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Le chromosome métaphasique :
Etude morphologique et biochimique

M. DEMINATTI, X. DESBIENS, J.L. LAl et N. JACQ

Le chromosome métaphasique est un organite cel-
lulaire dont la morphologie et la composition biochi-
mique intimes ont fait I'objet de nombreuses investi-
gations. Pourtant, nos connaissances sur la structure
chromosomique se résument & quelques hypothéses
bien incomplétes. Le plus souvent, les données ultra-
structurales, biophysiques et biochimiques ne présen-
tent pas la complémentarité souhaitée. Plus importan-
te encore est la discordance entre la structure hy-
pothétique et la « physiologie » du chromosome.

Les schémas proposés doivent en effet étre en
accord avec les propriétés fondamentales du chro-
mosome :

— Pérennité de sa structure & travers les étapes
des cycles mitotique ou méiotique : disparition lors
de l'interphase, morphologies variées lors de la méio-
se...

— Constance dans la position des génes le long
du chromosome.

— Formation de deux chromatides identiques
avec réplication de 'ADN permettant |les divisions cel-
lulaires.

— Variations de son activité métabolique au cours
des cycles cellulaires.

— Possibilites d'accidents structuraux : transloca-
tions, délétions, formations annulaires...

— Mobilité lors de la mitose, comportement parti-
culier lors de la méiose : leurs anomalies.

# Travail réalisé avec les crédits du contrat de recher-
che de I'U.ER. III.

UELOOT.

Des chromosomes métaphasiques de cellules KB ont éfé iso-
lés selon la technique de SALZMAN et MENDELSOHN. Des pré-
parations en microscopic électronique de chromosomes in situ,
aprés isolement et aprés purification montrent que Uintégrité
de ce matériel a été préservée au cours de U'isolement,

Les dosages biochimiques effectués sur ces chromosomes
ont mis en paleur la prépondérance des protéines dans ces orga-
nites cellulaires.

Pour aborder les probléemes de la structure chro-
mosomique, il faut disposer en quantité suffisante de
matériel purifie. Cette nécessité justifie 'emploi de
I'isolement de chromosomes métaphasiques que nous
avons realisé sur des cellules KB. Des études mor-
phologiques et biochimiques ont été menées a partir
de ces stocks chromosomiques.

|. — DONNEES ULTRASTRUCTURALES
ET BIOCHIMIQUES

Les images en coupe ultrafine n'ont fait que ré-
véler la constitution fibrillaire du chromosome qu'il
soit mitotique ou méiotique. (RIS, 48-50 ; GRASSE et
Al, 24 ; KAUFMANN et Mc DONALD, 31 ; KAUFMANN
et Al, 32 ; WOLFE et GRIM, 62 ; ZIRKIN et WOLFE,
66 ; SOLARI, 56). Il a fallu attendre que GALL (21)
adapte la technique de KLEINSCHMIDT (33) pour
visualiser la chromatine interphasique puis le chro-
mosome dans leur ensemble. Cette technique préco-
nise la rupture des membranes cellulaires au contact
d'une surface liquidienne. La chromatine ou les chro-
mosomes ainsi libérés sont recueillis directement sur
une grille, déshydratés par la technique du point cri-
tigue d’ANDERSON (2) et observés «in toto ».

Tous les auteurs (GALL, 21 ; DUPRAW, 16 : WOL-
FE, 61 ; WOLFE et GRIM, 62 ; BARNICOT, 4 ; WOLFE
et MARTIN, 63 ; ABUELO et MOORE, 1; DUPRAW
et BAHR, 18; BAHR, 3; LAMPERT, 34-35; MOURI-
CAND et Col. 44) décrivent les mémes fibres d'envi-
ron 250 A, soit arrangées en filet pour la chromatine,
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soit pelotonnées en écheveaux trés serrés pour les
chromosomes. Dans ce dernier cas, des fibres con-
nectent les chromatides soeurs, d'autres semblent
sortir du chromosome, celui-ci parait emprisonné dans
un réseau de fibres interchromosomiques reliées aux
pores de l'enveloppe nucléaire (COMINGS et OKA-
DA, 12 ; LAMPERT, 36). Cet aspect désorganisé a été
confirmé depuis par la technique de microscopie &
balayage : GOLOMB et BAHR (23), suivent |'évolu-
tion de la fibre chromosomique de l'interphase & la
métaphase. TANAKA (58) constate que cette fibre est
capable de s'enrouler plusieurs fois sur elle-méme
augmentant ainsi son diamétre, (fig. 1) et confirme les
observations de BASTIA (5).
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Fig. 1. — Enroulement de I'unité fibrillaire selon TA-
MNAKA,

Fig. 2. — Modele chromosomique de DUPRAW.
Fig. 3. — Unité structurale chromosomique de FREESE,

Fig. 4. — Unité structurale chromosomique de DOUNCE et
HILLGARTNER.

