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INTRODUCTION

A partir de différentes techniques d'isolement
publiées 12,9, !0, 1.1., 1.5, 1.9,23), nous avons mis
au point un protocole expérimental nous permettant
d'obtenir en grande quantité, un matériel chromoso-
mique isolé et purifié à partir de cellules KB [5,6].

La fraction protéique du chromosome métapha-
sique regroupe deux composantes : les protéines
acido-solubles et les protéines non acido-solubles.
Nous avons étudié dans ce travail les protéines acido-
solubles chromosomiques à partir de matériel isolé
à pH acide et à pH basique. En même temps, nous
avons recherché l'existence de différences qualita-
tives entre protéines de chromosomes métaphasiques
et protéines {e noyaux interphasiques. Enfin, nous
avons recherétré si I'incorporation de S-BrdU par
notre matériel n'entraînait pas des modifications au
niveau des protéines acido-solubles. Des résultats
rapportés antérieurement après incorporation de 5-
BrdU [7] indiquent qu'il n'existe pas de différence
morphologique entre les chromosomes isolés et
in situ de cellules KB.

MATÉR1EL ET MÉTHODES

Les cellules KB (souche KB 3 Green) sont cultivées
en suspension. Après addition de colchicine (0,1 pg/
m1), on obtient 30 à 50 0/o de cellules en métaphase.

1) Isolement des chromosomes métaphasiques et des noyaux
interphasiques.

Les cellules métaphasiques sont soumises à un
traitement hypotonique (citrate de Na trisodique
0,5 0/0, MgClz et CaCl2 10+M) 20 mn à 37 "C.

Les chromosomes de cellules métaphasiques et les
noyaux interphasiques sont isolés en milieu acide
suivant le piotocole décrit antérieurement [5, 6].
Une techniq.ue d'isolement à pH 9, 0 est également
appliquée, dont les modalités sont identiques à la
technique d'isolement en milieu acide sauf le milieu
d'homogénéisation (Tris 0,02M-saccharose 0,1M
pH9-CaCl2 5 x 10-3M-saponine 0,1 0/o).

2) Contrôles morphologiques.

Pour la microscopie optique, les cellules métapha-
siques et les chromosomes isolés sont fixés 2 x 30
mn dans méthanol-acide acétique 3:t et colorés 10
mn au Giemsa pH 6,8 (Giemsa R 4 ml, tampon POa
ml, H2O qsp 100 ml).

Pour la microscopie électronique, 3 à 5 gouttes
de matériel (CH pH3, CH pH9) sont déposées sur
des grilles recouvertes de membrane de Formvar.'
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Les préparations sont déshydratées par passages dans
des bains d'alcool de degré croissant. Elles sont sé-
chées à l'air avant d'ôtre observées au microscope
électronique (Zeiss EM 9) sans coloration préalable
des grilles.

3) Incorporation de 5 Brornodeoxyuridine (5-BrdU).

La S-BrdU (Sochibo) est introduite dans le milieu
de culture pendant 72 heures (concentration finale
10 pgrrnl).

L'incorporation du précurseur par le chromosome
métaphasique est vérifiée par coloration au Giemsa
selon la technique de Korenberg et Freedlender [14],
ou par fluorescence à l'acridine-orange selon la tech-
nique de Couturier et coll. [4].

4) Extraction des protéines acido-solubles.

Les culots de chromosomes (Jouan 2 500 trlmn
60 mn) ou de noyaux purifiés (Jouan 800 trimn
5 mn), dont certains, après fixation au méthanol-
acétique et séchés, sont traités 2 fois par HCI 0,25N
et lyophilisés.

Les surnageants des mllieux d'homogenéisation,
après sédimentation des chromosomes (pH acide ou
pH basique), ou les tampons servant de lavage des
chromosomes après homogénéisation sont centrifugés
à 5 500 trlmn (Jouan K 95) pendant 20 mn, puis
précipités par addition d'ATCA à 100 0/0, de manière
à obtenir une coûcentration finale en ,ATCA ctre

20 }la. Le précipité obtenu est centrifugé à 5 500 tri
mn pendant 20 mn. Le culot, lavé plusieurs fois à
l'acétone ou à l'éther éthylique est ensuite partielle-
ment dissout dans une solution d'urée 8M, HCI
0,01N. La partie soluble est ensuite étudiée par
électrophorèse en gel de polyacrylamide.

