pb). L'origine des
temps est donné par le contréle en I'absence d’ATP (trait plein rose). Pour les distributions de position en (a)
seuls les mono-nucléosomes ayant une longueur complexée dans la gamme L.* + g, sont pris en compte.

Figure 117 : Projection des cartes L

5.1.1.3 Discussion préliminaire

La mise en évidence de I'ét@®) (intermédiaire est facilité par la représenta@nl/AL. En

effet, comme I'étatff) a la méme position que I'état)( on voit bien que l'information de position
seule ne nous aurait pas permis de 'observer.

Comment interpréter a ce stade la présence deatetug-complexé ? Du fait qu’il apparait
en amont de I'état glissé et qu’il nest pas déplam peut penser a une étape intermédiaire de la
réaction. Cette étape correspondrait a une étapendedelage du nucléosome précédent I'étape de
glissement. Comme nous avons observeé fjueme change pas, cela suggére que le moteur serait
susceptible de pomper de chaque c6té du nucléosemi&spb d’ADN supplémentaire. On peut
relier la présence de cette sur-complexation auvéteade boucle (Kuliet coll.2003) présenté dans
I'introduction (section 1.3.3.1). Néanmoins, daesnodéle théorique, le défaut de boucle est créé a
une des entrées du nucléosome, puis propagéeavsostic. Dans notre cas, le fait que I'’ADN soit
pompé de chaque bras du nucléosome et que la sytexation soit stable aprés le départ du
moteur correspondrait a une modification de ce neodge plus, la résolution de notre imagerie

AFM ne nous permet pas de visualiser la réorgdoisale I’ADN dans ce nucléosome remodelé, ce
qui limite notre interprétation au niveau microsicye de I'état B). Enfin, si c’est bien un état

intermédiaire, il devrait disparaitre pour des tengupérieurs a 60 min en se transformant
progressivement en étaY)(

Comment comprendre l'absence d'état glissé a destigms intermédiaires ? On peut
proposer deux hypothéses : soit la processivitéatoplexe nucléosome+moteur est grande devant
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la longueur des bras libres du nucléosome et daigdes pas élémentaires ou des pauses dans le
déplacement seraient réalisés lorsque le motete B¥s contact avec le nucléosome ; soit le pas
élémentaire est environ ~ 40/50 pb et '’ADN supp@étaire présent dans I'étfl)(serait relaché en
bloc pour effectuer ce déplacement, nous ne pamgrialors voir qu'un seul pas avec cette
construction nucléosomale.

5.1.2 RSC et mono-nucléosomes positionnés

Pour tester les hypothéses précédentes, nous amsnge utilisé un fragment d’ADN plus
long et plus asymétrique dans lequel la séquenteesDencadrée de 82 pb d’'un coté et de 127 pb
de l'autre. On peut donc espérer que si le pabiest~ 40 pb et que le moteur se détache apres
chaque pas, nous observerons des arréts pour [doposorrespondante. Pour des raisons
techniques (grande affinité de SWI/SNF pour le @éosbme qui limite fortement le nombre de
nucléosomes libres sur I'image) nous avons chaésicdnduire cette expérience avec un autre
moteur, RSC, dont la sous-unité ATPase Sthl estgdreche du point de vue I'homologie de
séquence et qui est connu pour avoir un comportesiarilaire avec des nucléosomes centrés
(Lorch et coll.1998).

Nous avons alors réalisé trois types d’expériencese cinétique a [ATP] et [RSC]
constantes, une titration de RSC a temps d’incabagt [ATP] constants et enfin une titration de
'ATP a temps d’incubation et [RSC] constants (Feyul19Figure 121). Ces expériences sont
comme précédemment des instantanés obtenus erabtdguéaction par dilution et déposition des
nucléosomes et a nécessité I'analyse de plus @@0ucléosomes. Dans un premier temps nous
essayerons de dégager les informations principglesnous apportent ces données obtenues en
fonction des 3 paramétres de notre expérience aptdestemps, le ratio nombre de moteur / nombre
de nucléosomes et la concentration en ATP. Puis neoterons d’analyser quantitativement la
cinétique de la réaction de remodelage.

5.1.2.1 Les états du nucléosome observés au coursemodelage par RSC

Intéressons nous tout d'abord a la carte de lar€igll8 présentant une condition
intermédiaire du glissement du nucléosome par RS@@r laquelle tous les états du nucléosome
que nous avons pu visualiser au cours du remodstageprésents. Nous avons illustré ces états par
des images AFM représentatives. On retrouve ldés éétrits précédemment pour SWI/SNF (sur les
nucléosomes courts) : I'état initia (L. = 147 pb,AL =20 pb), I'état sur-complexg (L. ~ 210 pb,

AL ~ 10 pb) et I'état glissé au bout du fragmé(ht, ~ 135 pbAL ~ 110 pb) et I'état ‘faux-un-bras’.

Jusqu’a présent, nous n'avions pas tenu comptermznanalyses des nucléosomes ‘faux-1-
bras’ (c’est a dire des nucléosomes n'ayant quias bpparent, les deux bras étant superposés sur
la surface, voir section 3.1.2). Ce choix ne medgas les résultats obtenus pour SWI/SNF et les
mono-nucléosomes car il revient simplement a satiger la proportion des états)(et ().
Puisque nous souhaitons a présent faire une megsargitative de la proportion de nucléosomes
dans chaque état, nous allons les prendre en canfete discuter plus en détails.

Si on regarde de plus prés la Figure 118 , on gafieque la tache correspondant aux états
(faux-1-bras) est double : elle est en réalité itoésle deux types d’événements : des étgtaiec
un bras caché et des étfd$ dvec un bras caché. En effief(a-faux-1-bras) = 235 pb k(a) + L-
(a) pb =147 + 82 = 229 pb &l (a-faux-1-bras) = 60 pb AL(a) + 0.5*L-(a) = 20 + 41 = 61 pb.
De la méme facon on peut relier la position @dalux-1-bras) a celle de I'éta)X. Notons que la
proportion relative de I'étatoffaux-1-bras) est faible par rapport a I'éta) (nais qu'elle est du
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BN

méme ordre pour les étatB-faux-1-bras) et §). Ceci peut étre relié a une labilité accrue du
nucléosome remodel@)(par rapport au nucléosome canoniquig (

état ()

état ()

états (OL ou P
fanx-1-bras)

0 nmn

100 200

L. (bp)

Figure 118 : Carte L /AL obtenue lors du remodelage par RSC

Exemple de carte LJ/A4L correspondant a un temps intermédiaire (10 minutes) du glissement du mono-
nucléosome long 127-601-82 par RSC et pour laquelle tous les états du nucléosome sont présents. Chaque
état est illustré par quelques images AFM représentatives. Le nombre total de nucléosomes analysés pour
cette carte est ~ 2000.

Nous voyons sur les différentes cinétiques (Fidilr® a Figure 121) que la quantité de ces
états (faux-1-bras) évolue au cours de la réactremodelage. Dans les analyses quantitatives que
nous effectuerons par la suite, nous essayerortantague possible, de prendre en compte
séparément les états-faux-1-bras) etR-faux-1-bras).

5.1.2.2 Cinétiques et titrations de la réaction deemodelage par RSC

Dans un deuxieme temps, essayons de voir quaditatimt les tendances qui se dégagent des
différentes évolutions présentées sur les FigugeaFlgure 121.

Nous remarquons des caractéristiques communesasicinétiques :
- pour les faibles [ATP], [RSC] et temps de réactitétat majoritaire est I'état.
- puis on voit apparaitre I'étgd)

- lorsque celui-ci disparait, on remarque alorgpgarition de I'état ) qui devient alors
majoritaire.
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De plus, nous n'observons pas de d'états glissteyniédiaires a la positiony)( qui
correspondrait a la position de I'étd) pbservé pour les nucléosomes courts, c’est aadiréd0 pb
de I'état initial.

Dans le cas des mono-nucléosomes longs remodalé@3@, on remarque que I'étdl)(
présente une sur-complexation supérietige~(200 pb contre 180 pb pour les mono-nucléosomes
courts remodelés par SWI/SNF). Cette différence peavenir soit de la longueur des bras d’ADN
libre, soit du moteur de remodelage utilisé. Peuekter, il conviendrait donc de refaire ces mémes
expériences en échangeant les 2 moteurs.

De plus, s'il est attendu de vérifier que I'apparitde I'état §) est bien dépendant de RSC et
de I'ATP, il est intéressant de remarquer qu’ilest de méme pour I'étaB). Ceci suggeére que la
formation de I'état[§) est bien due au facteur de remodelage par uimenakTP-dépendante. Ces
résultats confirment donc dans le cas de RSC queediart, I'état[f) est bien un état intermédiaire
de la réaction, que I'étad) est le produit final et d’autre part qu'il n'eéspas d’autres états
intermédiaires de glissement dans lequel le m@sudétaché du nucléosome.

AL [BR)

t =0 min

50 50

AL (bp)

100 100

t =10 min t=15 min
0 100 200 00 o 100 200 300 g 100 200 300
Le (bp) Le (bp) Le (bp)

150 150

Figure 119 : Evolution des cartes L /AL lors de la réaction de remodelage par RSC en

fonction du temps
Pour des concentrations en RSC et en ATP constantes [RSC] = 1.75 ul et [ATP] = 1 mM. Toutes les cartes

sont représentées pour une méme échelle de couleur correspondant a une méme échelle de probabilité.
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100 00 100
Le (bp) Le [bp) Le (bp)

Figure 120 : Evolution des cartes L /AL lors de la réaction de remodelage par RSC en

fonction du ratio RSC/nucléosomes

Pour un temps d’incubation constant t = 30 min et une concentration en ATP constante [ATP] =1 mM et une
concentration en nucléosomes constante. Toutes les cartes sont représentées pour une méme échelle de
couleur correspondant a une méme échelle de probabilité.

0 o

AL {bp)

AL (bp}

=1 mhd

L {bp} Le {bp)

Figure 121 : Evolution des cartes L (/AL lors de la réaction de remodelage par RSC en

fonction de la concentration en ATP
Pour un temps d’incubation constant t = 30 min et une concentration en RSC constante [RSC] = 1.75 pl.
Toutes les cartes sont représentées pour une méme échelle de couleur correspondant a une méme échelle

de probabilité.
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Si l'on projete maintenant les cartes en fonctian tdmps (Figure 119) sur l'axe des
positions, on observe comme précédemment une dispade I'état 1) au profit de I'état§) sans
apparition d'un état intermédiaire défini.

0.04 L] L]
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= t=10min
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0.035F

003 fF

0.025F

N

e

Probabilit

o
o
=
[

0.01

0.005F

0 25 50 75 100 125 150

AL (pb)

Figure 122 : Projection des cartes L /AL sur l'axe des positions pour l'action de
remodelage par RSC en fonction du temps

Les cartes L /AL obtenues lors de la cinétique de remodelage par RSC (Figure 119) ont été projetées sur
I'axe des positions AL pour les nucléosomes ayant une longueur d’ADN complexée appartenant a l'intervalle
130 < L. < 160 pb. On observe le ‘transfert’ des nucléosomes de l'état (a) (AL ~ 20 pb) vers I'état ()
(AL ~ 110 pb).

Cependant, nous voyons qu'avec ce type de profeatious sommes limités dans I'analyse
aux étatsq) et ©). Si nous voulons tenir compte de I'ét@) {| nous faut considérer la cartg/AL
compléte, ce que nous allons faire maintenant.

5.1.2.3 Segmentation et quantification de la cinéfie

Nous avons ensuite réalisé une segmentation dessqaour extraire I'évolution de chacun
des états(( + a-fauxlbras), § + B-fauxlbras) etd). Pour ce faire nous avons construit pour chaque
état une zone de présence sur la carte représeabdela Figure 123. La proportion de I'état
correspond dans ce cas a l'intégrale de la digtab2D L/AL sur la zone de présenceapportée
au nombre de nucléosomes présents dans toutesnles @éfinies.

On remarque sur la Figure 123 que I'é@tt(a-fauxlbras) décroit exponentiellement tout
au long de la cinétique. En outre, I'étatH B-fauxlbras) augmente rapidement puis décroit a part
det = 10 minutes. L'étatd) quant a lui augmente jusqu’a représenter la nié@jdes évenements.
Ces évolutions confirment donc notre hypothese ytmst que I'état §) est un intermédiaire
réactionnel de la réaction de glissement par RSC.
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Figure 123 : Segmentation des cartes L /AL et quantification des états au cours de la
cinétique de glissement par RSC

Nous avons découpé la carte en cing zones distinctes correspondants aux cing états que nous avons décrits
pour le nucléosome (a,a, =a-fauxlbras, B, B,=p-fauxlbras, 8). Nous avons alors intégré les cartes LJ/AL
obtenues lors de la cinétique a [ATP] = 1mM et vgsc=1.75 pL sur chacune des zones ainsi définies. Nous
avons ensuite groupé les nucléosomes a et a-fauxlbras ainsi que les nucléosomes 3 et 3— fauxlbras. Apres
normalisation nous obtenons la proportion relative des nucléosomes dans les états (a + a- fauxlbras), (B+3-
fauxlbras) et (8) au cours de la cinétique. L'erreur standard maximum est de 5 % pour chaque point. On
remarque que l'état (a + a-fauxlbras) disparait au profit de I'état (3). On remarque I'augmentation transitoire
de I'état (B+B-fauxlbras) puis sa disparition progressive. Ceci confirme le modele proposant que (3 est un état
transitoire de la réaction o -3 - 0.

Nous allons essayer maintenant de tirer des ceséds quelques ordres de grandeurs
caractérisant I'action de RSC sur un nucléosomeneparticulier la consommation en ATP et la
vitesse de glissement. La concentration en nuctéesalans notre expérience est de 12 nM. Pour
faire ces calculs, sous supposerons que la condR8C] = 1.75 pl correspond a environ 1 moteur
RSC pour 40 nucléosomes. Cette estimation est@tlplartir de la quantification sur gel SDS-page
de la sous-unité ATPase du complexe mais resteomppative a un ordre de grandeur pres. En
effet, il est difficile d’estimer la proportion deoteurs actifs.

Sur les cartes de la Figure 121, nous observonglissement total (tous les nucléosomes
dans I'état glisséd]) pour 500 pM < [ATP] <1 mM. On en déduit qu'adt ~ 6.18 molécules
d’ATP par RSC pour glisser tous les nucléosomeseéhation durant 30 minutes, ceci correspond a
une consommation d’environ 80 ATP par RSC et paorsde. On peut comparer cette valeur aux
travaux de Cairngt coll. (Fischeret coll. 2007) qui trouvent une consommation de 8 molécules
d’ATP par RSC et par seconde mais pour la transtot@ar RSC d’ADN nu. La différence entre
ces deux valeurs n’est pas surprenante étant dqmnées substrats sont différents : le nucléosome
représente un obstacle a la translocation de 'AIANRSC. De plus, il n’est pas exclu qu’une partie
de cet ATP soit utilisé dans notre expérience p&CRoour agir sur 'ADN nu des bras du
nucléosome, action que nous ne pouvons visualisedoac quantifier. Si nous considérons
maintenant la consommation d’ATP nécessaire admjgrre étape c’est a dire la formation de I'état
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remodelé 8), on voit qu’elle est maximum pour 100 uM < [AT®R00 uM. Le méme calcul nous
donne ~ 20 ATP par RSC et par seconde.

Toujours en supposant que le ratio enzyme / naol@e vaut 0.025, et qu'’il faut 30 minutes
pour glisser tous les nucléosomes de 100 pb, ongstimer une vitesse effective du glissement du
nucléosome de ~2 pb par seconde et par RSC. Calgeirvest a comparer aux résultats de
molécules uniques de Bustamaatecoll. (Zhanget coll.2006) qui trouvent ~ 13 pb par seconde et
par RSC sur un substrat nucléosomal ou Bensiataoll. (Lia et coll. 2006) qui obtiennent une
valeur de ~ 200 pb par seconde et par RSC sur ’ADN

Ces différentes estimations, bien que tres appratves, sont compatibles avec les mesures
déja réalisées avec RSC en molécules uniques. iffésedces ont essentiellement 2 origines :
I'erreur importante sur I'estimation de la quanti& moteurs actifs dans nos expériences, et le fait
gue nous estimions ces valeurs pour I'ensemblandel@osomes dans une expérience. En effet, on
peut imaginer par exemple que nous sous-estimongdsse de glissement de RSC car nous ne
prenons pas en compte le temps ou RSC est actié surcléosome mais plutdt le temps total de la
réaction pour les 2000 nucléosomes.