La fibre de 250 A considérée comme unité chro-
mosomique a fait I'objet d'études plus approfondies :
elle semble formée d'une gaine protéique trés sensi-

ble aux agents tels que la pronase ou la trypsine qui
font décroitre son diamétre jusqu'a 30 A. Ce « coeur »
non protéigue est fragmenté par la DNAse (RIS, 51).
Quant & I'organisation spatiale de la fibre, on a mon-
tré que l'action d'agents protéolytiques la detruisait
(GEORGIEV, 22). Le DNA serait donc le support im-
muable de l'unité fibrillaire chromosomique alors que
les protéines habilleraient cette molécule axiale en
lui conférant une organisation spatiale susceptible de
se remodeler au cours du cycle cellulaire.

Pour DUPRAW (17), le chromosome ne contient
qu'une chaine de DNA par chromatide, l'unité chro-
mosomique est une simple fibre nucléoprotéique qui
correspond & une hélice de WATSON et CRICK. Cette
hélice de DNA est enrobée dans des polypeptides et
s'enroule sur elle-méme plusieurs fois pour former
une fibre de 250 A. L'enroulement est di et maintenu
par des ponts entre histones riches en arginine (pro-
téines basiques). A la période S du cycle mitotique,
I'unité chromatidienne se réplique au niveau de four-
ches de réplication. Aprés la réplication, les fibres
filles restent liées par des portions non répliquées au
niveau du centromére. La réplication s'y produit juste
avant I'anaphase. Les fibres s'enroulent de maniére
reproductible d'une génération cellulaire & I'autre,
mais pas en ordre clairement reconnaissable. Les
chromatides ne sont pas nécessairement linéaires et
le bout des chromosomes ne correspond pas forcé-
ment au bout de la molécule.

De nombreuses études faites sur la fibre chromo-
somique interphasique confirment [|'importance des
histones dans la structure de cette fibre (SMART et
BONNER, 55; PAUL, 46 ; FAMBROUGH et BONNER,
19 ; CHALKLEY et JENSEN, 10). Mais le modéle pro-
posé par DUPRAW n'est pas en accord avec la chro-
nologie de la réplication au niveau du centromére.
D'autre part nous ignorons totalement la longueur
d'une molécule de DNA chez les organismes supé-
rieurs. Les autoradiogrammes d'HUBERMAN et
RIGGS (28) ne dépassent pas 1,6 a 1,8 mm alors qu'ils
estiment a 9 cm la longueur théorique d'une molécule
de DNA pour un chromosome de taille moyenne chez
le Hamster. Il n'est donc pas impossible que I'unité
fibrillaire chromosomique soit en fait une succession
linéaire de plusieurs chaines de DNA (FREESE, 20)
(fig. 3) ou une juxtaposition latérale d'un nombre va-
riable de ces chaines (HUSKINS, 30; NEBEL, 45;
RIS, 49 ; KAUFMANN et Al, 32; LUZZATI et NICO-
LAIEFF, 38). DOUNCE et HILLGARTNER (15) ont iso-
Ié des protéines résiduelles non histoniques que le
thioglycollate de Na scinde en deux groupes par
destruction des ponts disulfures ; or, ces protéines
sont intimement liées aux extrémités des molécules
de DNA. La création de ponts disulfures entre deux
protéines résiduelles assure la soudure de deux ex-
trémités moléculaires de DNA (fig. 4). Ceci peut expli-
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quer l'existence de séquences de DNA répétitif com-
posées de DNA « masters » régissant une succession
de DNA «slaves » ou copies. (CALLAN, 8; WHITE-
HOUSE, 60 ; HENDERSON, 28).