5) Analyse électrophorétique des protéines acido-solubles.

Les protéines acido-soh.rbles sont soumises à I'élec-
trophorèse selon la technique de Panyim et Chalkley
ll7) : électrcphorèse en gel de polyacrylamide à
1'7 alo, urée 2,5M, en milieu acide acétique 0,9N.
Les gels après coloration à l'amido-schwarz, sont
enregistrés au microdensitomètre (Joyce-Loebl).

RÉSULTATS

l) lsolement et contrôles morphologiques.

En microscopie optique, le chromosome métapha-
sique isolé à pFI acide, ou à pH basiq,ue présente la
même morphologie et les mêmes propriétés titrc-
toriales que dans la cellule entière après un choc
hypotonique.
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Fig. 1. - Etude au microscope électronique cle
a) Chromosome métaphasique isolé à pH acide (CH pH3).
b) Chromosome métaphasique isolé à pH basique (CH pH9).
Grossissement 'a 'x 38C0.

b'x14300.

Les chromosomes isolés à pH basique sont plus
globuleux et plus contractés que ceux isolés à pH
acide.

En microscopie électronique, ils sont souvent liés
à un réseau dense cle fibres appartenant au réseau
fibrrllaire interchromosomique observé lors de l'exa-
men de cellules métaphasiques [5], (fig. 1). L'obser-
vation de ces chromosomos (fig. 1b), dont l'aspect
rnorphologique rappelle celui du matériel isolé à pH
acide (îig. 1a), est impossible car les axes chroma-
tidiens sont denses et la périphérie du chromosome
moetre peu de fibres marginales. Le diamètre de
leurs î.bres (230 à 37A A) est supérieur à celui de
chromosomes isolés à pFI acide (180 à 230 Â), [5].
Par ailleurs, rappelons que nous avons rapporté
l'absence de modifications de l'unité fibrillaire chro-
rnosornique visible en microscopie électronique, avant
et après incorporation de S-BrdU [7].

2) Les protéines acido-solubles des chromosomes et des
noyaux interphasiques.

La majorité des protéines acido-solubles des chro-
ûrosomes (CFl pH3 et CH pH9) ou des noyaux,
extraites par HCI 0,25N, après fixation ou nonz
correspondent aux fractions histoniques connues, sous
form: monomérique sauf pour I'histone H3. La
ligwe 2a nous montre la migration électrophorétique
des histones totales de thymus de veau témoin. Les
figures 2b et 2c montrent respectivement les électro-
phorèses cles protéines acido-solubles de noyaux et de
chromosomes isolés à pF{ acide (CH pH3). Les
enregistrements densitométriques correspondants pré-
sentent une grande similitude : dans les 2 cas, on note
l'abser-rce d'histones H1 et une réduction importante
des histones FI2B et H2A par rapport à l'histone H4.
I-'histone H3 apparaît surtout sous forme de dimère
de mobilité électrophorétique plus faible que celle
de l'histone Hl. La forme dimère de H3 disparaît
après traitement de la préparation par le f3-mercapto-
éthanol Gig. 2d et 2e).
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Fig. 2. - Analyse des protéines solubles dans HCI 0,25 N par « disc » élec-
trcphorèse en gels de polyacrylamide à 1 7p1 00 (dépots 20 pl)
a) Témoin'histones totales de T.V. (.).
t) Protéines acido-solubles de noyaux interphasiques isolés à pH acide.
c) Protéines acido-solubles de chromosomes métaphasiques isolés à pH
acide (CH pH3).
d) Protéines acido-solubles de chromosomes métaphasiques isolés à pH
acide, après traitement au 3-mercapto-éthanol.
e) Protéines acido-solubles de noyaux interphasiques isolés à pH acide
après lraitement au g-mercapto-éthanol.
/) Protéines du milieu d'homogénéisation (pH 2,1) précipitables par
l'A.T.C.A. à 20 p 100 et solubles dans l'urée 8l\4, HC1 0.01 N.
{*) Nomenclature comparative des histones/CIBA Symposium (21)
H1, H2B, H2A, H3, H4 JOHNS (12) et (13) 'F1, Fzb, F2a2, F3, F2à

L'extraction des protéines acido-solubles par l'aci-
de sulfurique 0,4N donne sensiblement les mêmes
résultats (fig. a).