En résumé, nous avons vu que la réaction de reagelglar RSC et SWI/SNF produit de
maniere ATP-dépendante un état intermédiaire sonptexé 3), positionné au méme endroit que le
nucléosome initial et que I'on ne détecte pas dsitipas intermédiaires bien définies dans le
glissement. On peut interpréter ce dernier résulemt supposant que le complexe
moteur+nucléosome est processif, et que s’il existepas ou des pauses, ceux-ci se font lors que le
moteur est lié au nucléosome.

A ce stade, on peut néanmoins proposer que laioBadé remodelage se fasse en deux
étapes distinctes : la premiere est une étape émaration du nucléosome ou le moteur pompe de
’ADN supplémentaire a I'intérieur du NCP puis séctbche que I'on appellera ‘remodelage’ ; la
seconde est réalisée lors d'une deuxiéme liaisonmadteur sur le nucléosome remodélé et
correspond au glissement de celui-ci jusqu’a l@xitité de I’ADN disponible.

Par ailleurs, en collaboration avec Manu Shuklaisravons vu qu’il est possible d’isoler et
de purifier par gel I'état intermédiair@)( Ceci confirme que cet état est stable et nousgtede
proposer le modele suivant (Figure 124).

) +RSC  -RSC
() +ATP  , -ADPPi
Y/ i

A

+RSC -RSC
+ATP\-}-ADP,Pi

Remodelaé:e

S

Glissement

Figure 124 : Modeéle de la réaction de remodelage pa r SWI/SNF et RSC
Dans un premier temps, I'hydrolyse de I'ATP est utilisée par le moteur pour remodeler un nucléosome en
pompant ~15-25 pb d’ADN de part et d’autre de I'octamere. Dans un deuxiéme temps, I'hydrolyse de 'ATP

par le moteur permet la translocation de I’ADN pour glisser le nucléosome a I'extrémité du fragment.

Pour entrer un peu plus dans le mécanisme de réettéion, nous allons voir dans la partie
suivante le réle important du domaine d’accrochageocking domairde H2A sur le mécanisme
de remodelage.
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5.1.3 SWI/SNF et domaine d’accrochage de H2A

Pour comprendre le mécanisme du remodelage plug,aw@us avons cherché a savoir si le
domaine d’accrochage qui fait le lien entre leaére (H3-H4) et le dimere (H2A-H2B) est
nécessaire au phénomene de glisse par SWI/SNFff&n ieest connu que le variant H2A.Bbd
n'est pas déplacé par ce complexe (Ange&lbeoll.2004; Doyeret coll.2006) et qu’il est différent
de H2A notamment au niveau du domaine d’accrocli@ge et coll.2004). De plus, comme nous
I'avons montré dans la section 3.4, ce faible adtage est a I'origine de l'altération structuredte
dynamique des mono-nucléosomes H2A.Bbd. La questopose donc de savoir si liaison plus
lache entre les diméres et le tétrameére est égatdameause principale de la non-mobilisation de
H2A.Bbd ?

Pour y répondre, en collaboration avec Dimitar Aoget Cécile Doyen, nous avons réalisé
des expériences de glissement visualisé par AFM des nucléosomes variants H2A.Bbd et des
chiméres Bbd.ddH2A (section 3.4) dans le but ddicoar que I'absence du domaine d’accrochage
(ddH2A) empéche le glissement par SWI/SNF.
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Figure 125 : Distributions de position et de longue ur complexée pour des mono-

nucléosomes variants H2A.Bbd au cours du remodelage par SWI/SNF

Distributions de (a) position 4L et (b) longueur complexée L. de nucléosomes variants H2A.Bbd incubés une
heure avec SWI/SNF, en I'absence et en présence d’ATP. On note aucun changement ni de position ni de
longueur complexée du nucléosome H2A.Bbd aprés I'action de SWI/SNF.

Nous avons tout d’abord étudié le glissement detensomes H2A.Bbd. Comme on le voit
sur la Figure 125 présentant les distributiond_get AL sans et avec ATP, on n'observe aucune
modification de ces deux distributions apres unerdn@’incubation en présence du moteur et de
I'ATP (conditions pour lesquelles le nucléosome\arionnel est glissé. Nous confirmons donc
que ces nucléosomes variants H2A.Bbd ne sont psglpar SWI/SNF, et nos résultats suggerent
également que I'’ADN n’est pas non plus redistribuéein du complexe et ne forme pas d'diat (

En ce qui concerne les mono-nucléosomes chiméresd8H2A, on a une situation
intermédiaire entre H2A et H2A.Bbd. En effet, orsetve un faible glissement et un changement de
la distribution de longueur complexée comme on pewtoir sur la distribution de position de la
Figure 126a. Cependant, le nombre d’événementsrégesgtant trop faible, nous ne pouvons pas
tracer de carté /AL qui nous permettrait de voir si I'étgd)(est également un intermédiaire du
glissement de ces nucléosomes chimeres. Nous pswioiplement remarquer que restaurer le
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domaine d’'accrochage de H2A permet de restaurdielb@ment la capacité du nucléosome a
interagir avec SWI/SNF et a étre glissé.
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Figure 126 : Distributions de position et de longue ur complexée pour des mono-
nucléosomes chimeéres Bbd.ddH2A au cours du remodela ge par SWI/SNF

Distributions de (a) position AL et (b) longueur complexée L. de nucléosomes chimeres Bbd.ddH2A incubés
une heure avec SWI/SNF, en I'absence et en présence d’ATP. On remarque un changement de position et
de longueur complexée montrant que le nucléosome chimeére est a la fois glissé et remodelé par SWI/SNF de
maniére intermédiaire a H2A et H2A.Bbd. Notons cependant que la faible statistique des événements
mesurés ne nous permet pas d'analyse 2D.

En résumé, I'ensemble de nos résultats sur cegwaaines variants et chimeres montrent
que, méme si le domaine d’accrochage permet deuketr a I'équilibre la longueur complexée
d’ADN du nucléosome conventionnel (cf. section 3)4il ne permet que partiellement de retrouver
la mobilité du nucléosome sous l'action de SWI/SNE&.domaine ‘histone fold’ de H2A.Bbd dans

son intégralité est donc responsable de la plidefanobilité de ce nucléosome variant (Doyn
coll. 2006).

Si I'ajout d’'un domaine d’'accrochage fonctionneld nucléosome variant H2A.Bbd ne
permet pas de recouvrer totalement la mobilité $aason de SWI/SNF, on peut se demander si a
'opposé, il serait possible de réduire la mobilité de bloquer le nucléosome dans I'éf3t €n
remplacant le domaine d’accrochage de H2A par ¢tedogué de H2A.Bbd ?

5.2 RSC et mono-nucléosomes marqués

Aprés avoir étudié les mécanismes et les étatsmediaires du remodelage, nous nous
sommes intéressés a la directionnalité du déplatema longueur relative de chacun des bras
libres a-t-elle un effet sur la direction choisie€moteur choisi-t-il un bout du fragment plutdteq
l'autre ? Subit-il un effet de séquence ?

Pour essayer de répondre a ces questions nous awosfuit un nucléosome marqué a
I'extrémité d’'un des deux bras libres nous pernm¢ttie mesurer indépendamment chacun des deux
bras. En effet, dans la configuration utilisée juagprésent, nous avons vu que la mesure de la
position n’était pas signée : on ne distingue pabrés ‘droit’ du bras ‘gauche’ mais seulement le
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bras long du bras court. Au cours de la réactioglidsement, le bras long peut devenir le brastcour
et réciproquement : on mélange donc certains évémism Avec le nucléosome marqué, nous
pouvons suivre la position absolue du nucléosonms ne mesurons plus une distance au centre du
fragment comme précédemment (AI>> L/2) mais une position signédl, pouvant varier de
'I—tot/2 jusqu’é "'—tot/2-

5.2.1.1 Protocole et visualisation des mono-nuckmmes marqués

Pour réaliser un tel nucléosome nous avons cleigonctionnaliser I'extrémité 5’ du brin
codant par une biotine par l'utilisation d’amorecearquées lors de la PCR. L’ADN ainsi produit est
alors mélangé aux histones pour effectuer la reitotisn des nucléosomes. Aprées cette étape nous
ajoutons aux nucléosomes formés un large excedreptassidine pendant une nuit puis, nous
éliminons I'excés de streptavidine (en utilisanffiltre de type Microcon). En nous placant dans ces
conditions « cinétiques », nous obtenons un maegtatgl des nucléosomes et chaque streptavidine
tétravalente n’est liée qu'a un seul nucléosomelidison biotine-streptavidine étant extrémement
stable K4 ~ 10" M) elle ne risque pas, a priori, d’étre dissoaléeant le remodelage. Ce protocole
est le plus efficace de ceux que nous avons teBréeffet, I'ajout de la streptavidine avant la
reconstitution interfere avec celle-ci, et nousrev@référé ne pas ajouter la streptavidine apres
réaction avec le remodeleur pour ne pas risquelaogrquage par la streptavidine ne déstabilise
un nucléosome remodelé et glissé du coté de lanbidEnfin, nous avons finalement opté pour la
streptavidine et non pas l'avidine car du fait decharge (Rlidine = 10 et plueptavidine= 5.5) les
nucléosomes marqués avidine ont une affinité tepld pour la surface AP-mica positivement
chargée.

La streptavidine étant une protéine de 50 kDa, edteparfaitement visualisable en AFM et
apparait a 'extrémité d’'un des bras plus petite IguNCP (~ 200 kDa). On peut voir sur les images
de la Figure 127 des images AFM typiques de nuokdées marqués selon le protocole décrit plus
haut.

Figure 127 : Exemple d'images AFM de nucléosomes lo ngs et asymétriques

marqués par une streptavidine

Images AFM de topographie des mono-nucléosomes longs asymétriques (127s-601-82) marqués par une
streptavidine a I'extrémité du bras long. Sur les zooms a droite, on peut distinguer le NCP (~ 200 kDa) et la
streptavidine (~50 kDa) a I'extrémité du bras le plus long. Echelle Z : de 0 a 2.5 nm.
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On peut s’attendre a ce que la présence de deaxdbrbbngueurs différentes puisse induire
une directionnalité du moteur par un effet stérifidanget coll.2006). Pour tester cette hypothése,
nous avons choisi de comparer le glissement d'wriénsome symétrique et d’un nucléosome
asymétrique. Afin de s’affranchir d’'un éventuel e¢ffparasite’ de la streptavidine, nous avons
utilisé comme contrble un deuxiéme nucléosome asigné comportant la streptavidine a I'autre
extrémité.

Nous avons donc produit trois fragments d’ADN didféts pour réaliser ces expériences. Un
fragment ou le 601 est entouré des cbtés 5’ eesPactivement de 127 et 82 pb avec la biotine du
c6té le plus long (fragment 127b-601-82), un autele 601 est entouré des cbtés 5 et 3’
respectivement de 82 et 127 pb avec la biotinedti le plus court (fragment 127-601-82b) et enfin
un dernier ou le 601 est entouré des cotés 5’ de3B2 pb avec la biotine sur le coté 5 (fragment
82h-601-82). Nous avons donc obtenu trois typesnaedéosomes : deux asymétriques ou la
streptavidine est soit placée sur le bras couttsswile bras long (127s-601-82 et 127-601-828het
autre qui est symetrique (82s-601-82) (Figure 128).

oL

1279601 - 82 826601 - 82 127-601 =820

Figure 128 : Les différentes constructions utilisée S pour reconstituer des

nucléosomes marqués asymétriques et symétriques

L’ADN positionnant 601 avec deux bras symétriques de 82 pb ou avec un bras long de 127 pb et un bras
court de 82 pb est marqué une extrémité par une biotine. Aprés reconstitution des nucléosomes, le
nucléosome se lie a la streptavidine (en bleu) a son extrémité biotinylée pour former un nucléosome marqué
identifiable a '’AFM. Notre protocole nous permet d'obtenir un marquage total des nucléosomes et chaque
streptavidine tétravalente n’est liée qu’a un seul nucléosome

-100
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Figure 129 : Cartes L /AL de mono-nucléosomes marqués a I'équilibre

Cartes L /AL pour les nucléosomes marqués (a) 127s-601-82 (b) 127-601-82s et (c) 82b-601-82 a I'équilibre.
Pour les trois constructions utilisées, on retrouve les positions de [I'état initial (o) attendues:
AL(a) = (Lsyrepta - Liibre)/2 ~ + 22 pb pour le nucléosome 127s-601-82, AL(a) ~ - 22 pb, pour le nucléosome
127-601-82s et AL(a) ~ Opb pour le nucléosome 82b-601-82
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Le programme d’analyse des images a été adapténpesurer les longueurs de deux bras
des nucléosomes marqués (voir section 2.2.4). dimitd@lors Lsyepta la longueur du bras
comportant la streptavidine Ejpre, la longueur du bras libre, d’otdl = (Lsyrepta- Libre)/2. Si I'on
représente I'histogramme a 2D de la position eladengueur complexée du nucléosome comme
précédemment, on obtient une cdrtIL ou AL peut maintenant étre positif ou négatif. Les carte
LJ/AL obtenues pour ces trois constructions nucléosamdiféérentes sont représentées sur la
Figure 128 pour le nucléosome a [I'équilibre. Onrawte les positions attendues :
AL(a) = (Lstrepta- Libre) ~ + 22 pb  pour le nucléosome 127s-601-&R,(a) ~ - 22 pb, pour le
nucléosome 127-601-82sAt(a) ~ O pb pour le nucléosome 82s-601-82.

Apres avoir caractérisé nos objets a I'équilibrééressons nous a leur comportement en
présence du facteur de remodelage RSC.

5.2.1.2 Glisse des nucléosomes marqués par RSC

En utilisant le méme protocole que pour les nudéws non marqués (section 5.1.1.1), nous
avons réalisé des instantanés de la réaction ag€r pour les trois constructions et nous avons
obtenu les cartds/AL de la Figure 130, pour les deux constructions asyques. On retrouve sur
ces cartes les états cités précédemment : I'état ifu), I'état remodeléff) et I'état glisséd). Dans
tous les cas, I'étatBj est unique et positionné aux coordonndes-(@200 pb,4L ~-10 pb), et
présente donc la méme longueur de complexationlapgedu remodelage par RSC des mono-
nucléosomes longs non marqués.

Si le moteur est directionnel, et que cette dicgrtalité est liée a I'existence d’une asymétrie
de la longueur des bras, on peut s’attendre a edegnucléosome symétrique se retrouve glissé de
maniére équiprobable a chaque extrémité, donc deémeaéquiprobable a I'opposé ou contre la
streptavidine, états que nous nommerons respeaive@®) et ©,) et qui étaient confondus dans
I'état (0) pour les nucléosomes non marqués. Le nucléos@mymédrique devrait lui étre glissé
majoritairement d’un coté (bras court ou bras Ieelpn la direction privilégié). Comme nous avons
deux constructions de nucléosomes asymétriquesudsrgn s'attend donc a obtenir un état glissé
majoritaire {;) ou @;) pour I'une des constructions asymetriques, rvérse pour 'autre.

Ce n’est pas ce que nous observons sur les dafisexpérimentales de la Figure 130. En
effet, on remarque que I'on trouve majoritairembétiat glissé §;) positionné aux coordonnées
(Lc ~ 130 pb, 2L ~200 pb) pour les deux constructions asymétrigass le cas symétrique, nous
observons également un état majoritaire glisdd (cartesL/AL non présentées). Tout se passe
donc comme ci trés peu de nucléosomes étaienggligsrs la streptavidine par le moteur RSC.
Cependant, comme nous I'avons mentionné dans [@toh@ ‘Méthodes’ (section 2.2.4), I'analyse
d'image des mono-nucléosomes marqués peut potemimit étre la source de l'absence de
détection de ces mono-nucléosomes glissés constecjatavidine, puisque que dans certains cas, le
programme est incapable de discerner le NCP dedptavidine lorsque ces deux objets sont trop
proches I'un de l'autred{icp_streptavidineS 2 I'ncr)-
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Figure 130 : Cartes L /AL pour des nucléosomes asymétriques marqués avant e t

apres glissement par RSC

Cartes LJ/AL pour les nucléosomes marqués (en haut) 127-601-82s (en bas) 127s-601-82 en présence de
RSC et (a gauche) en absence ou (a droite) en présence d’ATP. On remarque les états (a), (B) et () décrits
pour les mono-nucléosomes non marqués. Dans ce cas I'état (8) est scindé en deux types de nucléosomes :
(), le cas ou le glissement est orienté a I'opposé de la streptavidine et (3,), le cas ou le glissement est
orienté vers la streptavidine. On remarque que les nucléosomes (8,) sont largement majoritaires par rapport
aux nucléosomes (8,) pour les deux constructions asymétriques.