ll. — L'ISOLEMENT DES CHROMOSOMES
METAPHASIQUES

Les auteurs ont réalisé cet isolement a partir de
matériels divers : cellules de Hamster (CHALKLEY et
JENSEN, 10; MAIQ et SCHILDKRAUT, 40-41 ; MEN-
DELSOHN, MOORE et SALZMAN, 42 ; SALZMAN et
MENDELSOHN, 53; SOMERS, COLE et HSU, 57;
WRAY et STUBBLEFIELD, 64 ; WRAY, STUBBLEFIELD
et HUMPHREY, 65), cellules Hela (BURKHOLDER et
MUKHERIEE, 6; HUBERMAN et ATTARD!, 27-29;
MAIO et SCHILDTKRAUT, 40 ; SALZMAN, MOORE et
MENDELSOHN, 52; SALZMAN et MENDELSOHN,
53), cellules tumorales de Souris (CANTOR et
HEARST, 9; CHORAZY, BENDICH, BORENFREUND
et HUTCHISON, 11), lymphocytes humains (SMART
et BONNER, 55).

Différents pH ont été utilisés : pH acide (CANTOR
et HEARST, 9; HUBERMAN et ATTARDI, 27 ; SALZ-
MAN, MOORE et MENDELSOHN, 52 ; SCHNEIDER
et SALZMAN, 54 ; SOMERS, COLE et HSU, 57), pH
neutre (CHRORAZY, BENDICH, BORENFREUND et
HUTCHISON, 11; MAIO et SCHILDTKRAUT, 40;
WRAY et STUBBLEFIELD, €4), pH basique {COORY
et COLE, 14 ; WRAY et STUBBLEFIELD, 64).

Nous avons retenu et adapté la technique de
SALZMAN et MENDELSOHN en pH acide (53). Nous
utilisons des cultures de cellules KB (Souche KB 3
Green) en suspension dans un milieu « MEM JOKLIK
Modified (GIBCQO) » additionné de 5 % de sérum de
cheval. A raison de 200.000 cellules par ml, la popula-
tion cellulaire double en 24 heures.

Les cellules en mitose sont bloquées au stade de
la métaphase par addition de colchicine (Colchicinéos
HOUDE) pendant environ 15 heures. Chaque litre de
suspension cellulaire contient alors 2 x 10% cellules.
Elles sont recueillies sous forme de culot de centri-
fugation et subissent plusieurs lavages dans le mi-
lieu de culture dépourvu de sérum. Ces lavages sont
suivis d'un choc hypotonique de SALZMAN et MEN-
DELSOHN & 37° C. Les cellules turgescentes récupé-
rées par centrifugation & 850 tours par minute pendant
5 minutes, sont broyées dans un homogénéiseur de
DOUNCE. Le milieu d'homogénéisation contient alors
un mélange de chromosomes, de noyaux interphasi-
ques et de débris cytoplasmiques et membranaires.
Une centrifugation & 1.000 tours par minute (10 minu-
tes) permet la sédimentation presque totale des
noyaux. Le surnageant subit une centrifugation a

2.500 tours par minute pendant 1 heure 30 minutes.
Le culot obtenu qui contient les chromosomes et les
contaminants cytoplasmiques et membranaires, est
remis en suspension et lavé dans la solution tampon
a pH 3 de SALZMAN et MENDELSOHN. Une der-
niére centrifugation & 50.000 g pendant 1 heure (SPIN-
CO rotor SW 27) permet la sédimentation des chro-
mosomes a travers une solution de sucrose 2,2 M dans
le tampon de pH 3, tandis que les contaminants cyto-
plasmiques et membranaires sont relargués en surfa-
ce. Les chromosomes purifiés sont conservés dans la
solution tampon de pH 3 & 4° C.

lll. — ETUDE DES CHROMOSOMES ISOLES
A PH ACIDE

1) Etude ultrastructurale

Des contrdles en microscopie électronique nous
conduisent a admettre que la majorité des chromoso-
mes métaphasiques reste intacte au cours de l'isole-
ment.

Nous utilisons 3 & 5 gouttes de matériel en sus-
pension, soit dans le milieu hypotonique pour les
cellules entiéres, soit dans le milieu d’homogénéisa-
tion pour les chromosomes débarrassés des noyaux,
soit dans la solution tampon de pH 3 pour les chromo-
somes purifiés. Ces gouttes sont déposées sur des
grilles recouvertes de membranes de formvar et dés-
hydratées dans des bains d'alcool éthylique de degré
croissant puis dans un bain d'acétate d'amyle. Elles
sont séchées a l'air avant d'étre observees au micro-
scope électronique (ZEISS EM 9). Nous n'utilisons pas
le dispositif d'ANDERSON (2) pour parfaire la déshy-
dratation. Les observations et photographies ont été
réalisées sans coloration préalable des grilles.

a) Examen de cellules entiéres dans le milieu hy-
potonique.