L'absence d'histone H1 et la diminution des his-
tones H2B et I{ZA ne sont pas liées à une extraction
imparfaite des protéines acido-solubles mais doivent
être imputées à la technique d'isolement des chromo-
somes et des noyaux en milieu acide. En effet, dans
le milieu d'homogénéisation à pH acide, nous avons
identifié les histones }Jl, H.zB et H2A ainsi que des
protéines d'origine cytoplasmique et membranaire, et
des protéines non histoniques (fig. 2f). Par contre, les
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Fig. 3. * Analyse des protéines solubles dans HCI 0,25N, par « disc »
électrophorèse en gels de polyêcrylamide à 17 p.100.
a) Témoin histones totales de thymus de veau.
b) Protéines acido-solubles de noyaux interphasiques isolés à pH9.
c) Protéines acido-solubles de chromosomes métaphasiques isolés à
pH9 (CH pHg).
d) Protéines du mi!ieu d'homogénéisation basique précipitables par
|'A.T.C.A à 20 p. 100 et solubles dans !'urée 8M, HCI 0,01 N.

histones H3 et H4 ne sont pas retrouvées dans ce
milieu d'homogénéisation. Nous n'avons mis en
évidence aucune protéine dans le tampon de lavage
acide des chromosomes. L'étude électrophorétique
des protéines acido-solubles de chromosomes et
noyaux isolés à pH basique (fig. 3b, 3c) montre Ia
présence de toutes les histones H1, H2B, H2A, H.3,
H4, dans des proportions comparables à celles des
histones de thymus de veau témoin (fig. 3a). On
note aussi la diminution très importante du dimère
H3. Le contrôle électrophorétique des protéines,
extraites du milieu d'homogénéisation fait ressortir
l'absence de toutes fractions histoniques Gig. 3d).
Ce résultat montre une meilleure conservation des
protéines acido-solubles du chromosome à pH basi-
que.

Quel que soit le pH utilisé pour la technique d'iso-
lement, il n'existe pas de différences qualitatives
entre noyaux interphasiques et chromosomes méta-
phasiques au niveau des histones. Seules quelques
différences sont observées, surtout quand l'extraction
des protéines est réalisée avec H2SO+ 0,4N (fig. 4),
et sont situées dans la zone de migration comprise
entre les formes dimère et monomère de l'histone H3.

Après incorporation de 5-BrdU, les enregistre-
ments densitométriques des gels montrent que le
précurseur ne modifie pas la composition en histones
H3, H2B, }{2A et Ha (fig. 5) des chromosomes ou
des noyaux.

t;, ;; ;;rLl i::::
a!: a.;,, ;:. :: ::

T

lvt.H.-

tru,

,.1.iiil::i,llk:i,Wl;p,

He'l',lzB

244æ.g, ' ffi l



-28-

T,.V;
!.::

rg',H

j:lr I

DISCUSSION

Notre objectil a été de rechercher I'existence d'une
relation entre la variation de colorabilité du chromo-
some métaphasiq.ue, après incorporation de S-BrdU,
et les histones.

L'étude des protéines acido-solubles de chromo-
somes isolés à pH acide, met en évidence la perte
totale de I'histone H1, et partielle des histones H2B,
H2A. Mais, cette perte en protéines acido-solubles,
déjà signalée par différents auteurs travaillant soit
sur des chromosomes métaphasiques [11, 18, 20],
soit sur de la chromatine de noyaux interphasiques

13, 21,, 22), ne modifie pas ia structure globale du
chromosome. Au contraire, c'est Ie chromosome isolé
à pH acide qui garde la structure la plus comparable
à celle du chromosome in situ [16] . Le chromosome
isolé à pH basique, contenant toutes les fractions
histoniques majeures }{7, HZB, H:zA, H3 et H4, est
plus globuleux que le chromosome in situ. Ainsi, on
peut admettre que la perte en protéines acido-solubles
modifie la libre chromosomique. En effet, la fibre du
chromosome isolé à pH basique apparaît plus épaisse
(230 à 370 Â) que celle des chromosomes isolés à pH
acide (180 à 230 Â), sans que la structure globale
du chromosome soit modifiée. La labilité particu-
lière de l'histone H1 aux agents tels que les acides
dilués ou les solutions salines peut s'expliquer par
la position externe de cette histone dans le modèle
structural de la chromatine proposé par Baldwin et
coll. [1].