Pour vérifier cette hypothése, nous avons donc tdmmanuellement a partir des images
AFM le nombre de nucléosomes glissés vers la sivephe ou a I'opposé de la streptavidine. Le
résultat de ce comptage est présenté sur I'histogeade la Figure 131. On remarque que les
proportions relatives de nucléosomes dans I'édgt €t de nucléosomes dans I'étdb)(sont
constantes (~ 70% poud§, ~30% pour &) et ne dépendent pas de la construction utilisées
avions donc effectivement sous estimé le nombreudéosomes glissés vers la streptavidine avec
'analyse d’image automatique, mais nous l'avioag fle maniére équivalente pour les deux
constructions asymétriques, ce qui ne change passidtat : la direction du mouvement n’est pas
influencée par la longueur des bras libres du mscée mais par la présence (ou I'absence) du
marqueur streptavidine. Ce résultat est a prioseasdécevant puisque nous avons intégré ce
marqueur pour mesurer la directionnalité et norr pofluencer.
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Figure 131 : Comptage des nucléosomes marqués gliss  és par RSC

Nous avons compté manuellement a partir des images AFM la proportion relative de nucléosomes glissés a
I'opposé de la streptavidine (état (3,)) ou contre la streptavidine (état (3,)), pour I'expérience de remodelage
par RSC des trois types de nucléosomes marqués 127s-601-82 (en orange), 127-601-82s (en bleu) et
82s-601-82 (en vert).

5.2.1.3 Repliement des cartesJAL des mono-nucléosomes marqués

Il est possible de ‘replier’ les cartég/AL des nucléosomes marqués pour les comparer a
celles que nous avons obtenues pour les nucléosoomemarqués en remplacafiit par YL|. Ce
faisant, nous « effacons » l'information liée gpl@sence de la streptavidine pour vérifier que I'on
retrouve bien les cartes non signées précédentest. & qui est présenté sur la Figure 132, ou I'on
observe la similarité des cartds/AL des nucléosomes marqués repliées avec celles des
nucléosomes non marqués (Figure 120 par exemple).

- RSC + RSC 0,5 pl + RSC 0,7 pl

7 = s I
- R . -
) f M

AL [bp)

1] 100 200 3000 100 200 3000 100 100 300
Le {bp) Le (bp) Le {bp)

-d

Figure 132 : Repliement des cartes L /AL des nucléosomes marqués au cours du
remodelage par RSC

Cartes LJAL pour des nucléosomes marqués (127s-601-82) ‘repliées’ en remplacant AL par |4AL| pour
comparaison avec les cartes des nucléosomes non marqués, pour 3 concentrations différentes en moteur
RSC pour un temps d’incubation constant t = 30 min et une concentration en ATP constante [ATP] = 1 mM.
Toutes les cartes sont représentées pour une méme échelle de couleur correspondant a une méme échelle
de probabilité. On note la présence des mémes états (a), (B) et (8) que pour les nucléosomes non marqués,
et 'absence de I'état (B-faux-1-bras).
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Les mémes étatsi), () et @) sont présents au méme endroit, seul I'@dt(x-1-bra3 est
absent dans ce cas. On peut I'expliquer en suppgs@nla streptavidine empéche stériquement le
rapprochement des deux bras du nucléosome a Heriig cet état.

Pour résumer, au cours des expériences de remedéalisées sur les nucléosomes marqués
par la streptavidine, nous avons vu qu’il est g@esien marquant une extrémité du fragment
d’ADN, de suivre la direction du mouvement du noskéme lors du glissement. Comme pour les
nucléosomes non marqués, on retrouve l'état rerdol et I'état glissé § sans observer
d’intermédiaire de glissement. On observe, en ogtre la streptavidine influence ce mouvement en
favorisant le glissement a 'opposé du fragment A@ahs une proportion ~ 70% / 30% pour des
conditions de glissement avancé.

Nous verrons dans le chapitre suivant, lorsque néwslierons le glissement de di-
nucléosomes que nous pourrons proposer un modplEwant que la streptavidine se comporte
exactement de la méme maniére qu’un nucléosomefige position donnée, et que nous pourrons
méme prévoir quantitativement I'asymétrie de glisset observée.

5.3 Mono-nucléosomes et retour a I'équilibre

Nous avons jusqu’ici étudié le résultat immédiati’detion du moteur. En quelque sorte,
nous avons regardé le transfert hors équilibrendeosomes a partir de la position d’équilibre (le
601) vers une position excitée métastable (le dadtagment). La question que nous nous sommes
ensuite posée est la suivante : si le résultaedempage est un nucléosome canonique, le systéme
est probablement capable de relaxer thermiquemerst ka situation d’équilibre. Pouvons-nous
suivre ce retour vers I'équilibre ? Parcourt-il i@@me chemin réactionnel ? Quels parametres
expérimentaux pouvons-nous extraire de cette diffudans un potentiel ?

5.3.1 Principe de I'expérience de diffusion thermiqu e du nucléosome

Avant de nous intéresser a ce mouvement de retsrléquilibre, nous devons présenter le
mécanisme permettant ce déplacement : la diffugiermique des nucléosomes. Nous avons vu
dans la partie sur les mono-nucléosomes soumectdh de RSC (section 5.1.2) que lorsque I'on
place le nucléosome a 29°C pendant une heure drser\ce pas de modification de la cart&IL.
Tout ce se passe donc comme si la séquence paosititen 601 imposait un puits de potentiel
énergétique suffisamment profond pour empécheetdiffusion thermique (nous l'avons vérifié
expérimentalement jusqu’a 47°C).

Physiquement, on peut expliquer cette stabilisgti@nla courbure intrinséque de la séquence
positionnante 601 (Let coll.2008). Une séquence positionnante serait une ségu&dbN dont la
forme intrinséque préfigure la forme de 'ADN ddasNCP. Il s’ensuit une grande stabilité de ces
nucléosomes et la difficulté de sortir de cetteitpps Néanmoins on peut citer différentes études
qui ont déja par le passé observé une diffusionrd&® nucléosomes assistée par la température a
partir de séquences moins positionnante que lgdfis de potentiel moins profond) (Meersseman
et coll. 1992; Flauset coll.2003; Flauset coll.2004). Il a été observé dans ce cas que le caaffici
de diffusion varie énormément avec la températtieesorte que la diffusion thermique peut étre
complétement inefficace a 4°C et suffisante poyral®r un nucléosome de 100 pb en une heure a
29°C. Pour interpréter cette différence de compoeetd, Schiesseadt coll ont proposé un modele
dans lequel I'agitation thermique permet I'ouvesttiemporaire des sites de liaison ADN-histones
les plus proches de I'entrée du nucléosome (SaHi@g06). En se refermant, ces contacts sont
susceptibles de piéger un défaut ou boucle d’ADM fglle trés variable) qui se propagera
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rapidement le long du NCP. Le manque d’adéquatesdbnnées expérimentales avec ce modéle
(au niveau de I'ordre de grandeur du coefficientddfusion) les a conduit a proposer un modele
alternatif (Kulic et coll. 2003). Dans ce modéle, la diffusion du nucléosorotvée par la
température serait due a la création par les fhiicins thermiques d’'un défaut de torsion de 'ADN
a l'entrée du nucléosome susceptible, elle aussiredensuite propagée le long de I'ADN (voir
section 1.3.3.1 et plus particulierement la FigB8. Dans les deux cas, le modéle nécessite la
création de défauts colteux en energigfere ~ 10 @ 30 KT) a partir des fluctuations thermigdes
brin d’ADN. Cette réaction cinétiqguement limitantest donc fortement dépendante de la
température. En effet, on a la loi d’Arrhénius pkia constante de la réaction:

k = Ae_ Ebarriére/ kBT

ou A etEpariere N€ dépendent pas de la température en premierexapgtion. Ceci implique que :
Eparriere 273+ 4
— g0 —barriere p £ 7 _q)
K(T=4°C) _ kT '273¢29 ~ _ 530008 g
k(T=29°C)

$E(x)

'X

bout du fragment ADN

Situation a I'équilibre

b
01
+ATP
. glissement
— =5 h -

6

S —

Pompage hors équilibre

601

diffusion thermique

Relaxation thermique

601

Figure 133 : Principe de I'expérience de diffusion thermique du mono-nucléosome
'‘pompé' par RSC

(en haut) A I'équilibre le nucléosome est piégé dans le puits de potentiel formé par la séquence positionnante
profonde de plusieurs kT. Dans le cas de la séquence 601 méme une augmentation de température de 4C a
47€ ne permet pas de faire diffuser efficacement | e nucléosome hors de cette séquence. (au milieu) Sous
'action de RSC le nucléosome est déplacé de maniére ATP dépendante et donc hors équilibre vers les
extrémités du fragment. (en bas) Du fait de la faible affinitt du nucléosome pour les séquences non
positionnantes présentes au bout du fragment il est possible d’observer la diffusion du nucléosome depuis
les extrémités vers la position d’équilibre.
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Donc la constante de réactigrchange d'un facteur 13 entre 4°C et 29°C. Dangends,
avons vu que par un transfert hors équilibre ingait RSC (et alimenté par I'ATP) nous savons
faire sortir le nucléosome de sa position d’équélidans la séquence 601 vers une position moins
favorable énergétiquement comme I'extrémité durfraigt. On s’attend a ce que, une fois dans cette
position énergétique moins stabAG~ kT), le nucléosome puisse étre activé thermiaurtnet
explorer le paysage énergétique avant de relaxsrsaposition d’équilibre dans le 601. C’est ce
chemin cinétique de relaxation que nous souhaitxorer, en particulier pour voir s'il est
similaire au chemin cinétique emprunté par le msénes ‘a l'aller’ c’est a dire hors d’équilibre
(Figure 133).

5.3.2 Expérience de relaxation thermique et cartes L /AL

Pour ce faire, nous avons préparé les nucléosoares|@tat glisséd) au bout du fragment
en les faisant réagir avec RSC pendant 60min &280ur un rapport [RSC] / [nucléosome] élevé.
Ensuite, nous avons laissé la réaction se termandfC pendant 4 jours pour que le moteur
consomme tout 'ATP présent. Puis, aprés avoir rétitque le mélange réactionnel contient une
majorité de nucléosomes dans I'étd} (par dépdt et visualisation AFM, voir Figure 134hous
avons realisé une expérience de retour a I'égailiBrla maniére de ce que nous avons fait pour le
remodelage, nous avons réalisé un instantané tke diffusion en placant les nucléosoméy 4
36°C pour une durée de 120 minutes. Nous avons aléposé les nucléosomes et réalisé une
analysd. /4L des images AFM obtenues comme précédemment (igrird=114). Nous avons alors
obtenu la carté /AL de la Figure 134c.

a b c :
( ) -RSC 1h@29°C ( ) +RSC+ATP 1h@29°C ( ) +RSC +ATP 1h@29°C

0

50

AL (bp)

100

150
0 100 200 300 0 100 200 300 0 100 200 300

Lc (bp) Lc (bp) Lc (bp)
Figure 134 : Cartes L /AL du glissement par RSC puis du retour a I'équilibre des
mono-nucléosomes par diffusion thermique
Cartes L /AL pour des mono-nucléosomes (a) avant glissement, (b) aprés glissement par RSC en présence
d’ATP pendant 1 heure a 29C et (c) apreés une étape supplémentaire de relaxation thermique pendant 2
heure a 36€C en 'absence d’ATP. La carte (c) corre spond aux mono-nucléosomes de la carte (b) ayant

relaxés thermiquement vers la position d’équilibre dans la séquence 601. On remarque que la distribution 2D
L/AL des nucléosomes relaxés est plus large dans la direction 4L que la carte de départ (a).

On remarque que la carte correspondant aux nuctesglissés (Figure 134b) est similaire
a celle obtenue précédemment dans I'état staticmda remodelage par RSC (é@t hajoritaire,
voir par exemple Figure 119). Apres 2 heures diatibn thermique, les nucléosomes ont quitté
I'état (O) et se retrouvent majoritairement dans un étatlaswarteL /AL proche de I'étatq) de
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départ. Toutefois, la position semble moins bidimde (distribution plus large dans la directidh)

que sur la carte de départ (Figure 134a). De plusemarque une faible proportion de nucléosomes
sur-complexés sur la carte/4AL qui pourraient correspondre a des nucléosomes ltas (3).
Cependant, nous n’avons pas de données enregiptéesin temps de diffusion intermédiaire qui
nous permettraient de vérifier que I'étfl) (est aussi un état intermédiaire dans le cas de la
relaxation vers I'équilibre.

En résume, cette expérience nous a permis de enajue I'activation thermique permet de
faire diffuser les nucléosomes d'une position ertaie vers la séquence positionnante 601. Pour
compléter ces premiéres expériences, il seraitssége de réaliser une cinétigue complete de
relaxation thermique et de faire varier la tempéet’activation pour mieux comprendre le réle de
la température dans cette activation.

5.4 Essai de construction d’'un modele 2D commun pou r
les phénomenes de glissement et de relaxation

Pour essayer de modéliser a la fois les expérier@aisées en présence des facteurs de
remodelage et celles que nous venons d’analyserdioretour a I'équilibre, nous avons construit
avec Martin Castelnovo, un modele linéaire a demedsions I(; et AL). Pour ce faire, nous avons
étendu le modele établit a une dimension pour dédes distributions de longueur complexée a
I'équilibre sur les mono-nucléosomes conventioniigéxtion 3.2) en y ajoutant deux ingrédients :
I'effet de la position du nucléosome sur le fraghn@ADN (c’est a dire de la courbure intrinséque
de la séquence positionnante) et la donnée tentgorel

Sans rentrer dans le détail des calculs qui regisfliminaires, nous allons détailler les
hypothéses et les premiers résultats de ce modajdes Ceci nous permettra de proposer une
explication alternative de la sur-complexation otée lors du remodelage.

E (k. T/bp) E (k,T/bp)
‘ inter B . courbure *B séquence
positionnante
147 pb L <«
. : . i
S o
¥ Eb,nou POS AL
—& — - — — —
e E_’b, pos

Figure 135 : Energies d'interaction et de courbure

(2 gauche) Comme dans le modéle a I'équilibre I'enroulement d’ADN autour du cceur protéique est autorisé
pour des valeurs supérieures a 147 pb mais avec un malus énergétique (&> < &<). (@ droite) Lorsque le
nucléosome est positionné dans la séquence positionnante (de 147 pb) I'énergie de courbure de I’ADN est
réduite ('Eb,nonpos > 'gb,pos)-

Pour construire ce modeéle nous faisons les hypeshasivantes (Figure 135):

1. On peut décrire I'énergie du nucléosome commesdemme de deux termesEiner,
correspondant a la composante issue de I'énergiteciiction histone-ADN (comme dans le
modele a I'équilibre) et un autre terrBg,umure rendant compte de I'énergie de courbure de
'ADN. Néanmoins a la difféerence du modéle a I'ddue, I'énergie de formation du
nucléosome n’est pas constante mais dépend dsiliopalu nucléosome. Ceci nous permet
d’introduire le fait que celle-ci est plus bassestpe le nucléosome est placé dans la
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seéquence positionnanté, o9 que lorsque le nucléosome est placeé hors du &bnfo3-
Pour calculer I'énergie totale du nucléosomelL.E4L), on somme alors ces deux
contributions pour chacune des paires de baseamfagyuration :

Lo Alg+Lgof2

B oLy = j Erer(ldiet | Eoupudd DL
Aly-Lco/2
On fait I'nypothése que I'on peut appliquer lenpipe de balance détaillée a I'équation
maitresse. Ceci correspond au fait que les tauxadsition entre deux configuration®t j
sont donnés par le rapport des poids de Boltzmamespondant. Cela revient donc a faire

'hypothése que notre systeme est en quasi-eqeliiébtre chaque pas de temps. L'équation
maitresse s’écrit :

dP(Lc, ALt ' '
%: Z k(L' ALY (L AL)P(L e ALY = Ko Aty (L ALy e ALY
L' AL

et la balance détaillée :

_EeayEuanFH
KAL) (L ALY _ o keT

K(L', AL ) (L, AL)

. On suppose que les transitions autorisées pwiconfigurationl(, 4L) donnée sont celles
dirigées vers les configurations « voisines bx+{, AL+1/2), L1, AL-1/2), L1, AL+1/2),
(Le+1, AL-1/2) (voir aussi Figure 136). Ceci revient a swggyoque le déplacement du
nucléosome entre chaque pas de temps reste loaalisd@isinage de la position initiale et ne

correspond qu’'a une faible perturbation de I'é@atdpart.