A ce stade de l'isolement, les cellules métapha-
siques restent mélangées aux cellules interphasiques,
on retrouve donc des noyaux sous |'aspect de masses
arrondies et uniformément opaques aux électrons. Les
cellules en division perdent cette opacité et on y dis-
tingue des structures comparables & celles observées
en microscopie optique,

Les deux chromatides des chromosomes in situ
sont constituees d'un réseau fibrillaire trés dense.
Dans certains cas, elles sont étirées et montrent des
portions denses arrondies reliées entre elles par des
ponts fibrillaires plus étroits (fig. 5 et 6). Quand I'éti-
rement affecte les deux chromatides du méme chro-
mesome on ncte une similitude de la répartition de
ces « bandes » rappelant celles observées en micro-
scopie optigue apres action d'agents divers (bandes
Q. C, R et G) (fig. 3).
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Les fibres chromosomiques périphériques ne mon-
trent pas d'organisation précise. Leur diamétre est
compris entre 180 et 230 A. Mais il existe des por-
tions plus minces et d'autres plus épaisses. Elles se
chevauchent et il est difficile de définir une direction
préférentielle pour ces fibres. Cependant certaines
d'entre elles connectent transversalement les deux
chromatides d'un bras chromosomiques formant un
réseau fibrillaire interchromatidien (fig. 6). De méme,
au niveau du centromeére transitent des fibres inter et
intrachromatidiennes (structure quadripartite décrite
par ABUELO et MOORE, 1: COMINGS et OKADA,
13).

Fig. 5. — Chromosocmes métaphasiques « in situ »,

Fig. 6. — Chromosome métaphasique <« in situ » : pré-
sence de fibres interchromatidiennes.

Fig. 7. — Chromosome meétaphasique « in situ » : épais-
sissements identiques sur les deux chromatides.

Qu'ils soient étirés ou contractés, les chromoso-
mes sont noyés dans un systéme complexe de fibres
en continuité avec le réseau périphérique de chaque
chromatide (fig. 5, 6, 7). En certains endroits ce ré-
seau fibrillaire interchromosomique semble se pelo-
tonner en structures globuleuses, de forte densité aux
électrons (fig. 8, fleche a). Ailleurs, c'est en structure
annulaire d'environ 1.000 A de diamétre extérieur que
nous le retrouvons (fig. 8, fleche b) (pores nucléaires
de COMINGS et OKADA, 12 ; de LAMPERT, 36).

Fig. 8. — Réseau interchromosomique :
— Fléche a : structure globuleuse.
— Fléche b : structure annulaire.

Fig. 9. — Réseau de fibres enroulées plusieurs fois sur
elles-mémes.
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Nous avons aussi rencontré de rares formations
ayant l'aspect d'un réseau isole de grosses fibres
semblant constituées de sphérules plus ou moins fu-
sionnées et dont le diamétre varie du simple au dou-
ble selon la portion du réseau considéree (jusqu'a
750 A). Dans ce réseau, coexistent les fibres minces
analogues & celles observées & la périphérie des chro-
mosomes (fig. 9). Les grosses fibres s'en differencient
par deux aspects : leur diamétre accru et le fait que
I'on n'y trouve aucune portion rectiligne.

b) Observation de chromosomes aprés élimination
des noyaux.

La partie axiale des chromatides est homogéne
et uniformément contrastée. Les fibres periphériques

apparaissent plus serrées & proximité de |'axe chroma-
tidien. Le centromére n'apparait plus que sous la for-
me d'une constriction. Le réseau interchromosomique
observé sur cellules entiéres ne subsiste qu'en lam-
beaux dispersés sur les grilles. Nous avons retrouve
les grosses fibres signalées anterieurement.

c) Examen de chromosomes purifiés.

Dans ces préparations, les chromosomes sont iso-
lés ou regroupés et présentent un réseau fibrillaire
ayant les mémes caractéristiques que celui décrit dans
le paragraphe précédent: ils sont contractés et on
retrouve une zone axiale trés compacte, ainsi qu'une
zone périphérique formée de fibres enchevétrées (fig.
10).