Par ailleurs, en aucun cas, la présence (à pH
basique) ou l'absence (à pH acide) de l'histone Hl
ne modifie les affinités tinctoriales (Giemsa ou
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Fig. 4. - « Disc » électrophorèse d'histones extraites par HrSOa 0,4 N de chromosomes et de noyaux

isolés à pH acide (dépots de 50 pl).
a) Histones de thymus de veau.
b) Histones de chromosomes isolés en milieu acide.
c) Histones de noyaux interphasiques.

Fig.5. - AnalysedesprotéinessolublesdansHCl 0,25Npar«disc»électrophorèseengelsdepolya-
crylâmide à 17 p 100 (dépots 20 ul).
a) Témoin histones totales de T.V.
b) Protéines acido-solubles de noyaux interphasiques, après incorporation de 5-BrdU, isolés à pH
acide.
c) Protéines acido-solubles de chromosomes métaphasiques après incorporation de 5-BrdU, isolés
à pH acide (CH pH3).

fluorochromes) du chromosome isolé. De même, la
dilférence de composition en histones, suivant la
technique d'isolement, est sans action sur la colora-
bilité. Enfin, l'étude après fixation (méthanol acé-
tique) des chromosomes isolés à pH acide ne montre
pas de modifications majeures au niveau des pro-
téines acido-solubles. Il en est de même pour les
protéines acido-solubles de chromosomes normaux
et de chromosomes ayant incorporé de la 5-BrdU.

Ceci conduit à admettre, quant au rôle des histones
dans le phénomène de coloration différentielle par
le Giemsa ou les fluorochromes, après incorporation
de 5-BrdU, entre les chromatides d'un même chro-
mosome, soit leur non participation, soit une partici-
pation due à des remaniements des liaisons ADN-
histones par suite d'une modification structurale de
l',ADN [8].

ArnÉvrlrroNs

CH pH3 : chromosomes isolés à pH acide.
CH pH9 : chromosomes isolés à pH basique.
NI : noyaux interphasiques.
TV : thymus de veau.
ATCA : acide trichloracétique.
MH : milieu d'homogénéisation.
5-BrdU : 5-Bromodeoxyuridine.
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ÉTUDE DES PROT EINES ACIDO.SOLU BLES

RÉsunÉ. - Des chromosomes métaphasiques ou des noyaux interphasiques sont isolés
en milieu acide et en milieu basique. Les contrôles montrent f intégrité morphologique du
matériel. L'isolement à pH acide entraîne ia perte totale de l'histone H1 et la perte partielle
des histones H2B et H2A sans affecter la structure globale du chromosome. On remarque
une diminution de l'épaisseur des fibres chromosomiques.

L'incorporation de S-BrdU pendant 72 heures n'entraîne pas de modifications signifi-
catives des protéines acido-solubles extraites des chromosomes ou noyaux isolés ayant
incorporé le précurseur.

MOTS-CLÉS Medline : Chromosomes/analyse. - Protéinesi analyse. - Histones/
analyse. - Bromodéoxyuridine.

STUDY OF ACID-SOLUBLE PROTEINS OF METAPHASE CHROMOSOMES ISOLATED
FROM KB CELLS BEFORE AND AFTER 5-BrdU INCORPORATION

Suurra.lnv. - Metaphase chromosomes and interphase nuclei have been isolated by
two_different procedures, using either acidic or alkaline media. The morphological integritÿ
of the isolated material has been monitored by electlon microscopy. In the acidic procé-
dure the thickness of the chromosome fibers is reduced but the chromosome gross structure
is preserved. However, electrophoretic anaiysis indicates complete disappearance of histones
Hl and partial loss of H2A and H2B. No significant modification of acid-soiuble proteins
isolated from chromosomes or nuclei was observed after S-BrdU incorporation for 72 hours.

Medline KEY-WORDS : Chromosomes/analysis. - Proteins/analysis. - Histones/
analysis. - Bromodeoxyuridine.
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