Pour simuler I'effet d’'une force les probabditde transition, nous considérons que si la
transitioni —j conduit a un mouvement dans le sens de la fotest(a dire a par exemple
une transition dedL a AL+1/2 pour une force dirigée vers les valeurs camtes dedl)
alors, on retranche le travaili= F.dL a la différencek; - E; de la balance détaillee a
'équilibre. Dans notre cas,Ld=+ 1/2, donc poulF dirigée vers legL croissants, on a:
dW=+ F/2.

L1 Ly L+l

(1]

— >

L

t41 t+1
ALA1/2
+
AL+1/2
¢ AL t41 t+1

Figure 136 : Transitions autorisées dans le modéle

Dans le cadre de notre modéle, on suppose que les transitions autorisées pour une configuration (L., 4L)
donnée sont celles dirigées vers les configurations localisées au voisinage de la position initiale : (Lc+1,
AL+1/2), (L1, AL-1/2), (L1, AL+1/2), (L+1, AL-1/2). Cela revient a supposer que le déplacement du
nucléosome a chaque pas de temps ne correspond qu'a une faible perturbation de I'état de départ.
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Avec ces hypothéses, nous pouvons construire déss¢g/AL ‘synthétiques’ a partir des
parametres énergetiquess( &<, &.pos &.nonpog d€ Notre choix et étudier I'évolution de ces esut
en présence d'une force constante ou en laissaystéme relaxer comme dans les expériences de
retour a la position d’équilibre.

Sur 'exemple présenté sur la Figure 137, nous sxgoiivi I'évolution de la carte/AL pour
un nucléosome fictif positionné au centre d'une usége positionnante énergétiquement
équivalente au 601 et subissant une force dirigée les valeurs croissantesdile Par construction
at=0, ona: A =75pb etL.=147 pb et les paramétres. et &< sont ceux déduits des
expériences a I'équilibre sur les mono-nucléosoooaesentionnels (voir section 3.2.2).

100 150 200 100 150 200
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Figure 137 : Evolution des cartes L /AL ‘synthétiques’ en présence d'une force
constante
Cartes L /4L simulées dans le cas ou la force est dirigée vers les valeurs croissantes de 4L et F = 23 pN. La

position de départ (t=0) est le centre de la séquence positionnante 601. On remarque que dans ce cas, le
nucléosome est bien glissé jusqu’a la position a I'extrémité du fragment en passant par un état sur-complexé.
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On peut remarquer que lors de cette simulatiordid&ribution de probabilité B{,AL) du
nucleosome fictif est déplacée vers les valeurssaotes dell jusqu’a étre confinée au bord du
fragment d’ADN. En outre, on observe que méme &t de départt (= 0 s) et I'état d’arrivée
(t =400 s) présentent une longueur complexée moyprowhe de 147 pb, les états intermédiaires
(t=100 s, 200 s, 300 s) présentent quant a eulongeeur complexée supérieurd ~ 180 pb).
Ceci montre qu’avec les éléments simples décrits phut il est possible de rendre compte d’'une
sur-complexation transitoire du nucléosome lorssda glissement hors-équilibre. En présence
d’une force, le travail fourni par le moteur peatteansférer soit sur la composante d’interaction e
conduire a une sur-complexation soit sur la compesde courbure et conduire a un glissement du
systeme. Etant données nos hypotheses, tout see pas®me s'il était plus favorable
énergétiquement pour le nucléosome d’étendre sguéam complexée que de se déplacer. La sur-
complexation observée expérimentalement serait galiectement la marque du travail nécessaire
pour sortir le nucléosome hors de la séquenceiposénte.

Le chemin retour observé en relachant la forcertir pke la position finale du systéeme au bout
du fragment ADN est plus complexe a prédire. Erction des parametres énergétiques utilisés, on
peut observer soit le retour en ‘ligne droite’ vierséquence positionnante 601, soit le passage par
un état sur-complexé avant d'étre a nouveau piégé lp 601. Le manque de données
experimentales sur la relaxation des nucléosomesouns permet pas, a I'heure actuelle, d’ajuster
plus finement les paramétres énergétiques de lalaion.

Ces résultats sont donc tout fait préliminairescdhvient en effet tout d’abord de valider
certaines des hypothéses comme la localité desiticars ou la validité de la balance détaillée pour
les forces utilisées. Expérimentalement, il convida vérifier que l'utilisation d'une séquence
moins positionnante modifie I'évolution des cartgklL (persistance de I'étafl) par exemple ?).
Enfin, ce modéle ne prend pas en compte I'équiliteeliaison/dissociation du moteur sur le
nucléosome alors que les mesures expérimentalésestreintes aux nucléosomes non complexée
avec le moteur de remodelage.

5.5 Conclusion et perspectives sur I'étude des mono -
nucléosomes hors équilibre

Les expériences réalisées sur difféerents types deomucléosomes remodelés par les
moteurs RSC et SWI/SNF nous ont permis de metté&vielence la présence d’un état intermédiaire
de la réaction de remodelage. Cette particule ngol@dale stable présente environ 180 pb d’ADN et
ne peut étre formé que suite a une action ATP-dipde de ces facteurs. Du point de vue
fonctionnel, on peut interpréter ces objets comemé&tats accessibles aux enzymes de la réparation
et aux facteurs de transcription et qui sont pacilément produits que les nucléosomes glissés. On
peut aussi les voir comme des états possédant fautdée sur-complexation qui est ensuite
potentiellement transloqué par les moteurs de retagd.

Pour comprendre plus en détail leur structure gt dggnamique, il serait intéressant d’étudier
la stabilité de cet état sur-complexé en fonctieladtempérature et du temps. Ceci nous permettrait
de mieux comprendre les parametres énergétiques tipe de nucléosome. Enfin, il serait utile de
suivre de quelle maniere chacun des bras estdgunslau sein du nucléosome et en particulier si ce
mouvement se fait en seule étape. On peut pengdiseutians ce cas des techniques de pontage
résolues en temps comme celles utilisant les la$érgAngelov et coll.2003).
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Hors-équilibre :
Les oligo-nucléosomes

Dans ce chapitre, nous nous intéressons aux méuasid’'action de RSC sur des oligo-
nucléosomes positionnés. Nous nous rapprochonsdensa situation physiologique dans laquelle
le moteur travaille sur une fibre de chromatine portant de tres nombreux nucléosomes. Cette
étude permet, par exemple, de tester l'effet detdiaction nucléosome-nucléosome sur le
glissement par RSC et permet de diminuer les effietsords présents pour les mono-nucléosomes.
Il est & noter qu'un nombre trés restreint d’études abordé jusqu’ici I'action d’'un facteur de
remodelage dans ce contexte poly-nucléosomal peiikggiméthodes biochimiques ne permettent
pas de suivre deux nucléosomes (ou plus) simultané(lyanoveet coll.2005).

L’approche utilisée ici nous permet de contrbleégmsément la position de départ du
nucléosome et de suivre de maniére directe souwolsous I'action du moteur. Néanmoins, a la
différence de ce que nous avons fait pour les mumbeosomes, nous ne pourrons pas suivre la
formation de I'état remodelé. En effet, déja daneds des di-nucléosomes, il existe un nombre trop
important de configurations possibles et le risqaecroisement des bras d’ADN est grand ce qui
réduit la résolution des méthodes utilisées préoéaent. Nous avons donc choisi de réaliser un
comptage manuel des différents états des di-numhées en nous limitant a un nombre restreint de
configurations. Dans un deuxiéme temps, nous naotéreisserons a I'étude de chromatines
comportant 9 nucléosomes et nous appliquerons désrsoutils développés pour I'étude de
chromatine a 'équilibre.

6.1 RSC et di-nucléosomes positionnés

6.1.1 Visualisation du glissement de di-nucléosomes e  tregroupements

Tout comme pour les mono-nucléosomes, le princgéexpérience sur les di-nucléosomes
consiste a réaliser des instantanées de la réatgigtissement en déposant les di-nucléosomes mis
en présence de RSC+ATP, a différentes étapes as douemodelage. Le fragment d’ADN utilisé
comporte deux séquences positionnantes 601 ségmréan ADN de liaison de 58 pb et entourées
de part et d’autre par des bras ADN de 63 et 8{Fure 138). La production de cet ADN et la
reconstitution des di-nucléosomes ont éte réaligaesiervé Menoni.

PRI DTD

Figure 138 : Construction utilisée pour les di-nucl éosomes

Le fragment d’ADN utilisé comporte deux ségquences positionnantes 601 séparées par un ADN de liaison de
58 pb et entourées de part et d'autre par des bras ADN de 63 et 81 pb. La longueur totale du fragment
d’ADN est de 496 pb et la longueur totale d’ADN libre est 202 pb.
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La Figure 139 présente le résultat d’'une expérielecglissement de di-nucléosomes et son
contrdle sans ATP. Sur ces images AFM, on remadgsela premiére observation que les di-
nucléosomes sont positionnés comme attendu partraotisn du fragment d’ADN pour la
condition — ATP mais ne le sont plus dans la comditATP. On note aussi la présence de mono-
nucléosomes, qui se trouvent soit dans la séqugdiceoit a I'extrémité du fragment d’ADN.

-ATP + RSC 1h @ 29°C

Figure 139 : Exemples d'images AFM de les di-nucléo somes en présence de RSC

sans ou avec ATP

Images AFM de topographie de 1 x 1 um. Echelle Z : de 0 nm (marron foncé) a 2.5 nm (blanc). (a gauche)
Le contrdle en présence de RSC mais en l'absence d’ATP. Les di-nucléosomes sont majoritairement
positionnés comme attendu par les deux séquences positionnantes 601. (a droite) Le résultat du glissement
par RSC en présence d’ATP. Les di-nucléosomes ne sont plus positionnés mais ont été glissés par RSC
dans différentes configurations.

Une étude plus approfondie des images AFM suggeecles états des di-nucléosomes sont
guantifiés et que I'on peut distinguer uniquementdes de di-nucléosomes (Figure 140).

» L’Etat 1 : pour lequel les 2 nucléosomes sont position@és des séquences 601 initiales
(état de départ).

e L’Etat 2 : pour lequel un des nucléosomes est positionng ldaséquence 601 initiale alors
gue l'autre nucléosome est déplacé au bout du agnkn fait, plus généralement c’est un
état dans lequel un des deux nucléosomes est audoodragment alors que l'autre
nucléosome possede des bras d’ADN libres de pdiaetre.

» L’Etat 3 : pour lequel un des nucléosomes est positionng ldaséquence 601 initiale alors
gue l'autre nucléosome est déplacé au contactldedae

 L'Etat 4 : pour lequel chacun des nucléosomes a était ciplars le méme bout du
fragment au contact I'un de l'autre.

e L'Etat 5 : pour lequel chacun des nucléosomes a était d€glaune extrémité de part et
d’autre du fragment.
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Figure 140 : Les types d’états observes lors de I'a  ction de remodelage par RSC sur
des di-nucléosomes positionnés.

Images AFM typiques des différents états des di-nucléosomes et mono-nucléosomes observés lors du
remodelage par RSC. On peut distinguer 5 types de di-nucléosomes : les 2 nucléosomes sont positionnés
(état 1) ; un des nucléosomes est positionné et le second a été déplacé a I'opposé (état 2) ou vers (état 3) le
nucléosome positionné ; les deux nucléosomes ont été déplacés vers une méme extrémité (état 4) ou a
chaque extrémité du fragment (état 5). On observe 2 sortes de mono-nucléosomes : positionnés (état 6) ou
a I'extrémité du fragment (état 7).

Nous avons choisi d’analyser a la main ces images @e prendre en compte que dans un
premier temps que les di-nucléosomes (et donc dgasecomptabiliser les mono-nucléosomes).
Nous avons compté pour chaque série d'images Idrede di-nucléosomes appartenant a chacun
des 5 états définis plus haut et illustrés suri¢gaurie 140. Pour ce faire, nous n’avons sélectionné
gue les objets avec deux NCPs intacts et ident@fgatNous avons appliqué des critéres de hauteurs
et de longueur complexée basés sur la hauteur @8s Mt la longueur apparente des brins d’ADN
libre. Ces critéres étant empiriques et pouvamt &tibjectifs, nous avons systématiquement réalisé
ce comptage a deux (ou trois) personnes difféerehtésart type entre les différentes personnes est
< 5% en moyenne et n'excede pas 10%. Enfin, noavon's compté uniquement les di-
nucléosomes sans RSC ce qui veut dire que, la@namome s’intéressera ni aux pauses, ni aux pas
qui apparaissent lorsque RSC est continOment pgréserte nucléosome, mais seulement aux états
produits par RSC et qui subsistent apres son dénaetht.

6.1.2 Titrations, cinétique et évolutions des états

On réalise ces expériences pour différents voludeeRSC a temps d’incubation constant
(17p=60 min) et concentration en ATP constante (1 md)on compte environ 1000 di-
nucléosomes par condition. Lorsque I'on représééwlution de la proportion de chaque état en
fonction ici du volume de RSC (Figure 141a), on aeque que, comme attendu, la proportion de
I'état 1 décroit jusqu’a 0. On remarque que I'&tationnaire est constitué de I'état 4 et de I'6tat
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Les 2 autres états, 2 et 3, commencent par augmawéamt de diminuer jusqu’a pratiguement
disparaitre.

De maniere naturelle, ceci nous conduit a regrolgse5 états en 3 groupes : le premier
groupe (I) correspondant a I'état initial 1, le wed (11) regroupe les états intermédiaires 2 ef3,
représentent en premiére approximatitencas ot un nucléosome du di-nucléosome a élaagép
hors du 601 respectivement vers I'extrémité ou Vatgre nucléosome. Enfin le troisieme groupe
(1) est composé des deux états stationnaires 3 eour lesquels les deux nucléosomes ont été
déplacés hors de leur séquence positionnantesB0peut alors également représenter les donnés
experimentales en groupant les di-nucléosomes tle fagon, comme nous I'avons fait sur la
Figure 141b.

(@)

% de dinucléosomes dans cet état
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Figure 141 : Evolution de la proportion des différe nts types de di-nucléosomes au
cours du remodelage par RSC

La proportion de di-nucléosomes dans chaque (a) type ou (b) groupe d’états est représenté au cours du
remodelage en fonction du volume de RSC et (en bas) pour un temps d’incubation de 7, = 60 minutes et
[ATP] = 1 mM. Pour chaque condition ~1000 di-nucléosomes sont comptés.

“ |l est & noter que I'état 2 comporte aussi, commes le verrons, des di-nucléosomes ot I'un des
nucléosomes est positionné a cheval sur une ségpesdionnante et ’ADN de liaison.
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On réalise le méme type d’expérience en faisanevé temps d’incubation, a volume de
RSC (©b=0.4 uL) et concentration en ATP (1mM) constar@s remarque alors que si I'on
normalise le temps parp=60 min et le volume de RSC pas=0.4 ul, il est possible de
superposer les évolutions temporelles et la tiratFigure 142). Tout se passe donc comme si le
temps et la concentration en moteur étaient demnpztres de contrdle équivalents du point de vue
de la coordonnée de réaction.