Fig. 10. — Chromosome métaphasique isolé et purifié : disparition du réseau interchromosomique.
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Par contre, le réseau fibrillaire interchromosomi-
que observé dans les préparations précédentes a
disparu. Toutefois, des fibres forment des faisceaux
rectilignes entre les chromosomes regroupés: ces
faisceaux sont constitués de fibres qui ont été pré-
servées au cours de |'isolement ou de « ponts » néo-
formés en fin de manipulation. La disparition quasi to-
tale du réseau interchromosomique permet d'examiner
plus en détail la région périphérique des chromoso-
mes. Certaines fibres marginales (180 & 230 A) for-
ment des boucles pour revenir vers la zone axiale du
bras chromosomique, d'autres longent |'axe chromati-
dien, d'autres enfin semblent se diviser en deux bran-
ches distinctes. Entre les chromatides d'un méme
chromosome persistent les fibres interchromatidien-
nes.

D'autre part, la purification n'élimine pas des pré-
parations les grosses fibres que nous retrouvons soit
isolées soit en continuité avec des chromosomes.

En conclusion, si le chromosome résiste aux mani-
pulations de l'isolement (son aspect a été retrouvé
aprés trois mois de conservation dans la solution
tampon de pH 3), le réseau interchromosomique ob-
serve dans les cellules entiéres, qui se fragmente
lors de I'homogénéisation, est éliminé par la purifi-
cation.

2) Analyses biochimiques,

Disposant en quantité¢ suffisante de chromosomes
métaphasiques ayant conservé leur intégrité morpho-
logique, nous avons pu procéder a I'analyse de leur

Tableau 1
Extraction du DNA, du RNA, des protéines

a pariir de chromosomes métaphasiques de cellules
KB

|[CHROMOSOMES |

ATCA 10% (3 fois)

ETHER ; 4°C (3 fois)

ALCOOL/ETHER (3 fois)

WaOH 0,5 N (37°C une nuit)

HCOOH FUR (pour amener le pH a 4,2)

-
RNA E OLUTIUN]

N
PRECIPITE (DNA+PROTEINES)

PCA 0,5 N
90°C

S, =
7S] [DHA EN _SOLUTION

composition globale en dosant le DNA, le RNA et les
protéines. Chacune de ces fractions a été extraite
selon le protocole décrit dans le tableau 1, et dosée
par la technique de BURTON (7) pour le DNA, de
LOWRY (37) pour les protéines et par la technique
a l'orcinol de TILLMANS et PHILIPPI (59) modifiée
par RIMINGTON (47) pour le RNA. Les résultats ob-
tenus sont consignés dans le tableau 2. On pourra
comparer dans ce méme tableau les résultats relatifs
aux différentes techniques et matériels utilisés par les
auteurs et publiés par HEARST et BOTCHAN (25).
Le DNA constitue entre 13 et 21 % du chromosome,
le RNA entre 8 et 16 9% et les protéines entre 66 et
76 %,.

Tableau 2 Analyse biochimique de chromosomes métaphasiques
Préparation DNA RNA Protéines
CANTOR et HEARST
Ascites de souris 13,5 13,5 68
HUBERMAN et ATTARDI
Cellules Hela 15,7 10,4 73,9
MAIO et SCHILDKRAUT -'
Cellules Hela 16,4 } 11,6 72
Cellules de Hamster Chinois 157 | 15,3 69
Cellules de Hamster Syrien 16,7 | 15 68,3
Cellules L 17 : 13,4 69,6
SADGOPAL
Cellules Hela ; isolement d'aprés |
HUBERMAN et ATTARDI, d'aprés 15,6 ' 8,7 75,7
MAIQ et SCHILDKRAUT 16,2 | 10,9 72,9
SALZMAN, MQOORE et MENDELSOHN ‘
Cellules Hela 20 14 66
RESULTATS PERSONNELS
Cellules KB 21 10 69
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IV. — CONCLUSION

De I'étude comparative en microscopie électroni-

que de chromosomes in situ et de chromosomes iso-
lés, nous pouvons affirmer que I'emploi des agents
mécaniques et physicochimiques de l'isolement a pH
acide n'a pas affecté le chromosome métaphasique
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