=@~ | initiaux RSC)

---@-- Il intermédiaires

(RSC)

---@--- lll finaux RSO)

-~ IV mono RSC)

—¥— linitiaux (temps)
—¥— Il intermédiaires
—3— Il finaux (temps)
—3— IV mono (temps)

(temps)

% dinucleosomes dans cet état

Figure 142 : Superposition de la cinétique et de la titration en RSC de la réaction de
remodelage des di-nucléosomes

La proportion de di-nucléosomes dans chaque groupe | (état initial), Il (états intermédiaires) et Il (états
finaux) ainsi que la proportion de mono-nucléosomes au cours de la cinétique (en fonction du temps) et de la
titration (en fonction du volume de RSC) par RSC est représenté en renormalisant I'axe des temps par
Tp= 60 minutes et I'axe des volumes par vo = 0.4 pl.

Nous verrons par la suite que la bonne superposd® I'évolution temporelle et de la
titration peut étre interprétée comme le fait cuedaction limitante est le glissement du complexe
(nucléosome + moteur).

De I'observation des données expérimentales (Fitiideet Figure 141), on tire les premiers
ingrédients mécanistiques suivants :

1. Le fait que les états soient nettement quastéié&que I'état stationnaire soit composé des états
4 et 5 signifie que dans I'état stationnaire laeseagtion du moteur consiste a faire passer les
di-nucléosomes de 4 vers 5 et inversement, sant€a dans une position intermédiaire.
L’action du moteur sur un nucléosome est donc msiee sur une longueur d’au moins 200
pb qui constitue la distance d’ADN a parcourir ptransiter entre ces deux états.

2. Dans I'état stationnaire la proportion relatde chacun des deux états est du méme ordre de
grandeur (cf. Figure 141). Ceci montre que le mmer du complexe moteur+nucléosome
est quasi-isotrope. Il n'est pas dirigé uniqguem@nt trés majoritairement) soit vers une
extrémité libre du fragment d’ADN soit vers l'autmacléosome.

3. Enfin, toujours du fait de la composition detd®stationnaire, le mouvement du complexe
moteur+nucléosome parait peu influencé par la poeseles séquences positionnantes. On
aurait pu en effet s’attendre a ce que le gaingé&tiglue lié a la présence du nucléosome dans
la séquence positionnante 601 puisse arréter |ldaacpent. Le fait que, dans [I'état
stationnaire on n’observe plus de di-nucléosomes au moins I'un des deux nucléosomes
dans le 601, montre que la processivité du compheatur+nucléosome ne semble pas étre
affectée par le passage dans une séquence fortpostibnnante.
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En conclusion, a ce stade on peut dire que le em@pRSC+nucléosome est processif,
guasi-isotrope et peu influencé par les effetsédgisnce. Néanmoins, de part notre approche (ou de
part nos conditions d’analyse), nous ne pouvonsegakire qu’il existe des pauses ou des allers-
retours supplémentaires du complexe RSC+nucléodorsedu déplacement si ces pauses ne
conduisent pas au décrochage du moteur.

6.1.3 De la modélisation a la construction d'un sch ~ éma cinétique

A l'aide des observations précédentes nous allaiatenant construire, étape par étape, un
modéle susceptible de prédire I'évolution des diffés états au cours du temps et lors de la
titration. Dans un premier temps nous utiliserom& wimulation numérique discrete qui nous
permettra de mettre en évidence simplement le Bamcéquentiel du déplacement et le cas
particulier des nucléosomes glissés au bout durfeagy Ensuite, nous utiliserons un modéle de
‘chaines de Markov’ qui nous permettra d’affined&ermination des taux de transfert.

6.1.3.1 Construction d’une simulation numérique sirple

Nous avons construit une simulation numérique basg@eles ingrédients 1), 2) et 3)
présentés ci-dessus (section 6.1.2). On crée eaudtiscret 1D a 202 casésg,£2x147) sur lequel
on pose deux spheres dures ponctuelles sans tierag distances représentant les deux
nucléosomes et pouvant occuper les positions Bal@9éseau (cf. construction du di-nucléosome
sur la Figure 138). On considére donc les nucléesonomme des objets ponctuels contenant
147pb d’ADN. Au départ on place deux nucléosomespastions 81 et 131. D’apres les données
structurales connues, RSC n’est capable de se dixarun seul nucléosome (Leschzimgrcoll.
2007) nous supposons que donc le choix initial daléosome au sein du di-nucléosome est
aléatoire, Enfin, nous faisons I'hypothése dudais symétries du nucléosome que la directionnalité
du déplacement ne dépend pas de la position dertdépad’arrivée. Le glissement est donc
isotrope.

Pour les différents modéles testés, en accord kgemgrédients précédents le complexe
moteur+nucléosome ne se dissocie que lorsqu’ilamne soit une extrémité du fragment d’ADN
soit un autre nucléosome (processivité et abseefiets de séquence sur le déplacement). Donc, a
chaque événement sur un di-nucléosome, corresparditaration de la simulation. Chaque
itération regroupe les étapes suivantes décritels stigure 143 :

* On choisit aléatoirement I'un des deux mobiles<p. = 0.5) qui sera la cible du moteur.

* On choisit avec une probabilitBgissement SI Cette action sera productive ou non
(Pdécrochage= 1 -Pgiissement.  Cette probabilité de glissement peut étre vuenrne la
probabilité pour le moteur de se lier efficacemamtnucléosome considéré. Dans le cas
le plus simple nous choisiromgjissemen= 1 puis nous ferons varier cette probabilité en
fonction de la position du nucléosome (ou de safrennement ).

« Dans le cas ou le moteur est actif on détermines afdéatoirement la direction du
glissement.f. = p. = 0.5).

» Le moteur est susceptible de pouvoir poursuivreaszion sur un deuxiéme nucléosome
avec une probabilitBsequentie-

> Nous testerons deux cas: le cas ou la deuxiérienaest sytématiquement appliquée au
deuxiéme nucléosome du di-nucléosome et celui olaisse le choix du nucléosome qui subit la
deuxieme action (avec une probabifitange nu}-
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Apres cette séquence, le moteur se décrocheérttibn suivante est constituée des mémes
étapes. Selon la valeur ggquentielON peut donc avoir deux mouvements par itération.

a) p]:O.S( .VZO'S I nucn®l

I nuc n°2

nuc n®1 at=0 nuc n°2 at=0

|
1

b) -,
pglissement=1 -pde'c'ochage Q pde’crochage
c)
l p=0.5 l p,=0.5
d)
l pséq uentiel ::'... ‘*
X A
pv_:;llssenﬂemz1 _pdécrochage Q pdécmchage l
f)
4—'—»
p=05 l p,=0.5 l
9) décrochage

Figure 143 : Description des différentes étapes de la simulation a chaque itération

(a) On choisit le nucléosome qui va subir I'action de RSC a l'intérieur du di-nucléosome considéré
avec une probabilité (p; = p, = 0.5). (b) Pour le nucléosome considéré, le moteur a une probabilité Pgjissement
d’effectuer un déplacement du nucléosome et une probabilité Pyscrochage = 1 - Pgiissement d€ S€ décrocher. (c) La
direction du mouvement est choisie avec une probabilité (p. = p. = 0.5). (d) RSC a une probabilité psequentiel
d’effectuer une seconde action sur un nucléosome du di-nucléosome. () Comme précédemment le moteur
a une probabilité pgjssement d’effectuer un déplacement (f) On choisit & nouveau la direction du mouvement

avec une probabilité (p. = p.= 0.5). (f) Aprés cette éventuelle seconde action, RSC se décroche.
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Si I'on applique les régles de la simulation quenlvient d’énumérer a un di-nucléosome
dans l'état 1, on obtient 6 états distincts paresgliels on retrouve les 5 états observés
expérimentalement. Plus précisément, les états 2etonfondus expérimentalement sont ici
distincts. On peut, la encore, grouper les étatemi@s en trois groupes représentant les états
initiaux (I) , intermédiaires (1) et finaux (Ill)De plus, les regles de la simulation permettent de
construire les transitions autorisées entre leBreifits états. Le schéma cinétique complet est
représenté sur la Figure 144.

601

8 «
O

601

Figure 144 : Schéma cinétique général rendant compte de la simulation décrite

Nous avons construit un arbre cinétique avec les états et les transitions autorisées a partir des réegles
générales de la simulation appliquées a un di-nucléosome positionné. Les fleches circulaires correspondent
a des itérations ou I'état du di-nucléosome est inchangé. La position des séquences positionnantes 601 est
indiquée en rouge mais n’est pas a I'échelle.

186/234




6. Hors Equilibre : Les Oligos

Pour confronter les résultats des différentes kitimns que nous pouvons effectuer aux
données expérimentales, il est nécessaire au pléaliztablir la relation entre la coordonnée
réactionnelle de la simulation et celles de I'eigqrése.

6.1.3.1.1 Relation entre les coordonnées réactiotawte la simulation et de I'expérience

Pour pouvoir relier le nombre de mouvements dasgalation a la duréede I'expérience
(ou la concentration en moteurs), nous devons chgielle est I'étape cinétiguement limitante.
D’apres la littérature, il apparait naturel de ¢déser que c’est I'action du moteur (remodelage ou
glissement) qui est limitante et non pas la liaisknmoteur, celle de I'ATP, la dissociation de
I’ADP ou le temps de diffusion en solution du matéMarlikar et coll.2001).

Considérons maintenant cette réaction enzymatiquegldsement pour un nucléosome
donné:

NUGnitial U Jdd Qg NUgiisse

On a vu expérimentalement que le nucléosome ghspéesente lui aussi un substrat pour le
glissement par I'enzyme (ce qui revient impliciteth@ boucler le schéma cinétique). Faisons
I'hypothése que cette réaction peut étre décriteup@ unique étape et sdk.enle nombre de
glissements effectivement réalisés par ce nucléesamre 0 et (durée de I'expérience) Ben: le
nombre de tentatives de glissement. A chaque teetdd probabilité moyennp de glissement
pour notre nucléosome est alrs <Ngyer> / Nient 0OU Ngver> €St le nombre moyen de glissements
sur une population de nucléosomes apkgs

Pour un nucléosome donné quelle est alors prot@llétre glisséan fois entre 0 et ?
Autrement dit, quelle est la distribution de probish du nombre de glissemenBNgsen=n) au
tempst ?

Comme on le voit sur le schéma suivant les conditjoms possibles correspondent aux
différentes combinaisons de cases rouges (évensménssis) et cases blanches (événements
avortés) dans I'’ensemble des cases possibles.

Neven glissements

o —

S — —
——

Nient tentatives

On peut montrer simplement que la distribution debpbilité P(Neven=n) est alors donnée par une
loi de Bernouilli :

— = Nieni—
P(Ngyen= 1) = Cﬂtem g'@- pen "

Dans la limite des grands nombres d’événemepts<(l etNen>> 1), on peut approximer une loi
de Bernouilli par une loi de poisson :

e~ PNent ( pNgp)"

P(Neyen=n) = al

de moyenne Mgyer = PNient

Calculons maintenanhen: Si I'on suppose que I'étape limitante est I'actaba glissement
par elle-méme et non pas la fixation du moteur ed’ATP, on a alordNieni= Ng- @ ou N, est le
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nombre moyen de complexes formésfete nombre de fois ou le complexe est actif ente¢tOEN
écrivant I'équilibre d’association-dissociation camplexe il vient alors :

N¢ =V-K:[Nucléosome[ RSC
ouK est la constante d’équilibre d’association-disstan.

Supposons que I'action du moteur peut étre décoéapen trois phases : la diffusion libre
(taifrusion), I'attente sous forme de complexgdnd €t le glissementjissemenr. ON estime le temps de
diffusion du moteutgitusion ~ MS, donc tres petit devaitne + tyissement, QUi représentent I'étape
cinétiquement limitante :

t t

~

<lgiffusion> * <tattente> * <t glissemert <! attertet <t glissatr™

En outre fatente €t tgissemenSONt & priori une donnée du moteur et ne dépemdelet la concentration
en moteurs ni du temps. Finalement on a,

V K Inud [ RSTOt
>4+ <t

Ntent =

<lattente glissement

Par conséquenB(Nsve=n) est une loi de poisson dont la moyenne est praporélle au produit
[nud-[RSQG-t.

Pour Nient donné, on a donc une dispersion du nombre de mamsiNg.e, donné par
P(Ngven=n). Autrement dit, on aboutit a une désynchronisaties mouvements pour les différents
di-nucléosomes du pool. Dans la simulation cedraeuit pour une durée de réaction donnée et
pour un di-nucléosome donné, par un nombre de nmoents effectués donné par la distribution
poissonienne dont la moyenne croit linéairement d&aelurée”de la réaction et la concentration en
moteur. Il reste a ajuster le coefficient de prdiponalité entre théorie et expérience en faisant
correspondre les décroissances théoriques et ex@érdles de I'état initial (état 1 ou | dans le cas
des états groupés).

En résumé, nous venons de montrer d’'une part, que pn ensemble de moteurs la
distribution du nombre de mouvements est une Igi@sson mais aussi que dans cette hypothéese
le temps et la concentration en moteur sont desdgias équivalentes du point de vue de la
coordonnée de réaction ce qui rend compte de softats expérimentaux (Figure 142).

6.1.3.1.2 Le modele le plus simple : isotrope, goductif et non séquentiel

Le premier modeéle que nous avons testé est un madsEtrope dont tous les évenements
sont productifs de la méme maniére (iso-product@$st le modéle le plus simple auquel on peut
penser puisque les nucléosomes sont considérés ed@quivalents entre eup;(= pz = 0.5) tout
comme les directions de glissement< p. = 0.5). Comme il n’y a pas de pauses ou d’évené&nen
non productifs [fgissemen= 1), l& Moteur se décroche aprés chaque glissediaminucléosome du
di-nucléosomepisequentier 0).

Nous avons réalisé cette simulation sur un ensed&B000 di-nucléosomes positionnés et
nous avons, comme expliqué dans la section 6.1,3ajusté le paramétre ‘temps’ des courbes
expérimentales et théoriques pour la décroissaadétdt initial.

En regroupant les différents états comme précédetneme3 groupes : les états initiaux (1),
intermédiaires (1) et finaux (1), on obtient tsoévolutions ayant la méme allure que les données
experimentales (Figure 145).
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p,=p,=0.5 p,=p =0.5 P giissement =1 Psequentiel =0 | initiaux (theo)

Il intermédiares (theo)

0.9§ o — Il finaux (theo)
08[ \ ,,-"" --0--linitiaux .,
Y Poal ---@--- Il intermédiaires (exp)

-.-0---lll finaux

(exp)

% de dinucléosomes dans cet état

Figure 145 : Simulation avec le modéle simple isotr ~ ope et iso-productif

Données expérimentales (en symboles et traits pointillés) et simulation (en traits pleins) de I'évolution de la
proportion de di-nucléosomes dans les états groupés initiaux (I), intermédiaires (ll) et finaux (lll). Le modéle
le plus simple suppose que les nucléosomes (p1 = p, = 0.5) et les directions de glissement (p. = p. = 0.5)
sont équivalents, que les évenements sont iso-productifs (Pgissement = 1) €t que le moteur se décroche aprés
chaque glissement (Pssquentiel = 0).

Néanmoins, il apparait que la proportion des étaesmédiaires (I) est systématiquement
surestimée dans ce type de modéle. Comme nous aupnsé le seul paramétre libre du modéle
(la vitesse de décroissance de I'état 1), il appap@une modélisation de ce type ne permet pas de
rendre compte des données expérimentales.

6.1.3.1.3 Les modéles séquentiels

Pour résoudre cette inadaptation du modéle, il danic favoriser la formation de I'état Il
au dépend de I'état Il. Nous avons choisi de medie schéma cinétique établit précédemment
(Figure 144) pour obtenir un schéma cinétique #@dot le passage de I'état | a l'état Il
directement (Figure 146). Pour cela, nous avonssittiautoriser deux mouvements consécutifs

par pas de temps dans la simulation (modéle ségl)eavant le décrochage du moteur. Nous

aurons donPsequentie? 0.
/ X
—m--in

Figure 146 : Modification du schéma cinétique établ i sur la Figure 144

Afin de rendre compte des données expérimentales, il est nécessaire de favoriser la formation de I'état Il au
dépend de I'état Il. Pour ce faire, nous autorisons dans ce nouveau schéma cinétique adapté de celui
présenté sur la Figure 144, le passage de I'état | a I'état Il directement en autorisant deux mouvements
consécutifs (Psequentiel Z 0) avant le décrochage du moteur.

Dans un premier temppssquentieicorrespond a la probabilité pour RSC d’exercer agteon
sur le second nucléosome du di-nucléosome a la daison action sur le premier. Le moteur a une
probabilité 1 Pssquentiede Se décrocher apreés sa premiére action.
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Les simulations sont réalisées pour les mémes pgdresn p; =p,=p.=p- =0.5 et
Pglissemen= 1) que le modéle simple précédent (donc toujosedrope et iso-productif) et avec
différentes valeurs d@gqueniet COmme on le voit sur la Figure 147, p@quenie< 1 il N’y @ pas un
bon accord entre théorie et expériences alors que fequenie= 1, la courbe expérimentale
représentant I'évolution au cours de la titratiam RSC de la proportion de di-nucléosomes dans
les états intermédiaires groupés (Il) se superpasle de la simulation.

p1:p2:0'5 p+:p-:O'5 pglissement =1 —_— D I
07 . . séquentiel
------ pséquentiel =025
06F 0000 e e e pséquentiel =0.5
"""" pséquentiel =0.75
05} D -
""" séquentiel
- --@ - Etat Il (exp)
0.4 P

02} fiA 4 . i

% des dinucléosomes dans ['état ||

-~
<7

0 05 1 15
Vasc (HL)

Figure 147 : Comparaison des simulations pour plusi eurs parametres de p sequentiel

Ce graphe reproduit I'évolution, au cours du glissement par RSC, de la proportion des di-nucléosomes dans
les états intermédiaires (II) pour les expériences (ronds verts) et pour la simulation. On utilise un modéle
isotrope (p. = p. = 0.5), iso-productif (Dgiissement = 1) €t avec différentes probabilités (Pssquentel Varie de 0 a 1)
d’avoir une action séquentielle (ou 1 - Psequeniel de se décrocher du di-nucléosome). On remarque que les
données expérimentales sont compatibles uniqguement avec la simulation supposant une action a 100 %
séquentielle de RSC (Ps¢quentiel = 1).

Nous comparons maintenant I'ensemble des donn@&simentales groupées (Figure 148a)
et dégroupées (Figure 148b) avec la simulation ebaaér le modéle a 100 % séquentiel
(Psequentie= 1). On retrouve le bon accord de la simulatieecdes données des états groupeés (I, 1l et
[l), mais la situation est plus complexe en ce cuicerne les données dégroupées (Figure 148).
On observe une bonne adéquation pour les étatgetl3 Znais la proportion relative des états 4 et 5
semble inversée entre les données et la simulaliont se passe donc comme si ce modéle
permettait de rendre compte de I'évolution de clkaguoupe (états initiaux, intermédiaires et
finaux) mais ne suffisait pas pour expliquer leyna@mique interne et en particulier celle de I'état
stationnaire.

L’ingrédient de séquentialité semble donc imporfanir expliquer nos mesures AFM. Dans
le méme contexte, on peut penser a un autre tymeodéle séquentiel dans lequel le moteur n’est
pas obligé de travailler sur 'autre nucléosomeddaoucléosome apres sa premiére action, mais est
susceptible d’effectuer a nouveau une action suméene objet avec une certaine probabilité. Le
modéle est donc a 100% séquentiel dans le sers @éctochage de RSC du di-nucléosome n’est
plus permis entre les deux actions, mais il exiséntenant une probabili{@hange nucde passer a
I'autre nucléosome et Prhange nude rester sur le méme nucléosome et de le déglaumuveau une
seule fois. Pour tester cette hypothese nous aéatisé une autre simulation en faisant varier ce
parametr@change nudde 0 a 1.
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(a) p1=p2:o'5 p+=p—=0'5 pglissement =1 pséquemiel =1

| initiaux (theo)

Il intermédiares (theo)
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- —— Il finaux (theo)
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---0---l intermédiaires (exp)
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Figure 148 : Comparaison des données expérimentales avec la simulation basée sur

le modeéle isotrope, iso-productif et séquentiel.

Comparaison des données expérimentales (en symboles et traits pointillés) et simulées (en traits pleins)
pour (a) les états groupés (états I, Il et ) et (b) les états dégroupés (états 1 a 5). La simulation est basée
sur le modéle isotrope (p. = p. = 0.5), iso-productif (Pgissement = 1) €t 100 % séquentiel (Pssquenter = 1). ON
observe un bon accord entre théorie et expériences pour les états groupés, et pour certains états dégroupés
(1, 2 et 3) alors que les états 4 et 5 semblent inversés en proportion dans la simulation par rapport aux
données expérimentales.

Nous avons représenté sur la Figure 149 I'évoludieita proportion de di-nucléosomes dans
I'etat 1l pour différentes valeurs de ce paramgiifnge nucentre 0 et 1. On remarque que la seule
valeur de la probabilité qui permet de rendre cengets données expérimentalespasihge nuc= 1.
A nouveau, pour expliquer les données groupéesstilnécessaire de considérer que les deux
mouvements séquentiels sont réalisés sur des sochEs différents du méme di-nucléosome.

On peut remarquer également une grande ressemidatredla Figure 147 et la Figure 149,
qui correspondent a faire varier dans la simulatespectivemerssquentiel€t Pehange nue C'€St a dire
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Figure 149 : Comparaison des simulations pour plusi eurs parametres de p change nuc
Ce graphe reproduit I'évolution, au cours du glissement par RSC, de la proportion des di-nucléosomes dans
les états intermédiaires (II) pour les expériences (ronds verts) et pour la simulation. On utilise modéle
isotrope (p. = p. = 0.5), iso-productif (Pgiissement = 1), s€quentiel (Psequenier = 1) €t avec différentes probabilites
(Pchange nuc Varie de 0 & 1) de changer de nucléosome pour la seconde action aprés avoir glissé le premier
nucléosome du di-nucléosome. On remarque que les données expérimentales sont compatibles uniquement
avec la simulation supposant un changement de nucléosome dans 100 % des cas (Pchange nuc = 1)-

que I'on obtient la méme série de courbes simwéésn fait varier la probabilité que I'action du
moteur soit séquentielle sur les deux nucléosomedi-thucléosome avant de se décrocher ou la
probabilité de changer de nucléosome apres la prenaiction, la deuxiéme ayant toujours lieu.
Tout se passe donc comme si, a chaque itératidoriser une plus grande probabilité d’'un
mouvement du deuxiéme nucléosome (augmeRtgienia était équivalent a rendre plus probable
le choix du deuxiéme nucléosome apres une actiorlespremier (augment&dchange nucavec
Psequenie=1). Autrement dit, apres la premiere action, epdint de vue des états groupés, ne rien
faire ou s’occuper du méme nucléosome du di-nuol@esest équivalent (ce que l'on peut
facilement comprendre puisque cela revient a relstes un état appartenant au méme groupe).

Pris ensemble, les résultats de ces deux modéjasrsiels permettent de montrer que pour
un modele isotrope et processif, il nécessaire wgpaser une séquentialité particuliere du
mouvement c’est a dire qu’apres avoir glissé un medéosomes du di-nucléosome, le moteur
glisse I'autre nucléosome.

Néanmoins comme nous l'avons vu également ce tgpmabiéle simple ne permet pas de
rendre compte des données dégroupées ; il estrobmassaire de permettre un plus grand degré de
liberté a notre modéle, c’est ce que nous propostengaire maintenant en tenant compte de
I'environnement du nucléosome qui doit étre glisgeRSC.

6.1.3.1.4 Les modéles quasi-isotropes ou non isodpctifs

Pour affiner, notre modele nous allons supposerlgygobabilité de glissemeptjissement
n'est plus la ménfepour tous les nucléosomes. En effet, d'aprés lmpavaison de notre

® Nous n’avons pas explicité le cas Mussemen® 1 Mais identique pour tous les nucléosomes, car il
correspond a une simple renormalisation du temps.
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‘meilleure’ simulation avec les données expérimiestaFigure 148b), il apparait que les di-

nucléosomes dans I'état 5 (un nucléosome a chaxuéngté du fragment) sont plus nombreux

dans l'état stationnaire que ne le supposerait wdehe isotrope et sans effet de bord. Deux
hypothéses peuvent étre proposées : soit I'efiéade glissement d’un nucléosome positionné a
I'extrémité du fragment est plus faible, soit leuaement de glissement vers I'extrémité est plus
favorable que les autres types de glissement.

Testons tout d’abord la premiére hypothese : peuiare, supposons que les nucléosomes
positionnés a l'extrémité ne sont glissés qu'avee probabilitépgiissement bour< 1, les autres
positions du nucléosomes conduisant a un glisseprenductif Qgjissement aure= 1). En gardant un
modele isotropep( = p. = 0.5) et séquentiepdsquenie= 1) il apparait que powgissement bour 0.2,
I'évolution des états groupés (non montrée) et afugs (Figure 150) sont bien décrit par ce
modéle. En particulier, la proportion relative dists 4 et 5 est, cette fois, identique pour la
simulation et les expériences tout au long dedatién de remodelage par RSC.

flszZO.S p+:p—:0'5 pglissement bout =0.2 pséquentiel =
T T |
" =0 Loy
@ ' =0 2exp)
7 0.8 .3
o O (exp)
%)
S — O Ao
o
n 0.6 -0 5(exp)
Q —
e (theo)
8 _2
h
g 04 (theo)
Q@ —3
g _ (theo)
c | ¥ =T  —
© (theo)
9 0.2 — Stheo)
X
S
0 0.5 1 1.5
Vesc (L)

Figure 150 : Comparaison des données expérimentales avec la simulation basée sur

le modéle isotrope, séquentiel et non iso-productif

Comparaison des données expérimentales (en symboles et traits pointillés) et simulées (en traits pleins)
pour les états dégroupés (états 1 a 5) au cours de la titration de la réaction de remodelage des di-
nucléosomes par RSC. La simulation est basée sur le modéle isotrope (p.=p.=0.5), séquentiel
(Pssquentiel = 1) €t non iso-productif (Pgiissement aure= 1 pOUr toutes les positions du nucléosomes sauf I'extrémité
pour laquelle on a Pgjissement_bout = 0.2). ON observe un bon accord entre théorie et expériences pour tous les
états dégroupés, et en particulier la proportion relative des états 4 et 5 dans I'état stationnaire.

Considérons maintenant qpgissemens= 1 pour toutes les positions du nucléosome (méme
I'extrémité) mais que les transitions dirigées vies bouts du fragment sont favorisées, et celle
visant a en sortir sont défavorisés. Dans la sitiulacela revient a utilisgs, oup. > 0.5 lorsqu'il
s’agit de se déplacer vers le boupebup. < 0.5 lorsqu’il s’agit d’en sortir. Dans ce cas, toouve
également un bon accord avec les données expéaleeiiionnées non présentées). Ceci revient a
dire que I'on peut aussi reproduire les donnéesugposant un caractére non-isotrope local pour
I'action du moteur.

Cependant, cette hypothese non-isotrope paraitdiffisile a interpréter dans le cadre du
mécanisme d’action de RSC. Il nous semble dond’upierprétation d’une efficacité de glissement
différente pour les nucléosomes positionnés arEemité de 'ADN soit la meilleure. En effet, le
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caractere non isotrope du déplacement pour lesfosmines positionnés au bout du fragment
supposerait que le moteur soit capable de recoendi tels nucléosomes et d'adapter sa
directionnalité en fonction de cela. Il parait pkisiple d'imaginer que la fixation du moteur ou
I'efficacité de glissement est plus basse poumdeteosomes en position extréme.

Nous avons donc montré qu’'un modéle dans le |elg8€ est considéré comme un moteur
moléculaire processif, isotrope, non iso-produetifséquentiel a chaque pas de temps permet de
rendre compte de nos données expérimentales. tint® ce modeéle est qu'il ne posséde qu’'un
seul paramétre véritablement libigui est I'efficacité du moteur & déplacer un nastéme placé a
I'extrémité. On peut interpréter la valepgjissement bou= 0.2 de différentes manieres : soit, elle
représente une constante de liaison plus b&sgedi < Kon norma) POUr ces nucléosomes soit, elle
représente une efficacité de remodelage plus Hassgue le nucléosome ne possede qu’un bras
d’ADN. Dans les deux cas, nos résultats montrerd lgumoteur semble moins efficace pour
remodeler et/ou glisser ces nucléosomes partisulier

6.1.3.2 Chaines de Markov et ajustement des parames

A l'aide de la simulation, nous avons pu mettreegargue les parametres nécessaires pour
la construction d’'un modéle décrivant les donnBEanmoins cette méthode de simulation ne nous
permet pas d'éliminer véritablement la possibilité modéles non séquentiels plus complexes
rendant compte eux aussi des données (non isolamgike, affinité particuliére). Pour s’en assurer,
nous avons donc construit un modeéle similairesatilit des chaines de Markov. Reposant sur les
mémes hypothéses, cette méthodologie nous pernitdijuster les parameétres de notre modéle
sans intervention de I'utilisateur.

Les chaines de Markov représentent une autre neadéréaliser un modeéle numérique de
I'expérience de glissement. Elles sont baséeshsyumothése (tacite dans la précédente simulation)
que les probabilités de transitignd'un étai a un étaj entre les tempsett+1 sont indépendantes
det.

Dans la pratique, pour une échelle des temps tisag a don®;(t+1) la probabilité d’étre
dans I'étai au tempg+1 :

R+D=R®+ D ki P(O-D_ kP
i i

ou lesk; sont les probabilités de transition de I'état'état. On peut aussi écrire cette relation sous
la forme :
P(t+1)= M.P(t)

ou P est le vecteurR, .., Pn) représentant la probabilité de chaque état apseetM = (k;) est la
matrice des probabilités de transition entre cats€€Ce qui implique, par récurrence :

P(t+1)= M'.P(0)

Cette représentation permet donc de calculer deeneaexacte I'évolution du systeme connaissant
la matrice de transitioN! et d’ajuster les paramétrigsa 'aide d’un algorithme d’optimisation.

Dans ce but, nous avons construit une matriceaesitronM(i,j) reliant les 24 états de notre
systeme. En effet, pour chacun des 6 états présdatés le schéma cinétique général, il existe en
fait 4 sous-états tenant compte de l'orientationlaleéquence et de la position du moteur (voir
'exemple de levée de dégénérescence de I'état R dtigure 144). De méme que précédemment,

" Au dela de la vitesse de décroissance de I'éitilifixé par les données.
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les transitions entre tous les états ne sont pasiges mais seules celles répondant aux ingrédients
1), 2) et 3) (voir section 6.1.2) sont conservéasci nous permet de construire dans un premier
temps une matricBl(i,j) regroupant le résultat du glissement pour chadate Par exemple, pour
I'état 2A, on a des transitions possibles vers les étgisdb 4A : et on ap(2,A - 4A)= 1-
p(2:A - 5A). On comprendra aisément que nous ne représestpss ici cette matrice.

Figure 151 : Levée de dégénérescence de I'état 2

L'état 2, qui a été défini sur le schéma cinétique général de la Figure 144, comporte en fait 4 sous-états du
point de vue de sa configuration avec le moteur. Le premier doublement correspond a l'orientation par
rapport a la séquence (2, et 2,) et le second doublement correspond au choix du nucléosome par le moteur
(21A et 218)

Grace aux simulations précédentes, nous avons @il existe deux échelles de temps
caractéeristiques : celle de la réaction cinétiqugrimitante (le temps entre chaque itération, fixé
l'aide de la décroissance expérimentale de I'étaal) et celle du mouvement de glissement qui
peut étre plus longue pour certains nuclésomes rfE®myissement bour< 1 par exemple). De la
maniére, nous devons ici prendre en compte cesteéeyxs caractéristiques :

- pour reproduire l'effet de la réaction cinétiquam limitante qui va désynchroniser les
mouvements, on construit une matrice diagondigj) dont les termes tous égaux/a
représentent la probabilité que la tentative devament réussisse (c’est I'exact équivalent de
P = <Ngverr / Nientdans la section 6.1.3.1.1).

— pour rendre compte d’'une hétérogénéité de terepglidsement (efficacité de glissement
Pgiissementdans la précédente simulation), on construit unériceadiagonale/|(i,j) dont les
termes/; correspondent a un temps de glissement, diffgraumt chaque état a priori.

Pour conserver la normalisation des probabilig@snatrice de transition finald(i,j) est donc
une combinaison des matridd§,j), N'(i,)) etA(i,j) de la forme :

M = (A"M gjissementt A= AN gy
avec : M glissement™ (AN +(1- 1))

et la matriceMsn représente la probabilité équivalente de chosimilicléosome n°l ou le
nucléosome n°2 a chaque itération de la simulgpor p, = 0.5 dans la précédente simulation). En
pratique/l et Mghum prennent donc la forme :
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M 0.5 05
Ao 05 05
A3 05 0.5
A 05 05
Ag M 0.5 05
X , shuffl= 05 05
A7 0.5 0.5

g 05 05

Au final, par construction, aprésitérations de la matrice de transitibt{i,j),on peut écrire
Px = (p1a P18, ---» Psa Psg), la probabilité de trouver un nucléosome danswhales états, sous la
forme :

R =MKXR

ou Po=P(t=0) est le vecteur des conditions initiales que nloprendra égal a
(0.25,0.25,0.25,0.25,0,0,0,0,0,0,0,0,...,0) puisques des di-nucléosomes initiaux sont tous
positionnés dans la séquence 601.

Pour ajuster nos données, nous allons laisser daircenombre de paramétres libres en
fonction des différents modeles testes, et terigguster ces parametres a nos données a l'aide d’'un
algorithme de minimisation du type Simplex ne faigaas intervenir de gradient dans I'espace des
parametres.(Lagariast coll. 1998). Le paramétrd' de la matricel’ est, comme précédemment,
fixé a lI'aide de I'expérience puisqu’il décrit latesse de décroissance de I'état initial. On peut
remarquer que si lek sont tous proches de 1, 0Mgissemen= N.

6.1.3.2.1 Les modéles non séquentiels

Si I'on ne réalise qu’'une seule occurrence de laiogaMygjissemen@d Chaque étape, on obtient
de la méme maniére que dans la simulation précgédentmodéle non séquentiel. Pour ce type de
modeéles, nous autorisons les mouvements a ne gaskdigatoirement isotropes (donc [&s-j)
de la matriceN a étre différent de 0.5) mais nous imposons ufieaefté de glissement identique
pour tous les mouvements (tous kconstants et égaux1d. C’est donc une généralisation de la
simulation numérique de la section 6.1.3.1.2 réaligour un modéle non séquentiel et isotrope, qui
va nous permettre de tester si un modéle non séguaon isotrope peut rendre compte de nos
données.

Comme il est difficile de faire converger n'importgiel algorithme avec 24 paramétres
libres, on considérera qu#i —j) ne peut prendre que 3 valeurs selon le type déosome a
déplacer : ‘dans la séquence 601’, ‘hors du 60laetout’. Ceci correspondra a trois parametres
libres associés p(601-j), p(hors—j) et p(bout-j). Le résultat est que, quelles que soient les
valeurs initiales de ces 3 parameétres libres (tirdSormément entre 0 et 1) l'algorithme de
minimisation ne converge pas et on trouve yf-< 0.8 que I'on pourra comparer au résultat des
modeles suivants.

Si I'on suppose maintenant que ce n’est plus l&ctionnalité qui peut varier mais
I'efficacité du glissement, on libére alors les graetresA; et on pose(i —j) = 0.5 (glissement
isotrope). De la méme maniere, on considerera’qtfecdcité de glissement ne pourra prendre que
3 valeursAeso1, Anors €t About A NOUvVeau, il n'est pas possible de faire coneeltalgorithme de
minimisation (> = 0.86).
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6.1.3.2.2 Les modeles séquentiels

Si I'on considére un modele séquentiel avec detinracdu moteur a chaque étape et que le
moteur change de nucléosome a l'intérieur du mémmaéosome entre les deux actions de
glissementMgiissemenS €ctit :

M giissement= (NN +(1=/1))IM ¢4 f{N N + (1~ /1))

ouU Mchang €St UNE matrice permettant de passer le moteur wlucléosome a l'autre sur le di-
nucléosome, de la forme :

Mchang =

Commencons par essayer d'ajuster les données esergant comme parameétre libre
I'efficacité de glissementd6os, Anors €t About ) €L €N SUpposant un modele isotrgme-¢j) = 0.5).

_}E 1 L) L) LJ
° =0 L)
% 0a] -2y |
n ---3
c , (exp)
(18] \,
° k "0 Ao ]
8 06+ \ -0--5 -
e \ (exp)
8 \ g 1(theo)
9 o 2
% 0.4} = (theo)
S [y 3
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Figure 152 : Comparaison des données expérimentales et des données simulées a
I'aide d’'une chaine de Markov

Comparaison des données expérimentales (en symboles et traits pointillés) et simulées a I'aide d’'une chaine
de Markov (en traits pleins) pour les états dégroupés (états 1 a 5) au cours de la titration de la réaction de
remodelage des di-nucléosomes par RSC. La simulation est basée sur le modéle séquentiel et isotrope avec
changement de nucléosome entre chaque action sur le di-nucléosome. L'ajustement converge pour des
parametres Agor = Anors = 1, €t Apoye = 0.19 avec <x2> =0.06. On a donc une efficacité réduite du glissement
des nucléosomes situés a I'extrémité du fragment d’ADN.
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Avec I'algorithme d’optimisation, on obtient un bancord avec les données expérimentales
(voir Figure 152 pour une valeur des paramé#g@s= Anos = 1, etApouw= 0.19 avec ¥> = 0.06.
On a donc une efficacité de glissement réduite pounucléosome placé a I'extrémité du fragment
et les valeurs d’efficacité sont trés proches degue nous avions obtenu manuellement par la
simulation pglissement bout 0.2 ePautre= 1)-

On peut tester, avec les méme parametres libregrekamodeéles séquentiels et isotropes,
comme celui autorisant par exemple n=3 mouvementsudléosomes par itération. Il apparait que
I'ajustement est impossible moins bon po# if<y®> > 0.2).

On peut également conserver la séquentialité de@@ements mais autoriser le moteur a
rester sur le méme nucléosome, dans ce cas I'tligegine permet pas de reproduire les données de
maniére satisfaisantey> ~ 0.2).

Enfin, dans le cadre du modéle qui marche, c’'eteaséquentiel avec deux mouvements et
changement de nucléosome, nous pouvons testes leuchefficacité de glissement est la méme
pour tous les nucléosomes € 1) et laisser libres les parametres de direntibte (i —j)) libres
pour tester le caractére isotrope des transitibi@gorithme converge également et on obtient
p(601-j) = 0.6 p(hors—j) = 0 etp(bout—j) = 0.2 avec &>~ 0.06. Si I'ajustement des données
est bon, les valeurs des parametres de directithnabtenues sont difficiles a interpréter
physiquement, en particuli@hors—j) = 0 supposerait que le moteur serait capableéalester
selon I'hélicité de 'ADN pour ces nucléosomes wament.

Modéle isotrope Modeéle iso-productif

oui non oui non
k=1 X X X X
k=2 X OK X OK
k>2 X X X X

Tableau 4. Comparaison de l'ajustement des données expérimentales a plusieurs
modeéles

Résultats de Il'ajustement des données expérimentales par différents modeéles de glissement des di-
nucléosomes par RSC. Nous avons testé des modeéles séquentiels (k>=2) ou non séquentiel (k=1), isotrope
ou non-isotrope, iso-productif ou non. Seuls les modéles séquentiels a deux étapes avec changement de
nucléosome permettent la convergence de I'algorithme.

Nous avons donc montré en utilisant les chainellalikov que I'ajustement des modeéles
non séquentiels n’est pas possible dans le cadretie algorithme de minimisation (Tableau 4).
En outre, pour les modeles séquentiels, le modélelelx mouvements avec changement de
nucléosome est le seul a vraiment rendre comptedgelonnées experimentales et nous permet de
mettre en évidence le caractére particulier de¢#¢nsomes placés au bout du substrat. A nouveau
nous favoriserons l'interprétation selon laguedi@rloteur serait isotrope plutoét que iso-productif.

D’autres algorithmes comme ceux basés sur les miéshde ‘golden section search’ et
d’interpolation parabolique donnent le méme réswakaqui renforce cette conclusion.

En conclusion de cette partie nous pouvons dire didide de ces deux types de
modeélisation (simulation numérique et chaines dekblg nous avons montré qu’'un modele
processif isotrope et séquentiel rend compte deséks et que les autres modeles testés bien que
plus complexes ne permettent pas quant a eux deerenmpte de I'évolution des états observés.
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6.1.3.3 Conclusion sur le glissement des di-nucléoses

Cette partie nous a permis d’aborder la questionm@icanisme de glissement par les
facteurs de remodelage a une autre échelle enfooaksant sur les di-nucléosomes. L'imagerie
AFM nous a permis de montrer que I'on voit appagating types d’états pour les di-nucléosomes
lors du remodelage par RSC. L’état stationnairecestposé de deux sortes de di-nucléosomes : un
nucléosome placé a chaque extrémité du fragmereouweux nucléosomes placés a la méme
extremité. Nous avons choisi de tester différentsl@hes simples pour expliquer ces données. Au
risque d’alourdir notre propos, nous avons chogstebter plusieurs modeles pour pouvoir mieux
les éliminer ensuite et renforcer notre conclusion.

Au final, nous avons montré que, lors de son adl®méplacement des nucléosomes, RSC
est processif, isotrope et séquentiel. Nous avimsergé que RSC réalise une action séquentielle
lorsqu’il déplace les di-nucléosomes : celui-ci empgit avec l'un des nucléosomes puis
systématiquement avec l'autre avant de se décro€leemplus, nous avons mis en évidence que
I'action de ce mécano-enzyme est réduite pour deasomes placés au bout du fragment. Nous
avons interprété ce dernier résultat soit commeetiieacité de remodelage réduite soit comme une
constante d’association plus faible pour ces nsdéms. Dans les deux cas cette différence
provient probablement de I'absence d’ADN de liaisanl'un des cbtés du nucléosome.

Dans certains cas, nous avons observé des di-soos ou les deux NCPs sont en
contacts au milieu du fragment ADN (états 2 et ZBla montre que RSC est incapable lorsqu'il
déplace un nucléosome d'entrainer le second numi@®sdans son action (force produite
insuffisante) ou bien qu’il est nécessaire pour RigCemodeler au préalable les deux nucléosomes
avant de pouvoir les glisser.

Pour cette étude nous avons choisi de ne pas preamicompte les mono-nucléosomes.
Nous avons observé qu'une partie de ces mono-raaiées est issue de I'éjection d'un
nucléosome par RSC au cours de son action. Leégration dans le modeéle permettrait de nous
intéresser a leur origine (en particulier de gypétde di-nucléosome ils sont issus) et de quantifi
I'efficacité d’éjection de RSC.

Enfin, on peut comprendre la séquentialité du moseit comme un mécanisme particulier
de ce type de moteur qui 'empécherait de se nefinele méme substrat (temps de latence) associé
a une translocation 1D sur ’ADN soit comme le faie, du point de vue de la diffusion libre (3D)
du moteur, le nucléosome le plus proche du nuctéesconsidéré est l'autre NCP du di-
nucléosome. Pour tester ces deux hypothéses iliemrait donc de travailler avec des substrats
possédant un plus grand nombre de répétitions.

Dans les parties suivantes, nous avons testédetéae prédictif de notre modeéle a I'aide de
deux systemes témoins : les mono-nucléosomes neaeqUeEs tri-nucléosomes.

6.1.4 Retour sur le glissement des mono-nucléosomes marqués

En gardant en mémoire ces résultats sur le glisseaes di-nucléosomes, nous allons
maintenant revenir sur les données obtenues dacaslele mono-nucléosomes marqués (section
5.2.1.2, en particulier voir Figure 131). Nous asoobservé que lors de I'action de RSC, la
direction du glissement était majoritairement ing@par la présence de la streptavidine. Quelque
soit la construction nucléosomale (symétrique ouradtrique) la majorité des nucléosomes (~ 70
%) avait été glissée a I'opposé de la streptavipae comptage également manuel). Nous avions
alors pensé a un effet ‘répulsif’ de cette protéda lumiere de ce que I'on vient de voir, on peu
se demander s'il est possible d’expliquer ce résuPour ce faire, nous supposerons que la
streptavidine se comporte comme un nucléosome irenplacé au bout du fragment d’ADN et
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nous réutiliserons les parameétres dynamiques idsassimulations effectuées pour expliquer le
comportement des di-nucléosomes.

Nous avons repris le modéle d’'un moteur isotrope=f. = 0.5), non iso-productif
(pglissement_boutz 0.2 etPglissement_autré 1) et Séquentiengéquentiel= 1 etpchange nue 1), c’est a dire
effectuant deux actions consécutives (une sur @éagqualéosome du di-nucléosomes) a chaque pas
de temps. Nous avons modifié la simulation expkdans la section 6.1.3.1 en considérant qu’un
des deux nucléosomes du di-nucléosome est immdlailestreptavidine) et en conservant la
dynamique particuliére des nucléosomes placés audoofragment ADN fgiissement_bouE 0.-2).

Nous avons ensuite placé sur le résultat de detidation les points expérimentaux obtenus
pour les mono-nucléosomes marqués. Nous n'avondepemétique compléte qui nous permettrait,
comme pour les di-nucléosomes, d’ajuster la désaoise de I'état initial. Pour déterminer a quelle
abscisse placer ces points nous avons cherché& yaddlur de la coordonnée de réaction conduit a
une proportion équivalente de nucléosomes initiahiwtons que les points expérimentaux
combinent plusieurs expériences réalisées dansahehitions différentes de glissement et pour des
constructions différentes (symétriques et asyméds)y On observe sur la Figure 153 qu'ils
correspondent précisément aux prédictions de lalatian.

'l -
Nucléosomes glissés
Nucléosomes a 'OPPOSE de
initiaux

la streptavidine

0.9

08F
07F
06F
05F

Y M Nucléosomes glissés
04F 9
VERS la streptavidine

0.3

% mono. marqués dans cet état

0.2

0.1

0 0.5 1 1.5
Coord. Réac.

Figure 153 : Simulation du glissement de mono-nuclé  osomes marqués dans le

cadre du modéle de glissement des di-nucléosomes

Si I'on considére les nucléosomes marqués comme des di-nucléosomes dans lesquels la streptavidine serait
un nucléosome non mobilisable au bout du fragment, il est possible d'utiliser le modéle et les parametres
dynamiques mesurés pour les di-nucléosomes pour simuler I'évolution des différents états au cours du
remodelage par RSC. Nous avons placé les données expérimentales obtenues pour les mono-nucléosomes
marqués sur un tel modele. On remarque le trés bon accord quantitatif entre théorie et expérience. Les
ronds, carrés et triangles correspondent respectivement a des expériences réalisées avec les constructions
127-601-82s, 127s-601-82, 82s-601-82.

Ceci montre que le résultat obtenu pour les moradémsomes marqués peut complétement
étre expliqué a laide du modéle obtenu pour leswudiéosomes si I'on considére que la
streptavidine se comporte comme un nucléosome inenplacé au bout du fragment ADN. Tout
se passe donc comme si RSC était capable de neoldlés maniére équivalente un nucléosome
placé dans une séquence positionnante, contre tue rucléosome ou contre une autre protéine
tout a fait différente (et chargée) comme la streigine. Enfin, ceci permet de vérifier dans le cas
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ou l'approche du bord serait empéchée par un aangplexe que le nucléosome, que seuls les
nucléosomes placés au bout du fragment préserdgemqatametres dynamiques différents.

Pour continuer de tester notre modéle et en péieide glissement des nucléosomes placés
au bout du fragment nous allons étudier dans ceujtiie remodelage de tri-nucléosomes par RSC.

6.2 RSC et tri-nucléosomes positionnés

Pour vérifier la généralité de notre modele dansamtexte plus proche encore de la situation
physiologique, nous avons utilisé des tri-nucléos®rmpositionnés. Pour ne pas étre influencé par
des effets de processivité et faciliter la viswaien des objets, nous avons utilisé une constmicti
nucléosomale pour laquelle la longueur totale d’Aliike est du méme ordre de grandeur que pour
les di-nucléosomes (~150 pb) (Figure 154). Leséusdimes sont ici séparés par un ADN de liaison
de 50 pb et les bras d’ADN de part et d’autre dgrinent mesurent 25 pb.

25pb - 6017 - 50pb -601 - 50pb - 601 - 25pb

Figure 154 : Construction utilisée pour les tri-nuc léosomes

Le fragment d’ADN utilisé comporte trois séquences positionnantes 601 séparées par un ADN de liaison de
50 pb et entourées de part et d’autre par des bras ADN de 25 pb. La longueur totale du fragment d’ADN est
de 591 pb et la longueur totale d’ADN libre est 150 pb.

Figure 155 : Images AFM des tri-nucléosomes a I'équ ilibre

(a) Images AFM de topographie de tri-nucléosomes a I'équilibre. Echelle Z : de 0 nm (marron foncé) a 2.5
nm (blanc). (b) Zooms sur certains oligosomes. On distingue bien les trois nucléosomes et on remarque que
les bras de part et d’autre du fragment sont plus courts que I'’ADN de liaison (attendu par construction du
fragment).

201/234




6. Hors Equilibre : Les Oligos

Comme on le voit sur les images AFM obtenues pesratigo-nucléosomes (Figure 155)
on repére facilement les trois nucléosomes, qui Betiement séparés. On remarque que les bras
ADN de part et d’autre du fragment sont claireny@as court que I’ADN de liaison comme attendu
de part la construction du fragment (Figure 155).

En appliquant le méme protocole que précédemmems awons alors fait réagir ces tri-
nucléosomes avec RSC (Figure 156). On observe afbggand nombre de configurations parfois
difficiles a analyser. Néanmoins lorsque I'actienRISC est suffisamment avancée, on observe une
majorité de tri-nucléosomes dans la configuratiardeux nucléosomes sont glissés du méme cété
alors que le troisieme nucléosome est glissée Reugre bout du fragment (Figure 156b). On
observe aussi des tri-nucléosomes pour lequelrtés nhucléosomes sont glissés vers la méme
extrémité du fragment (Figure 156d). Enfin on obsain nombre réduit de tri-nucléosomes pour
lesquels un seul des nucléosomes a été glissér¢Figee ).

Nous avons quantifié « manuellement » la proportielative de tri-nucléosomes pour
lesquels deux des nucléosomes sont positionnégs dasextrémités et le troisieme nucléosome a
I'autre extrémité (configuration I) par rapportaadituation ou les trois nucléosomes sont glissés d
méme coté (configuration 1) (voir Figure 157)ajpparait que la premiére configuration représente
~ 65 % des évenements (sur une centaine d'objelys#s). A noter que nous observons quelques
di-nucléosomes, ils sont tous dans I'état 5 (uhagae extrémité du fragment).

Figure 156 : Images AFM de tri-nucléosomes au cours du remodelage par RSC

(a) Images AFM de topographie de tri-nucléosomes aprés incubation avec RSC et de I'ATP pendant une
heure. Echelle Z: de 0 nm (marron foncé) a 2.5 nm (blanc). On distingue plusieurs types d’états, parmi
lesquels les plus observés sont illustrés sur les zooms (b a d)

Pour interpréter ce résultat dans le cas de notrdeha calculons la proportion relative
théorique des configurations | et Il dans I'étatishnaire

202/234




6. Hors Equilibre : Les Oligos

A B Q@ |A B @

BB~ B
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Figure 157 : Les deux configurations majoritaires d es tri-nucléosomes glissés par

RSC dans I'état stationnaire

Représentation schématique des deux configurations de tri-nucléosomes majoritaires dans ['état
stationnaire : dans la configuration | deux des nucléosomes sont positionnés a l'une des extrémités et le
troisieme nucléosome a l'autre extrémité, et dans la configuration Il les trois nucléosomes sont glissés du
méme cote.

Dans un premier temps nous déterminons les comtigms issues du glissement par
RSC sur a partir des configurations | et Il :

Configuration | :
Nucléosome déplacé Mouvement - (p.) \ Mouvement « (p.)
A () avecp=1
B () avecp=1
C () avecp = 1 -p.xPglissement_bout ‘ () avecp = p+* Pgiissement_bout
Configuration Il :
Nucléosome déplacé Mouvement - (p:) | Mouvement ~ (p.)
A () avecp=1
B () avecp=1
C (I) avecp = P+* Pglissement_autre ‘ (”) avecp = 1 —P+* Pglissement_autre
On adonc:
dn __ +
dt =-p- pglissement_ boupp it P glissement auﬂ%p
dp

d_'I[I= P- Pglissement  boutP ™ L& P glissement  autreP

ou p et p; sont les probabilités d’étre respectivement dansdnfiguration | et 1l. Dans I'état
stationnairedp/dt = dp,/dt = 0 et

P+ pglissement autr p glissement aut
= =T, = = i e

1
~—p ~5
P 02 i P

P- pglissement_ bout p glissement bout

carp+ =p-= 0.5 etpglissement_autre: 1 etpglissement_bouf' 0.2.

Dans le cadre de ce modéle on s’attend a doncenars- 83 % des tri-nucléosomes dans la
configuration (1) et ~ 17 % dans la configuratidi. (

Notre valeur expérimentale est donc en bon acceed aes prédictions issues du modele
proposé pour les di-nucléosomes. Cela confirmefaisale plus le caractére isotrope du glissement
par RSC et le souligne I'efficacité réduite du rel@age des nucléosomes placés au bout fragment.
Qu’'en est-il pour des chromatines comportant urs gijtand nombre de nucléosomes ? Pour
I'observer nous avons prolongé cette étude a desnatines de 9 nucléosomes. Néanmoins, du fait
de la forte compacité des fibres conventionnelleevient alors difficile de visualiser 'ADN de
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liaison et nous avons donc choisi d’utiliser unpraphe différente utilisant le calcul des facteles
structures présenté en partie 4.3.

6.3 RSC et oligosomes de 9 répétitions

L’extension du modéle précédent, au cas de chramagiossédant un grand nombre de
nucléosome, suggeérerait que pour des temps de etagedimportants, le moteur est capable
d’accumuler de part et d’autre du fragment tousledéosomes de la construction.

Pour essayer de vérifier ce comportement, noussawtilis€ des chromatines positionnées de
9 répétitions que nous avons fait réagir avec R8@ plifférentes concentrations du moteur et
différents temps. Pour ce faire, nous avons ap@ligg méthodes développées pour I'analyse des
chromatines a I'équilibre.

Comme on le voit sur les images de la Figure 15@jlarait lors de la réaction avec RSC des
chromatines présentant des longs ‘segments’ d’ADbke |(Figure 158b, c et d), des chromatines
globalement moins compactes (Figure 158¢) et degaty mal définis (Figure 158f).

Figure 158 : Images AFM de fibres de chromatine de 9 répétitions au cours du

remodelage par RSC

Images AFM de topographie de fibres de chromatine de 9 répétitions de séquences 601 au cours du
remodelage par RSC, (a) en I'absence d’ATP et (b a f) en présence d’ATP. Sur le contrdle sans ATP on
observe des fibres identiques aux fibres conventionnelles observées lors de I'étude a I'équilibre. Au cours de
la réaction avec RSC, il apparait des chromatines présentant des longs ‘segments’ d’ADN libre (b, ¢ et d),
des chromatines globalement moins compactes (e) et des agrégats mal définis (f).

Pour analyser ces images, nous avons appliqué, egmécédemment, I'analyse d'image
permettant d’extraire pour chaque chromatine latiposdes centroides des NCPs et nous avons
sélectionné les chromatines dont la saturatiopresthe de 9 nucléosomes par fibre.

Nous avons ensuite calculé pour plusieurs conditdmglissement, les facteurs de structure
expérimentaux (voir section 4.3.1) et nous les avdmparés a la condition —ATP. Comme on le
voit sur la Figure 159, les facteurs de structuesunés dans les conditions (- RSC + ATP) et
(+ RSC - ATP) sont similaires et présentent unemtrm local (ou bosse) caractéristique d’une
structure compacte comme nous l'avions observéabsdnce de moteur (voir Figure 104). Pour
des conditions de remodelage intermédiaire on wbsame disparition du maximum local observé
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dans la condition sans glissement. Puis pour degittans remodelage plus fortes on observe une
élévation du plateau intermédiaire.

A la lumiere de ce que nous avons vu pour les dibde nucléosomes variants et
conventionnels a I'équilibre tout se passe commie $acteur de remodelage était capable (a la
maniére d’'un nucléosome variant H2A.Bbd) d’empédaeformation d’'une structure compacte
d’ordre supérieur caractéristique des fibres cotiwenelles. Ceci peut étre dd soit a la perte du
phasage 1D des nucléosomes au moment du glissesognd la rupture des contacts inter-
nucléosomes du fait du remodelage des nucléosoBesoutre, on peut supposer que la
modification de la position du plateau en fonctinl’avancée de la réaction correspond au résultat
de I'accumulation des nucléosomes de part et @ddaudu fragment ADN (accumulation corroborée
par I'apparition de longs segments d’ADN nu suriteages AFM).

En effet, la position du plateau étant liée au nage giration de la pelote son élévation
supposerait que la fibre de nucléosomes se rigidiour tester cette derniére hypothése il serait
donc utile, a la maniére de ce que nous avonsafdiéquilibre (voir 4.3.2), de construire par
simulation numérique 2D différents types de peladésorganisées soit du point de vue de la
longueur de ’ADN de liaison soit du point de vueld flexibilité des nucléosomes. Nous pourrions
alors trancher entre ces différentes hypothéses.

——9 +RSC-ATP 60min
------ 9 -RSC+ATP 60min /
——9 +RSC 0.3ul +ATP 60min

9 +RSC 0.6pl +ATP 30min
——9 +RSC 0.6pl + ATP 60min

q9°S(a)

10

-1

q(nm™)

Figure 159 : Kratky-plots des fibres de chromatines au cours du remodelage par
RSC

Kratky-plots pour les facteurs de structure expérimentaux calculés pour des fibres de 9 répétitions avant ou
au cours du remodelage par RSC. En bleu, les conditions correspondant a I'absence de remodelage
(- ATP + RSC ou —RSC + ATP). En mauve et orange, les conditions intermédiaires respectivement de
temps (Vgsc = 0.6uL et t = 30 min) ou de concentrations en RSC (Vgsc = 0.3uL et t = 60 min). En rouge, la
condition de remodelage la plus avancée (Vgsc = 0.6uL et t = 60 min). On remarque que l‘action de RSC
entraine la disparition du maximum local caractéristique des fibres conventionnelles et que la position du
plateau se décale pour la condition la plus remodelée.

En complément de ces mesures structurelles, iit Setéressant d’avoir accés a la position
des nucléosomes a une dimension (le long de I'AP&ur cela, cela il faudrait pouvoir ‘déplier’ la
fibore de chromatine sur la surface, ce qui néassitun développement a partir des techniques
existantes de dépot.
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Conclusions et Perspectives

Souvent présentée comme une hiérarchie continudedgeés de compaction de I'ADN, la
chromatine est, avant tout, une structure mobileyetamique. En effet, dans le contexte d’'un
environnement aussi compact que le noyau cellulaire40 % du volume est occupé par des
protéines et de I'ADN il parait clair que la sture de la chromatine a été sélectionnée pour
permettre un acces rapide et sélectif a I'ADN. lompréhension des facteurs contraignants ou
facilitant les fluctuations d’'un tel systéme nowerrpet de mieux appréhender la maniere selon
lagquelle il est possible d’accéder a I'informatigénétique. Les résultats exposés dans cette these
soulignent le caractére fondamental de la dynamigwe nucléosome dans la fonction
chromatinienne. Nous avons étudié les facteursededelage et les variants d’histones qui sont
deux types de phénomenes capables de modifieahisgtion et la stabilité du nucléosome, et plus
largement de la chromatine

En nous intéressant tout d’abord a des fragmentshdamatine a I'équilibre nous avons
montré que lincorporation d’'un variant d’histone] que H2A.Bbd, modifie profondément la
physique des mono- et oligo-nucléosomes. Ces adits@ng nous ont conduit a proposer un modeéle
mettant en avant le réle des fluctuations d'ouvertet de fermeture de tels nucléosomes dans la
formation du degré d’organisation supérieure dehl@matine qu'est la fibre compacte de 30nm.
On peut supposer que d’autres variants d’histonesd’autres processus comme la liaison d’'un
facteur de transcription sur ’'ADN nucléosomal aunhodification chimique des queues d’histones
seraient eux aussi susceptibles de donner liets &ffiets semblables. Il serait alors intéressant de
montrer a quel point une perturbation locale déblige de chromatine au niveau d’'un nucléosome
conduirait la aussi a un dépliement de la fibor&dem. En ce qui concerne les variants d’histones,
les fibres de nucléosomes H2A.Z qui sont connues fawsmer plus facilement une fibre compacte
sembleraient de bonnes candidates pour étendre étoile a un variant d’histone qui serait dans ce
cas susceptible de réduire la dynamique nucléosomal

Au-dela de cette étude a I'équilibre nous avonstnéoque les facteurs de remodelage de la
sous-famille de swi2/snf2 sont eux aussi capab&esnddifier la dynamique du nucléosome en
créant un intermédiaire réactionnel nucléosomaiceunplexé et tres labile apparaissant en amont
de I'état glissé communément observé. Les propridee cette particule nucléosomale remodelée
semblent indiquer qu’elle correspond a un comprastiigcturel entre le nucléosome standard et
I'éjection ou le déplacement du nucléosome. On mEutc supposer que la formation de tels
substrats a un impact important dans bon nombprat#ssus cellulaires qui nécessitent un acces a
I’ADN chromatinien. Il serait intéressant de testen impact sur la faculté a transcrire, réparer ou
répliquer ’'ADN nucléosomal. Pour approfondir le cadisme du remodelage il parait important de
déterminer quels parameétres conduisent a ce quemaiére action du moteur entraine la formation
d’un tel objet alors que la deuxieme conduit agsgiment. En particulier on peut se demander si la
dynamique et la structure particuliere de cetteéi@ade remodelée sont le signal de reconnaissance
entrainant le glissement pour le facteur de renagdel Pour étudier la généralité de cet état
métastable dans le remodelage il serait, en adntpgrtant de tester son apparition dans le cadre de
remodeleur d’'une autre famille comme isw2 ou isWwl&@les enzymes étant connus pour ne pas
accentuer l'accessibilité a 'ADN lors du glisserheliabsence d’état métastable mettrait en
évidence des différences fonctionnelles entre eas tmilles de moteur.

Enfin, nous nous sommes intéressés a I'étude dseglient par RSC a une échelle plus
grande. Nous avons montré que ce facteur de reageledle comporte pour des di-nucléosomes
comme un moteur moléculaire stochastique d’unedgrgmmocessivité (>200 pb) capable de glisser
les nucléosomes de maniére séquentielle. Nous agaiement observé que ce mécano-enzyme ne
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présente aucune directionnalité particuliere esut@t pas d’effet de séquence. Pour aller plus loin
dans la quantification, il serait intéressant deettgpper des méthodes de dépb6t de chromatines
remodelées permettant d’aligner les chapelets asotdaux puis de mesurer de la méme maniére
que pour les mono-nucléosomes la formation detlt&aodelé et le glissement des nucléosomes
présents dans une fibre. En particulier, on peuteseander ce qui se passerait si I'on était capable
d’insérer un nucléosome non mobilisable, commeuldéosome H2A.Bbd, au sein d’une fibre de
nucléosomes conventionnels. RSC serait-il aloraldapde déplacer les nucléosomes de part et
d’autre de celui-ci ? Enfin, I'étude de longuesarhatines permettrait de s'intéresser a la maniére
dont le moteur passe d’'un nucléosome au suivapemnhettrait peut-étre de mettre en avant les
limites de la séquentialité de ce moteur commgigte des limites a sa processivité sur 'ADN.

Finalement, des expériences réalisées sur des atimas conventionnelles nous ont permis de
montrer la capacité de RSC a relacher la structorapacte d'une fibre conventionnelle a la
maniére de ce que nous avions observé pour lessfi@riantes H2A.Bbd. Ceci montre donc, que
dans le cas des facteurs de remodelage ou celwati@mts d’histones, nous observons qu’une
modification de la dynamique du nucléosome modiiefondément la structure a plus grande
échelle de la fibre de chromatine. Il serait dorgs tintéressant d'imaginer des expériences
permettant d’extraire et de purifier des portiores ahromatines remodelées ou variantes pour

vérifier ces observations au plus prés de la sitnatellulaire.
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